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RESUMEN

Los estudios genómicos empleando plataformas de secuenciación del ADN

de segunda generación es un área en constante desarrollo. Uno de los princi-

pales problemas que presentan dichas plataformas es la alta tasa de error. En

particular, datos de secuenciación de genomas bacterianos pueden ser sensible-

mente mejorados mediante el empleo de herramientas de corrección de errores

sin incurrir en costos económicos adicionales. La genómica bacteriana aplica-

da al estudio de bacterias endófitas tiene el potencial de brindar información

muy útil para entender la interacción con la planta huésped. Mediante esta

aproximación se han caracterizado bacterias endófitas asociadas a cultivos de

interés agronómico tales como la caña de azúcar, el arroz y el máız con el fin de

aportar a su aplicación biotecnológica. Estudios previos demostraron que las

cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 son promotores del

crecimiento vegetal y endófitos verdaderos, de variedades de caña de azúcar

cultivadas en Uruguay y son empleados como modelo de estudio en el laborato-

rio. El objetivo general de este trabajo de tesis fue desarrollar una herramienta

informática para la corrección de errores de secuenciación, capaz de ser apli-

cada a un conjunto de datos genómicos de dos cepas bacterianas modelos,

proveniente de la plataforma Ion Torrent PGM. Los resultados mostraron que

la herramienta de corrección de errores de secuenciación de ADN desarrollada

mejora algunos aspectos de los datos. Pero es superada por otras alternativas,

las cuales fueron utilizadas para el desarrollo del resto del trabajo de tesis.

Por otro lado, se realizó la corrección, ensamblado y anotación de los datos

de secuenciación de los genomas de las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizo-

bium sp. UYSO24. Dichos genomas fueron caracterizados, poniendo énfasis en

las caracteŕısticas genómicas relacionadas a la interacción planta-endófito y la

promoción del crecimiento vegetal.

Palabras claves:

bioinformática, ion-torrent, endófito, genómica.
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nadas a la promoción del crecimiento vegetal . 81

3.3 Discusión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Secuenciación de ADN

Desde el descubrimiento de la estructura del ácido desoxirribonucleico

(ADN), se han logrado numerosos avances en el entendimiento de la diversidad

y complejidad de los genomas de los seres vivos. Posteriormente, con el desa-

rrollo de las técnicas que permitieron la secuenciación del ADN, se logró dar

un salto significativo en el conocimiento sobre su funcionamiento. Particular-

mente, la secuenciación de los genomas bacterianos aportó información valiosa

sobre cómo las bacterias interaccionan entre śı, con sus huéspedes y con el

medio ambiente. El primer genoma bacteriano secuenciando fue el de la cepa

Haemophilus influenzae (50; 48) y al d́ıa de hoy el número ha aumentado expo-

nencialmente debido al desarrollo de nuevas técnicas. El mencionado genoma

fue secuenciado mediante la técnica shotgun, desarrollada como alternativa al

proceso de secuenciación empleado para el genoma humano el cual fue conside-

rado lento y laborioso (50). El método de shotgun se basa en la fragmentación

del ADN total, el clonado de los fragmentos obtenidos en vectores adecuados

y la posterior secuenciación de dichos fragmentos clonados. El desarrollo de

este tipo de técnica es considerada la primera revolución en la secuenciación

de ADN (95). El siguiente hito se alcanzó en el año 2004 con el desarrollo

de la primera plataforma de secuenciación de alto rendimiento, o de segunda

generación. Esta tecnoloǵıa produce enormes cantidades de datos con un costo

inferior a las metodoloǵıas de primera generación basadas en la secuenciación

de Sanger (141). El término secuenciación de segunda generación comprende

a las plataformas de lectura corta y gran rendimiento como: Roche 454 (103),

1



Illumina (19) y Ion Torrent (138). Desde su aparición las tecnoloǵıas de secuen-

ciación de segunda generación han progresado rápidamente, incrementando su

rendimiento en términos de velocidad y volumen de datos obtenidos, en un

factor de 100 a 1000 veces (57). Existen tres diferencias principales entre estos

dos tipos de tecnoloǵıas: 1- no es necesario clonar los fragmentos de ADN en

vectores biológicos porque las muestras se preparan con kits libres de células;

2- es un proceso que se lleva a cabo en paralelo en el cual millones de moléculas

son secuenciadas al mismo tiempo; y 3- las bases secuenciadas son detectadas

directamente sin necesidad de realizar una electroforesis. El alto rendimiento y

bajo costo han permitido que la secuenciación masiva forme parte de la infra-

estructura de laboratorios pequeños y no solamente de centros especializados.

Gracias a este tipo de tecnoloǵıas se han podido secuenciar genomas complejos

como el de Sorghum bicolor (117). Sin embargo, genomas más complejos, como

el de Amoeba dubia con un tamaño de 670 gigabases, siguen siendo dif́ıciles de

ensamblar (3). A pesar de las ventajas antes mencionadas, este conjunto de

técnicas presentan algunos problemas como la alta tasa de error en la secuen-

ciación. En este sentido se han desarrollado múltiples estrategias con el fin de

mitigarlo y poder aprovechar aśı todo su potencial.

1.1.1. Aplicaciones de la secuenciación de ADN

Las plataformas de secuenciación de segunda generación han transformado

profundamente la bioloǵıa ya que estudios que hasta hace pocos años eran im-

practicables, han sido posibles gracias al gran rendimiento de esta tecnoloǵıa.

En bioloǵıa humana, por ejemplo, se han completado ambiciosos proyectos de

genómica de poblaciones (1; 168), proporcionando valiosa información sobre

enfermedades como el cáncer y la diabetes (122). Particularmente en el área

de la microbioloǵıa, la genómica microbiana ha sido ampliamente potenciada

por el desarrollo de las técnicas de secuenciación de segunda generación. Esto

se ve reflejado por ejemplo en el banco de datos del National Center for Bio-

technology Information (NCBI) de Estados Unidos, donde están depositados

a la fecha 9061 genomas bacterianos secuenciados completamente y 118.062

genomas secuenciados a nivel de borrador. Asimismo, el gran desarrollo de

la genómica ha potenciado y hecho posible el desarrollo de otras disciplinas

complementarias como: la proteómica, la trancriptómica, la metabolómica, el

modelado metabólico (159), la biovigilancia (86) y la epidemioloǵıa (38). El
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estudio de un microorganismo, o comunidad microbiana, mediante el análisis

genómico o metagenómico, en complementación con el de sus perfiles trans-

cripcionales, es capaz de brindar información respecto a las v́ıas metabólicas

o genes expresados en determinado momento por el o los microorganismos en

estudio. En ese sentido, la metagenómica ha sido empleada para el estudio de

las comunidades presentes en distintos ambientes como el rumen vacuno (109),

los suelos (31), el cuerpo humano (76), aśı como a las bacterias asociadas a las

plantas (123).

1.2. Aplicación de la genómica al estudio de la

interacción planta-bacterias

Las plantas interactúan con comunidades microbianas complejas las cuales

juegan un rol determinante en la salud vegetal aśı como en su productividad

(20). Entender los procesos que gobiernan esa interacción permite aportar co-

nocimientos imprescindibles para desarrollar estrategias que lleven a combatir

enfermedades y/o mejorar el rendimiento de los sistemas agŕıcolas (53). Las

bacterias asociadas a las plantas ocupan distintos ambientes, tales como el

suelo cercano a las ráıces (rizósfera) (20), la superficie de las ráıces (rizoplano)

(66) o sus tejidos internos (77). Particularmente, el conjunto de bacterias ca-

paces de colonizar el interior de los tejidos vegetales sin causar daño aparente

a su huésped son llamados endófitos bacterianos (64). A su vez, dentro del

conjunto de bacterias endófitas existe un sub-grupo que pueden mantener una

relación mutualista con la planta, llamadas bacterias promotoras del cre-

cimiento vegetal (BPCV) (65).

1.3. Interacción entre los endófitos y las plan-

tas

La interacción entre los endófitos y las plantas constituye un proceso

dinámico que depende de un ambiente adecuado y de factores genéticos. La

principal v́ıa de colonización de los tejidos vegetales se da por bacterias del

suelo, dividiéndose el proceso de interacción en tres etapas: 1- acercamiento y

adhesión a la superficie radicular, 2- colonización del rizoplano y 3- infección
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y colonización de los tejidos radiculares. El primer paso de la interacción invo-

lucra el reconocimiento inicial de señales moleculares, seguido del movimiento

de la bacteria en dirección a la planta hospedera, su adhesión a la superficie

vegetal, colonización del rizoplano y posterior penetración y multiplicación en

el interior de los tejidos, pudiendo alcanzar una dispersión sistémica a través

de los tejidos vasculares (101) (Figura 1.1).

Figura 1.1: Principales rutas de colonización de la planta por bacterias endófitas.
Los puntos de ingreso de las bacterias a las ráıces de las plantas son múltiples. Una
vez que ingresan los endófitos pueden permanecer en la zona de entrada (celeste) o
migrar y colonizar el espacio intercelular del córtex y los vasos del xilema (verde).
En rojo y amarillo se representan las bacterias rizósfericas que son incapaces de
colonizar los tejidos internos de la planta. Tomado con modificaciones de Malfanova
y colaboradores (2013).

1.3.1. Acercamiento y adhesión a la superficie radicular

Las bacterias pueden aproximarse a las ráıces de forma pasiva, si la bacte-

ria se encuentra en la semilla o en la yema de propagación vegetativa, o activa
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a través del movimiento por atracción quimiotáctica (137). El desplazamiento

hacia las ráıces se da generalmente por medio de flagelos. Las moléculas exuda-

das por las ráıces como los ácidos orgánicos, carbohidratos y aminoácidos; son

los quimioatrayentes más comunes (65). Después que la bacteria se acerca lo

suficiente a la ráız, estas comienzan a interaccionar con la pared celular vegetal

a través de uniones electrostáticas débiles, las cuales son rápidas, inespećıficas

y reversibles (170).

1.3.2. Colonización del rizoplano

Una vez que la bacteria entra en contacto con la pared celular vegetal,

comienza el proceso de adhesión de las células a los tejidos radiculares. Este

proceso involucra distintas estructuras bacterianas como fimbrias, pillus, lipo-

polisacáridos (LPS), exopolisacáridos (EPS) y protéınas de membrana externa

como porinas y la protéına mayor de membrana externa (105; 26; 42; 29). Se

ha visto que las bacterias se establecen en forma de biopeĺıculas o agregados

en los sitios de adhesión. Las biopeĺıculas son microambientes óptimos para la

transferencia horizontal de genes, aśı como para el intercambio de señales de

quorum sensing, donde las capas, compuestas en parte por EPS, cumplen la

función de barrera de difusión de dichas moléculas.

