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Introduccion 1

1.1. Bioprospeccion microbiana

Los microorganismos, el grupo de organismos mas diverso y abundante de la Tierra, ocupan
todos los nichos posibles. Su participacidn es clave en los ciclos biogeoquimicos, regulan la
composicién de la atmosfera y eliminan compuestos contaminantes (1). La gran diversidad de
las comunidades microbianas y sus funciones ecol6gicas y metabdlicas se estan explorando en

una gran variedad de ambientes naturales, entre ellos en suelos (2), aire (3) y océanos (4).

La bioprospeccion hace referencia a la bisqueda de compuestos quimicos novedosos, genes,
proteinas, microorganismos u otros productos que presenten potenciales aplicaciones
comerciales, a partir de los ambientes naturales (5). En particular, los microorganismos marinos
representan una reserva casi inagotable de diversidad genética y funcional mayormente
inexplotada, acumulada durante millones de afios de evolucion de adaptacion a diferentes
presiones selectivas (6). A pesar de su papel vital en la sostenibilidad de la Tierra y sus
aplicaciones biotecnoldgicas actuales y potenciales, gran parte de la diversidad y capacidades

metabolicas de los microorganismos adn sigue sin explotar (7).

1.2. Gendémica y metagendmica como herramienta para la bioprospeccién
1.2.1. GenOmica

La gendmica es el estudio del material genético completo de un organismo (genoma), e intenta
comprender el contenido, la organizacion, la funcion y la evolucion de la informacion genética
contenida en el genoma. La gendmica consiste en dos ramas complementarias: la estructural y la
funcional. La gendmica estructural determina la organizacion y la secuencia de la informacion
genética contenidas dentro de un genoma. Por otro lado, la genémica funcional, caracteriza la

funcidn de las secuencias dilucidadas a partir de la gendmica estructural (8).

En la actualidad, la secuencia completa de un genoma bacteriano se obtiene utilizando
plataformas de secuenciacién en gran escala. Este método comienza con la fragmentacion al
azar del acido desoxirribonucleico (ADN), seguido por su secuenciacion y su ensamblado por
superposicion mediante métodos computacionales (9). La secuencia del genoma es luego
anotada a fin de obtener informacion sobre la ubicacion de las secuencias codificantes, y su

potencial funcion (Figura 1.1.).
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Introduccion 2

Moléculas de ADN

\/

Fragmentacmn

7|

'l, Secuenciacion

CATACACGTAGCTATACG
Solapamiento de
LDN““ d® GCTATCAGGCTAGGTTA
J
Secuencias
Secuencias GCTATCAGGCTAGGTTACAGTGCATGCATACACGTAGCTATACG

Figura 1.1. Esquema simplificado de la secuenciacion de un genoma. En primer lugar, se extrae el ADN
del organismo, el cual es luego fragmentado y secuenciado utilizando plataformas de alto
rendimiento. Las secuencias obtenidas son ensambladas, obteniéndose una o varias secuencias
gue representan el genoma del organismo analizado. Extraido y modificado de Ng y Kirkness
(10).

1.2.2. Metagendémica

Los microorganismos, como miembros de comunidades, son frecuentemente interdependientes
metabolicamente, o bien utilizan recursos especificos que limitan su cultivabilidad. Los
microorganismos marinos son particularmente resistentes al cultivo, dado que > 99,9 % de los
mismos resultan imposibles de cultivar utilizando métodos tradicionales (11). Las estrategias
metagendmicas permiten estudiar los genomas de (idealmente) todos los microorganismos
presentes en una comunidad microbiana sin una etapa previa de cultivo, proporcionando
informacién no solo sobre la estructura de la comunidad sino también de su potencial genético
(12). Si bien la metagendémica presenta ain muchos desafios, representa una herramienta clave
para la bioprospeccion microbiana, ofreciendo la oportunidad de estudiar mas ampliamente el

potencial biotecnoldgico de las comunidades microbianas.

El analisis metagenémico comienza por lo general con la extraccion y purificacion del ADN de
una muestra ambiental (Figura 1.2.). El material genético extraido es llamado “ADN
metagenomico” (13). Este ADN puede utilizarse para la construccion de una biblioteca
metagendmica (14) o, alternativamente, puede secuenciarse al azar a través de tecnologias de

secuenciacion en gran escala (15). A partir de la secuenciacion al azar, se obtienen millones de
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lecturas cuya longitud depende de la plataforma utilizada (16). Algunos ejemplos de
plataformas son Illumina HiSeq, Roche454 y PacBio. A fin de recomponer fragmentos méas
largos de los genomas de los microorganismos que constituyen la comunidad, las lecturas
obtenidas por secuenciacion al azar son ensambladas utilizando herramientas bioinformaticas
(13). El ensamblado se basa en el sobresolapamiento de las secuencias para reconstruir
secciones completas y contiguas de ADN llamadas contigos (“contigs™), con la finalidad de
obtener fragmentos mas extensos. Los contigos se ensamblan nuevamente en fragmentos de
mayor longitud, para formar secuencias consenso denominadas supercontigos (“scaffolds™). Los
supercéntigos contienen algunas regiones cuya secuencia no pudo ser determinada, o que
presentan un bajo nivel de certeza. En el primer caso, cada base sera indicada con una “N”, y en

el segundo caso la base serd indicada en minuscula.

Genomas bacterianos presentes

en una muestra ambiental
Genomas fragmentados en

pequeilos segmentos

_——

—
—— TS EE— s
‘ T e—— m—

—
o eeee—

|

Secuenciacion de fragmentos
al azar dentro del pool de
segmentos

dm—

Secuencias

de ADN — [R——
e E— —_——
Ensamblado
que da lugar
a secuencias — — w—

consenso —_—————
Alineamiento de secuencias de ADN con programas

computacionales para crear secuencias consenso mas
largas

Figura 1.2. Estrategia metagendmica de secuenciacion al azar. En primer lugar, se extrae ADN de la
comunidad microbiana de una muestra ambiental. Debido al gran tamafio de los genomas,
éstos son escindidos en fragmentos méas pequefios para posteriormente ser secuenciados. Las
lecturas resultantes son ensambladas y anotadas por medio de programas computacionales.
Extraido de “Teach the Microbiome™ (17).

1.2.3. Gendmica de células Unicas

Ademas de la metagendmica, se ha desarrollado otra estrategia que permite determinar la

informacién genética contenida en un genoma sin necesitar del cultivo del microorganismo, la
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cual se denomina gendémica de una unica célula (SCG del inglés “single-cell genomics™). El
analisis de células individuales implica el aislamiento de una célula individual a partir de una
muestra ambiental, seguido de la purificacion de su ADN, la amplificacion al azar del mismo y
su secuenciacion (18). Esta estrategia presenta la ventaja de vincular el potencial metabélico de
un microorganismo con su identidad taxondémica (19), lo cual es mucho mas dificultoso en la

metagendmica. Esta estrategia se utiliza a menudo de forma complementaria a la metagenémica.
1.2.4. Bases de datos gendmicos y metagendmicos

En la actualidad se cuenta con numerosos servidores publicos que permiten acceder a la
informacién almacenada sobre datos gendmicos y metagendmicos, como asi también realizar
andlisis de secuencias a través de diversas herramientas y recursos bioinformaticos. En la Tabla
1.1. se especifican algunos de los sitios de Internet que pueden ser utilizados para la

bioprospeccion de secuencias de interés biotecnolégico.

Tabla 1.1. Sitios web con datos gendmicos y metagendmicos Utiles para la bioprospeccion
microbiana. Extraido y modificado de Lozada y Dionisi (12).

Sitio web Descripcion
Es un recurso que permite el acceso
Base de datos online de genomas (GOLD) integral a la informacién sobre
www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi proyectos de secuenciacion de genomas
y metagenomas, y sus metadatos
asociados.

Base de datos y herramientas de analisis
de datos genémicos y metagendmicos,
que permite integrar ambos tipos de
informacion.

Sistema integrado de genomas y metagenomas
microbianos (IMG y IMG/M)
http://img.jgi.doe.gov

El  recurso  "Genome"  organiza
informacion sobre genomas, incluyendo
secuencias, = mapas,  Cromosomas,
ensamblajes y anotaciones.

Recurso Genome del Centro Nacional
de informacién biotecnoldgica (NCBI)
www.ncbi.nlm.nih.gov

Los servidores RAST y MG-RAST son
plataformas de anotacién automatica y
de andlisis automatizado para genomas
y metagenomas, respectivamente.

Servicio de Analisis Gendmicos (RAST,
http://rast.nmpdr.org) y Metagenomicos
(MG-RAST; http://metagenomics.anl.gov)

1.3. Las macroalgas y el rol de los microorganismos en su descomposicion
1.3.1. Las macroalgas

Las algas marinas son un grupo de organismos muy diversos que constituyen una fuente

potencial de compuestos quimicos con utilidad en biomedicina, como por ejemplo vitaminas o
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acidos grasos poliinsaturados (20). Entre los compuestos bioactivos presentes en las macroalgas,
los polisacaridos son de especial interés debido a sus propiedades fisicas y quimicas (21).
Debido al alto contenido de estos compuestos, varias especies de algas marinas son
comunmente utilizadas para fines alimenticios y medicinales (Figura 1.3.). Las macroalgas
contienen una amplia variedad de polisacaridos, los cuales pueden ser estructurales formando

parte de la pared celular, o bien de almacenamiento como reserva de energia (21).

Figura 1.3.a-i Macroalgas marinas que producen polisacaridos de importancia medicinal: (a)
Enteromorpha linza (Ulvales, Chlorophyta); (b) Capsosiphon fulvescens (Ulotrichales,
Chlorophyta); (c¢) Sargassum muticum (Fucales, Phaeophyceae); (d) Ecklonia cava
(Laminariales, Phaeophyceae); (¢) Undaria pinnatifida (Laminariales, Phaeophyceae); (f)
Laminaria japonica (Laminariales, Phaeophyceae); (g) Carpopeltis affinis (Cryptonemiales,
Rhodophyta); (h) Chondrus ocellatus (Gigartinales, Rhodophyta); (i) Scinaia japonica
(Nemaliales, Rhodophyta). Extraido de Synytsya y colaboradores (21).

1.3.2. Degradacion de las macroalgas

Los polisacéridos de las macroalgas constituyen una fuente de carbono y energia importante
para muchas bacterias marinas. La degradacion microbiana de esta materia organica constituye
un paso importante en el ciclo del carbono, dado que impide el secuestro a largo plazo del
carbono en los ambientes costeros (22). Los microorganismos comienzan la degradacion de los
componentes de las paredes celulares de las algas marinas mediante la secrecion de enzimas
extracelulares especificas (por ejemplo glucosido-hidrolasas o polisacérido liasas, Figura 1.4.)

capaces de metabolizar estos compuestos a tamafios lo suficientemente pequefios,
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aproximadamente 700 Da (23), para que puedan ser absorbidos y utilizados para su crecimiento
y metabolismo (24, 25). Estas enzimas presentan una alta especificidad con respecto a qué tipos
de sustratos son capaces de depolimerizar (24). Los oligosacaridos resultantes de la actividad
enzimatica ingresan a la célula por medio de sistemas transportadores presentes tanto en la
membrana interna como en la membrana externa, en el caso de las bacterias Gram negativas
(24). El mecanismo por medio del cual los productos de degradacion de bajo peso molecular se
incorporan al organismo puede variar considerablemente entre ellos (26-28), asi como también

entre ambientes (29).

Debido a que estas enzimas depolimerizantes funcionan fuera de la célula, los productos de la
hidrolisis pueden ser aprovechados por otros microorganismos que no necesariamente segregan
sus propias enzimas (30). En general, la produccién microbiana de enzimas extracelulares
presenta mayores tasas de actividad en ambientes benténicos en comparacion con los pelagicos
(30). Estas diferencias pueden interpretarse como resultado de una estrategia “costo-beneficio”,
en donde el retorno de la inversion en la produccion de las enzimas extracelulares es mayor en

los sedimentos y por lo tanto, también es mayor el grado de produccion de enzimas (24).

V0 Célula microbiana

PSR / \\

Materia
organica

. —
Enzima extracelular

% s /

Figura 1.4. Representacion esquematica de la degradacién de materia organica por un microorganismo
gue produce enzimas extracelulares endo-liticas (enzima superior, escisién en region medial) y
exo-litica (enzima inferior, escision en region terminal) dando lugar a compuestos de bajo
peso molecular. La zona oscura en la superficie celular representa un canal para la
incorporacion del producto resultante de la hidrélisis enzimatica. Extraido de Arnosti (24).

1.4. Fucoidanos
1.4.1. Algas pardas

Las algas pardas (Phaeophyceae) deben su nombre a su coloracion predominante, determinada
por los pigmentos clorofila a y c, beta-caroteno, violaxantina y fucoxantina. Presentan en la
pared celular fibrillas de celulosa, y en la matriz dos tipos mayoritarios de polisacaridos:

alginatos y fucoidanos (21). Deniaud-Bouét y colaboradores (31) determinaron la composicién
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de la pared celular de cinco especies de algas del orden de Fucales, por medio de
fraccionamientos enzimaticos y andlisis cromatograficos. Estos estudios revelaron que los
fucoidanos y los alginatos abarcan la porcién principal de la pared en las algas pardas
(constituyendo hasta el 45 % de su peso seco), mientras que la celulosa s6lo representa una
pequefia fraccion (1-8 % del peso seco). Una parte de la molécula de fucoidanos esta
estrechamente asociadas a microfibrillas de celulosa, sugiriendo que estos polisacaridos actdan
como importantes componentes en la reticulacion de las paredes celulares de algas pardas
(Figura 1.5.).

:_ Hemicelulosa
— Microfibrillas de celulosa

Fucoidanos

— Alginatos

Proteina
Fenol

Yoduro

50 nm

Figura 1.5. Modelo de la pared celular de algas pardas pertenecientes al orden Fucales. Las microfibrillas
son escasas y con forma de cinta. Los alginatos y fucoidanos son los polimeros que
constituyen la mayor parte de la pared celular. Los fenoles suelen encontrarse asociados a
alginatos y proteinas. Grandes cantidades de yoduro también se encuentran en la pared.
Extraido de Deniaud-Bouét y colaboradores (31).

1.4.1.1. Rol de los fucoidanos en las algas pardas

Aunque la funcién de los fucoidanos en las algas no se ha investigado a fondo, hay varias
hipétesis sobre qué tipo de beneficio aportarian estos compuestos para el alga. Se ha reportado
que el contenido de fucoidano en el alga difiere entre la zona intermareal (altas cantidades de
fucoidanos) y la zona debajo de la linea de bajamar (menos cantidades de fucoidanos), por lo
gue podria tratarse de una estrategia frente a la deshidratacion (32, 33). Otra hipdtesis propuesta
es que mejoraria la estabilidad de la pared celular (34), la cual podria ser apoyada por el
descubrimiento de que el contenido de hidratos de carbono en las algas aumenta gradualmente

en los meses con mayor exposicion a la luz UV (35).
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1.4.1.2. Estructura quimica

El término fucoidanos hace referencia a una serie de polisacéridos sulfatados ramificados ricos
en fucosa (36). Estas moléculas constan de una cadena principal de residuos de a-L-fucosa (a-
L-Fucp) unida por enlaces del tipo a-(1-23), a-(1->4) o ambos alternados. Los residuos de
fucosa pueden presentar sustituciones sulfato y/o acetilo en el carbono 2 y/o 4, raramente en el 3
(37). Se han reportado también la presencia de otros monosacéridos tales como glucosa,
galactosa, acido Urico, xilosa y/o mannosa (38). A pesar de que los fucoidanos se conocen desde
el afio 1913, se han establecido pocas estructuras (37). La composicién quimica y la estructura
de los fucoidanos son complejas y variables, reflejando diferencias en la ruta biosintética entre
las distintas especies de algas pardas.

Generalmente, en los 6rdenes Chordariales, Ectocarpales y Laminariales, los residuos de a-L-
fucosa presentan enlaces del tipo 1->3-a-L-Fucp, mientras que las algas pardas pertenecientes al
orden Fucales se caracterizan porque el esqueleto de a-L-Fucp contiene uniones alternadas del
tipo 123y 1->4 (39, 40). En la Figura 1.6. se ejemplifica la estructura del fucoidano del alga
Chorda filum como representante del orden Laminariales y a Ascophyllum nodosum del orden
Fucales. En el primer caso, los residuos de a-L-Fucp presentan uniones del tipo 1->3 con
sustituciones sulfato en el carbono de la posicion 2 y 4 (C2 y C4 respectivamente) y
ramificaciones de fucopiranosa en el C2. Por otro lado, la especie perteneciente al orden Fucales
presenta un esqueleto de a-L-Fucp con uniones alternas 1->3 y 1->4, con sulfataciones

principalmente en el C2.

OH OH
H3C7™~0—7
Chorda filum Ascophyllum nodosum 080,-

& 0804

H3C ~0—/
L0804

HO 9

H3C—7 ~o—
/050,

O 0850;-

HO ©

H3C7 07
0S04-

| h
He 0805

Figura 1.6. Estructura del fucoidano de las algas pardas C. filum (Laminariales) y A. nodosum (Fucales).
Extraido de Ale y Meyer (37).

1.5. Enzimas activas sobre carbohidratos

La clasificacion de enzimas que presentan como sustrato a los carbohidratos, basada en la

similitud de sus secuencias, se encuentra recopilada en el servidor CAZy (Enzimas Activas
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sobre Carbohidratos, www.cazy.org). La base de datos incluye un listado de mddulos o
dominios funcionales de enzimas que degradan, modifican o crean enlaces glucosidicos (41).
Por lo tanto, este servidor incluye a un amplio espectro de enzimas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos, a menudo denominadas CAZymas. Dentro de los mddulos que

catalizan la ruptura, biosintesis o modificacion de carbohidratos se encuentran:

- Glucosido hidrolasas (GH): catalizan la hidro6lisis de enlaces glucosidicos
- Glicosiltransferasas (GTs): catalizan la formacion de enlaces glucosidicos
- Polisacérido Liasas (PL): producen la escision no hidrolitica de enlaces glucosidicos
- Carbohidrato Esterasas (CES): producen hidrolisis de ésteres de hidratos de carbono

- Actividades Auxiliares (AAS): enzimas redox que actGan en conjunto con CAZymas

Las enzimas GH, también conocidas como glucosidasas, catalizan la hidrélisis del enlace
glucosidico presente entre dos 0 mas azUcares o0 entre un azlcar y otra parte de la molécula no
glicosilada. Las GH estan clasificadas con el cddigo enzimético (EC) 3.2.1. Representan la clase
mas numerosa, compuesta por un total de 133 familias (familias GH). Cada familia contiene
péptidos gque son similares en cuanto a la secuencia de aminoacidos (estructura primaria) y en su
estructura secundaria. Las familias GH5, GH13 y GH30 han sido clasificadas en subfamilias,
que corresponden a subgrupos dentro de una familia que comparten un ancestro comin mas
reciente y que, por lo general, resultan mas uniformes en sus funciones moleculares (41).
Algunas GH son enzimas multifuncionales debido a la presencia de uno o mas maédulos, que
pueden pertenecer a varias familias. La clasificacion de estas enzimas continta evolucionando,
ya que existen mas de 4000 secuencias de GH que aun no han sido clasificadas en familias. Las
enzimas PL, en cambio, catalizan la depolimerizacion de los polisacaridos que contienen acidos
urénicos por medio de un mecanismo de B-eliminacion generando un residuo de &cido
hexenurénico insaturado y un nuevo extremo reductor en el punto de clivaje (42). Esta clase de

CAZymas es menos diversa, contando actualmente con s6lo 23 familias.

1.6. Enzimas que depolimerizan a los fucoidanos

Si bien aun no se ha estudiado en detalle el proceso completo de depolimerizacion de las
complejas y variables estructuras de los fucoidanos, se conocen algunas enzimas que catalizan

la ruptura de estos compuestos, las cuales se describen a continuacion.
1.6.1. a-L-fucosidasas y fucoidanasas

Las enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces entre residuos a-L-Fucp pertenecen a la clase

GH, las cuales se dividen en dos grandes grupos de acuerdo a su modo de accion: exo-
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hidroliticas y endo-hidroliticas. Las enzimas con actividad exo-hidrolitica son capaces de
escindir enlaces de residuos de fucosa no sulfatada o sulfatada en el extremo no reducido del
fucoidano (36). Estas enzimas son llamadas o-L-fucosidasas (EC: 3.2.1.51). En cambio, las
enzimas que escinden enlaces glucosidicos internos de la molécula de fucoidano, dando lugar a
fuco-oligosacaridos de bajo peso molecular, se denominan fucoidanasas (EC: 3.2.1.44) (37)
(Figura 1.7.). Estas enzimas son muy diversas, y presentan una alta especificidad con respecto al
tipo de enlace (123 6 1->4) y la presencia de grupos sulfato (43). Las enzimas fucoidanasas
presentan un gran potencial biotecnoldgico, ya que su actividad endolitica permite obtener
compuestos de bajo peso molecular, los cuales son biolégicamente activos (36), como se
describird méas adelante. Debido a estas propiedades, los fuco-oligosacéridos presentan

potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica, nutracéutica, cosmética y alimenticia.

Ademas de las enzimas que catalizan la endo-hidrolisis conocidas como fucoidanasas, también
se han descripto endo-liasas que presentan como sustrato a los fucoidanos (43, 44). Sin
embargo, éstas han sido descriptas Unicamente en patentes, y por lo tanto esta investigacion no
ha sido sometida al correspondiente proceso de revision por pares.

OH

H3C 0 )
0S80,
OH

0O

H3C o) "
080,
O

HO 7 e Actividad endolitica
HaC (o) i (1->3)
0S0,
HO .. liti
¢ Actividad endolitica
H3C 0 - (1->4)
00,
(@)
HO | €——— Actividad exolitica
H3C .
0s0,
HOHO

Figura 1.7. Patrones de catalisis de los residuos de a-L-fucosa de un fucoidano tipo. La actividad
exolitica es caracteristica de las a-L-fucosidasas, mientras que la endo-hidrolisis es catalizada
por enzimas fucoidanasas. Extraido de Ale y Meyer (37).

1.6.2. Sulfatasas

Otras enzimas que catalizan la escision parcial de los fucoidanos de algas pardas son las
sulfatasas bacterianas (EC 3.1.6.-). Estas enzimas eliminan grupos sulfato a partir de moléculas

sulfatadas (39). La desulfatacion se ha propuesto como potencial herramienta para la
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investigacion de las caracteristicas estructurales y bioldgicas de los fucoidanos. Sin embargo,

los reportes sobre enzimas sulfatasas especificas para estos compuestos son escasos (43).
1.6.3. Enzimas fucoidanasas caracterizadas hasta el momento

Hasta el momento, s6lo una secuencia que codifica para una fucoidanasa ha sido caracterizada
en detalle, FncA (“sulfated fucan endo-a-1,4-L-fucanase”) de Mariniflexile fucanivorans SW5
(45). Esta enzima libera tetrasacéridos y hexasacaridos a partir de los fucoidanos del alga parda
Pelvetia canaliculata. Analisis bioinformaticos realizados por Colin y colaboradores (45)
determinaron la presencia de 5 dominios en la secuencia de amino4cidos. Un dominio ubicado
cerca del extremo amino-terminal, de ~ 400 residuos, es responsable de su actividad catalitica
(Figura 1.8.).

NH: -] | | |l.coon
Péptido sefial Moédulo catalitico Tres dgmmms Sucﬁswos Sin similitud a Dominio
29 aminoécidos NH:-terminal que a optan un plegue proteinas C-terminal
390 aminodicidos inmunoglobulina conocidas 76 aminoacidos

315 aminoacidos 197 aminoacidos

Figura 1.8. Estructura modular de la enzima fucoidanasa (FcnA) de Mariniflexile fucanivorans SW5.

La enzima FncA definid, junto a otras tres secuencias menos caracterizadas, a la familia CAZy
GH107 (41). Las tres fucoidanasas restantes se denominan SVI_0379, Fdal y Fda2. La primera
fue identificada en la cepa Shewanella violacea DSS12 (Tabla 1.2.), mientras que las enzimas
Fdal y Fda2 fueron aisladas del organismo Altermonas sp. SN-1009. Dado sus altos porcentajes
de identidad y por pertenecer al mismo organismo, las secuencias que codifican para las
enzimas Fdal y Fda2 son probablemente el producto de una duplicacién génica. Los genes
homdlogos en el mismo organismo (que se originan por duplicacion de un gen individual en el

pasado evolutivo) se denominan paralogos (Figura 1.9.).

UNPSJB — Facultad de Ciencias Naturales — Trelew Jessica A. Gonzalez



Introduccion 12

\ [P
/

Gen A Gen B

\

Duplicaciéon
del gen

Gen ancestral

Figura 1.9. Genes paralogos producto de una duplicacion del gen ancestral en el mismo organismo.

De forma similar, dos secuencias que codifican para enzimas fucoidanasas han sido
identificadas en el organismo Flavobacterium sp. SA-0082 y reportadas en la patente EP
1826272/A2 (46). Estas enzimas no fueron nombradas y no estan incluidas dentro de la familia
GH107. En la base de datos GenBank del NCBI se reportan solamente como secuencias
nucleotidicas del género Flavobacterium (Tabla 1.2.). Estas secuencias probablemente (al igual
que para Fdal y Fda2) se originaron a partir de una duplicacion del gen ancestral

correspondiendo a enzimas paralogas.

Tabla 1.2. Organismos en los cuales se han reportado hasta el momento presencia de enzimas
fucoidanasas.

GenBank® Enzima Longitud Organismo Linaje
DL231623 sd 2091nt  Flavobacterium sp. SA-0082 - .
. Bacteria; Bacteroidetes,
DL231622 sd 2112nt  Flavobacterium sp. SA-0082 Flavobacteriia:
Sulfated fucan ) L i Flavobacteriales;
CAIl47003  endo- a-1,4-L-fucanase 1007 aa  Mariniflexile fucanivorans SW5 Flavobacteriaceae
(FcnA)
) Bacteria;
AAO00508 Fucanase (Fdal) 814a4  Alteromonas sp. SN-1009 Proteobacteria:
Gammaproteobacteria;
AAO000509 Fucanase (Fda2) 88lad  Alteromonas sp. SN-1009 Ateromonadales;
Alteromonadaceae
Bacteria;
Proteobacteria;
BAJ00350 SVI_0379 574a4  Shewanella violacea DSS12 Gammaproteobacteria;

Alteromonadales;
Shewanellaceae
(1) Numero de acceso a base de datos GenBank del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las 2 primeras
secuencias corresponden a secuencias de nucleotidos (nt), las 4 restantes a secuencias de aminoacidos (ad).
sd, nombre de la enzima sin determinar.

Anélisis comparativos entre las secuencias de enzimas fucoidanasas reportadas hasta el
momento, mostraron que existe un alto grado de divergencia entre ellas (47). Se observaron
porcentajes de identidad mayores al 30 % solamente entre los genes paralogos de la misma cepa

(Tabla 1.3.). Dado que las enzimas identificadas en la patente no fueron nombradas, se asigné
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con fines practicos, “1” a aquella secuencia con el cddigo de acceso a GenBank DL.231623 y

“2” ala que presenta el codigo DL.231622 (Tabla 1.3.).

Por otro lado, resultados de anéalisis comparativos de dominios/motivos conservados entre las
secuencias de enzimas fucoidanasas utilizando el recurso InterPro (48) indicaron la ausencia de
un motivo comun, a excepcién de aquellas enzimas identificadas en el mismo microorganismo
(47).

Tabla 1.3. Matriz de porcentajes de identidad entre las secuencias de enzimas fucoidanasas que
se encuentran en los organismos especificados.

% de identidad
Fdal Fda2 1 2 SVI 0379 FcnA

Enzima (organismo)

Fdal (Alteromonas sp. SN-1009) 100 71 10 12 29 13
Fda2 (Alteromonas sp. SN-1009) 71 100 10 12 28 13
1 - (Flavobacterium sp. SA-0082) 10 10 100 60 7 11
2 - (Flavobacterium sp SA-0082) 12 12 60 100 7 7

SVI_0379 (Shewanella violacea DSS12) 29 28 7 7 100 14
FcnA (Mariniflexile fucanivorans SW5) 13 13 11 7 14 100

1.7. Propiedades bioactivas de los fucoidanos

Las propiedades terapéuticas de los fucoidanos han sido extensamente estudiadas. Dentro de las
actividades bioldgicas conocidas, se incluyen actividad anticoagulante/antitrombético,
antiinflamatoria, inmunomoduladora, antiviral, antitumoral y antioxidante (21). Varios trabajos
reportan el potencial antiviral de los fucoidanos extraidos de U. pinnatifida contra diferentes
virus de la familia herpesviridae (HSV-1, HSV-2 y HCMV) (49), como asi también sus
propiedades antitumorales, antioxidantes y anticoagulantes (50, 51). Estas propiedades podrian
ser aprovechadas para el desarrollo de farmacos o alimentos funcionales. Se ha reportado que
los dos principales factores determinantes de las bioactividades son el peso molecular (52-54) y
la posicion y numero de grupos éster-sulfato. Sin embargo, otras propiedades como la
composicion de monosacaridos y la tecnologia de extraccion, son de importancia para mantener
la integridad estructural de los polisacaridos y para la conservacion de sus propiedades
bioldgicas (37, 55). A su vez, el tipo de actividad bioldgica que presenta el polisacarido
sulfatado depende de la fuente de macroalga utilizada, confirmando claramente la biodiversidad
de los fucoidanos en los diferentes 6rdenes taxonomicos de algas pardas (Tabla 1.4.).
Fucoidanos extraidos de algas del mismo orden presentan diferente composicion y por lo tanto,

distintas bioactividades.
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1.7.1. Propiedades de los fucoidanos de alto peso molecular

Se ha reportado que los polisacaridos sulfatados extraidos a partir de las algas pardas han dado
resultados prometedores contra patdgenos gastrointestinales en mamiferos mostrando un efecto
anti-adhesivo (56). Estos compuestos son poco hidrolizables por las enzimas géstricas de los
mamiferos. Sin embargo, son potencialmente fermentables por la microbiota intestinal

autoctona, quienes lo utilizan como fuente de carbono.
1.7.2. Propiedades de los fucoidanos de bajo peso molecular (fuco-oligosacaridos)

El alto peso molecular de los fucoidanos es uno de los motivos por los cuales se han
obstaculizado sus potenciales aplicaciones, especialmente como agentes terapéuticos (57). Es
por ello, que la obtencion de oligosacéridos de bajo peso molecular (fuco-oligosacaridos) es de
especial interés por presentar una actividad biolégica mas especifica. Se ha demostrado que los
fucoidanos de bajo peso molecular resultaron ser antagonicos a una amplia gama de patdgenos,
inhibiendo la adhesion a las células del organismo (55). Resultados de andlisis comparativos de
fucoidanos de variado peso molecular indicaron que cuanto mas pequefio es el peso que
presentan, mayor es la actividad anticoagulante (58). Otras propiedades bioactivas que
aumentan a medida que el peso molecular disminuye son: como agentes anticancerigenos (54) y

como agentes antioxidantes (59, 60).

Tabla 1.4. Efectos sobre la salud de fucoidanos aislados de diferentes especies de algas pardas.
Extraido y modificado de Wijesinghe y colaboradores (53).

Efecto en la salud Fuente Referencia
Ecklonia cava (Laminariales) (61)
Fucus evanescens (Fucales) (62)
Anticoagulante Padina gymnospora (Dyctiotales) (63)
Antitrombético Ascophyllum nodosum (Fucales) (64)
Sargassum fulvellum (Fucales) (65)
Laminaria cichorioides (Laminariales) (66)
Inmunomoduladora Fucus vesiculosus (Fucales) (51)
Undaria pinnatifida (Laminariales) (67)
Antiinflamatoria Laminaria japonica (Laminariales) (68)
Ecklonia cava (69)
Undaria pinnatifida (70)
Antitumoral Ecklonia cava (61)
Fucus evanescens (71)
Antiviral Undaria pinnatifida (49)
Proteccién de la mucosa géstrica (Cclzg?(?;[;?acigsg)kamuranus TOKIDA (72)
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1.7.2.1. Ventajas de la hidrdlisis enzimatica

Los tratamientos convencionales para la degradacion de fucoidanos, ya sean quimicos o
térmicos, pueden producir pérdida de la integridad del polisacérido (incluyéndose los grupos
sulfato) y por lo tanto de sus propiedades bioactivas (40). Es por ello que el tratamiento
enzimatico utilizando fucoidanasas se considera la mejor opcion para obtener oligosacaridos en
donde se conserven los grupos sulfato y en consecuencia presenten una mayor actividad
bioldgica (73).