1.3.3. Infección y colonización de los tejidos radiculares

Luego de que las bacterias colonizaron los tejidos de la ráız es posible que

estas colonicen los tejidos internos. El ingreso a los tejidos de la planta general-

mente se da por mecanismos pasivos, donde la infección se realiza a través de

las aperturas naturales como el área de emergencia de las ráıces laterales y de

la cofia (101; 68), aśı como a través de heridas causadas por factores bióticos

o abióticos. Por otro lado, la infección activa involucra la participación de vec-

tores (insectos) o la participación de enzimas degradadoras de la pared celular

(37). Las enzimas antes mencionadas están también implicadas en el desenca-

denamiento de las v́ıas de defensa en la planta. La inducción de esta respuesta

resulta en una disminución de la propagación dentro de la planta, por ejemplo,

de patógenos. En el caso de las bacterias endófitas, estas deben ser capaces

de mitigar la respuesta inmune de la planta para poder lograr una infección

efectiva. Una vez dentro de la planta, es posible que las bacterias permanezcan

en un tejido especifico o logren colonizar la planta sistemáticamente, trans-
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portándose por los tejidos vasculares o el apoplasto (137). Aquellas bacterias

endófitas que poseen los mecanismos para lograr infectar los tejidos internos

de la planta y logran permanecen este ambiente son denominados endófitos

competentes (65).

1.3.4. Promoción del crecimiento vegetal

La promoción del crecimiento vegetal (PCV) por los endófitos bacterianos

se puede dar por diferentes mecanismos directos o indirectos. Los mecanis-

mos directos incluyen el aumento de la capacidad de solubilizar nutrientes

poco biodisponibles (P, K, Fe), de fijar biológicamente el nitrógeno atmosférico

(FBN), aśı como de producir y/o modular fitohormonas (ej: auxinas, gibere-

linas y citoquininas). Por otro lado, los mecanismos indirectos incluyen el

control biológico de fitopatógenos o la estimulación de la resistencia sistémica

inducida en plantas (129; 36).

1.3.4.1. Producción de fitohormonas

Las fitohormonas regulan procesos básicos de la planta como la quiescencia

y germinación de las semillas, la formación de ráıces, floración, la ramificación,

macollaje y la maduración de los frutos, e influyen en la resistencia de las

plantas a factores ambientales (155). Las bacterias pueden producir algunas

de las fitohormas estimulando aśı el crecimiento vegetal, esta caracteŕıstica es

uno de los mecanismos que da mayor aporte a la capacidad PCV por bacterias

endófitas (32).

Producción de auxinas. Se ha estimado que cerca del 80 % de las bacte-

rias rizosféricas son capaces de sintetizar ácido indol acético (AIA) (118). Des-

cribiéndose 6 v́ıas para la producción de AIA: la v́ıa indol-3-piruvato (IPyA),

indol-3- acetamida (IAM), triptamina (TAM), triptófano oxidasa de cadena

lateral (TSO), indol-3-acetonitrilo (IAN), todas dependientes de triptófano y

una v́ıa independiente de este aminoácido (44).

Modulación de los niveles de etileno. El etileno es una hormona que es

sintetizada en situaciones de estrés biótico, infección por patógenos, o condi-

ciones de estrés abiótico como la seqúıa. La modulación de la concentración de

etileno posee como consecuencia la elongación del sistema radicular y la dismi-

nución de la respuesta de defensa en algunas plantas. Esta modulación es rea-

lizada por la enzima 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa,
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la cual hidroliza el ACC que es el precursor inmediato del etileno, produciendo

amonio y α-cetobutirato (52).

1.3.4.2. Fijación biológica de nitrógeno

El nitrógeno es un componente fundamental de una gran proporción de

las moléculas biológicas. A pesar de ser uno de los elementos más comunes de

la atmósfera, este se encuentra en estado gaseoso (N2) y no es biodisponible

para las plantas. La FBN es el proceso por el cual el N2 es reducido a amonio

(NH4+) y es realizado por un grupo de procariotas denominados diazótrofos.

La enzima encargada de llevar a cabo la FBN es la nitrogenasa. Esta enzima

esta conformada por dos componentes, la dinitrogenasa (Fe protéına) y la dini-

trogenasa reductasa (FeMo protéına), codificados por los genes nifHDK (110).

Si bien todos los diazótrofos poseen la nitrogenasa clásica (FeMo-nitrogenasa),

existen algunos microorganismos que poseen además una o dos nitrogenasas

alternativas (VFe y FeFe-nitrogenasa) (110). En las enzimas alternativas, el

Mo del sitio cataĺıtico es sustituido por V o Fe. Con el objetivo de adaptar el

proceso de FBN a las restricciones fisiológicas, las bacterias diazótrofas pre-

sentan varios mecanismos para censar múltiples señales ambientales como la

disponibilidad de N fijado (principalmente amonio y glutamina) o de O2. La

regulación del proceso es principalmente a nivel transcripcional y en algunos

casos, se ha reportado la regulación postraduccional de la nitrogenasa mediante

una inactivación reversible (121).

1.3.4.3. Captación de hierro

El hierro participa en un gran número de reacciones metabólicas y es un

componente esencial de distintas macromoléculas. Este elemento es abundante

en el suelo pero se encuentra en forma de hidróxidos insolubles por lo cual es

poco biodisponible. En condiciones limitantes de este metal, las plantas ex-

cretan quelantes y/o fitosideróforos que unen el Fe3+ y lo transportan a la

superficie de la ráız donde es reducido y absorbido por la planta. Por su parte

las bacterias, en las mismas condiciones, producen metabolitos de bajo peso

molecular con alta afinidad por el Fe llamados sideróforos (143). El comple-

jo Fe3+ sideróforo es reconocido espećıficamente por receptores de membrana

externa e internalizado (13). Los sideróforos bacterianos tienen mayor afini-

dad por el Fe en comparación con los fitosideróforos de las plantas (88). Las
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bacterias que presentan estos sistemas, afectan la comunidad rizosferica al ser

buenos competidores por el Fe nutricional (88).

1.4. Genómica de bacterias promotoras del

crecimiento vegetal

Las BPCV asociadas a cultivos de interés agronómico como el sorgo dulce

(Sorgum bicolor) (102), el máız (Zea mays) (135), el arroz (Oryza sativa) o la

caña de azúcar (Saccharum officiarum L.) tienen el potencial biotecnológico

de mejorar la sustentabilidad de la explotación de dichos cultivos (136; 167).

En este sentido el análisis genómico de las BPCV ha aportado información

sobre las caracteŕısticas genéticas que dominan los mecanismos moleculares

imperantes en la interacción (23; 82; 98; 60; 91; 135). La detección de las ca-

pacidades PCV en bacterias rizosféricas o endofiticas se estudian comúnmente

mediante técnicas que miden la actividad fisiológica de una enzima o una v́ıa

metabólica. Sin embargo, esta aproximación muchas veces tiene la desventaja

de que algunos genes no son expresados en las condiciones de laboratorio en

las que se hace el ensayo. Mediante el conocimiento de la secuencia y el análi-

sis del genoma de la bacteria en estudio, a priori, esta problemática podŕıa

solucionarse, al poder analizarse si el genoma codifica para los genes corres-

pondientes. Del mismo modo, es posible estudiar aquellos genes que podŕıan

estar involucrados en la colonización e interacción con la planta. Sin embargo,

una vez identificados en el genoma, es necesario realizar estudios fisiológicos

y moleculares que confirmen su expresión y su rol en la interacción o PCV.

Mediante el análisis de la secuencia genómica se han caracterizado genomas

de cepas PCV endófitas modelo como: Gluconacetobacter diazothropicus PA15

(23), Azoarcus sp. BH72 (82) y Azospirillum brasilense Az39 (135). A partir

del análisis de la secuencia genómica de Azoarcus sp. BH72 por ejemplo, se

reveló que esta cepa endófita-diazótrofa, no posee los sistemas de secreción

de tipo III presentes en bacterias asociadas a plantas, aśı como los genes que

codifican para enzimas degradadoras de la pared vegetal, ni genes del siste-

ma de quorum sensing del tipo homocerin lactona. Por su parte, el análisis

del genoma del endófito-diazótrofo de caña de azúcar G. diazothropicus PA15

arrojó información valiosa para comprender su historia evolutiva y ecológica,

destacándose su gran plasticidad, ya que posee 20 islas genómicas adquiridas
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por transferencia horizontal. En cuanto a la cepa A. brasilense Az39, aislada de

plantas de máız (Zea maize), el análisis de su genoma permitió realizar un es-

tudio comparativo con respecto a otras cepas de la misma especie, definiéndose

un conjunto de genes comunes a todos los genomas, lo que se conoce como el

genoma núcleo de la especie (178). En su conjunto este tipo de estudios han

sido cruciales para profundizar en el entendimiento de la fisioloǵıa, ecoloǵıa y

evolución de estas bacterias y su interacción con plantas.

1.5. Tecnoloǵıas empleadas para la secuencia-

ción de ADN

La primera metodoloǵıa de secuenciación de ADN empleada, la cual pre-

valeció por 30 años, se basaba en la utilización de nucléotidos marcados que

terminaban la transcripción (141). Esta aproximación fue utilizada en el desa-

rrollo del Proyecto Genoma Humano, el cual se extendió durante 15 años a

pesar de ser la colaboración internacional de mayor envergadura para un pro-

yecto biológico. Debido a esto surgió la necesidad de mejorar las plataformas

de secuenciación por lo cual el National Human Genome Research Institute de

los Estados Unidos lanzo un programa cuyo fin era reducir el costo de secuen-

ciar un genoma humano a mil dolares americanos (145). Este programa tuvo

como consecuencia un gran impulso del área, lo que resultó en el desarrollo de

las tecnoloǵıas de secuenciación de ADN de segunda generación.

1.5.1. Plataformas de secuenciación de segunda genera-

ción

Los secuenciadores de segunda generación producen una gran cantidad de

lecturas cortas a un costo mucho menor, que las lecturas obtenidas mediante

la secuenciación de Sanger. La plataforma Roche 454 (103) fue la que dio

inicio a esta generación al cambiar de paradigma introduciendo la capacidad

de paralelizar en gran medida las reacciones de secuenciación, estrategia que ha

sido adoptado por otras plataformas. A su vez, la preparación de las muestras

de ADN para su secuenciación, es menos laboriosa al no ser necesario clonar

las secuencias en vectores biológicos como plásmidos o BACs (bacterial artifial

chromosomes). Si bien cada plataforma tiene sus caracteŕısticas particulares,
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todas comparten los principios básicos incluyendo: 1- el fragmentado al azar

del ADN y la construcción de la libreŕıa; 2- la ligación de los adaptadores en

los extremos de los fragmentos mediante la enzima ligasa; 3- la hibridación de

los fragmentos y posterior amplificación mediante la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles) con el fin de generar una población

de ADN molde clonal a partir de una sola molécula; 4- la secuenciación de

forma paralela y ćıclica del ADN molde. El hecho de contar con muchas copias

de cada fragmento es lo que proporciona una señal lo suficientemente fuerte

como para ser detectada por sobre el ruido de base (169).

1.5.2. Ion Torrent

Ion Torrent, a diferencia de otras plataformas, utiliza circuitos integrados

que detectan el cambio de pH que ocurre cuando se libera un protón H+ du-

rante la polimerización de una base (138). El método de detección de las bases

repercute en el bajo costo de manufactura de los dispositivos respecto a otras

tecnoloǵıas. A su vez la detección de los iones permite utilizar nucleótidos y

una polimerasa de ADN sin modificar, disminuyendo el costo por base secuen-

ciada. Para el empleo de esta tecnoloǵıa, en una primera instancia las muestras

de ADN se fragmentan, los adaptadores se añaden en los extremos de estos

y luego los fragmentos son capturados en perlas de Sepharosa y finalmente

amplificados utilizando PCR en emulsión (emPCR) (131). Posteriormente los

fragmentos amplificados son colocados en microporos de forma que se espe-

ra una perla por microporo (Figura 1.2 paso 1). Cada ciclo de secuenciación

está compuesto de tres pasos: 1- inyección de un único tipo de nucleótido (A,

C, G o T), 2- medida de la señal eléctrica generada en los microporos que

presentan polimerización, y 3- lavado de los nucleótidos excedentes que queda-

ron en el microporo que no hayan sido polimerizados (Figura 1.2). Si la base

en el fragmento molde es complementaria a la base inyectada ocurre una in-

corporación, por lo que si el molde presenta un repetido, la señal obtenida es

proporcional al largo del repetido (138).

El perfil de errores de esta plataforma se asemeja mucho a la plataforma

Roche 454 ya que el principio básico es similar. Para Ion Torrent PGM se

reportó una tasa de error de 1.0 % aproximadamente, siendo las inserciones

más comunes que las deleciones (154). Otro error caracterizado en Ion To-

rrent son los indels con una alta frecuencia en algunos en regiones particulares
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Figura 1.2: Esquema del proceso de secuenciación de ADN realizado por la platafor-
ma Ion Torrent. El proceso esta divido en 4 etapas. Paso 1) luego de la amplificación
del ADN molde se colocan las perlas con el ADN clonal en una placa de titulación
donde cada pocillo tiene un sensor iónico. Paso 2) se suministran cantidades limi-
tantes de un dNTP que son incorporadas al ADN molde de las perlas por la ADN
polimerasa. Paso 3) con cada base incorporada se libera al medio un protón H+.
Paso 4) un detector capta el protón H+ y el dispositivo traduce la señal en la base
correspondiente. Tomado con modificaciones de Escalante y colaboradores (2014).

del genoma, lo que puede derivar en errores en la interpretación de los datos

(28). Por otra parte, la precisión del Ion Torrent disminuye sobre el final de

las lectura debido a la acumulación de desechos a lo largo de ciclado (28).

Asimismo esta tecnoloǵıa es menos precisa que la de Roche 454 ante la presen-

cia de homopoĺımeros. Para homopoĺımeros de largo 2 el error más frecuente

son las inserciones, mientras que para homopoĺımeros de largo mayor a 14 el

dispositivo no es capaz de leerlo (94).
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1.6. Corrección de errores de secuenciación

del ADN

Diversos estudios han demostrado el impacto negativo de los errores de

secuenciación en distintas aplicaciones (140; 154). Una aproximación sencilla

para lograr mejorar la calidad de los datos proveniente de un dispositivo de

secuenciación de ADN de alto rendimiento es el recortado o trimming de los

datos en función de la calidad de las bases, lo que lleva a una perdida de

información.

Uno de los principales problemas que presentan las plataformas de secuen-

ciación de segunda generación es la alta tasa de error (sustituciones, inserciones

y deleciones), entre 1 % y 1.8 % (3). La exactitud de los datos de secuenciación

es de vital importancia ya que entre individuos de una misma especie puede

haber muy pocos cambios por lo que los errores pueden ser confundidos con

variaciones biológicas (3). A su vez, durante el ensamblado de los datos obteni-

dos, la corrección de errores es un paso importante para lograr un ensamblado

de calidad. Se ha reportado que la corrección de errores en los datos de pla-

taformas de secuenciación pueden mejorar algunas métricas del ensamblado

de un genoma bacteriano (140). Esta práctica es importante, habiéndose de-

mostrado que el mapeo de lecturas contra una referencia, mejora si los datos

son previamente corregidos. Otro caso es el estudio de los polimorfismos de

nucleótido simple (SNP, por sus siglas en inglés), el cual se beneficia de esta

corrección ya que un error puede confundirse con un polimorfismo (154). Es

por lo antes expuesto que se han desarrollado múltiples herramientas para la

corrección de datos de secuenciación masiva de ADN (148; 4; 87; 3; 85).

1.6.1. Estrategias de corrección de errores

Los algoritmos para la corrección de errores de datos para las plataformas

de secuenciación de ADN fueron categorizados de acuerdo a su estrategia al-

goŕıtmica, describiéndose 4 categoŕıas: 1- sub-secuencias de largo k llamadas

kmeros, 2- el alineamiento múltiple de secuencias (AMS), 3 - trie, y 4- modelos

probabiĺısticos. A pesar de las diferencias entre las categoŕıas, la mayoŕıa de

las herramientas parten de los mismos 3 supuestos (85):

1. Los errores por posición son raros con respecto a las bases correctas,

asumiendo una cobertura lo suficientemente alta.
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2. La cobertura es uniforme a lo largo de la muestra.

3. Los errores son independientes de la posición en el genoma.

1.6.1.1. Correctores de errores basados en kmeros

Las plataformas de secuenciación de ADN de segunda generación se carac-

terizan por producir una gran cantidad de lecturas a partir de una muestra,

lo que redunda en una alta cobertura (94). Dicha caracteŕıstica puede ser uti-

lizada para la corrección de los datos si las bases de las lecturas son alineadas

con respecto a la secuencia de ADN de la que se originan. Luego, para cada

uno de los nucleótidos es posible identificar las bases que divergen y evaluar si

corresponde que sean corregidas. De lo contrario, si no se cuenta con una se-

cuencia de referencia, es posible fraccionar las lecturas en subcadenas de largo

k (kmeros) y luego obtener las frecuencias de los distintos kmeros. A partir de

la población de kmeros para un determinado conjunto de datos se pueden cla-

sificar los kmeros poco frecuentes como erróneos y corregirlos. Se ha descripto

un algoritmo que utiliza la estrategia de kmeros mediante su clasificación en

dos categoŕıas: sólidos y débiles. Aquellos que aparecen al menos un número N

de veces son considerados sólidos y los que no son considerados débiles (120).

Posteriormente este algoritmo corrige los kmeros débiles mediante un numero

mı́nimo de ediciones, hasta que la lectura quede compuesta únicamente por

kmeros sólidos. Este algoritmo parte del supuesto de que los errores son al

azar y poco frecuentes.

Diversos correctores han sido desarrollados basados en kmeros incluyendo:

1 - EULER: uno de los primeros programas desarrollado para ensamblar lec-

turas que incorpora la capacidad de corregir datos provenientes de plataformas

de secuenciación masiva de ADN (120). Para la realización de la corrección,

este programa guarda el total de ocurrencias de los kmeros para cada lectura,

generando una distribución de frecuencias de kmeros por lectura. El programa

clasifica los kmeros como erróneos si no pertenecen a M lecturas, donde M es

un parámetro. Luego clasifica cada lectura como errónea si posee al menos un

kmero que cae dentro de la categoŕıa erróneo. Para la corrección se realizan

cambios hasta que todos los kmeros erróneos son eliminados de cada lectu-

ra. Los cambios se introducen hasta lograr corregir la lectura o hasta que la

distancia de edición supere un valor máximo n (parámetro).

2 - BayesHammer: es un corrector que utiliza un grafo donde los vértices
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están representados por cada uno de los kmeros presentes en las lecturas y

las aristas unen los vértices que tienen a lo sumo N diferencias, donde N es

parámetro (111). Los kmeros definidos como centrales (con gran representación

en el genoma), son considerados como correctos y los nodos que están conecta-

dos a estos son considerados erróneos. Una vez que el programa obtiene todos

los kmeros centrales, recorre las lecturas con kmeros erróneos y utilizando los

kmeros centrales va cambiando por consenso las bases erróneas hasta lograr

que las lecturas queden libres de kmeros erróneos. Esta aproximación tiene

algunos problemas, ya que puede clasificar como erróneos algunos kmeros que

estén conectados a un nodo central por azar, aśı como regiones repetidas que

tengan muy pocas variaciones entre ellas. BayesHammer construye el mismo

grafo que Hammer pero luego lo refina construyendo subclusters. BayerHam-

mer fue integrado como un componente del ensamblador Spades (15).

3 - Karect: Este programa considera cada lectura como una referencia,

efectúa un alineamiento múltiple con las lecturas que presenten mayor similitud

entre ellas y las guarda en un grafo parcialmente ordenado (POG por sus

siglas en inglés, partial order graph) (4). Para generar el alineamiento múltiple

de cada lectura el programa Karect considera como similares a las lecturas

cuyos kmeros presenten a lo sumo d (parámetro) diferencias o que tengan

sub-kmeros compartidos. Los alineamientos son insertados en un grafo POG

y posteriormente el corrector extrae la versión corregida de las lecturas del

mismo.

1.6.1.2. Correctores de errores basados en tries

Algunos correctores utilizan estructuras de datos tipo trie y derivados. Un

trie es una estructura de datos tipo árbol. Su nombre proviene del inglés

retrieve, que significa recuperar. En un trie cada arista que sale de un no-

do del árbol esta etiquetada con un śımbolo distinto del alfabeto. A partir de

un nodo ráız es posible navegar el trie en busca de palabras o de prefijos. Las

búsquedas se realizan desde la ráız descendiendo por el camino formado por las

aristas cuyo śımbolo coincida con las letras de la búsqueda, en orden sucesivo

de la palabra que se está buscando. Un árbol de sufijos de una cadena es un

caso particular de un trie donde todos los sufijos de dicha cadena son utilizados

como las ramas. Es posible generalizar un árbol de sufijos para un conjunto de

cadenas, de forma que el conjunto de cadenas representan las lecturas obteni-
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das de un genoma y cada arista esta etiquetada con un śımbolo y la cantidad

total de śımbolos que la soportan (Figura 1.3). Las lecturas en un árbol de

sufijos siguen un camino hasta que algún momento deban bifurcar el camino,

si la bifurcación se debe a un error en la lectura las aristas del nuevo camino

tendrán un soporte muy bajo. Es en las bifurcaciones que los programas de

corrección deben decidir si corregir una base. En el ejemplo de la figura 1.3 se

puede observar que la lectura TAAA$ tiene un error en la tercera base, esto

ocasiona que la rama TAAA$ tenga una sub-rama con poco sustento (AA$).