1.8. Relevancia regional del estudio de enzimas fucoidanasas

El alga parda U. pinnatifida (Laminariales, Phaeophyceae) es una especie nativa del noroeste de
Asia (China, Japon y Corea del Sur), que fue detectada por primera vez en Patagonia en 1992 en
Puerto Madryn, luego de ser transportada por vectores antrépicos (74). La invasion por U.
pinnatifida ha generado efectos negativos sobre el ecosistema costero Patagdnico, como por
ejemplo la modificacion de la estructura de las comunidades de algas locales, y en consecuencia
de la fauna bentonica asociada (75). Produce ademas graves dafios econdmicos, al afectar a
embarcaciones, emprendimientos de acuicultura, actividades turisticas como el buceo o el uso
recreacional de las playas. A partir del punto inicial de introduccién, se ha extendido hacia el
norte y hacia el sur, cubriendo actualmente las costas de la Patagonia desde 41,69° S hasta
47,75° S (76). Mas aun, la invasion de U. pinnatifida puede potencialmente extenderse hacia el
norte, pudiendo colonizar otras zonas costeras de Argentina, ademas de algunos puntos en la
costa de Uruguay y Brasil (76). De hecho, recientemente se ha reportado un nuevo punto de

introduccidn en la costa de Mar del Plata (77).

Considerando su amplia distribucion actual, su alta fertilidad y la persistencia de sus estructuras
reproductivas, la erradicacion de U. pinnatifida de nuestras costas se considera imposible (76).
Se puede reducir su impacto en areas protegidas, emprendimientos de acuicultura o zonas de
buceo por medio de su extraccion manual (76). Como parte de una estrategia de control del
impacto de la invasion, y a fin de generar nuevas oportunidades econémicas en la region, seria
deseable desarrollar aplicaciones comerciales a partir de la biomasa de esta especie. Una
potencial aplicacion es la produccion de fuco-oligosacaridos de alta pureza, para el desarrollo de
farmacos o suplementos alimentarios (Figura 1.10.). Para ello, resulta necesario disponer de

enzimas capaces de depolimerizar estos polisacaridos.
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Figura 1.10. Potenciales aplicaciones de los fucoidanos extraidos del alga parda Undaria pinnatifida.

1.9. Objetivos

1.9.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis de grado consiste en incrementar nuestro conocimiento sobre
los mecanismos que utilizan los microorganismos marinos para asimilar los polisacaridos de las
algas pardas, con el fin de utilizar dicho conocimiento para el desarrollo de productos y

procesos biotecnoldgicos.
1.9.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos definidos para este trabajo de tesis de grado son:

— Identificar secuencias homdlogas a aquellas reportadas para enzimas fucoidanasas, a
partir de genomas bacterianos y metagenomas depositados en bases de datos publicas.

— Analizar las relaciones evolutivas entre las secuencias de aminoacidos identificadas y
las secuencias de fucoidanasas.

— Analizar el contexto gendémico y su organizacion genica, para las secuencias mas

semejantes a las enzimas fucoidanasas.

UNPSJB — Facultad de Ciencias Naturales — Trelew Jessica A. Gonzalez



2. Materiales y Métodos



Materiales y Métodos 18

2.1. Identificacion de secuencias homologas a fucoidanasas

A los efectos de facilitar la identificacién de secuencias homologas a enzimas fucoidanasas
minimizando el riesgo de incluir secuencias que codifiquen otras actividades enzimaticas, se
utilizd una estrategia de busqueda basada en similitudes con el dominio esencial para la
actividad catalitica de las 6 secuencias de fucoidanasas reportadas hasta el momento.

2.1.1. Busqueda en base de datos de genomas bacterianos

Se identificaron secuencias homdlogas a las enzimas fucoidanasas de referencia a partir de
genomas bacterianos depositados en la base de datos IMG (dependiente del Joint Genome

Institute, Departamento de Energia, EEUU, https://img.jgi.doe.gov). Se analizaron todos los

genomas bacterianos reportados en la base de datos IMG, los cuales se encuentran agrupados en
4 categorias de acuerdo al tipo de ambiente del que fue aislado el organismo: aire, acuatico,
terrestre y sin clasificar. Se utilizaron como secuencias problemas (“query”) el modulo catalitico
amino-terminal (aproximadamente de 400 aminoéacidos) de las seis secuencias aminoacidicas

indicadas en la Tabla 1.2.

La identificacion de las secuencias se realizé utilizando la herramienta de blsqueda de genes del
IMG de la pestaiia “Find Genes”, basada en el algoritmo BLAST (78). El algoritmo BLAST
(“Basic Local Alignment Search Tool”) es una herramienta de blsqueda basica de alineamiento
local entre secuencias, la cual permite identificar secuencias similares a la utilizada como
problema. Una de las variantes es el programa blastp, utilizado en este analisis. En esta
busqueda, se compararon las seis secuencias de aminoacidos problema con todas las secuencias

en aminodcidos de los genomas depositados en el sistema IMG (79).

El punto de corte de significancia estadistica (Expected value o E value) utilizado fue de 1e™.
La significancia estadistica indica la probabilidad de que la similitud que se encuentre entre la
secuencia problema y la identificada sea debida al azar. La matriz de intercambio de
aminoacidos utilizada fue BLOSUMG62 (“BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix”). Se
utilizaron los valores preestablecidos de los restantes parametros [penalizaciones por desfase
(gap penalties): presencia: 11, extension: 1; umbral del alineamiento inicial (neighboring words
threshold): 11]. Se seleccionaron aquellas secuencias que presentaron porcentajes de identidad
mayor o igual al 30 %. Todas las secuencias seleccionadas fueron exportadas en formato

FASTA para ser posteriormente analizadas.
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2.1.2. Busqueda en base de datos de metagenomas

La identificacion de las secuencias se realizd utilizando las herramientas de busqueda del
Sistema Integrado de Manejo de Secuencias Metagendmicas (IMG/M), dependiente del Joint
Genome Institute (Departamento de Energia, EEUU, https://img.jgi.doe.gov). Para analizar los

metagenomas de interés de ambientes marinos, en primer lugar estos fueron identificados
utilizando la herramienta “Genome Search” de la pestafia “Find Genome”. Posteriormente, se
realiz6 una busqueda por categorias de metadatos filtrado por tipo de ecosistema, utilizdndose
como palabra clave “marine”. Los metagenomas identificados fueron seleccionados por medio
de la opcion “Add Selected to Genome Cart”.

La busqueda fue realizada sobre los metagenomas ensamblados seleccionados, utilizando como
secuencias de entrada los dominios cataliticos de las secuencias de referencia, como se indicé en
el punto anterior. Se utiliz6 la herramienta de busqueda blastp de la pestafia “Find Genes”. El
valor de significancia estadistica establecido fue de 1e™ y se utilizaron demés valores
preestablecidos [Matriz: Blosum 62; Penalizaciones por desfase (gap penalties): presencia: 11,
extension: 1; umbral del alineamiento inicial (“neighboring words threshold”): 11].

Las secuencias obtenidas con una longitud > 100 aminoacidos y porcentajes de identidad > 30

% fueron seleccionadas para su posterior analisis.

2.2. Andlisis de las secuencias identificadas
2.2.1. Alineamientos multiples de secuencias identificadas en genomas bacterianos

Las secuencias identificadas a partir de genomas bacterianos se alinearon con las secuencias de
referencia. Dado que se desconoce si las secuencias pertenecientes a la familia GH107 son
homologas a las secuencias de fucoidanasas no incluidas dentro de esta familia, las secuencias
identificadas a partir del dominio catalitico de las enzimas pertenecientes a la familia GH107
fueron analizadas de forma independiente a aquellas identificadas con el dominio catalitico de

las dos secuencias del género Flavobacterium.

El alineamiento se realiz6 en el programa Clustal X (80) con los valores establecidos por
defecto. Clustal es un software que realiza alineamientos multiples de proteinas y secuencias
nucleotidicas a partir de secuencias que se encuentran en archivos multiFASTA. Se basa en la
utilizacion de un algoritmo progresivo que agrupa secuencias Yy realiza alineamientos por pares
para generar matrices de distancia, en los que se puede determinar el porcentaje de identidad

entre cada par de secuencias (80).

UNPSJB — Facultad de Ciencias Naturales — Trelew Jessica A. Gonzalez


https://img.jgi.doe.gov/

Materiales y Métodos 20

2.2.2. Reconstruccion filogenética de secuencias gendémicas

El alineamiento multiple fue exportado al programa MEGAG6 (81), en el que se realizd un
analisis de reconstruccion filogenética utilizando el algoritmo estadistico del vecino mas
cercano (“Neighbor-joining”) y el modelo de sustitucién de aminoéacidos de Jones-Taylor-
Thornton (JTT). Las longitudes de rama fueron calculadas utilizando el método de correccion de
Poisson (82). Los datos faltantes fueron tratados por el método de eliminacion por pareja, y se
realizaron pruebas para evaluar la robustez de la filogenia por medio del método de “bootstrap”
con 1000 repeticiones. Dado el escaso conocimiento actual sobre las enzimas fucoidanasas, no

fue posible utilizar grupos externos en los analisis.
2.2.3. Anélisis de evidencia funcional de las secuencias metagenomicas

Este analisis se baso en la informacion obtenida durante la anotacion funcional de las secuencias
sobre coincidencias con las bases de datos COG (Agrupamientos de Bloques Ortélogos) y Pfam
(Familias de Proteinas). Dicha informacion proporciona evidencia sobre la posible funcién de
las secuencias. Estos analisis son ademas utilizados por el sistema IMG como criterio para la
asignacion de nombres de la secuencias. Si la secuencia no sobrepasa un determinado umbral de
longitud de alineamiento y de porcentaje de similaridad en el andlisis utilizando estas

herramientas, la misma es anotada como proteina hipotética (83).

2.2.4. Andlisis de similitud de las secuencias metagendmicas con las depositadas en

GenBank, e identificacién de motivos/dominios conservados

A los efectos de evaluar el grado de similitud entre las secuencias identificadas en los
metagenomas marinos con respecto a aquellas depositadas en la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), se utilizd la herramienta de blsqueda blastp. Solo
fueron consideradas aquellas secuencias cuyos alineamientos presentaron el mayor valor de

porcentaje de identidad y cobertura con respecto a la secuencia metagenémica de entrada.

La identificacion de dominios o motivos conservados se realizd utilizando la herramienta de
busqueda blastp del GenBank. El algoritmo aplicado en la busqueda fue DELTA-BLAST
(“Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST”). Este algoritmo realiza basquedas de
dominios conservados dentro de las secuencias aminoacidicas en un subconjunto de base de
datos del NCBI (79).
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2.3. Analisis del contexto gendmico y busqueda de sintenia compartida
2.3.1. Organizacion génica en genomas bacterianos

Este analisis se baso en la observacion de que genes relacionados funcionalmente se encuentran
a menudo presentes en la misma region del genoma (84), por lo que podria proveer evidencias
adicionales sobre la posible funcion de las secuencias identificadas. De la inferencia filogenética
obtenida, se seleccionaron aquellas secuencias que presentaron altos porcentajes de similaridad
con las secuencias de referencia, a fin de analizar sus organizaciones génicas y evaluar sus
similitudes. El analisis se basd en la funcién predicha en la anotacion funcional en el sistema

IMG para los genes ubicados en cercania de las secuencias identificadas.
2.3.2. Sintenia compartida en genomas bacterianos

Se realizé un analisis comparativo del orden de los genes ubicados en cercania de las secuencias
homologas a fucoidanasas identificadas, a los efectos de evaluar si existia sintenia compartida
entre los fragmentos gendmicos que contenian dichas secuencias. Este analisis se llevo a cabo
s6lo con aquellas secuencias que presentaron los mayores porcentajes de identidad con respecto
a las seis secuencias de referencia, dado la gran incertidumbre para definir la funcién de una

secuencia en base a su similaridad con secuencias de proteinas conocidas.

2.4. Anélisis del potencial degradativo de carbohidratos

Los microorganismos capaces de utilizar polisacaridos como fuentes de carbono generalmente
producen multiples enzimas extracelulares con distintos rangos de sustratos. A fin de conocer el
potencial general para degradar carbohidratos de las cepas bacterianas que contienen secuencias
homdlogas a fucoidanasas, se evalud el rango completo de enzimas GH (familias y subfamilias)
codificadas en sus genomas. Para realizar esta blsqueda se utiliz6 la base datos CAZy
(http://www.cazy.org/). En el buscador inicial se filtr6 por nombre de la cepa seleccionandose

aquellos identificados por homologia en la base de datos IMG.
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3.1. En genomas bacterianos
3.1.1. Identificacion de secuencias homélogas a enzimas fucoidanasas

En el momento de realizar la blsqueda de secuencias homologas a fucoidanasas, existian 33.804
genomas bacterianos depositados en la base de datos IMG. Para la blsqueda de secuencias
putativas de fucoidanasas, como secuencias problema se utilizaron los potenciales dominios
cataliticos de secuencias de enzimas fucoidanasas reportadas hasta el momento (Tabla 1.2.). La
busqueda utilizando el programa blastp permitio la identificacion de 50 secuencias que se
ajustaban a las condiciones preestablecidas, a partir de cinco de los seis dominios cataliticos
evaluados. Solamente el dominio catalitico de la enzima fucoidanasa (FcnA) de M. fucanivorans
SW5 no permitid la identificacién de secuencias. Las secuencias putativas de fucoidanasas se
identificaron en cepas bacterianas pertenecientes a cuatro phyla: Bacteroidetes, Proteobacteria,
Planctomycetes y Verrucomicrobia, que incluian un total de 15 géneros (Tabla 3.1.). Por lo
tanto, s6lo una pequefia proporcién de los genomas de la base de datos IMG contenia secuencias
que cumplian con los criterios de blsqueda elegidos, y estos genomas contenian de 1 a 4

secuencias.

Tabla 3.1. Linaje de las bacterias marinas identificadas que podrian presentar genes que
codifiquen para enzimas fucoidanasas

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Aquimarina
Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Cellulophaga
Formosa
Maribacter
. Cyclobacteriaceae Echinicola
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Cytophaga
Flammeovirgaceae  Flexithrix
. . . . . . Pedobacter
Sphingobacteria Sphingobacteriales  Sphingobacteriaceae Articibacter
Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Dysgonomonas

Alteromonadaceae Microbulbifer
Alteromonadales

Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria Colwelliaceae Colwellia
Cellvibrionales Cellvibrionaceae Saccharophagus

Planctomycetes  Planctomycetia Planctomycetales  Planctomycetaceae ~ Rhodopirellula

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Verrucomicrobium

Un total de 47 secuencias fueron identificadas a partir del dominio catalitico de las dos
secuencias pertenecientes al género Flavobacterium, con las que compartian 30 a 65 % de

identidad a nivel de aminoé&cidos.
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En la basqueda de secuencias homélogas a las enzimas pertenecientes a la familia GH107, en
cambio, solo se identificaron tres secuencias pertenecientes a Colwellia sp. SCGC AC281-N11
(genoma obtenido a partir de una célula individual), Rhodopirellula sp. SWK?7 y Rhodopirellula
sallentina SM41 (Tabla 3.2.). Estas secuencias compartieron 20 a 70 % de identidad con el

dominio catalitico de las enzimas de referencia.

El tipo de ambiente en el que fueron aislados los microorganismos que contenian secuencias
homologas a fucoidanasas fue variado, entre ellos: marino (provenientes de la columna de agua

y de sedimentos), suelo y ambientes que no habian sido determinados (Tabla 3.2.).

3.1.1.1 Analisis filogenético de las secuencias identificadas a partir de las enzimas

pertenecientes a la familia GH107.