En este ejemplo, corrigiendo TAAA$ por TAGA$ en la lectura TAAA$ se

elimina la sub-rama con poco sustento. Es importante recordar que parte del

supuesto de que los errores son poco frecuentes, por lo que la rama errónea en

el árbol tendŕıa pocos representantes.

Figura 1.3: Ejemplo de un árbol de sufijos para una secuencia ejemplo donde la
lectura TAAA tiene un error en la tercera posición. Tomado de Alic y colaboradores
(2016).

Como ejemplos de este grupo de correctores podemos mencionar:

1 - SHREC: este programa construye primero un trie a partir de las lec-

turas donde cada nodo es un kmero y el peso de cada nodo es la cantidad de
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lecturas que presentan dicho kmero. Posteriormente intenta corregir los nodos

cuyo peso es menor que un valor predefinido. La corrección se basa en la con-

versión del nodo erróneo en un nodo hermano de forma que el árbol por debajo

del nodo corregido se ajuste exactamente al sub-árbol que existe por debajo del

nodo hermano (147). Por otro lado, el programa Hybrid-SHREC (139), un

programa derivado de SHREC, plantea la deteccióon de nodos erróneos de for-

ma idéntica pero en lugar de convertir el nodo erróneo, este programa inserta

o remueve bases de forma que los árboles debajo de los nodos se ajusten.

2 - Fiona: este programa utiliza un árbol de sufijos como SHREC y Hybrid-

SHREC pero optimizado para la detección de superposiciones entre lecturas y

capaz de corregir errores de indels. Este programa construye árboles de sufijos

parciales para las lecturas y las lecturas invertidas, las cuales luego recorre

en busca de errores. Los errores se detectan calculando para cada kmero el

logaritmo de la razón de la probabilidad condicional de que tenga errores dada

la cobertura del kmero, dividida por la probabilidad de que cualquier kmero

tenga errores. Si este coeficiente es positivo, entonces el kmero se marca como

erróneo. Luego de identificado el error, el programa intenta correcciones en el

kmero considerando los subárboles correctos (148).

1.6.1.3. Correctores de errores basados en modelos probabiĺısticos

La mayoŕıa de los programas para la corrección de errores carecen de un

modelado estad́ıstico de los datos. Asimismo, muchos programas no consideran

los errores espećıficos o caracteŕısticas particulares de la plataforma, como la

cáıda de la calidad de las lecturas sobre el final. Sin embargo, algunos progra-

mas utilizan un modelo para describir las sustituciones y/o indels que ocurren

durante la secuenciación del ADN. Entre este tipo de programas se encuentran:

1 - El programa RECOUNT se basa en el algoritmo de EM para deter-

minar la base correcta en cada posición mediante el calculo de la verosimilitud

de las variantes existentes para una posición dada (176).

2 - Fiona emplea un modelo estad́ıstico para la detección de errores (ver

sección 1.6.1.2).

3 - DUDE-Seq: este programa utiliza el algoritmo Discrete Universal

DEnoiser (DUDE) (174) para la corrección de datos de NGS orientados a la

secuenciación de amplicones (87). En este trabajo se discutirá la implementa-

ción del algoritmo DUDE para la corrección de datos de secuenciación de ADN
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generados por la plataforma Ion Torrent. Por este motivo que a continuación

se describirá en mayor profundidad las caracteŕısticas de este algoritmo.

1.6.2. Discrete Universal DEnoiser

En este trabajo exploramos la aplicación del algoritmo Discrete Universal

DEnoiser (DUDE) (174) para la corrección de datos de secuenciación de ADN

provenientes de la plataforma Ion Torrent PGM. Este algoritmo fue desarro-

llado para la reconstrucción de secuencias con un alfabeto finito que fueron

corrompidas por un canal que procesa cada śımbolo de forma independiente y

estad́ısticamente idéntica. Bajo estas hipótesis DUDE ofrece garant́ıas teóricas

de rendimiento en la capacidad de corregir, incluso cuando no se hacen supues-

tos sobre el modelo estocástico para los datos limpios subyacentes, utilizando

únicamente el modelo con el que introduce errores el canal. Esta formulación

semi-estocástica se ajusta al problema de la corrección de datos provenientes

de la secuenciación del ADN. En la secuenciación del ADN es dif́ıcil establecer

modelos estocásticos precisos para secuencias de ADN limpias, pero es simple

y bastante realista suponer modelos de ruido (es decir, matrices de confusión)

para dispositivos de secuenciación espećıficos. Adaptar el DUDE al problema

de la corrección de datos de secuenciación de ADN requiere algunos ajustes,

es por eso que se describe más adelante en este trabajo.

1.6.2.1. Definición formal de DUDE

En esta sección se presenta formalmente el algoritmo DUDE. En la figu-

ra 1.4 se esquematiza el problema de corrección de errores para secuencias

discretas.

Figura 1.4: La configuración general para la corrección de errores para secuencias
discretas. Tomado con modificaciones de Lee y colaboradores (2017).

Para la formalización del DUDE se utiliza la siguiente notación. La se-

cuencia original (no corrupta) se denota como Xn, donde n es el largo de la

secuencia y el śımbolo en la posición i, 1 6 i 6 n, se denota como xi. Por otro
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lado, la secuencia corrupta por el canal se denota como Zn y cada śımbolo

como zi. Finalmente, la secuencia reconstruida por el DUDE se denota como

X̂n, donde cada elemento de esta secuencia se denota x̂i. Los śımbolos xi per-

tenecen a un alfabeto finito X mientras que los śımbolos zi pertenecen a un

alfabeto finito Z.

El tipo de canal considerado en este modelo introduce errores en la secuen-

cia de forma independiente y estad́ısticamente idéntica para cada śımbolo.

Esta clase de canales son denominados como “canales discretos sin memoria”

o DMC por sus siglas en ingles (“Discrete Memoryless Channel”). Un DMC

esta completamente caracterizado por la matriz de transición de estados del

canal, Π ∈ R|X | × |Z|, donde Π(x, z) representa la probabilidad condicional de

que el śımbolo ruidoso sea z dado que el original es x. Un corrector de errores

discreto opera sobre la secuencia corrupta Zn e intenta reconstruir la cadena

original a través de una estimación X̂n. Es por esto que para cada śımbolo de la

cadena ruidosa, zi, el corrector intenta determinar una estimación del śımbolo

correcto, x̂i = x̂i(Z
n), de forma que x̂n = (x̂1(Z

n), . . . , X̂n(Zn)). El modelo

asume una función de pérdida Λ : X × X → [0,∞) que está representada por

la matriz Λ = {Λ(i, j)}i,j ∈ X , de forma que la calidad de la corrección de

errores de X̂n se mide con la pérdida promedio

LX̂n(Xn, Zn) =
1

n
Σn

i=1Λ(xi, X̂i(Z
n)), (1.1)

donde Λ(x, xi) es el costo de estimar x con xi. Usualmente se cumple

Λ(x, xi) = 0 si xi = x y Λ(x, xi) > 0 en otro caso.

Para corregir, DUDE hace dos recorridas por los datos. En la primera

pasada colecta las estad́ısticas de la secuencia ruidosa Zn. Espećıficamente,

para cada a ∈ Z, para cada contexto lk ∈ Zk, rk ∈ Zk y zji = zi, zj+i, ..., zj

calcula

m(zn, lk, rk)[a] = |{i : k + 1 ≤ i ≤ n− k, zi+k
i−k = lkark}|, (1.2)

de forma que m(zn, lk, rk) es un vector columna de tamaño |Z| que cuenta

las ocurrencias de cada śımbolo a lo largo de la secuencia ruidosa en el contexto

izquierdo lk y derecho rk. Cabe destacar que k es el único parámetro del DUDE

y determina el largo de contexto considerado. Una vez que el vector m fue

completado, DUDE recorre la secuencia ruidosa una segunda vez y para cada

śımbolo aplica la siguiente regla para cada i, k + 1 ≤ i ≤ n− k,
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X̂i(Z
n) = argmı́n

x̂∈X
mT (zn, zi−1i−k, z

i+k
i+1 )Π−1[λx̂

⊙
πzi ], (1.3)

donde πzi es la columna zi-ésima de la matriz del canal Π, λx̂ es la columna

x̂-ésima de la matriz de pérdida Λ,
⊙

denota la multiplicación punto a punto

entre vectores ymT denota la transposición dem. El algoritmo DUDE no aplica

un regla de decisión por mayoŕıa simple basada en m, sino que incorpora el

conocimiento del canal a través de la matriz Π y la función de perdida Λ para

la estimación precisa del śımbolo correcto.

DUDE garantiza un rendimiento asintóticamente óptimo para correctores

de ventana-deslizante que utilicen el mismo tamaño de ventana (174). Esto

significa que se puede demostrar que el DUDE logra, de forma asintótica y

sin acceso a ninguna información sobre las estad́ısticas de la señal limpia, el

mismo rendimiento que el mejor corrector que tiene acceso a esta información.
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1.7. Aportes de este trabajo

Estudios recientes han mostrado que la corrección de errores de secuen-

ciación de ADN permite lograr secuencias genómicas de mayor calidad sin

aumentar el costo económico. En este sentido, el empleo de estas herramientas

mejora el ensamblado de genomas bacterianos y los resultados de los análisis

posteriores.

En este trabajo se presentan los resultados del desarrollo de una aplica-

ción de corrección de errores de secuenciación de ADN basada en el algoritmo

DUDE. El desarrollo y la evaluación experimental de esta herramienta se pre-

sentan en el caṕıtulo 2, donde se observa que mejora algunas de las métricas

de calidad evaluadas para datos provenientes del secuenciador de ADN Ion

Torrent PGM. Sin embargo, otras herramientas disponibles en la literatura su-

peran a la herramienta desarrollada en este trabajo. En particular, el programa

Fiona se destaca en la capacidad de corrección por sobre las otras herramien-

tas evaluadas. Utilizando el programa Fiona es posible obtener ensamblados

de mayor calidad, maximizando la información disponible para el estudio de la

bioloǵıa de los organismos. En función de estos resultados se empleó dicho pro-

grama para la corrección de los datos de secuenciación de las cepas endófitas

de caña de azúcar Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24.