El arbol filogenético obtenido a partir de los modulos cataliticos de las secuencias de referencia
pertenecientes a la familia GH107 y las secuencias homélogas identificadas a partir de ellos se
muestran en la Figura 3.1. Los mddulos cataliticos que presentaron el mayor porcentaje de
identidad fueron aquellos que pertenecian al organismo Altermonas sp. SN-1009. Estas dos
secuencias conformaron un grupo (clister) cuyo grupo hermano fue la secuencia putativa
identificada en el organismo Colwellia sp. SCGC AC281-N11. La fucoidanasa putativa de S.
violacea DSS12, por otro lado, presenté un porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos de
aproximadamente 40 % con respecto a las secuencias de referencia de Alteromonas sp. SN-1009
y Colwellia sp. SCGC AC281-N11. Si bien la secuencia identificada en este estudio compartia
porcentajes de identidad moderados con las secuencias de referencia de este clister, el alto valor
de “bootstrap” que presenta sugiere que esta secuencia perteneceria a la familia GH107. Los tres
géneros incluidos en este clister estan cercanamente relacionados, dado que pertenecen al

mismo orden (Alteromonadales) dentro de las Gammaproteobacterias.

Por otro lado, las secuencias putativas identificadas en cepas pertenecientes al género
Rhodopirellula se agruparon, compartiendo un 48 % de identidad. Debido al bajo porcentaje de
identidad que presentaron con secuencias de referencia de fucoidanasas (20 — 30 % de
identidad) y su posicion en el arbol filogenético, la potencial pertenencia de estas secuencias a la

familia GH107 es incierta.

La secuencia de la enzima fucoidanasa de M. fucanivorans SW5, a partir de la cual no se
identificaron secuencias en la base de datos de genomas bacterianos, fue altamente divergente

del resto las secuencias analizadas (porcentajes de identidad menores al 25 %).
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Tabla 3.2. Secuencias homologas a las enzimas fucoidanasas de referencia identificadas en la base de datos de genomas microbianos IMG. Se indican los
organismos en los cuales se identificaron las secuencias, el ambiente en el que fue aislado (marino: proveniente de la columna de agua, sedimento:
sedimentos marinos y sd: sin determinar), el codigo del gen, el nombre del producto que codifica y por Gltimo el nimero de acceso a la base de datos IMG.

Ambiente en
Organismo el que fue ID Gen Nombre del producto génico IMG
aislado
Aquimarina latercula DSM-2041 Marino H526DRAFT_01831 “Hypothetical protein” 2523974136
Aquimarina latercula DSM-2041 Marino H526DRAFT_01830 “Hypothetical protein” 2523974135
Aguimarina sp. SW150 Sd NoneDRAFT_00547 “Por secretion system C-terminal sorting domain” 2580986083
Aquimarina sp. SW150 Sd NoneDRAFT 04297 “Por secretion system C-terminal sorting domain” 2580989826
L “Domain/Carbohydrate binding module (family

Aquimarina sp. SW150 Sd NoneDRAFT_04296_PA14 6)/f5/8 type C domain” 2580989825
Aquimarina sp. SW150 Sd NoneDRAFT_01542 “Carbohydrate binding module (family 6)” 2580987074
Arcticibacter svalbardensis MN12-7 Sd ADIARSV_4252 “Esterase” 2545498006
Arcticibacter svalbardensis MN12-7 Sd ADIARSV_2216 “Putative protein_transmembrana prediction” 2545495967
Arcticibacter svalbardensis MN12-7 Suelo ADRIARSV_2179 “Hypothetical protein” 2545495930
Arcticibacter svalbardensis MN12-7 Suelo ADIARSYV 2919 “Putative protein-transmembrane prediction” 2545496670
Cellulophaga baltica NN016038 Sd M667DRAFT_00713 “Hypothetical protein” 2581797417
Colwellia sp. SCGC AC281-N11® Sd Ga0063149 01860 “Concavalin A-like lectin/glucanases” 2599809154
gcg’é%phaga fermentans 1AM-14302DSM- Sd CytfeDRAFT 1496 “Carbohydrate binding module (family 6)” 2509836672
gg;%phaga ECTIEEERES (L 0Dl gL CytfeDRAFT 1524 “Hypothetical protein” 2509836700
gcg';%phaga fermentans 1AM-14302DSM- sd CytfeDRAFT 0040 “Hypothetical protein” 2509835216
gg;%phaga ETEMETS faie S0 0B sd CytfeDRAFT 1093 “Hypothetical protein” 2509836269
Cytophaga fermentans JCM-21142 Sd JCM21142 1601 “Endo-1,4-beta-xylanase A precursor” 2579598062
Cytophaga fermentans JCM-21142 Sd JCM21142_1564 “Hypothetical protein” 2579598026
Cytophaga fermentans JCM-21142 Sd JCM21142 93803 “Hypothetical protein” 2579601207
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Tabla 3.2. Continuacion.
Ambiente en
Organismo elquefue 1D Gen Nombre del producto génico IMG®
aislado
Cytophaga fermentans JCM-21142 Sd JCM21142 93373 “Carbohydrate binding module” 2579600783
Dysgomonas gradei ATCCBAA-286 Sd HMPREF9455 02394 “Hypothetical protein” 651387290
Echinicola pacifica DSM 19836 Sd BO50DRAFT_02714 “Right handed beta helix region” 2515475267
Flexithrix dorotheae DSM-6795 Sedimento  ASEMDRAFT_00125 “Hypothetical protein” 2515802484
Formosa agariphila KMM-39001 Marino BN863_18640 “Conserved hypothetical protein” 2586114395
Formosa agariphila KMM-39001 Marino BN863_10080 “Pectin lyase fold protein” 2586113537
Formosa agariphila KMM-3901 Sd BN863_100700 “Protein lyase fold protein” 2586113536
Formosa agariphila KMM-3901 Suelo BN863_10050 “Pectin lyase fold protein” 2586113534
Formosa agariphila KMM-3901 Marino BN863_18600 “GDSL-like lipase/Acylhydrolase family protein” 2586114391
Formosa agariphila KMM-3901 Marino BN863_10380 “Por secretion system C-terminal sorting domain” 2586113567
Maribacter forsetti DSM-18668 Marino P177DRAFT_02776 “Hypothetical protein” 2574427858
Maribacter forsetti DSM-18668 Marino P177DRAFT_02788 “Hypothetical protein” 2574427870
Maribacter sp. Hel 1 7 Suelo P178DRAFT 3736 “Hypothetical protein” 2558433713
Microbulbifer thermaoleans DSM-19189 Marino  Ga0056041_01120 el s meelle (Rl 6 o e
type C domain

Microbulbifer thermaoleans DSM-19189 Sedimento  Ga0056041 02869 “F5/8 type C domain” 2599619982
Pedobacter saltans DSM-12145 Suelo Pedsa 3763 “Hypothetical protein” 649984677
Planctomycetes Sd puel0645 00011640 “Autotransporter-associated beta repeat” 2509277163
Planctomycetes Sd pue06694 00024590 “Hypothetical protein” 2509285542
Rhodopirellula baltica SH1 Marino Ga0065370_115465 “Right handed beta helix region” 2607882865
Rhodopirellula baltica SH1 Sd RB1470 “Hypothetical protein-transmembrana prediction” 637433777
Rhodopirellula baltica SH28 Marino RBSH_03031 “Right handed beta helix region” 2537187736
Rhodopirellula baltica SWK14 Sd RBSWK 00449 “Right handed beta helix region” 2563978961
Rhodopirellula baltica WH47 Sedimento  RBWH47_04797 “Right handed beta helix region” 2536129258
Rhodopirellula europaea 6C Marino RE6C_05531 “Putative secreted protein” 2534016826
Rhodopirellula europaea SH398 Sedimento  RESH 01934 “Right handed beta helix region” 2534019429
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Tabla 3.2. Continuacion.

Ambiente en

Organismo elquefue 1D Gen Nombre del producto génico IMG®
aislado

Rhodopirellula sallentina SM41® Sedimento  RSSM_06681 “Putative secreted protein” 2540442492
Rhodopirellula sp. SWK 7 Sedimento  RRSWK_03901 “Dystroglycan-type cadherin-like domain protein” 2534779559
Rhodopirellula sp. SWK7® Sedimento  RRSWK_04389 “Putative secreted protein” 2534780049
Saccharophagus degradans 2-40 Marino Sde_3709 “Hypothetical protein” 6379922806
Saccharophagus degradans 2-40 Marino Ga0065403_ 113879 “F5/8 type C domain” 2606911028
Verrucomicrobium spinosum DSM-4136 Sd VspiD_010100000905 “Hypothetical protein” 642329229

(1) Secuencias identificadas a partir de las enzimas pertenecientes a la familia GH107.
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W AAO00508 [Alteromonas sp. SN-1009]
‘ L W AAOO00509 [Alteromonas sp. SN-1009]
2599809154 [Colwellia sp. SCGC AC281-N11]

W BAJ00350 [Shewanella violacea DSS12]

2534780049 [Rhodopirellula sp. SWKT]

® 2540442492 [Rhodopirellula sallentina SM41]

W CAI47003 [Mariniflexile ficanivorans SWS5]

—
0.1

3

Figura 3.1. Arbol filogenético no enraizado obtenido por el método estadistico del vecino mas cercano y
el método de sustitucion de aminoacidos de Jones-Taylor-Thornton (JTT) para las secuencias
de referencia pertenecientes a la familia GH107 (sefialadas con un cuadrado verde) y las
secuencias gendmicas identificadas a partir de ellas. Los circulos en los nodos hacen
referencia a los valores de los soportes de “bootstrap” para 1000 réplicas (® = valores entre
80 y 100 %, O = valores entre 50 y 80 %). Las longitudes de las ramas son proporcionales al
nimero de variaciones de aminodcidos. Los nimeros corresponden al nimero de acceso a
IMG y el nombre del organismo se indica entre corchetes.

3.1.1.2. Analisis filogenético de las secuencias identificadas a partir de los dominios
cataliticos de las enzimas de la cepa Flavobacterium sp. SA-0082

Las relaciones filogenéticas entre las dos secuencias de fucoidanasas reportadas en una patente
y las identificadas a partir de ellas en la base de datos IMG se muestran en la Figura 3.2. Se
observaron tres grandes grupos, soportados por altos valores de “bootstrap”. Solo uno de estos
clusters incluyé a las dos secuencias de referencia pertenecientes a Flavobacterium sp. SA-0082
(sefialadas con un cuadrado violeta, Figura 3.2.). En algunos casos, las secuencias identificadas
a partir de distintas cepas de la misma especie se agruparon en distintos grupos con secuencias
gue pertenecian a otras especies. Este resultado refleja una baja similaridad en la secuencia

aminoacidica incluso en organismos de una misma especie.

Todas las secuencias de organismos pertenecientes al orden Planctomycetales se ubicaron en el
cluster superior del arbol filogenético. Estas secuencias fueron altamente divergentes de las
secuencias de fucoidanasas de Flavobacterium sp. SA-0082 (15 - 25 % de identidad), al igual
gue los otros miembros de este cluster ( < 30 %). Por el contrario, los porcentajes de identidad
entre las secuencias de referencia y las 14 secuencias identificadas incluidas en el cluster
inferior del arbol filogenético fueron menos divergentes (> 55 %). Este grupo de secuencias es

investigado con mayor detalle en el siguiente punto.
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2607882865 [ Rhodopirellula baltica SH1)

637433777 [ Rhodepireliula baltica SH1]
2563978961 [Rhodopireliula baltica SWK 14]
2536129258 [Rhodopirellula balfica WH4T]
2537187736 [Rhodopireliula baltica SH28]

2534016826 [ Rhodopirellula enropaea 6C)

2534019429 [ Rhodopirellula enropaea SH398]

2545496670 [Arcticibacter svalbardensis MIN12-7)
{545495 930 [Arcticibacter svalbardensis MI12-7]

2523974135 [Aguimarina latercula DSM-2041]

2509285542 [Planctomycetales]

2580987074 [Aguimarina sp. SW150]

) 2509835216 [Cvitaphaga fermentans TANM-14302D3M-9555]
4"—_2579600783 [Cvtophaga fermentans TCM-21142]

2599619982 [ Microbulbifer thermotolerans DSM-19189]

L] ) | 2606911028 [Saccharophagus degradans 2-40]

®] 637920806 [Saccharophagus degradans 2-40]
 — 2509277163 [Planctomycetales]
oL 000000000 2534779559 [Rhodopirellula sp. SWKT]

2545498006 [Areticibacter svalbardensis MIT12-T]
_0|: 2586114391 [Formosa agariphila KMM-3901]

2586114395 [Formosa agariphila KMM-3901]

2515802484 [ Flexithrix dorotheae DENL-6795]

[ S PP BT [Maribacter forsetii DSIM-18668]
651387290 [ Dyvsgonomonas gadei ATCC-BAA-286]

649984677 [ Pedobacter saltans DSM-12145]
2586113537 [Formesa agariphila KIMNM-3901]

642329220 [ Terrucomic robium spinosum D SN 4136]

2509836269 [Chiophaga fermentans TAM-14302DSM-9555]

® 2579601207 [Cvtophaga fermentans JCI-21142]

(o] ——————————————————— 2580989825 [Aguimarina sp. SW150]
® 2545495967 [Arcficibac ter svalbardensis MIN12-T]
_O|: 2586113567 [ Formosa agariphila EMM-3901]

2599618235 [ Microbuibifer thermotolerans DSIM-19189]
2580989826 [Aguimarina sp. SW150]

W DL231623 [Flavobacterium sp. SA-0082]

W DL231622 [Flavobacterium sp. SA-0082]
2523974136 [Aguimarina latercula DSM-2041]

2586113536 [Formosa agariphila KIIM-3901]

2581797417 [Cellulophaga balfica IIN016038]

[2515475267 [Echinicola pacifica DSM-19836]

2580986083 [Agramarina sp. SW150]

1574427858 [ Maribacter jorsetii DSM-18668]
2558433713 [ Maribacter sp. Hel-I 7]

2586113534 [ Formosa agariphila KM -3901]
2509836672 [Cytophaga fermentans TANM-14302D 51 -9555]
2579598062 [Chvtovhaga fermentans JCM-21142]

2509836700 [Cvtophaga fermentans TAM-14302D 51 -9555]

01 ®] 579598026 [Cyvtophaga fermentans JCI-21142]

Figura 3.2. Arbol filogenético no enraizado de las secuencias de referencia reportadas en la patente
(cuadrado violeta) y las identificadas en la base de datos IMG. El arbol fue obtenido por el
método del vecino mas cercano. Los circulos en los nodos hacen referencia a los valores de los
soportes de “bootstrap™ para 1000 réplicas ( ® = valores entre 80 y 100%, © = valores entre 50
y 80%). Los nimeros corresponden al nimero de acceso a IMG y el nombre del organismo se
muestra entre corchetes a excepcion de las dos secuencias identificadas en un microorganismo
perteneciente al orden Planctomycetales.
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3.1.2. Andlisis del contexto gendmico y sintenia compartida

En general, se observé un bajo nivel de conservacion en la vecindad de las secuencias
genomicas identificadas (sefialadas con una flecha roja, Figura 3.3. y Figura 3.4.). En la Figura
3.3. se observa el andlisis del contexto gendmico para las secuencias homélogas a las enzimas
de la familia GH107. Con respecto a las secuencias de referencia, solo el genoma de la cepa S.
violacea DSS12 se encontraba depositado en la base de datos IMG. El entorno gendémico de las
secuencias identificadas en este estudio pertenecientes a los organismos Colwellia sp. SCGC
AC281-N11 y R. sallentina SM41 contenia secuencias que podrian codificar para enzimas
arilsulfatasas (representadas con el nimero 2 en la Figura 3.3., Tabla 3.3.). Esta enzima es
requerida durante la depolimerizacion de polisacaridos sulfatados para catalizar la hidrdlisis de
los grupos sulfato. Otro elemento identificado en el genoma del organismo R. sallentina SM41
que podria estar relacionado con la degradacion de fucoidanos es la enzima o-L-fucosidasa (EC:
3.2.1.51), indicada con el numero 11. Por otro lado, se identificaron otros elementos que
potencialmente podrian estar involucrados en el transporte de oligémeros al interior celular y en
su metabolismo (ntmeros 3y 4). EI componente 3 corresponde al receptor dependiente de TonB
y el 4 a la proteina Concavalina A unido a lectina/familia glucanasa. Por lo tanto, este analisis
permitié identificar varios elementos en el contexto gendmico de las secuencias identificadas
gue posiblemente estén involucrados en la asimilacion de fucoidanos. Este resultado provee
evidencia adicional sobre la posible funcion de las secuencias putativas de fucoidanasas

identificadas a partir de genomas bacterianos.

En la Figura 3.4. se muestra el contexto gendmico de secuencias identificadas a partir del
dominio catalitico de las fucoidanasas pertenecientes al organismo Flavobacterium sp. SA-
0082. En este andlisis s6lo se incluyeron las secuencias mas cercanas a las fucoidanasas, las
cuales pertenecian a organismos del phylum Bacteroidetes. EI genoma de Flavobacterium sp.
SA-0082 no se encontraba disponible en la base de datos, por lo que no se muestra en la Figura
3.4.

La organizacion génica de los fragmentos gendmicos presentaba un bajo grado de conservacién,
aln en organismos pertenecientes al mismo género. Se pudo identificar, sin embargo, un
elemento que acompafid a todas las secuencias putativas de fucoidanasas, a excepcién de
aquellas de cepas pertenecientes al género Aquimarina. Este gen podria codificar para la enzima
arilsulfatasa (sefialada con el nimero 2, Figura 3.4.) y resulto relativamente abundante en el
genoma de algunos organismos tales como aquellos pertenecientes a los géneros Maribacter y

Cellulophaga.

Genes que codifican a la enzima o-L-fucosidasa también se identificaron en los organismos
Cellulophaga baltica NN016038, Maribacter sp. He-l_7 y Cytophaga fermentans 1AM-14302
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DSM-9555. Otras secuencias de los contextos gendmicos analizados podrian codificar para
acetil-esterasas (EC 3.1.1.6), enzimas que también podrian estar implicadas en el metabolismo
de fucoidanos (nimero 20 en la Figura 3.4.). Secuencias codificantes para esta enzima, que
cataliza la hidrolisis de grupos acetil-éster, se encontraron en el genoma del organismo Formosa
agariphila KMM-3901.

Las secuencias de fucoidanasas putativas pertenecientes al organismo F. agariphila KMM-3901
presentaron una correspondencia parcial en cuanto a su entorno genémico, a pesar de que
formaron parte de distintos clusters. Situacion similar ocurrié con las secuencias pertenecientes
a la cepa C. fermentans JCM-21142 y una de las secuencias de la cepa C. fermentans 1AM-
14302DSM-9555.
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o— W AAO00508 [Alteromonas sp. SN-1009]

—

W AAO00509 [Alteromonas sp. SN-1009]

2599809154 [Cohwellia sp. SCGC AC281-N11] L l%
. W BAJ00350 [Shewanella violacea DSS12] ‘13 ]- r—l> L [13 é
— 2534780049 [Rhodopirellula sp. SWK7] ;; 1[2 ig 11>
L 2540442492 [Rhodopirellula sallentina SM41] IL;} é é é:%éé
W CAI47003 [Mariniflexile fucanivorans SW5)
—

0,1

Figura 3.3. Esquema de genes préximos a las secuencias homdlogas identificadas (sefialadas con rojo) a partir de las enzimas pertenecientes a la familia GH107 (sefialadas
con un cuadrado verde). Los nimeros sobre las flechas corresponden al nombre del producto génico indicado en la Tabla 3.3. Los nimeros en negrita

corresponden a elementos que podrian estar involucrados en el metabolismo de carbohidratos. Las secuencias homélogas a las enzimas fucoidanasas de la familia
GHZ107 se sefialan con un recuadro negro.
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15 14
2580989826 [Aquimarina sp. SW150] I
W DL231623 [Flavobacterium sp. SA-0082]
[]
° W DL231622 [Flavobacterium sp. SA-0082]
18 17 116 1]25) 15 15 11 19
2523974136 [Aquimarina latercula D SM-2041] o/ [ 3 DEp— X COND
o— 2 2021 22 23 7| 2312314 24 2 25 26 27 3
2586113536 [Formosa agariphila KMM-3901] [, ) ——— | e el —)
2 29 27 26 11 317 2 31 29 1 2 2 11 112 24
L 2581797417 [Cellulophaga baltica NN016038] e, — ) (D Y e o | e
L . i 29 |26 2 31 3232 34 3 1 35 16
° 2515475267 [Echinicola pacifica DSM-19836] D 0D b D e =
37 38 39 40 41 1 1 42 1 431
2580986083 [Aquimarina sp. SW150] = D DED B DS
29 2 4 7 307 2 2 45 21
— 2574427858 [Maribacter forsetii D SM-18668] CEs O OO EEST ___im]
6 (] 2801 11 29 29 46472 2 2| 1|2 212817
2558433713 [Mlﬂ.b(ldtr Sp. Hel—I_7] [ — [— ——— =)D
. :
2 2021 1 23 |7 23 2314 1 2 1 1 1 3
2586113534 [ Formosa agariphila KMM-3901] [ ) Y — (s ) 5 i —)
3 1 39 1312127 4916 71 3 1
3 1 39 1]15 2127 49 16 113 1
2579598062 [Cytophaga fermentans JCM-21142] C—roC—» O D EESED [ O X
o 2 4 12111 1 2 5050 15 26| 24 1 3051 1
2509836700 [Cytophaga fermentans IAM-14302DSM-9555] @ OO0 X EDIDID [ [ OB D)
3 1 39 1]15 2 1, 27 49 16 7 1 3 1
2579598026 [Cytophaga fermentans JCM-21142] ==X ——» DEES O
0,1
—y

Figura 3.4. Esquema de genes proximos a las secuencias homoélogas identificadas (sefialadas con rojo) a partir de las secuencias pertenecientes al organismo Flavobacterium
sp. SA-0082 (sefialadas con un cuadrado violeta). Los nimeros sobre las flechas corresponden al nombre del producto génico indicado en la Tabla 3.3. Los

nlmeros en negrita corresponden a elementos que podrian estar involucrados en el metabolismo de carbohidratos. Las secuencias homélogas a las enzimas
fucoidanasas se sefialan con un recuadro negro.
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Tabla 3.3. Numero asignado a las secuencias de los contextos gendmicos incluidos en las
Figuras 3.3. y 3.4. En todos los casos se indica el nombre del producto génico asignado por la
anotacién funcional en el sistema IMG. Se resaltan en negrita los nombres de las secuencias
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos.

Numero
asignado en el Nombre dado por anotacion funcional
grafico
1 "Hypothetical protein"
2 "Arylsulfatase A"
3 ""Ton-B dependent receptor**
4 ""Concavalina A-like lectin/glucanases superfamily protein*
5 "NAD+ synthase (glutamine-hydrolysing)”
6 "Membrane or secreted protein"
7 "Protein of unknown function”
8 "putative secreted protein™
9 "Outer membrane efflux protein”
10 "tRNA-Leu"
11 "Alpha-L-fucosidase™
12 "Planctomycete cytochrome C"
13 "SLA1 homology domain 1"
14 “Carbohydrate binding module™
15 "Por secretion system C-terminal sorting domain-cointaining protein™
16 "Component transcriptional regulator"
17 "Imidazolonepropionase”
18 ""Beta-lactamase"
19 "Outer membrane protein TolC"
20 "Acetyl esterase"
21 "Alpha/beta hydrolase family*
22 "Alpha D-xyloside xylohydrolase"
23 "Pectin lyase fold protein™'
24 ""Xylan 1,4-beta-xylosidase"
25 ""Pectate lyase superfamily protein''
26 "Right handed beta helix region"
27 "Unsatured chondroitin disaccharide hydrolase™
28 "Acetyl esterase/lipase"
29 "Heparinase 11/111 -like protein™
30 "Lysophospholipase L1"
31 "Gliding motility-associated C-terminal domain-containing protein
32 "Type IX secretion system membrane protein, PorP/SprF family"
33 "RNA polymerase sigma factor, sigma-70 family"
34 "FecR family protein™
35 "PAS/PAC sensor hybrid histidine kinase (EC 2.7.13.3)”
36 "Phenylacetate-CoA ligase"
37 "Phosphomannomutase™
38 "Rhomboid family protein™
39 "Alginate lyase"
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Numero
asignado en el Nombre dado por anotacion funcional
gréafico
40 "Sulfate permease, SulP family"
41 "EamA domain-containing membrane protein RarD"
42 "Sodium/proton antiporter, CPA1 family"
43 "Glucose-1-phosphate adenylyltransderase™
44 "Alpha-glucosidase"
45 "Glucosyl hydrolases family 28"
46 "FAD dependent oxidoreductase"
47 "Acyl-CoA thioesterase"
48 "Gluconate 5-dehydrogenase™
49 "Ligand-binding sensor domain-containing protein"
50 ""Beta-fructosidases (levanase/invertase)"
51 "Formylglutathione hydrolase FrmB"

3.1.3. Anélisis del potencial degradativo de carbohidratos

El rango de enzimas glucésido hidrolasa (GH) reportados en la base de datos CAZy de algunos
de los microorganismos identificados en este estudio se detallan en la Tabla 3.4. Dado que las
familias GH5, GH13 y GH30 han sido clasificadas en subfamilias, se indica ademas el nimero
de las mismas entre paréntesis. Las familias GH solo son reportadas para 5 organismos, dado
que los restantes organismos detallados en la Tabla 3.2. no registraron entradas sobre el
potencial general degradativo de hidratos de carbono en la base de datos CAZy. Todos los
genomas contenian una gran cantidad de genes pertenecientes a la clase GH, y la diversidad de
familias es indicativo del potencial que presentan estas cepas para degradar una gran diversidad

de carbohidratos.

Tabla 3.4. Familias y subfamilias GH (el nimero se indica entre paréntesis) reportadas para los
organismos identificados en genomas microbianos.

Organismo Familias GH
GH2, GH5, GH10, GH13 (2), GH16, GH20, GH29, GH32,
Rhodopirellula baltica SH1 GH33, GH43, GH57, GH77, GH78, GH86, GH95, GH97,

GH117, GH127, GH130.

GH1, GH2, GH3, GH5 (1), GH13, GH15, GH16, GH20,
GH23, GH28, GH29, GH29, GH31, GH32, GH37, GH39,
GH63, GH65, GH73, GH82, GH88, GH95, GH104,
GH113, GH114, GH115, GH117, GH127, GH130.

GH1, GH2, GH3, GH5 (1), GH13 (2), GH15, GH16,
GH17, GH20, GH23, GH25, GH26, GH28, GH29, GH30,

Formosa agariphila KMM-3901] GH31, GH39, GH43, GH65, GH73, GH78, GH86, GH88,
GH95, GH97, GH105, GH106, GH109, GH113, GH115,
GH117, GH130.

Cellulophaga baltica NN016038
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Organismo Familias GH

GH1, GH2, GH3, GH5 (1), GH10, GH11, GH13, GH16,
GH18, GH20, GH23, GH24, GH25, GH26, GH27, GH28,
GH29, GH30 (2), GH31, GH33, GH36, GH43, GH51,
GH53, GH67, GH73, GH78, GH88, GH89, GH92, GH93,
GH97, GH105, GH106, GH109, GH115, GH117, GH127,
GH128, GH130.

GH2, GH3, GH5 (5), GH6, GH9, GH10, GH11, GH13 (5),
GH15, GH16, GH18, GH20, GH23, GH24, GH26, GH27,
GH28, GH30 (1), GH31, GH35, GH43, GH50, GH51,
GH53, GH55, GH63, GH67, GH73, GH77, GH79, GH81,
GH86, GH94, GH95, GH97, GH103, GH105, GH108,
GH115, GH117, GH128, GH130.

Pedobacter saltans DSM-12145

Saccharophagus degradans 2-40

3.2. En metagenomas marinos
3.2.1. Identificacion de secuencias homélogas

En la base de datos IMG/M existian 50 estudios metagendmicos de ambientes marinos al
momento de realizar la bldsgqueda de secuencias putativas de fucoidanasas. En 11 de estos
estudios se identificaron secuencias que cumplian con los parametros fijados para este analisis,
si bien en sélo algunas de las muestras de cada estudio (Tabla 3.5.). En total se identificaron 31
secuencias homologas a las enzimas de referencia en 22 metagenomas, cuyos cddigos de acceso
a la base de datos IMG/M se indican en la Tabla 3.6. (columna Gen ID). Todos los productos de
las secuencias identificadas correspondieron a proteinas hipotéticas, a excepcion de la secuencia
“TDF_OR_ARGO5 123mDRAFT 10138301”, cuyo nombre otorgado por la anotacion
funcional del sistema IMG/M fue “alginate lyase”.

El rango de longitud de los scaffolds identificados (sefialado en la columna “scaffold” de la
Tabla 3.4.) fue desde un minimo de 335 nucle6tidos correspondiendo a aproximadamente 111
aminoacidos, hasta un maximo de 2870 nucledtidos que corresponde a aproximadamente 956

amino&cidos.
3.2.2. Evidencias funcionales en las secuencias metagenémicas

Solo 7 secuencias metagenémicas presentaron evidencias funcionales relacionadas con las bases
de datos COG y Pfam (Tabla 3.7.). El dominio Pfam “Beta hélix” fue identificado en la gran
mayoria de estas secuencias. Este dominio determina la configuracion de la estructura
secundaria de las proteinas que lo presentan, adoptando una estructura formada por asociaciones
de laminas beta paralelas dispuestas en un patrén helicoidal de dos o tres caras. Otro dominio
Pfam identificado fue “Alginate lyase”, implicado en la depolimerizacion de alginatos. Con

respecto al andlisis basado en la base de datos de grupos de ortélogos COG, permitid inferir la
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funcién de solo una secuencia, correspondiente a una “galacturonasa”, implicada en el

metabolismo y transporte de carbohidratos.

Tabla 3.5. Estudios metagenémicos de la base de datos IMG/M que contenian secuencias
homologas a fucoidanasas. Se indica el nimero de set de datos totales y el ndmero de

metagenomas en los cuales se identificaron secuencias homoélogas.

_ N° de set N° de set de
Nombre del estudio datos con
de datos
resultados
Marine microbial communities from Global Ocean Sampling
56 1

(GOS).
Deep ocean microbial communities from the Global Malaspina 77 1
Expedition.
Saline water and sediment microbial community from Etoliko 5 4
Lagoon, Greece.
Marine sediment microbial communities from the Peru Margin, 1 1
Gulf of Mexico and South Pacific Gyre.
Marine microbial communities from Delaware Coast. 7 1
Marine and estuarine microbial communities from Columbia

. . 12 4
River Coastal Margin.
Marine archaeal communities from Monterey Bay, CA, that are 33 5
ammonia-oxidizing.
Marine sediment archaeal communities from Santa Barbara 7 )
Basin, CA, that are anaerobic and methane-oxidizing.
Hypersaline microbial communities from Lake Vida, 5 5
Antarctica.
Fossil microbial community from Whale Fall, Santa Cruz 3 1
Basin of the Pacific Ocean.
Marine microbial communities from chronically polluted 93 3

sediments in four geographic locations.
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Tabla 3.6. Secuencias homologas a enzimas fucoidanasas identificadas en estudios metagendémicos reportados en la base de datos IMG/M. Se indica el
nombre, cddigo de identificacion y nombre de la muestra de la cual se identificaron secuencias homdlogas, el dominio catalitico utilizado, la

identificacion del gen y el scaffold.