Por otro lado, posteriormente se realizó el estudio genómico de las cepas

UYSO10 y UYSO24, endófitas y promotoras del crecimiento vegetal de plan-

tas de caña de azúcar, el cual se presenta en el caṕıtulo 3. Los datos de se-

cuenciación de estas cepas fueron corregidos con el programa Fiona y luego

ensamblados y anotados. A partir de las anotaciones de estos, se caracterizó y

se realizó una evaluación de la presencia de genes relacionados con la interac-

ción planta-bacteria, aśı como con la PCV. En primer lugar, se determinó la

afiliación filogenética de las cepas en estudio aprovechando los datos provenien-

tes de las secuencias genómicas, resultando que la cepa UYSO10 pertenece al

género Kosakonia y a la especie radicincitans ; mientras que la cepa UYSO24

pertenece al género Rhizobium. Por otro lado, se determinó que ambas cepas

poseen diversos genes relacionados a la interacción planta bacteria incluyendo

sensores, reguladores, estructuras flagelares y pili entre otros; aśı como genes

relacionados a la PCV tales como la nitrogenasa, aśı como la producción y

regulación de fitohormonas. Estos resultados se correlacionan con resultados

de las caracterizaciones in vitro previamente obtenidos.
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En el caṕıtulo final de esta tesis (caṕıtulo 4), se presentan conclusiones y

perspectivas a futuro de este trabajo.
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1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo general

Desarrollar una herramienta informática para la corrección de errores de

secuenciación, capaz de ser aplicada a un conjunto de datos genómicos de dos

cepas bacterianas modelos, proveniente de la plataforma Ion Torrent PGM.

1.8.2. Objetivos particulares

Como objetivos particulares de la tesis se plantean:

1. Desarrollar una herramienta que permita estimar los errores que comete

el dispositivo de secuenciación de ADN Ion Torrent PGM.

2. Desarrollar e implementar una herramienta de reducción de errores en

secuencias de ADN basada en el algoritmo DUDE.

3. Corregir, ensamblar y anotar un conjunto de datos provenientes de la

secuenciación de dos genomas bacterianos (cepas UYSO10 y UYSO24),

secuenciados con la plataforma Ion Torrent PGM.

4. Realizar la caracterización genómica de las cepas en estudio poniendo

énfasis en las caracteŕısticas relacionadas a la interacción planta-endófito

y la promoción del crecimiento vegetal.
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Caṕıtulo 2

Corrección de errores de

secuenciación en la plataforma

Ion Torrent

En este caṕıtulo exploramos la aplicación una herramienta basada en el

algoritmo DUDE para la reducción de errores de secuenciación del ADN en la

plataforma Ion Torrent PGM. En primer lugar, se desarrolló una herramienta

que permite estimar los errores que comete el dispositivo de secuenciación de

ADN Ion Torrent PGM. En segundo lugar, se implementó una herramienta de

reducción de errores en secuencias de ADN basada en el algoritmo DUDE.

23



2.1. Materiales y métodos

La formulación original del algoritmo DUDE se ajusta muy bien a la intro-

ducción de sustituciones durante la secuenciación de ADN. En este contexto

definimos X = Z = {A,C,G, T}. Como función de pérdida utilizamos la dis-

tancia Hamming, Λ(x, x̂) = 0 si x = x̂ y Λ(x, x̂) = 1 de lo contrario. Para los

errores de indels el alfabeto X es definido a partir de la codificación de las se-

cuencias de ADN en base al largo del homopoĺımero en cada posición. Espećıfi-

camente, tomamos X = {A1, C1, G1, T1, A2, C2, G2, T2, ..., A10, C10, G10, T 10}
siendo A1 la base A repetida 1 vez, A2 es la base A repetida 2 veces, y aśı su-

cesivamente hasta 10. A esta codificación la denominaremos “codificación por

largo de corrida”(CLC) en el contexto de este trabajo y será representada de

la forma [A1...T10].

El algoritmo DUDE asume en primer lugar que la matriz del canal es

conocida, pero en la práctica esta información no está disponible por lo que es

necesario estimarla. Dicha estimación se realizó de forma emṕırica alineando las

lecturas obtenidas de un secuenciador contra una referencia libre de errores. A

partir de dicho alineamiento se calculó la relación de bases sustituidas e indels.

En segundo lugar, DUDE asume que el canal no tiene memoria y por lo tanto la

tasa de error es independiente de la posición de la base dentro de la secuencia.

Esta hipótesis no se cumple para el dispositivo Ion Torrent PGM donde la tasa

de error tiende a aumentar sobre el final de la lectura (28). Atendiendo a esta

situación utilizamos tres aproximaciones:

1. empleo de una matriz única para el canal formada por el promedio de la

tasa de error (IonDUDE),

2. empleo de matrices de canal dependientes de la posición de la base dentro

de la lectura (IonDUDE M),

3. empleo de matrices de canal dependientes de la calidad q de cada base

léıda (IonDUDE Q).

A continuación se detalla la implementación del programa para la estima-

ción de errores, aśı como las tres aproximaciones para la implementación del

algoritmo DUDE para la corrección de errores de secuenciación.
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2.1.1. Estimación del error del canal

Se desarrolló un programa para la estimación de la tasa de errores de se-

cuenciación de ADN. La estimación se realiza mediante la comparación de las

lecturas mapeadas contra la secuencia de referencia. Se asume que las sustitu-

ciones o indels encontrados en las lecturas mapeadas son errores introducidos

durante el proceso de secuenciación y no son producto de variaciones biológi-

cas. Esta estrategia ha sido empleada antes para evaluar la tasa de error de las

plataformas Illumina y 454 (94). Este programa toma como entrada un archi-

vo con el mapeo de las lecturas contra una referencia en formato .sam o .bam

(90). Para la lectura de los archivos .sam y .bam se emplea la libreŕıa PySAM

(https://github.com/pysam-developers/pysam). El resultado del programa es

un conjunto de matrices de canal, que pueden ser utilizadas por IonDUDE

para la corrección de datos.

2.1.2. IonDUDE

IonDUDE es la implementación del algoritmo DUDE para la corrección

de errores de secuenciación del dispositivo IonTorrent PGM. IonDUDE utiliza

una matriz única para el canal. Los errores de sustitución son corregidos por

un módulo, mientras que los errores de indels son corregidos por otro módulo.

El primer tipo de errores son corregidos según el algoritmo 1, el cual recibe

como entradas el conjunto de lecturas a corregir, el largo de contexto que debe

emplearse y la matriz del canal.
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Entrada: Lecturas D, Matriz del canal Π, Largo del contexto k
Resultado: Lecturas corregidas D̂
Datos: m(D, lk, rk) ∈ N4 para todo (lk, rk) ∈ {A,C,G, T}2k

1 m(D, lk, rk)← [0, 0, 0, 0]2k

2 para cada lectura d en D hacer
3 n← LargoSecuencia(d)
4 para i← k + 1, . . . , n− k hacer
5 Incrementar m(D, di−ii−k, d

i+k
i+1)[di]

6 fin

7 fin
8 para cada lectura d en D hacer

9 d̂← Copiar(d)
10 n← LargoSecuencia(d)
11 para i← k, . . . , n− k + 1 hacer
12 si qi > 20 entonces /* qi es la calidad de di */

13 d̂i ← di
14 sinó

/* λX̂ corresponde a la distancia de Hamming */

15 d̂i ← argmı́n
X̂∈{A,C,G,T}

m(D, di−1i−k, d
i+k
i+1)Π−1[λX̂

⊙
πdi ]

16 fin

17 fin

18 Agregar d̂ a D̂

19 fin
Algoritmo 1: IonDUDE para sustituciones
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El algoritmo 1 no modifica las bases que cumple alguna de las siguientes

condiciones:

1. Su valor de calidad supera el umbral predefinido de q > 20 (ĺınea 12). El

valor de calidad q = 20 fue tomado de las prácticas comunes de control

de calidad de las secuencias de ADN (103).

2. Su contexto derecho o izquierdo es de largo menor al parámetro k (ĺınea

11). Dichos largos de contexto afectan los extremos de las lecturas.

Por otro lado, para la corrección de errores de indels, el primer paso es

codificar la secuencia tomando en cuenta el largo de repetición de una misma

base de forma consecutiva. Esta transformación permite utilizar el algoritmo

DUDE en su configuración original para este tipo de aplicaciones. Los homo-

poĺımeros cuyo largo es mayor a 10 bases no son tenidos en cuenta al momento

de la corrección de datos. Esta decisión se tomó considerando que la frecuencia

de homopoĺımeros de mayor longitud es baja (28). Los errores de indels son

corregidos de acuerdo al algoritmo 2.
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Entrada: Lecturas D, Matriz del canal Π, Largo del contexto k
Resultado: Lecturas corregidas D̂
Datos: Secuencia codificada en CLC Dc,

m(Dc, l
k, rk) ∈ N4 para todo (lk, rk) ∈{A1...T10}2k

1 m(Dc, l
k, rk)← [0, 0, 0, 0, . . . , 0, 0, 0, 0]2k

2 para cada lectura d en D hacer
3 Agregar CodificarSecuenciaCLC(d) a Dc
4 fin
5 para cada lectura d en Dc hacer
6 n← LargoSecuencia(d)
7 para i← k + 1, . . . , n− k hacer
8 Incrementar m(Dc, d

i−i
i−k, d

i+k
i+1)[di]

9 fin

10 fin
11 para cada lectura d en Dc hacer
12 n← LargoSecuencia(d)

13 d̂← Copiar(d)
14 para i← k, . . . , n− k + 1 hacer

15 d̂i ← argmı́n
X̂∈{A1...T10}

m(Dc, di−1i−k, d
i+k
i+1)Π−1[λX̂

⊙
πdi ]

16 fin

17 Agregar d̂ a D̂c

18 fin

19 para cada lectura d̂ en D̂c hacer

20 Agregar DecodificarSecuenciaCLC(d̂) a D̂
21 fin

Algoritmo 2: IonDUDE para indels
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2.1.2.1. IonDUDE M

Como se ha expuesto anteriormente, en el caso del secuenciador Ion Torrent

PGM la tasa de error tiende a aumentar sobre el final de las lecturas (Figura

2.1). Para ajustar el DUDE a este comportamiento se modificó el estimador

de errores y el IonDUDE de forma tal de incorporar dicha información al

modelo. La versión modificada se denomina IonDUDE M. En esta versión el

modelo del canal fue segmentado en intervalos discretos de forma de capturar el

descenso de calidad observada. Se construyen matrices de canal diferentes para

los intervalos generados a partir de la segmentación de las lecturas, es decir

que si se consideran lecturas con un largo de 100 pares de bases e intervalos

de 10 pares de bases, se construiŕıan 10 matrices.

Figura 2.1: Ejemplo de calidad promedio de una base según la posición que ocupa
en una lectura. Es notorio el decaimiento de la calidad de las bases sobre el final de la
lectura. Las cajas amarillas representan los intercuartiles (25-75 %) y la ĺınea central
de las mismas representa la mediana, los bigotes superiores e inferiores representan
los puntos 10 % y 90 % mientras que la ĺınea azul representa el promedio del valor
de calidad. Figura confeccionada con el programa FastQC (6).
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2.1.2.2. IonDUDE Q

El formato FASTQ es utilizado para almacenar en un archivo de texto

planto el resultado de una secuenciación de ADN y los valores de calidad. A

pesar de ser el estándar de facto, no es un formato que haya sido sometido a un

proceso de estandarización (35). Dicho formato surgió como sucesor natural del

formato FASTA, ya que permite guardar los valores numéricos de calidad de

cada base en un mismo archivo. Los valores de calidad son asignados durante

el proceso de secuenciación por el programa de asignación de bases PHRED

(47), este programa asigna los valores de calidad en términos de la probabilidad

estimada p de que una base sea incorrecta:

q = −10 · log10(p). (2.1)

Esta versión del IonDUDE incorpora la calidad de las bases en el proceso

de corrección de errores. Para hacerlo se modificaron las matrices del canal y

el IonDUDE M. La probabilidad p de que una determinada base sea incorrecta

en una lectura se codifica en el valor q (47). Utilizando el valor de calidad q es

posible obtener p a partir de (2.1) como

p = 10–q/10. (2.2)

A su vez la probabilidad de error p se pondera por el tipo de error ya que

las indels representan el 80 % de los errores que comete el equipo. Para esto se

construyeron una serie de matrices de canal para sustituciones e indels donde

los valores de la misma fueron calculados utilizando la fórmula (2.2).

2.1.3. Evaluación de IonDUDE

La evaluación de los resultados de la corrección de errores de secuenciación

por las distintas versiones de IonDUDE está compuesta por dos elementos:

1. Mapeo de las lecturas contra una referencia y comparación entre lecturas

corregidas y no corregidas.

2. Ensamblado de novo de las lectura y evaluación de parámetros del en-

samblado.

Para llevar a cabo la evaluación se tomaron datos de genomas de espe-

cies muy bien caracterizadas (Tablas 2.1 y 2.2) y que han sido utilizados en
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otros estudios de corrección de errores. En este sentido: 1- los datos de Esche-

richia coli O104:H4 fueron utilizados en un estudio de evaluación de errores

de las plataformas de secuenciación de segunda generación (94), 2- los datos

de Escherichia coli DH10B, Staphylococcus aureus LGA251, Bordetella per-

tussis 18323 y Plasmodium falciparum 3D7 fueron utilizados para evaluar la

capacidad de corrección del programa Fiona (148).

Tabla 2.1: Descripción de los datos experimentales utilizados para la evaluación de
la corrección de errores.

Organismo No de acceso LPL* Total de
lecturas

Cobertura

Escherichia coli O104:H4 SRR254209 178 977.971 32X

Escherichia coli DH10B ERR039477 92 390.976 8X

Staphylococcus aureus LGA251 ERR236069 227 1.338.465 109X

Bordetella pertussis 18323 ERR161541 142 2.464.690 85X

Plasmodium falciparum 3D7 ERR161543 177 1.959.564 13X

*LPL: largo promedio de las lecturas.

Tabla 2.2: Identificación y fuente de los datos utilizados como referencia.

Organismo No de acceso TG* %GC

Escherichia coli O104:H4 GCA 000299455.1 5.43 50.7

Escherichia coli DH10B GCA 000019425.1 4.68 50.8

Staphylococcus aureus LGA251 GCA 000237265.1 2.73 32.9

Bordetella pertussis 18323 GCA 000306945.1 4.04 67.7

Plasmodium falciparum 3D7 GCA 000002765.1 23.2 20.0

*TG: tamaño del genoma en Mb.

Asimismo, los resultados de IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q fueron

comparados con otros programas de corrección de errores de secuenciación

de ADN. Las herramientas seleccionadas para la comparación fueron: Fiona

0.2.9 (148), Pollux 1.0 (104), Karect 1.0 (4) y IonHammer (15). Todas las

herramientas utilizadas en la comparación fueron desarrolladas recientemente

y son empleadas para la corrección de datos de secuenciación en el ensamblado

de genomas.
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2.1.3.1. Mapeo de las lecturas

La primera evaluación se realizó utilizando el programa para alinear lectu-

ras Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (89) y el programa de control de calidad

de alineamientos Qualimap 2 (113). Para esto, en primera instancia se ali-

nearon las lecturas contra los genomas de referencia utilizando el programa

BWA MEM versión 0.7.12-r1039 empleando los parámetros por defecto. Pos-

teriormente, el archivo de mapeo fue procesado con el módulo “BAM QC”

del programa Qualimap 2. El análisis de “BAM QC” utiliza el tag Concise

Idiosyncratic Gapped Alignment Report (CIGAR) de las entradas del archivo

SAM (90) para obtener el número de sustituciones e indels en una secuencia

mapeada con respecto a una referencia. A partir del análisis “BAM QC” se

obtuvieron las siguientes métricas:

1. LM (Lecturas mapeadas): total de lecturas que fueron mapeadas exito-

samente contra la referencia.

2. TE (Tasa de error): es la relación entre el total de bases incorrectas y el

total de bases mapeadas.

3. LMI (Lecturas mapeadas con inserciones): total de lecturas mapeadas

exitosamente contra la referencia que tienen al menos una base insertada

con respecto a la referencia.

4. LMD (Lecturas mapeadas con deleciones): total de lecturas mapeadas

exitosamente contra la referencia que tienen al menos una base borrada

con respecto a la referencia.

5. Indels HP (Indels en homopoĺımeros): total de indels en regiones homo-

poliméricas.

2.1.3.2. Métricas del ensamblado de los genomas

En segundo lugar se evaluó el efecto de la corrección de errores sobre el

ensamblado de novo. Los datos fueron ensamblados con el programa Spades

3.11.1 (15) empleando los parámetros por defecto, salvo que el programa se

ejecutó en modo ensamblador únicamente (–only-assembler), utilizando como

entrada datos provenientes de Ion Torrent (–iontorrent) y con los largos de

kmeros igual a k ∈ {21, 33, 55, 77}. Posteriormente, los resultados del ensam-

blado fueron procesados con el programa de control de calidad QUAST 4.5

(61) de forma de obtener un conjunto de métricas para la comparación. Del
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total de contigs obtenidos se tomaron en cuenta aquellos mayores a 500 pb,

para los que se reportaron los valores:

1. #C: cantidad de contigs en el ensamblaje.

2. CML: longitud del contig más largo en el ensamblaje.

3. N50: es la longitud del contig tal que el uso de contigs de longitud mayor

o igual a N50 produce la mitad (50 %) de las bases del ensamblado.

4. NG50: es la longitud del contig tal que el uso de contigs de longitud

mayor o igual a NG50 produce al menos la mitad (50 %) de las bases del

genoma de referencia.

5. #MA: cantidad de posiciones en los contigs ensamblados que sufrieron

translocaciónes o inversiones.

6. FG: fracción del genoma de la referencia cubierta por al menos una base

de un contig.

7. LTA: largo total alineado.

8. AML: ensamblado de mayor longuitud.
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2.2. Resultados

A continuación se describen los resultados obtenidos con los programas

estimador y IonDUDE.

2.2.1. Estimación del error del canal

El algoritmo DUDE parte de la base de que la forma en la cual el canal

introduce los errores es conocida, es decir que la matriz del canal Π es cono-

cida. Dicha matriz no es provista por los fabricantes de los secuenciadores de

ADN por lo que debe ser estimada. El programa estimador de matrices fue

diseñado para estimar Π emṕıricamente. La estimación de Π para IonDUDE se

realizó a partir de un conjunto de datos que el fabricante de Ion Torrent PGM

proporciona en su web, que pertenecen a un experimento de re-secuenciación

de cepas de referencia de Escherichia coli DH10B. En la tablas 2.3 y 2.4 se

observan las matrices de sustituciones e indels, respectivamente, para el Ion-

DUDE donde cada fila corresponde a una base correcta, x, y cada columna

corresponde a la base observada, z. Estos valores representan la probabilidad

condicional P (z|x). Las matrices de confusión generadas con esta herramienta

fueron utilizadas en los experimentos que se describen en la sección 2.2.2.

Tabla 2.3: Ejemplo de una matriz de canal utilizada por IonDUDE para la co-
rrección de errores de sustituciones. Cada fila corresponde a la base correcta y cada
columna corresponde a la base observada.

- A C G T

A 0.9988 0.0003 0.0006 0.0003

C 0.0003 0.999 0.0002 0.0004

G 0.0005 0.0002 0.9990 0.0003

T 0.0003 0.0006 0.0003 0.9988
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Tabla 2.4: Ejemplo de una matriz del canal utilizada por el IonDUDE para la
corrección de errores de indels. Cada fila corresponde a la longitud correcta del ho-
mopoĺımero y cada columna corresponde a la longitud observada del homopoĺımero.

- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0.9970 0.0030 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

2 0.0048 0.9900 0.0048 0.0002 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

3 0.0003 0.0133 0.9754 0.0103 0.0005 4.8132e-05 0.0 0.0 0.0 0.0

4 2.4905e-05 0.0005 0.0370 0.9354 0.0256 0.0011 0.0001 6.5999e-05 0.0 0.0

5 3.7456e-06 5.6185e-05 0.0010 0.0739 0.8795 0.0424 0.0024 0.0003 0.0001 0.0001

6 0.0 0.0 0.0002 0.0033 0.1410 0.7779 0.0689 0.0067 0.00136 0.0003

7 0.0 0.0 0.0 0.0011 0.0110 0.2734 0.5566 0.1256 0.02782 0.0042

8 0.0 0.0 0.0 0.0005 0.0041 0.0348 0.2627 0.3512 0.2998 0.0468

9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0163 0.0521 0.0619 0.5114 0.3583

10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0909 0.3636 0.5454

2.2.2. Evaluación de IonDUDE

En la siguiente sección se describen los resultados de la evaluación de la

capacidad de corrección de errores de los programas IonDUDE, IonDUDE M

y IonDUDE Q.