Nombre del ID del Dom,ir'lio
. X catalitico Nombre de la muestra Gen ID Scaffold
estudio estudio .,
utilizado
Marine microbial FCnA -
communities from 55055716 gvi_g37g.  Mangrove swamp microbial communities GOS2247_10085102 GOS2247_1008510 (1256 nt)
Global Ocean from Isabella Island, Equador - GS032
. Fdal - Fda2
Sampling (GOS)
E]iesﬁ)g?;an Marine viral communities from the Deep
. i Pacific Ocean - MSP-118 (Metagenome
communities from o h5a074  SVIO379- o bratt M1678 Malaspina viral JG124657J20077_10709771 JG124657J20077_1070977
the Global Fda2 (357nt)
Malaspina metagenome MSP-118,
- ASSEMBLY_DATE=20130718)
Expedition
Sediment microbial community
from Etoliko Lagoon, Greece
2154732346 (combined IIIumln'a-454-
Sanger assembly) :
) Saline sediment microbial community Etoli_ NODE21NE_1345959
Saline water and from Etoliko Lagoon, Greece (combined 923 (943nt)
sediment microbial ly2 Illumina-454-Sanger assembly) 2154482561 Sediment microbial community
community from Gp0092397  Flavobacterium from Etoliko Lagoon, Greece
Etoliko Lagoon, sp (combined Illumina-454-
Greece Sanger assembly) :
Etoli__ 1st61650 (413nt)
Saline sediment microbial community Ga0074242_ 120217421 Ga0074242_12021742 (943nt)
from Etoliko Lagoon, Greece
Reannotation (re-annotation) Ga0074242_115443361  Ga0074242_11544336 (413nt)
Marine sediment
microbial Marine sediment microbial communities
communities from Gs0063499 Fdal from Arctic Ocean, off the coast from ASLM20b_07669100 ASLM20b_GIMWMONO02G3

the Peru Margin,
Gulf of Mexico and
South Pacific Gyre

Alaska - sample from low methane PC12-
247-20cm

HIM (335nt)
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Tabla 3.6. Continuacion

Dominio
Noel;rlzg.;odel els?u((jj?(l) catalitico Nombre de la muestra Gen ID Scaffold
utilizado
Marine microbial SVI_0379 - Mal””e microbial Com:"”f”'“es frfm DelMOSpr2010DRAFT_101531 DelMOSpr2010DRAFT_10153
communities from Gs0063440 Fda2 Delaware Coast, sample from Delaware 1 1 (1133nt)
Delaware Coast MO Late spring/early summer
Estuarine microbial communities from
SVI_0379-  Columbia River, sample from South none_1117511 none_p111751 (496nt)
. Fdal - Fda2 Channel ETM site, GS313-3LG-ETM-
Marine  and 15m none 0228941 none_p0228941 (496nt)
estuarine microbial —
communities from  Gs0047387 FenA none_0518291 none_p0518291 (442nt)
Columbia  River o Marine microbial communities from
Coastal Margin Columbia River, CM, sample from
1y2 Newport Hydroline, GS310-0p8-Hyp-75m none_0222141 none_p0222141 (442nt)
Flavobacterium
sp.
Ammonia-oxidizing marine microbial
communities from Monterey Bay, JGI26112J46591 1081252
California, USA - CAN11_08_MO0_20 JGI26112J46591 10812521  (369nt)
Ammonia-oxidizing marine microbial
communities from Monterey Bay, JGI26115J46592 1057396
_ 1y2 — california, USA - CAN11_07_MO0_10 JGI26115)46592 10573961  (449nt)
Marine  archaeal Flavobacterium . . o
’c\%;rgrjg)i/t ig;y fg) An Gs0099541 P SJ%TT]?J”V:ﬁigglf?gf;nic\]/'g]:{é?:yrgg;?bIal JG126114J46594 1047489
that are ammonia- California, USA - CAN11_18 MO0_10 JG126114J46594 10474891  (646nt)
oxidizing Ammonia-oxidizing marine microbial
communities from Monterey Bay, JGI126118J46590 1002531
California, USA - CAN11_66_BLW_10 JG126118J46590 10025313  (2870nt)
2 Ammonia-oxidizing marine microbial

Flavobacterium

sp.

communities from Monterey Bay,
California, USA - CAN11_54 BLW_10

JGI126119J46589_10639041

JG126119146589_1063904
(440nt)
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Tabla 3.6. Continuacion

Nombre del ID del Dom,lr_no
. X catalitico Nombre de la muestra Gen ID Scaffold
estudio estudio -
utilizado
Marine  sediment
archaeal SVI_0379y ASA120_GJFD58A02GM4XR
communities from Fda2 Marine sediment archaeal communities ASA120_00228020 (418nt)
Santa Barbara Gs0046212 from Santa Barbara Basin, CA, that are
Basin, CA, that are 2 methane-oxidizing, sample 0-3 cm
anaerobic and Flavobacterium ASA120 02388680 ASA120 GJFD58A02G3UQB
methane-oxidizing sp. (497nt)
Hypersaline
microbial Hypersaline microbial communities from JGI11221J13441 100292331 ng’I?ljﬁéJ1344l_10029233
communities from Gs0067859 SVI_0379 Lake Vida, Antarctica - Brine Hole Two
Lake Vida, &gt;0.2 micron JGI11221J11331_1071653
Antarctica JGI11221J11331 10716531 (612nt)
Fossil microbial
community  from ly2 Fossil microbial communities from Whale
Whale Fall, Santa Gs0055718 Flavobacterium Fall, Santa Cruz Basin of the Pacific 2001497724 2001402879 (1417nt)
Cruz Basin of the sp. Ocean — Bone
Pacific Ocean
Marine microbial communities from
chronically polluted sediments in the BS_KBA SWE21 205mDRAF BS_KBA SWE21 205mDRA
Baltic Sea-site KBA sample T 100399101 FT_10039910 (1149nt)
SWE21_205m
Marine  microbial 1 ] Microbial communities from chronically KGI_S2_ANTO05_2345mDRAFT KGI_S2_ANTO05_2345mDRA
communities from Flavobacterium polluted sediments in Antartica-King 10666891 FT_c1066689 (572nt)
‘S:ngrrr‘]'ecr?t's'y f’r?”?;i‘: Gs0063447 - iEOTf%es ';‘;z%zte 52 sample KGI_S2_ANT05_2345mDRAFT KGI_S2_ANTO05_2345mDRA
geographic e 10328402 FT ¢1032840 (919nt)
locations . . . . KGI_S1_ANTO03_95mDRAFT_1 KGI_S1_ANT03_95mDRAFT
Microbial communities from chronically 0035671 ¢1003567 (2151nt)
1y2 polluted sediments in Antarctica-King -
Flavobacterium George Island site S1 sample
ANTO3 9.5m KGI_S1_ANTO03_95mDRAFT_1 KGI_S1_ANTO03 _95mDRAFT
SP- B 0236371 1023637 (759nt)
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Tabla 3.6. Continuacion

Dominio
Nombrg del ID de_l catalitico Nombre de la muestra Gen ID Scaffold
estudio estudio -
utilizado
Marine microbial communities from BS KBA SWE12 21mDRAET
chronically polluted sediments in the - T 101822181 BS_KBA_SWE12_21mDRAF
ly2 Baltic Sea-site KBA sample SWE12_21m - T_c10182218 (501nt)
Flavobacterium Mari icrobial ities f
Marine  microbial sp. arine microbial communities from TDE_OR_ARG04 123mDRAFT
. chronically polluted sediments in Tierra
communities from - 10107671 TDF_OR_ARGO04_123mDRA
: del Fuego_site92 sample ARG04_12.3m FT ¢1010767 (863nt
chronically polluted - o<a) /- c (863nt)
Zzg'grrggﬁslc i four mfg':lif”;’g’(ﬁﬁ'tggg‘e'g‘lﬂﬂf: ifr:"T“i‘erra TDF_OR_ARGO5_123mDRAFT TDF_OR_ARGO05_123mDRA
locations 2 del Fuego, site 012 sample ARG05_12.3m 10138301 FT_1013830 (2049nt)
Flavobacterium Mari icrobial itios f
sp. arine microbial communities from BS_KBA SWE02_21mDRAFT BS_KBA_SWE02_21mDRAF

chronically polluted sediments in the

Baltic Sea-site KBA sample SWE02_21m 103946921 T_10394692 (343n1)
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Tabla 3.7. Evidencias funcionales identificadas en las secuencias metagendmicas.

Gen ID Evidencia funcional

Ga0074242 120217421 Pfam 13229 Beta hélix
Ga0074242 115443361 Pfam 13229 Beta hélix
JGI26118J46590 10025313 Pfam 13229 Beta hélix

Pfam 13229 Beta helix
COG 5434 Polygalacturonase
ASA120 02388680 Pfam 13229 Beta hélix
TDF_OR_ARG04 123mDRAFT_10107671 Pfam 13229 Beta hélix

Pfam 13229 Beta helix
Pfam 05426 Alginate lyase

JGI26119J46589_10639041

TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT 10138301

3.2.3. Relacidén con secuencias genomicas y busqueda de dominios conservados

A fin de conocer el grado de divergencia entre las secuencias identificadas en el sistema
Integrado de Manejo de Secuencias Metagendmicas (IMG/M) y las secuencias depositadas en
GenBank, como asi también evaluar la posible presencia de dominios o0 motivos conservados en
las mismas, se utilizd el algoritmo DELTA-BLAST. En la Tabla 3.8. se especifican las
secuencias que presentaron el mayor porcentaje de identidad y cobertura con respecto a las

secuencias metagendmicas. Solo una secuencia no obtuvo resultados en este analisis.

Las secuencias mas cercanas de la base de datos correspondian en su mayor parte a proteinas
hipotéticas de cepas del género Rhodopirellula, con porcentajes de cobertura e identidad de 30 -
100 % y 31 - 84 %, respectivamente. En menor proporcién correspondieron a secuencias
pertenecientes a los géneros Saccharicrinis, Polaribacter, Paenibacillus, Tamlana y Algibacter,
los cuales no habian sido identificados con anterioridad en la identificacion de secuencias
homologas en genomas bacterianos. El género Paenibacillus se encuentra dentro del phylum
Firmicutes, el cual no habia sido identificado en analisis previos. Los 4 géneros restantes
pertenecen al phylum Bacteroidetes. Por otro lado, en 3 ocasiones la secuencia mas cercana
correspondio a la secuencia de aminoacidos de las enzimas fucoidanasas pertenecientes a cepas
utilizadas como referencia en este trabajo: FcnA de M. fucanivorans SW5 y SVI 0379 de S.
violacea DSS12.

Gran parte de las secuencias genémicas que presentaron altos porcentajes de identidad y
cobertura con respecto a las secuencias metagenémicas, pertenecieron a organismos que ya
habian sido identificados en analisis previos. Entre ellas se encuentran: Rhodopirellula sp.
SWKY7, R. europea 6C, F. agariphila KMM-3901, C. baltica y E. pacifica. En este analisis no
solo la cepa fue coincidente sino también la secuencia de aminoéacidos con respecto a secuencias

genomicas que habian sido identificadas en la base de datos de genomas microbianos (IMG).

UNPSJB — Facultad de Ciencias Naturales — Trelew Jessica A. Gonzalez



Resultados 43

En la gran mayoria de las secuencias metagenémicas no se pudieron identificar dominios
conservados (sd, sin determinar), y los que se detectaron fueron diversos (Tabla 3.8.). El
dominio conservado “AmyAc family superfamily (Alpha-L-fucosidase)” fue identificado en
una de las secuencias. La abreviacion AmyAc proviene del inglés “Alpha amylase catalytic
domain family”, que comprende una de las mayores familias dentro de la clase GH, actuando
sobre el almidon, el glucégeno y polisacaridos relacionados. Dentro de los miembros de la
familia se incluye la enzima alfa-L-fucosidasa. El dominio conservado “Beta helix” fue
detectado en 6 secuencias metagenomicas. En solo 2 secuencias metagenomicas se identifico el
dominio catalitico “NosD copper fam”. La sigla NosD hace referencia a una proteina
periplasmatica requerida para la maduracion de la enzima 6xido nitroso reductasa. EI dominio
“Nodulin-21_like_ 1 (CC1_like superfamily)” fue identificado en wuna sola secuencia
metagenomica. Este dominio incluye a una familia de proteinas estrechamente relacionadas con
la proteina Nodulin-21, una proteina que pareciera estar involucrada en la fijacion simbiética de
nitrégeno. Este dominio también se relaciona con la proteina CCC1, que consta de una proteina
transmembrana que funciona como un transportador de hierro y manganeso. Por Gltimo, en una
unica secuencia fue identificado el dominio conservado “Alginate_lyase (AlgLyase

superfamily)”, que incluye a enzimas que depolimerizan alginatos.

Los resultados obtenidos en este analisis son consistentes con aquellos descriptos en el apartado
3.2.2. (Tabla 3.7), a excepcion de las secuencias con ID “Ga00742 120217421” y
“TDF_OR_ARGO5 123mDRAFT 101383017, para los cuales el dominio conservado
reportado por anotacion funcional en el sistema IMG/M no fue detectado en el analisis de

dominios conservados por medio de la herramienta DELTA-BLAST en GenBank.
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Tabla 3.8. Dominios conservados (DC) detectados en las secuencias metagendmicas a partir del algoritmo DELTA-BLAST. Si no se identificaron dominios se indica
con la abreviacion “sd” (sin determinar). A la derecha, se indican las secuencias que resultaron mas similares a las secuencias metagendmicas.

Secuencia identificada

% %
Gen ID DC Nombre GenBank cobertura identidad
GOS2247_10085102 Ammgﬁgaffi;yczuspggagi'y Putative secreted protein [Rhodopirellula sp. SWK7] EMI43088.1 30% 84%

-L-fucosi

JGI24657320077_10709771 sd Abpotuziesl praeln RO WA S S e genmeiiag 1

100% 42%

T9SS C-terminal target domain-cointaing protein
2154732346 Sd [Aquimarina latercula] WP 0350841411  97% 60%
2154482561 Beta_helix Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1 100% 81%
Ga0074242_120217421 Sd Hypothetical protein [Saccharicrinis fermentans] WP_044213879.1  100% 61%
. Putative secreted protein [Rhodopirellula europaea 0 0

Ga0074242 115443361 Beta_helix 6C] EMB13743.1 100% 82%
ASLM20b_07669100 Sd Putative secreted protein [Rhodopirellula sp. SWK7] EMI43088.1 87% 43%
DelMOSpr2010DRAFT 1015311 sd AW poknee] Rl [ B s EeE WP 0130496641  98% 81%
none_1117511 Sd Sd sd
none_0228941 sd Hypothetical protein [Shewanella violacea] WP_013049664.1 98% 31%
none_0518291 sd Qlczhne:;/t,i;re]rsl]dofucmdanase precursor [Mariniflexile CAI47003.1 99% 40%
none_022141 Sd Hypothetical protein [Polaribacter sp. Hell_85] WP_036824722.1 99% 52%
JGI126112)46591 10812521 Sd Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1 97% 80%
JG126115J46592 10573961 Sd Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1  100% 76%
JGI126114)46594 10474891 Sd Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1  100% 68%
JGI126118J46590_10025313 Beta_helix Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1  100% 66%
JGI126119J46589 10639041 Beta_helix Hypothetical protein [Rhodopirellula europaea] WP_008665660.1  100% 83%
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Tabla 3.8. Continuacion.
Secuencia identificada
% %

GenID DC Nombre GenBank cobertura identidad

Putative secreted protein [Rhodopirellula sp.
ASA120_00228020 Sd SWK7] EMI43088.1 88% 3606
ASA120_ 02388680 NosDB_é:t(;pEi:i_)l(‘am y Hypothetical protein [Saccharicrinis fermentans] WP_044213879.1 95% 66%

N Putative secreted protein [Rhodopirellula sp.

JGI1221J13441 100292331 Sd SWKT] EMI43088.1 88% 36%

Hypothetical protein [Paenibacillus sp.
e Lt = UNC451MF] WP_051621184.1  100% 52%

Pectin lyase fold protein [Formosa agariphila KMM
2001497724 Sd 3901] CDF78719.1 99% 84%
BS_KBA_SWE21 20mDRAFT_1003 . . i
99101 Sd Hypothetical protein [Cellulophaga baltica] WP_029445482.1 59% 41%
KGI_S2_ANTO05 2345mDRAFT_106 . . - .
66891 Sd Hypothetical protein [Echinicola pacifica] WP 018475002.1 100% 8204
KGI_S2_ANTO05_2345mDRAFT_103 . . . i
28402 CC1_like superfamily Hypothetical protein [Formosa algae] WP_057779154.1 93% 7506
KGI_S1_ANTO03 _95mDRAFT_10035 . . i
671 Sd Hypothetical protein [Polaribacter sp. Hell_85] WP _036824725.1 99% 76%
KGI_S1_ANTO03 _95mDRAFT_10236 . . .
371 Sd Hypothetical protein [Polaribacter sp. Hell_85] WP _036824725.1 99% 71%
BS KBA SWE12 2mDRAFT 10182 . . Lo
2181 Sd Hypothetical protein [Saccharicrinis fermentans] WP 027471338.1 83% 48%
TDF_OR_ARG04 123mDRAFT_101 . . .
07671 NosD_copper_fam Hypothetical protein [Algibacter sp. HZ22] WP 054726015.1 100% 76%

Alginate_lyase (AlgLyase
TDF_OR_ARGO05 123mDRAFT 101 superfamily), . . . 0 0
38301 NosD. copper_fam y Hypothetical protein [Algibacter sp. HZ22] WP_054726015.1 48% 2%
Beta_helix

BS KBA SWE02 21mDRAFT_1039 sd T9SS C-terminal target domain-containing protein WP_044631250.1 78% 54%

46921

[Tamlana sedimentorum]
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El ecosistema marino es considerado hoy en dia uno de los recursos mas importantes para la
biodiversidad y, al mismo tiempo, es un ambiente poco estudiado o explotado en lo que respecta
a sus genes, proteinas y enzimas (85). Es por ello, que este tipo de ambiente resulta adecuado
para la bioprospeccion de biomoléculas con potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.