2.2.2.1. Mapeo de las lecturas

La primera evaluación de la capacidad de corrección de datos de secuencia-

ción masiva de las implementaciones de IonDUDE fue el mapeo de las lecturas

corregidas contra una referencia y la posterior contabilización de errores. En

primer lugar se determinó el efecto del largo de contexto en las distintas imple-

mentaciones de IonDUDE. Este análisis consistió en comparar distintos valores

para los parámetros k y h, que corresponden a los largos de contexto conside-

rados para sustituciones e indels, para IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE

Q. Los resultados de las muestras ERR161541 y SRR254209 se muestran en

las tablas 2.5 y 2.6, respectivamente. A su vez, en las tablas 1.1, 1.2 y 1.3 del

Apéndice 1 se muestran los resultados de las muestras ERR039477, ERR236069

y ERR161543, respectivamente. Estas tablas presentan resultados similares a

los de las tablas 2.5 y 2.6. Para cada experimento se evaluaron un conjunto de

métricas que se detallan en la sección 2.1.3.1.

En los resultados que se muestran en las tablas 2.5, 2.6 se puede observar

una mejora de los parámetros evaluados para algunas de las implementaciones

del IonDUDE respecto a los datos sin corregir. Los datos para la muestra

ERR161541 (Tabla 2.5) muestran que el programa IonDUDE Q corriendo en
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Tabla 2.5: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR161541 procesados con
IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE

Programa Contexto Modo LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir NA NA 96.78 0.0155 1325788 28.69 43.01 42.53

IonDUDE k5 Subs 96.78 0.0156 1325285 28.69 43 42.52

IonDUDE k8 Subs 96.78 0.0155 1325916 28.69 43.01 42.52

IonDUDE k10 Subs 96.8 0.0155 1325843 28.69 43.01 42.52

IonDUDE h3 Indels 96.83 0.0155 1245113 27.55 43.87 41.84

IonDUDE h4 Indels 96.86 0.0152 1190683 26.62 43.22 41.36

IonDUDE h5 Indels 96.85 0.0152 1223385 26.98 42.87 41.57

IonDUDE M k5 Subs 96.75 0.0158 1314708 28.6 42.93 42.48

IonDUDE M k8 Subs 96.78 0.0155 1325896 28.69 43 42.52

IonDUDE M k10 Subs 96.8 0.0155 1325901 28.7 43 42.52

IonDUDE M h3 Indels 96.84 0.0155 1199756 26.79 44.56 41.65

IonDUDE M h4 Indels 96.89 0.0151 1121627 25.42 43.3 40.53

IonDUDE M h5 Indels 96.89 0.0149 1149964 25.66 42.64 40.3

IonDUDE Q k5 Subs 96.75 0.0156 1316236 28.62 42.93 42.35

IonDUDE Q k8 Subs 96.78 0.0155 1325474 28.69 43 42.51

IonDUDE Q k10 Subs 96.8 0.0155 1326017 28.7 43.01 42.52

IonDUDE Q h3 Indels 96.78 0.0158 1079617 25.28 45.29 40.61

IonDUDE Q h4 Indels 96.87 0.015 981528 23.43 43.55 41.07

IonDUDE Q h5 Indels 97 0.0142 994033 23.09 41.41 42.87

Contexto, k y h representa el largo de contexto utilizado por lo que por ejemplo k10
significa k de largo 10, h3 significa h de largo 3; Modo, Subs significa que se corrió el
programa para corregir solamente errores de sustituciones (en este modo solo se
considera k); Indels significa que se corrió el para corregir solamente errores de indels
en homopoĺımeros (en este modo solo se considera h); LM, Lecturas Mapeadas; TE,
Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con inserciones; LMD, Lecturas mapeadas
con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros. El mejor resultado para cada
métrica esta resaltado en negrita.
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Tabla 2.6: Resultados de “BAM QC” para la muestra SRR254209 procesados con
IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q

Programa Contexto Modo LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir NA NA 96.59 0.0203 964830 41.88 38.27 46.93

IonDUDE k5 Subs 96.59 0.0203 966235 41.87 38.27 46.93

IonDUDE k8 Subs 96.59 0.0203 964842 41.88 38.27 46.93

IonDUDE k10 Subs 96.59 0.0203 964833 41.88 38.27 46.93

IonDUDE h3 Indels 96.63 0.0201 993629 42.11 38.74 46.29

IonDUDE h4 Indels 96.63 0.0201 990592 42.1 38.61 46.31

IonDUDE h5 Indels 96.63 0.0201 988963 42.2 38.55 46.26

IonDUDE M k5 Subs 96.56 0.0206 998039 41.74 38.24 46.86

IonDUDE M k8 Subs 96.59 0.0203 964978 41.87 38.27 46.93

IonDUDE M k10 Subs 96.59 0.0203 964819 41.88 38.27 46.93

IonDUDE M h3 Indels 96.66 0.0201 1001930 41.84 38.92 45.97

IonDUDE M h4 Indels 96.66 0.0199 993093 41.78 38.53 45.75

IonDUDE M h5 Indels 96.64 0.0199 987126 41.98 38.39 45.86

IonDUDE Q k5 Subs 96.57 0.0204 979306 41.65 38.2 46.89

IonDUDE Q k8 Subs 96.59 0.0203 964894 41.87 38.27 46.93

IonDUDE Q k10 Subs 96.59 0.0203 964800 41.88 38.27 46.93

IonDUDE Q h3 Indels 96.65 0.0203 1114764 38.54 42.35 45.66

IonDUDE Q h4 Indels 96.71 0.0196 1062992 37.46 40.01 46.54

IonDUDE Q h5 Indels 96.73 0.0193 983693 39.29 37.84 47.54

Contexto, k y h representa el largo de contexto utilizado por lo que por ejemplo k10
significa k de largo 10, h3 significa h de largo 3; Modo, Subs significa que se corrió el
programa para corregir solamente errores de sustituciones (en este modo solo se
considera k); Indels significa que se corrió el para corregir solamente errores de indels
en homopoĺımeros (en este modo solo se considera h); LM, Lecturas Mapeadas; TE,
Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con inserciones; LMD, Lecturas mapeadas
con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros. El mejor resultado para cada
métrica esta resaltado en negrita.
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el modo indels con un contexto h de largo cinco (IonDUDE Q h5 Indels), logra

aumentar el porcentaje de lecturas mapeadas exitosamente, disminuir la tasa

de error, disminuir el porcentaje de lecturas mapeadas con inserciones y con

deleciones. Asimismo, para la misma muestra el programa IonDUDE M h5

Indels redujo la cantidad de indels en homopoĺımeros y el programa IonDUDE

Q h4 Indels muestra una disminución de las bases incorrectas. Por otro lado, los

resultados para la muestra SRR254209 (Tabla 2.6) muestran que la corrección

con el programa IonDUDE Q h5 Indels aumento el porcentaje de lecturas

mapeadas exitosamente, disminuyo la tasa de error y el porcentaje de lecturas

con deleciones. Mientras que para la misma muestra el programa IonDUDE

Q k10 Subs redujo la cantidad de mismatches y el programa IonDUDE Q h3

redujo el porcentaje de homopoĺımeros con indels. Sin embargo, algunas de las

métricas evaluadas muestran que la corrección de las lecturas con el programa

IonDUDE o sus variantes ocasionan pérdida de la calidad en los ensamblajes.

Un ejemplo de lo antes mencionado se puede observar en la tabla 2.6 donde la

corrección programa IonDUDE Q h3 Indels ocasionó el aumento de la cantidad

de bases incorrectas y de la proporción de lecturas mapeadas con deleciones. En

vista de algunos resultados negativos con las distintas versiones de IonDUDE

se efectuó el siguiente análisis para estudiar el comportamiento de IonDUDE.

Partiendo de la formula 1.3 y suponiendo que zi = A

mT · Π−1 = [na, nc, ng, nt]
T · Π−1, (2.3)

y consideramos los valores nC , nG y nC fijos, estudiamos para qué valores

de nA la regla de decisión de DUDE determina x̂ = A. Los costos E asociadas

a cada base que son objeto de minimización en la regla de decisión de DUDE

quedan de la forma

EA = −AAnA +KA,

EC = ACnA +KC ,

EG = AGnA +KG,

ET = ATnA +KT ,

(2.4)

donde los términos KA, KC , KG, KT y los coeficientes positivos

AA, AC , AG, AT dependen de la matriz Π y de los valores nC , nG y nC (que

son fijos para este caso). Si se compara el costo EA contra EC , la diferencia

entre ellos es
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EC − EA = (AC + AA)nA +KC −KA. (2.5)

Igualando la diferencia a cero es posible obtener el punto de quiebre de nA

tal que a partir de ese valor EA es menor y antes de alcanzar ese valor EC es

el menor,

nA =
KA −KC

AC + AA

. (2.6)

El termino KA −KC es de la forma

KA −KC = αCnC + αGnG + αTnT , (2.7)

para ciertos cocientes αC ,αG y αT . Dividiendo (2.7) entre la cantidad de

veces que ocurre el contexto, queda todo expresado en términos de la proba-

bilidades emṕıricas de cada śımbolo en el contexto p̂A, p̂C , p̂G, p̂T de forma

que

p̂A =
αC p̂C + αGp̂G + αT p̂T

AC + AA

, (2.8)

Supongamos que el śımbolo correcto es A, es decir, no hubo un error en la

posición analizada. En (2.8) se observa que para obtener el umbral más alto,

es decir, la situación más exigente para el DUDE, es necesario otorgarle todo

el peso que no tenga p̂A al śımbolo C, G o T que tenga el valor más grande de

αC , αG, αT y cero al resto. Tomando como ejemplo el śımbolo C, los valores

quedan de la forma p̂G = p̂T = 0 y p̂C = 1 − p̂A. A partir de lo anterior y

de la ecuación (2.8) se obtiene que p̂A debe que ser como mı́nimo el valor que

satisface

p̂A
1− p̂A

=
αC

AC − AA

, (2.9)

A partir de la ecuación (2.9) se puede obtener p̂A y repitiendo este análisis

para EG − EA y ET − EA es posible llegar a un valor mı́nimo de p̂A que tiene

que alcanzar un contexto dado para que el DUDE elija A dado que observó una

A.

A partir de un análisis análogo el precedente, tomando el caso particular

de sustituciones de A por C, determinamos el valor mı́nimo de pA de for-

ma que dada una base observada C siendo la correcta A el DUDE realizara
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correctamente la corrección correspondiente (Figura 2.2).

Figura 2.2: p̂A para cada valor de calidad Q para la muestra ERR039477 corregida
con IonDUDE Q. La ĺınea representa el valor mı́nimo de p̂A (Formula 2.9) necesario
para que el DUDE realice la corrección de C por A. Los puntos azules representan
las bases que no fueron corregidas, y los puntos rojos las bases corregidas.

En la figura 2.2 se aprecia que los datos corregidos con el programa IonDU-

DE Q h3 para la muestra ERR039477 la enorme mayoŕıa de los valores caen

por debajo del umbral, por lo cual no con corregidos. Esto explica por qué el

IonDUDE no es capaz de corregir la mayoŕıa de los errores.