Durante mas de un siglo, la identificacion y caracterizacion de microorganismos se ha llevado a
cabo exclusivamente a través de técnicas de cultivo tradicionales. Estos estudios revelaron el
papel clave que desempefian los microorganismos en los ciclos geoguimicos y biorremediacion,
y como representantes de una fuente inagotable de nuevos compuestos bioactivos (86-88). Hoy
en dia, las colecciones de cultivos proporcionan cepas puras disponibles para la
experimentacion reproducible, como asi también, sirven como deposito de microorganismos Util
para comparaciones con otros organismos descriptos recientemente (89). La informacion
obtenida a partir de cepas aisladas en medios de cultivo tales como la caracterizaciéon de su
fisiologia, sigue siendo considerada como una herramienta importante para la bioprospeccion
(86). A pesar de proporcionar conocimientos considerables sobre el mundo microbiano, las
técnicas dependientes del cultivo tienen ciertas limitaciones, pudiéndose aplicar solo a
organismos que pueden crecer en condiciones de laboratorio (90). Afortunadamente, nuevos
métodos de cultivo se han desarrollado como alternativas para superar estas limitaciones (91).
Estos métodos se basan fundamentalmente en los avances en cuanto al conocimiento bioldgico

y ecoldgico de los organismos con el fin de representar de forma adecuada el entorno natural.

Otro gran avance para el estudio de los microorganismos son las nuevas tecnologias de
secuenciacion (12). Con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, el
costo de la secuenciacion de los genomas bacterianos se ha reducido enormemente. Los
resultados de los genomas se obtienen en un lapso menor de tiempo para luego ser sometidos a
un proceso de anotacion automatica (92, 93). Sin embargo, durante el proceso de anotacion
automatica se pueden introducir errores 0 anotaciones gendmicas de baja confiabilidad, por lo
gue sus resultados a menudo requieren una curacion manual (92). La mayoria de los sistemas de
anotacion usan métodos de similitud entre la secuencia incdgnita con respecto a genomas de
referencia. Este mecanismo puede introducir y propagar errores. Sin embargo, existen bases de
datos curadas con la finalidad de detectar y eliminar estos errores, aunque muchas veces, dada la
gran cantidad de informacion generada, no resulta factible la cura manual de las anotaciones

genomicas (92).

La caracterizacion de la biodiversidad microbiana marina ha sido especialmente dificil debido a
la complejidad y la naturaleza dindmica de estos ambientes (86). Como consecuencia, los
grupos bacterianos marinos estan poco representados en las bases de datos y a su vez, existen

desviaciones en cuanto a los grupos bacterianos estudiados. Iniciativas internacionales han
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desarrollado estrategias para mejorar la representatividad de los genomas bacterianos, entre ellas

se encuentra la base de datos de genomas en linea (“Genomes Online Database, GOLD”,

https://gold.jgi.doe.gov/). GOLD constituye un sistema de gestion de datos para la catalogacion
y control continuo de proyectos de secuenciacion de todo el mundo (94). Esta base de datos
tiene como objetivo proporcionar el repositorio mas completo de informacidn sobre metadatos
asociados a los proyectos de secuenciacion, como asi también proveer informacion sobre los

organismos y sus ambientes (95).

A pesar de los esfuerzos realizados, gran parte de los microorganismos marinos con potencial
interés biotecnoldgico pueden permanecer sin estudiar debido al hecho de que los medios de
cultivo utilizados no resultan adecuados para su crecimiento (12). Por lo tanto, una de las
principales limitaciones para conocer, y por lo tanto acceder a la gran diversidad microbiana son
la dependencia de medios artificiales de cultivo y la falta de conocimiento de las interacciones
microbianas, lo cual imposibilita el cultivo de muchos de los microorganismos presentes en una
muestra ambiental. Se estima que s6lo un 1 % de las especies microbianas que habitan el
planeta se pueden cultivar y aislar en laboratorio utilizando métodos tradicionales (11). Esta
pequefia fraccion representa un minimo de la diversidad genémica presente en un entorno
determinado, y por lo tanto, del espectro potencial de genes novedosos con potenciales
aplicaciones biotecnolégicas (96). En el caso de los microorganismos marinos, el porcentaje de
microorganismos cultivables es ain menor, dado que los ambientes marinos son especialmente
dificiles de replicar en el laboratorio debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (97, 98). Como
resultado de la baja proporcion de microorganismos cultivables, se han desarrollado métodos
alternativos para estudiar el potencial genético de las comunidades microbianas (99, 100). Un
ejemplo son las estrategias metagendmicas, que representan una oportunidad para dilucidar mas
ampliamente el potencial biotecnoldgico inmerso en las comunidades microbianas (101). Sin
embargo, las comunidades microbianas de ambientes marinos son extremadamente diversas, lo
cual dificulta obtener informacién de los genomas de los microorganismos que integran la
comunidad con una cobertura adecuada debido a la desigualdad en la distribucion y riqueza de
las especies microbianas (102). En consecuencia, a menudo la informacion obtenida es
altamente fragmentada. Por lo tanto, ambas estrategias, genémica y metagenémica, brindan
informacién complementaria sobre el potencial genético de las comunidades microbianas de
ambientes marinos. Estas estrategias presentan ventajas y desventajas para la identificacion de
genes de importancia biotecnoldgica, las cuales deben ser consideradas al momento de utilizar

la informacion depositada en las bases de datos de acceso publico.

Las algas pardas son importantes productores primarios en los ecosistemas marinos, ya que
juegan un papel ecoldégico analogo al de las plantas en los ambientes terrestres (102). La

degradacion de su biomasa depende en gran parte de los microorganismos marinos capaces de
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utilizar componentes de la misma como fuente de carbono y energia (103). Los polisacéaridos
son importantes constituyentes de la materia organica producida por las algas en los ambientes
marinos, constituyendo méas de la mitad de su peso seco (104). Para su degradacion, los
microorganismos marinos producen enzimas extracelulares que depolimerizan distintos
polisacéridos, por ejemplo hidrolasas o liasas especificas (104). Los productos de degradacion
son luego transportados al interior de la célula, donde enzimas citoplasmaticas intervienen en su

procesamiento para su incorporacion al metabolismo central.

Los fucoidanos y los fuco-oligosacaridos de algas pardas han sido objeto de numerosos estudios
cientificos debido a sus diversas funciones bioldgicas y potenciales propiedades terapéuticas. Si
bien las investigaciones sobre los fucoidanos y sus posibles aplicaciones son extensas, la
comprension de los mecanismos y de las caracteristicas estructurales particulares responsables
de las diversas actividades bioldgicas es atn incompleta (36). Esto es debido principalmente a la
heterogeneidad estructural que presentan estos polisacaridos y a la falta de conocimiento actual
sobre enzimas que los catalicen (43). A pesar de que las bacterias capaces de hidrolizar
moléculas de fucoidanos fueron descriptas por primera vez en 1959 (105), en la actualidad se
han descripto solo unas pocas fuentes de enzimas con actividad fucoidanasa. Los datos sobre la
especificidad de fucoidanasas, el tipo de enlace glucosidico escindido, la relacion entre la
actividad catalitica y el grado de sulfatacién del sustrato, es aln escaso (43). Se conocen cuatro
secuencias de aminoacidos de enzimas fucoidanasas bacterianas, agrupadas en la familia CAZy
GH107 [FcnA de M. fucanivorans SW5 (45), SVI_0379 de S. violacea DSS12 y Fdal y Fda2
del organismo Alteromonas sp. SN-1009 antes llamado "Fucanobacter lyticus SN-1009” (46)].
Por otro lado, las secuencias de aminoacidos de las enzimas pertenecientes al organismo
Flavobacterium sp. SA-0082 (o también llamado Fucobacter marina SA-0082) se encuentran

solo reportadas en una patente (46).

No se han identificado dominios o motivos conservados especificos de las secuencias de
fucoidanasas (48). Ademas, las CAZymas son particularmente dificiles de anotar correctamente
debido a que comparten modulos con otros tipos de enzimas (45, 106). Es probable que las
enzimas fucoidanasas estén anotadas con otro nombre o como “proteina hipotética”, como es el
caso de muchas secuencias genémicas o metagendmicas (107-111). Por lo tanto, en este estudio
se utiliz6 el dominio catalitico de las enzimas reportadas hasta el momento para la identificacion
de secuencias homdlogas de fucoidanasas en genomas y metagenomas marinos utilizando el

algoritmo blastp.

Las secuencias de aminodcidos de las enzimas fucoidanasas reportadas hasta el momento y
utilizadas como referencia en este trabajo, resultaron ser muy diferentes entre si. Las enzimas

Fdal, Fda2 y SVI_0379, que han sido identificadas en organismos que pertenecen al mismo
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orden taxondmico, presentaron bajos porcentajes de identidad a nivel de aminoacidos. Situacion
similar ocurre con las enzimas FcnA y aquellas identificadas en el organismo Flavobacterium
sp. SA-0082, estos organismos a pesar de pertenecer a la familia Flavobacteriaceae presentan
porcentajes de identidad relativamente bajos (Tabla 1.3.). Este hecho podria deberse a las
distintas especificidades que presentan las enzimas en cuanto al sustrato (43). La enzima FcnA
escinde enlaces entre los residuos de a-L-fucosa del tipo a-(1->4), mientras que las enzimas
Fdal, Fda2 y las dos enzimas del género Flavobacterium catalizan la ruptura de enlaces
glucosidicos del tipo a-(1->3) (43).

A pesar de que las enzimas pertenecientes al organismo Flavobacterium sp. SA-0082 no forman
parte de la familia GH107, fue a partir del dominio catalitico de estas enzimas que se identifico
el mayor numero de secuencias homologas, tanto en genomas bacterianos y como en
metagenomas marinos. Sakai y colaboradores (112, 43) reportaron que las enzimas de
Flavobacterium sp. SA-0082 presentan una actividad endo-fucoidanolitica liasa, siendo capaz
de catalizar la escision de distintos fucoidanos extraidos de algas pardas de la familia
Laminarinaceae: Kjellmaniella crassifolia, U. pinnatifida y Lessonia nigrescens. Los autores
determinaron que la enzima es altamente especifica, catalizando Unicamente la ruptura de las
moléculas de fucoidanos y no de otros polisacaridos tales como alginatos, hialuronato, sulfatos

de condroitina A, By C y heparina.

El escaso nimero de secuencias identificadas en este estudio a partir de los médulos cataliticos
de las enzimas de la familia GH107 indica que la misma no es actualmente abundante en las
bases de datos de genomas y metagenomas. Si bien existen desvios en estas bases de datos, la
baja abundancia de estas secuencias sugiere que las enzimas pertenecientes a esta familia no
serian las que predominarian en los procesos de asimilacion de fucoidanos de algas pardas. Es
importante aclarar que se utilizaron solamente los metagenomas ensamblados para la
identificacion de secuencias homélogas de fucoidanasas, y que a partir de los datos obtenidos se
seleccionaron solamente las secuencias mas largas (mayor a 100 aminoacidos). Por lo tanto,
existe la posibilidad de que estas secuencias estén presentes en los ambientes estudiados, pero
en poblaciones poco abundantes o poco homogéneas genéticamente, lo que podria resultar en
bajos porcentajes de ensamblado de las lecturas obtenidas a partir de sus genomas (113). Dado
que en muchos casos existen dentro de las CAZymas multiples familias de enzimas que
comparten un mismo sustrato, es posible que existan familias ain no identificadas de enzimas
fucoidanasas (106). Por otra parte, también podrian participar en el proceso de depolimerizacion

enzimas exo-hidroliticas y sulfatasas especificas.

Dentro de las cepas bacterianas que contenian en sus genomas secuencias homologas a la

familia GH107 se incluyen dos cepas pertenecientes al género Rhodopirellula (ambas aisladas a
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partir de sedimentos marinos) y una perteneciente al género Colwellia, cuyo genoma fue
obtenido a partir de la estrategia “Gendmica a partir de una célula individual” (Tabla 3.2.)
aislada de las aguas costeras del Golfo de México. Como se menciond anteriormente, otras
enzimas que podrian estar implicadas en la depolimerizacion de los fucoidanos son las a-L-
fucosidasas (EC: 3.2.1.55) y las sulfatasas (EC: 3.1.6.-.). Se ha reportado para miembros del
phylum Planctomycetes la presencia de un alto contenido de genes que codifican sulfatasas
dentro de su genoma, sugiriendo que podrian desempefiar un papel importante en la degradacion
de polisacaridos sulfatados (114). En particular, para la cepa R. baltica SH1 se han reportado
110 genes que codifican sulfatasas y un gen que codifica para la enzima a-L-fucosidasa (114,
115). En el genoma de esta cepa se identificd una secuencia homologa al dominio catalitico de
las enzimas del organismo Flavobacterium sp. SA-0082. En el andlisis del entorno genémico
proximo a la secuencia homdloga identificada, se identificaron numerosos elementos que
codifican para la enzima arilsulfatasa. Este resultado no se muestra en la seccién de resultados
ya que este analisis solo fue realizado para aquellos organismos cuyas secuencias homdélogas
presentaron los mayores porcentajes de identidad con respecto a las enzimas de referencia de
acuerdo a la inferencia filogenética realizada en el apartado 3.1.1.2. Por otro lado, los resultados
del andlisis de contexto genémico en las cepas pertenecientes al mismo género (Figura 3.3.)
indicaron la presencia de genes gque se encontraban proximos a la secuencia homologa que
podrian codificar para la enzima a-L-fucosidasa (sefialada con el nimero 11), no ocurriendo asi

para genes que codifican para enzimas sulfatasas.

En general, el tipo de ecosistema mas frecuente del que fueron aislados los organismos en los
cuales se identificaron secuencias homologas a fucoidanasas fue el ambiente marino, tanto en la
columna de agua como en sedimentos (Tabla 3.2.). Este resultado pone de manifiesto la
existencia de organismos bacterianos con posible capacidad fucoidanolitica en estos ambientes.
Se han reportado diferencias en cuanto a las capacidades enzimaticas entre estos dos ambientes
marinos que posiblemente se deban a diferencias en la composicién de las comunidades
microbianas (116). Otros estudios han reportado que en los sedimentos marinos los niveles de
actividad degradativa de fucoidanos es mayor que en la columna de agua (117). Por otro lado,
las enzimas que se encuentran adheridas a superficies (por ejemplo, en sedimentos) son menos
activas pero se encuentran mas protegidas a la degradacion que aquellas enzimas presentes en la
columna de agua (118). Es por esto que los sedimentos marinos son los entornos que a menudo
se suelen estudiar para bioprospectar enzimas con nuevas aplicaciones biotecnolégicas, ya que
son reconocidos como dep6sitos de una gran diversidad microbiana y en su mayoria sin explorar
(119). Este ambiente a su vez, es filogenéticamente mas diverso que cualquier otro tipo de

ambiente, incluyendo el suelo (120).
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De acuerdo a la inferencia filogenética realizada (Figura 3.2.), todos los organismos en los
cuales se identificaron secuencias homdlogas con altos valores de identidad, pertenecen al
phylum Bacteroidetes. Resultados publicados sobre proyectos de secuenciacion de genomas de
bacterias marinas pertenecientes a este phylum determinaron que la gran mayoria de estas
bacterias presentan una maquinaria especializada para la degradacion de polisacaridos y otros
sustratos de alto peso molecular (121). Estos reportes son consistentes con los resultados del
andlisis de contexto genémico, en el cual se identific6 un gran nimero de genes que
posiblemente estén involucrados en el transporte, asimilacion y metabolismo de polisacéridos de
algas (Figura 3.4.), tales como sulfatasas, a-L-fucosidasas, receptores dependientes de TonB,
beta-lactamasa, acetil-esterasas, o/p hidrolasa, a-D-xilosido xilohidrolasa, plegamiento pectin
liasa, xilan 1,4-B-xilosidasa, pectato liasa, heparinasa II/III, alginato liasa, a-glucosidasa y -
fructosidasa. Un ejemplo son las enzimas acetil-esterasas (EC: 3.1.1.6), que exhiben una
organizacion estructural secundaria del tipo a/p hidrolasa (122). Tanto los genes que codifican
para enzimas acetil-esterasa (cataliza la hidrolisis de grupos acetil-éster) como aquellos
relacionados con la determinacién de la estructura de estas enzimas, fueron identificados muy
proximos entre ellos y a la secuencia homdéloga en el contexto gendémico de la cepa F.
agariphila KMM-3901 (Figura 3.4.).

Otro elemento identificado en las secuencias es el modulo de union a carbohidratos
(“Carbohydrate binding module”). Este modulo forma parte de enzimas que estan involucradas
en el metabolismo de carbohidratos tales como las enzimas glucésido hidrolasas (123). A su
vez, otros reportes sugieren gue estos motivos podrian estar relacionados con la degradacion de
polisacéridos, tal como se conoce en otras bacterias celuloliticas, ya que permiten que las
enzimas activas sobre carbohidratos se unan de manera especifica a sus sustratos (123). Los
fragmentos genémicos que contenian este motivo se identificaron en un reducido nimero de
organismos, entre ellos, R. sallentina SM41 identificada a partir del dominio catalitico de
enzimas de la familia GH107, y en los organismos Aquimarina sp. SW150 y F. agariphila

KMM-3901 identificadas a partir del dominio catalitico de las enzimas reportadas en la patente.

El analisis de sintenia compartida de los contextos genémicos de las secuencias mas
cercanamente relacionadas con la fucoidanasa del organismo Flavobacterium sp. SA-002
mostrd un bajo grado de conservacion, incluso entre organismos pertenecientes al mismo género
(por ejemplo, Aquimarina). Este resultado sugiere la ocurrencia de rearreglos genémicos tales
como inserciones y delecciones. Sin embargo, el orden de estos genes parece estar mas
conservado en las especies F. agariphila y C. fermentans pertenecientes al phylum

Bacteroidetes.
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El amplio espectro de enzimas GH identificadas en las cepas C. baltica NN016038, F.
agariphila KMM3901 y P. saltans DSM-12145 en la base de datos CAZy (Tabla 3.6.) sugiere
que estos organismos presentan una alta especializacion en la utilizacién de carbohidratos como
fuente de carbono, lo cual es coincidente con los antecedentes reportados para organismos
pertenecientes al phylum Bacteroidetes (121).

La secuencia homologa identificada en el organismo S. degradans 2-40 (phylum Proteobacteria)
a partir del dominio catalitico de las enzimas del género Flavobacterium, a pesar de no incluirse
dentro del anélisis del contexto gendémico por presentar un porcentaje de identidad bajo,
resultados sobre el potencial degradativo de carbohidratos reportados en la base de datos CAZy
determind la presencia de un amplio espectro de enzimas GH (Tabla 3.6.), sugiriendo una alta
especializacion en el uso de carbohidratos como fuente de carbono y energia. Si los fucoidanos
representan parte de estos carbohidratos es incierto, debido al bajo porcentaje de similaridad que
presentaba la secuencia homologa identificada con aquellas utilizadas como referencia.

El nimero de secuencias identificadas en los metagenomas ensamblados obtenidos a partir de
ambientes marinos fue mucho menor que el nimero identificado a partir de genomas
bacterianos. Como se mencion6 anteriormente, este resultado podria estar subestimado, dado
que solo se consideraron las secuencias identificadas con longitudes mayores a 100 aminoacidos
de los metagenomas ensamblados. A excepcion de una secuencia, todas las secuencias
metagendmicas identificadas presentaron nombres de proteinas hipotéticas. Al igual que otras
CAZymas, las enzimas fucoidanasas conocidas hasta el momento presentan una estructura
modular. Esta caracteristica, como asi también la gran diversidad entre las secuencias de
aminoacidos de las enzimas conocidas, hacen que la anotacién automatica para este grupo de
enzimas sea un proceso dificultoso (124). De hecho, la clasificacion en familias y subfamilias
gue utiliza la base de datos CAZy, basada en homologia de secuencias, no es automatica, sino
gue requiere de una curacién manual (41). En el caso particular de las enzimas fucoidanasas,
resulta imposible una asignacion de nombre durante la anotacién automatica, dado que no
existen COG o Pfam especificos para este tipo de enzimas. Durante la anotacion automatica en
el sistema IMG/M, el nombre de una secuencia metagendémica se basa en blsquedas en estas
dos bases de datos. EI nombre es asignado cuando sobrepasa un valor umbral de longitud de
alineamiento y de porcentaje de similaridad en basquedas basadas en las bases de datos COG y
Pfam (83).

Durante la anotacion automatica pueden ocurrir errores (110), por lo que es siempre importante
estudiar en detalle las secuencias detectadas, aunque éstas presenten otro nombre. La estrategia
utilizada para analizar las secuencias metagendmicas fue por medio del anélisis DELTA-

BLAST. A partir de este andlisis se evaluo la presencia de motivos conservados en las
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secuencias metagendémicas identificadas. EI dominio conservado mas frecuente en las
busquedas fue el “Beta hélix” (Pfam 13229). Aunque un nimero creciente de funciones de este
motivo estan siendo vinculadas con un tipo de plegamiento helicoidal (125), este dominio se
asocia particularmente a proteinas que se unen a hidratos de carbono (126). Sin embargo, se ha
reportado solo para las familias de GH 28, 49, 55, 82 y 87 la presencia de pliegues Beta-
helicoidal en su estructura secundaria (127-129). Otro motivo conservado identificado para una
de las secuencias fue “AmyAc_family superfamily (Alpha-L-fucosidase)”. Se ha reportado que
la enzima a-L-fucosidasa, también llamada a-fucosidasa (Pfam 01120), se clasifica en las
familias GH29 y 95 (130). Otros dominios conservados identificados en este analisis, como asi
también en la informacion proporcionada por evidencia funcional en el sistema IMG/M,
parecieron no tener precedentes en la literatura publicada hasta la fecha en relacion a familias
GH 6 en cuanto a la participacion en el metabolismo de carbohidratos, entre ellos:
“NosD_copper fam” y “CC1_like superfamily”. Por ultimo, se identificd el motivo conservado
“Alginate lyase (AlgLyase superfamily)” que presenta el codigo Pfam PF05426 (Tabla 3.7. y
Tabla 3.8.). Esta familia incluye enzimas que catalizan la depolimerizacion de alginatos, que al
igual que los fucoidanos, son importantes constituyentes de la pared celular de muchas especies

de algas pardas (131).

Dado que los productos génicos de todas las secuencias metagenodmicas identificadas
correspondieron a proteinas hipotéticas (a excepcion de una de ellas que codificaba para la
enzima alginato liasa), se realiz6 un analisis de similitud con respecto a las secuencias
depositadas en GenBank. Este analisis no aporté mayor informacion, dado que la gran mayoria
de las secuencias que presentaron los mayores porcentajes de cobertura e identidad también se
trataban de proteinas hipotéticas (Tabla 3.8.). Ademés, el 40 % de las secuencias
metagendmicas compartian menos del 60 % de identidad con las secuencias mas cercanas de
GenBank. Las secuencias que presentaron porcentajes de identidad superiores al 60 %
correspondieron en su mayoria a cepas pertenecientes al género Rhodopirellula, apoyando la
idea de que estos organismos son actores claves en el metabolismo de hidratos de carbono en los
ambientes marinos, donde los polisacaridos representan los componentes dominantes de la
biomasa generada (132). Varias cepas que se encontraban dentro de este grupo pertenecian al
phylum Bacteroidetes: Algibacter sp. HZ22, Saccharicrinis fermentans, Polaribacter sp.
Hell 85, E. pacifica y Formosa algae. Varias de estas cepas presentaron reportes sobre la
presencia de genes codificando numerosas enzimas GH, coincidiendo con lo reportado para los
miembros del phylum Bacteroidetes (41, 85). Otros organismos que contenian secuencias
cercanamente relacionadas con secuencias metagendmicas son S. violacea (phylum
Proteobacteria) y M. fucanivorans (phylum Bacteroidetes). Estas secuencias corresponden a las

enzimas FcnA y SVI_0379 pertenecientes a la familia GH107 y utilizadas como referencia. Sin
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embargo, la secuencia identificada en el organismo S. violacea presentd un nimero de acceso a
GenBank (WP_013049664) distinto a aquel que presenta la enzima SVI_0379 utilizada como
referencia (BAJ00350) a pesar de corresponder al mismo genoma. La secuencia identificada a
partir del andlisis de DELTA-BLAST podria haberse originado a partir de una duplicacion
génica en el mismo organismo (133) o bien, podria tratarse de un error en la anotacion génica en
el sistema GenBank, en donde la misma secuencia de aminoacidos presenta dos entradas a la
base de datos.

Al evaluar el grado de divergencia entre las secuencias metagendmicas identificadas en la base
de datos IMG/M y aquellas secuencias depositadas en GenBank que presentaron los mayores
porcentajes de identidad y cobertura con respecto a las primeras, se observo que la gran mayoria
de las secuencias de GenBank correspondieron a secuencias que ya habian sido identificadas
con anterioridad en la base de datos de genomas microbianos (IMG). El sistema IMG incluye
todos los genomas microbianos depositados en GenBank, pero dado que los vuelve a anotar
para conseguir un criterio mas homogéneo, las secuencias toman otro nombre. Por lo tanto, las
siguientes secuencias son las mismas: Rhodopirellula sp. SWK7 (nimero de acceso a GenBank
EMI43088) y la secuencia gendmica con numero de acceso a IMG 2534780049, A. latercula
(WP_035084141) y la cepa A. latercula DSM-2041 (2523974135), C. baltica (WP_029445482)
y C. baltica NN016038 (2581797417), E. pacifica (WP_018475002) y E. pacifica DSM-19836
(2515475267), F. agariphila KMM-3901 (CDF78719) y la secuencia de la misma cepa con
nimero de acceso a IMG 2586113536, R. europaea (EMB13743) y la cepa R. europaea 6C
(2534016826), y R. europaea (WP_008665660) y R. europaea SH398 (2534019429). Por lo
tanto, las secuencias metagenémicas y gendmicas identificadas a partir de las secuencias de

fucoidanasas conocidas estan relacionadas.
Consideraciones futuras

Este estudio ha revelado un nUmero importante de secuencias homologas a enzimas
fucoidanasas en genomas de bacterias aisladas de diversos ambientes (marinos y suelo) y en
metagenomas marinos, las cuales presentaron una alta diversidad. Los resultados de estos
analisis sugieren que al menos parte de las secuencias homélogas identificadas podrian tratarse
de genes que codifiquen para enzimas fucoidanasas. Algunas de estas enzimas podrian formar
parte de la familia GH107, mientras que otras podrian constituir una nueva familia ain no
definida. Dado el escaso conocimiento sobre la diversidad de las enzimas fucoidanasas, los
andlisis basados en similaridad de secuencias sélo podran identificar parte de las secuencias de
interés. Otras estrategias, basadas en la deteccion de actividad enzimatica, permitiria el
descubrimiento de nuevas familias de fucoidanasas. Por ejemplo, se podrian aislar

microorganismos en base a su capacidad para depolimerizar fucoidanos, y a partir de ellos
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identificar las secuencias que codifican para estas enzimas utilizando métodos tradicionales o
genomica. Alternativamente, se podria utilizar la estrategia de metagendémica funcional, por
medio del analisis funcional de clones de una biblioteca metagendmica. Por otra parte, resulta
necesario la expresion, purificacion y caracterizacion enzimética en laboratorio a los efectos de
comprobar la actividad fucoidanolitica de las secuencias identificadas, como asi también
determinar el tipo de enlace glucosidico que catalizan y el rango de sustratos sobre el cual
actian. Estos resultados proporcionaran informacion relevante sobre bacterias marinas capaces
de catalizar la endo-hidrélisis de fucoidanos. Este conocimiento podria aplicarse para la
produccion de fuco-oligosacéridos, que podran utilizarse para el desarrollo de productos
farmaceéuticos, nutracéuticos y/o cosméticos. Esta informacidn a su vez, servira de base para el
desarrollo de nuevas aplicaciones comerciales de la biomasa generada por la macroalga invasora

U. pinnatifida en nuestras costas.
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A partir de los resultados de este estudio, se pueden concluir los siguientes puntos:

1. EIl algoritmo de busqueda de alineamiento local (BLAST) result6d eficiente para la
identificacion de secuencias homologas a aquellas que codifican para enzimas
fucoidanasas en bases de datos publicas de genomas y metagenomas.

2. La mayor cantidad de secuencias homologas a las enzimas fucoidanasas de referencia
en genomas y metagenomas fueron identificadas a partir de los potenciales dominios
cataliticos de las enzimas endo-fucoidanasa liasas identificadas en el organismo
Flavobacterium sp. SA-0082.

3. El escaso numero de secuencias identificadas a partir de los modulos cataliticos de las
enzimas de la familia GH107 sugiere que la misma no seria abundante en los
microorganismos de ambientes marinos. Las bacterias marinas fucoidanoliticas podrian
estar utilizando mayormente otras enzimas en sus procesos de depolimerizacion de
fucoidanos, tales como otras familias no homoélogas de fucoidanasas, a-L-fucosidasas,
sulfatasas y/o acetil-esterasas.

4. El tipo de ecosistema mas frecuente del que fueron aislados los organismos en los
cuales se identificaron secuencias homologas fue el ambiente marino tanto pelagico
como en sedimentos, poniendo de manifiesto la existencia de poblaciones bacterianas
con posible capacidad fucoidanolitica en estos ambientes.

5. El anélisis de contexto gendémico demostré un bajo nivel de conservacion en las
regiones adyacentes de las secuencias genomicas identificadas, incluso entre cepas de la
misma especie, sugiriendo la ocurrencia de rearreglos genémicos tales como inserciones
y deleciones. En la gran mayoria de los contextos genémicos, las secuencias adyacentes
a la fucoidanasa putativa se encontraban relacionadas con el ingreso y/o metabolismo de
hidratos de carbono. Esto provee evidencia adicional sobre el posible rol de las
secuencias identificadas en la degradacion de polisacaridos.

6. El numero de secuencias codificantes identificadas en metagenomas de ambientes
marinos fue mucho menor que el nimero identificado a partir de genomas bacterianos.
En estas secuencias se identificaron motivos que sugieren que las mismas podrian estar
involucradas en la degradacién de hidratos de carbono.

7. El grado de divergencia entre las secuencias metagendémicas y las mas cercanas
depositadas en la base de datos GenBank fue variable, con porcentajes de identidad
medio a elevado para més de la mitad de las secuencias. Los organismos que contenian
secuencias similares a las metagendmicas correspondieron en su mayoria a cepas del
género Rhodopirellula. Cepas de este género también habian mostrado contener

secuencias homologas a fucoidanasas en sus genomas, apoyando la idea de que estos

UNPSJB — Facultad de Ciencias Naturales — Trelew Jessica A. Gonzalez



Conclusiones 59

microorganismos poco estudiados jugarian un rol importante en los procesos de
asimilacion de polisacaridos en los ambientes marinos.

8. La gran mayoria de las secuencias identificadas a partir del analisis DELTA-BLAST
pertenecian a organismos cuyas secuencias ya habian sido identificadas en la base de
datos de genomas microbianos, lo cual muestra la alta cobertura del anlisis de este
estudio, y refuerza la posible relacion de las secuencias identificadas con la
depolimerizacion de fucoidanos.

9. Las estrategias de busqueda en genomas y metagenomas brindé informacion
complementaria sobre el potencial de los microorganismos marinos para asimilar
polisacaridos. Dado el escaso conocimiento actual existente sobre las enzimas
fucoidanasas y los microorganismos que las producen, este estudio provee informacion
novedosa que servira de base para la expresién y caracterizacion de estas enzimas. El
conocimiento generado se podra aplicar para el desarrollo de nuevas aplicaciones

comerciales de la biomasa de Undaria pinnatifida en nuestra region.
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