Evaluación

Se compararon las implementaciones de IonDUDE respecto a los progra-

mas de corrección de datos Fiona, Pollux, Karect e IonHammer. Los resulta-

dos se pueden observar en las tablas 2.7, 2.8 para las muestras ERR161541 y

SRR254209, respectivamente. Las tablas 1.4, 1.5 y 1.6 del apéndice A, muestran

los resultados de las muestras ERR039477, ERR161543 y ERR236069, respec-

tivamente. Estos resultados son similares a los de las muestras ERR161541 y

SRR254209 por lo que fueron colocados en el apéndice A.
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Tabla 2.7: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR161541

Programa LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir 96.78 0.0155 1325788 28.69 43.01 42.53

Pollux 99.79 0.0052 197628 7.2 17.39 53.87

Karect 96.77 0.0146 1232736 26.22 41.42 43.33

Ionhammer 97.59 0.0069 122821 3.26 8.98 56.72

Fiona 97.62 0.0056 343160 8.7 22.7 51.38

IonDUDE k5 Subs 96.78 0.0156 1325285 28.69 43 42.52

IonDUDE h3 Indels 96.83 0.0155 1245113 27.55 43.87 41.84

IonDUDE M k5 Subs 96.75 0.0158 1314708 28.6 42.93 42.48

IonDUDE M h3 Indels 96.84 0.0155 1199756 26.79 44.56 41.65

IonDUDE Q k5 Subs 96.75 0.0156 1316236 28.62 42.93 42.35

IonDUDE Q h3 Indels 96.78 0.0158 1079617 25.28 45.29 40.61

LM, Lecturas Mapeadas; TE, Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con insercio-
nes; LMD, Lecturas mapeadas con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros;.
El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.

Tabla 2.8: Resultados de “BAM QC”para la muestra SRR254209.

Programa LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir 96.59 0.0203 964830 41.88 38.27 46.93

Pollux 99.82 0.0049 221415 6.72 14.14 61.51

Karect 96.89 0.0088 499710 18.51 24.42 53.74

IonHammer 96.67 0.0193 961410 37.77 34.95 47.18

Fiona 97.58 0.0074 374670 15.23 16.37 48.44

IonDUDE k5 Subs 96.59 0.0203 966235 41.87 38.27 46.93

IonDUDE h3 Indels 96.63 0.0201 993629 42.11 38.74 46.29

IonDUDE M k5 Subs 96.56 0.0206 998039 41.74 38.24 46.86

IonDUDE M h3 Indels 96.66 0.0201 1001930 41.84 38.92 45.97

IonDUDE Q k5 Sub 96.57 0.0204 979306 41.65 38.2 46.89

IonDUDE Q h3 Indels 96.65 0.0203 1114764 38.54 42.35 45.66

LM, Lecturas Mapeadas; TE, Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con insercio-
nes; LMD, Lecturas mapeadas con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros;.
El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.
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De los programas correctores de errores evaluadas, Pollux, Fiona y Karect

mostraron la capacidad de mejorar las métricas evaluadas en todas las mues-

tras utilizadas. Por otro lado, el programa IonHammer logro mejorar todas las

métricas en la muestra ERR161541 salvo por la proporción de homopoĺımeros

con indels que se incrementó pasando de 36.37 % a 47.18 % (Tabla 2.7). El pro-

grama Pollux logra destacarse por encima del resto en al menos una métrica

en todos los conjuntos de datos ensayados. En la muestra SRR254209 Pollux

logra los mejores resultados en todas las métricas evaluadas, salvo en la canti-

dad de indels en homopoĺımeros (Tabla 2.8). Por otra parte, los resultados de

del programa Karect para la muestra ERR039477 muestran que logra mejorar

cuatro de las métricas por encima de los otros programas evaluados (Tabla

2.7). El programa IonDUDE Q h3 Indels logro disminuir la cantidad de indels

en regiones homopoliméricas, con respecto a los otros programas evaluados,

para las muestras ERR161541 (Tabla 2.7) y SRR254209 (Tabla 2.8).

2.2.2.2. Evaluación del impacto de la corrección sobre el ensambla-

do de genomas

En esta sección se describen los resultados de la corrección de errores como

paso previo al ensamblado de novo de genomas. Una vez corregidos los datos,

se ensamblaron con el programa Spades y los contigs resultantes fueron pro-

cesados con el programa QUAST. Para los contigs obtenidos del paso anterior

se reportan las métricas mencionadas en la sección 2.1.3.2.

En la tablas 2.9, 2.10, 2.11, 2.12 y 2.13 se observan las métricas obtenidas

para los ensamblados.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que el programa Fiona lo-

gra los mejores resultados en los conjuntos de datos ERR161541, SRR254209

y ERR039477 (Tablas 2.9, 2.10 y 2.11). A su vez, en la muestra ERR161541

el programa Fiona logra el contig de mayor longitud, un mayor porcentaje del

genoma de referencia cubierto y el ensalmado de mayor longitud (Tabla 2.9).

Por otra parte, el programa Pollux logró mejorar el valor de N50 en la muestra

ERR161543 (Tabla 2.12) y que el ensamblado resultara en el contig más largo

en el conjunto ERR236069 (Tabla 2.13). A su vez, la corrección de los datos

empleando el programa Karect disminuyó la cantidad de ensamblajes incorrec-

tos en las muestras ERR161541, ERR03947 y ERR236069 (Tablas 2.9, 2.11 y

2.13). Por otra parte, los resultados obtenidos con el programa IonHammer

42



Tabla 2.9: Resultados del ensamblado de la muestra ERR161541.

Programa #C CML N50 NG50 #MA FG ( %) AML LTA

Sin corregir 766 22864 4335 2843 6 67.566 22832 2809470

Pollux 527 49155 10130 8948 2 89.068 49101 3688262

Fiona 467 49162 11364 10341 2 89.737 49116 3711061

IonHammer 478 49127 10632 9687 1 89.23 49104 3690458

Karect 1925 28496 3037 3180 - - - -

IonDUDE k5 Subs 683 36973 7841 6926 4 88.731 36969 3683921

IonDUDE h3 Indels 722 25931 7586 6513 2 89.23 25826 3705486

IonDUDE M k5 Subs 708 39150 7346 6515 2 88.677 39150 3682760

IonDUDE M h3 Indels 971 15229 3220 2099 5 64.624 15146 2688837

IonDUDE Q k5 Subs 770 22864 4333 2825 6 67.532 22832 2807556

IonDUDE Q h3 Indels 713 39108 6065 4290 6 76.106 39100 3154090

#C, Cantidad de contigs; CML, Contig más largo; #MA, Cantidad de missassem-
blies; FG, Fracción del genoma cubierto; AML, Alineamiento mas largo; LTA, Largo
total alineado. El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.

Tabla 2.10: Resultados del ensamblado de la muestra SRR254209.

Programa #C CML N50 NG50 #MA FG ( %) AML LTA

Sin corregir 593 42839 9741 7866 23 79.276 42751 4319965

Pollux 553 31098 4216 - 37 39.34 30925 2138558

Fiona 481 78879 18377 17715 27 92.105 62387 5015767

IonHammer 659 30671 8148 6652 15 77.085 30586 4199443

Karect 519 72980 12827 11762 40 86.142 72707 4693751

IonDUDE k5 Subs 588 42839 10023 8148 25 80.092 42751 4363665

IonDUDE h3 Indels 672 50700 10073 8580 26 85.898 50597 4685391

IonDUDE M k5 Subs 619 50162 9538 8094 23 80.758 49834 4401756

IonDUDE M h3 Indels 681 48002 9872 8178 28 85.017 47875 4638126

IonDUDE Q k5 Subs 584 51981 9798 8009 23 78.582 51764 4281904

IonDUDE Q h3 Indels 860 29005 6400 5302 22 78.491 28918 4281619

#C, Cantidad de contigs; CML, Contig más largo; #MA, Cantidad de missassem-
blies; FG, Fracción del genoma cubierto; AML, Alineamiento mas largo; LTA, Largo
total alineado. El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.
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Tabla 2.11: Resultados del ensamblado de la muestra ERR039477.

Programa #C CML N50 NG50 #MA FG ( %) AML LTA

Sin corregir 1890 39574 3154 2863 26 91.826 39574 4325251

Pollux 2921 39558 1551 1309 25 82.711 39558 3888517

Fiona 1859 39575 3281 3001 24 92.112 39575 4338671

IonHammer 1891 39572 3139 2851 33 91.64 39572 4316227

Karect 1925 28496 3037 2795 20 91.94 28496 4332806

IonDUDE k5 Subs 1890 39574 3154 2863 26 91.826 39574 4325251

IonDUDE h3 Indels 1895 39574 3142 2863 27 91.853 39574 4326187

IonDUDE M k5 Subs 1892 39574 3142 2857 26 91.826 39574 4325300

IonDUDE M h3 Indels 1892 39573 3168 2886 25 91.845 39573 4325059

IonDUDE Q k5 Subs 1895 39574 3139 2858 26 91.822 39574 4325119

IonDUDE Q h3 Indels 1913 39573 3101 2831 26 91.724 39573 4320455

#C, Cantidad de contigs; CML, Contig más largo; #MA, Cantidad de missassem-
blies; FG, Fracción del genoma cubierto; AML, Alineamiento mas largo; LTA, Largo
total alineado. El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.

Tabla 2.12: Resultados del ensamblado de la muestra ERR161543.

Programa #C CML N50 NG50 #MA FG ( %) AML LTA

Sin corregir 101 6044 2345 – 7 0.426 3820 98946

Pollux 139 9746 2801 – 13 0.404 5507 94245

Fiona 485 12113 2656 – 45 2.758 7750 642366

IonHammer 88 6044 2283 – 9 0.449 3338 104506

Karect 786 19846 2319 – 30 4.644 7219 1080152

IonDUDE k5 Subs 342 9453 2253 – 18 2.438 7289 566890

IonDUDE h3 Indels 443 10174 2389 – 34 2.102 7287 488965

IonDUDE M k5 Subs 330 9520 2322 – 25 1.343 5971 312617

IonDUDE M h3 Indels 239 7827 2213 – 22 1.369 6745 318236

IonDUDE Q k5 Subs 180 6187 2265 – 19 1.073 6064 249713

IonDUDE Q h3 Indels 439 8163 1900 – 38 2.487 4591 578328

#C, Cantidad de contigs; CML, Contig más largo; #MA, Cantidad de missassem-
blies; FG, Fracción del genoma cubierto; AML, Alineamiento mas largo; LTA, Largo
total alineado. El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.
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Tabla 2.13: Resultados del ensamblado de la muestra ERR236069.

Programa #C CML N50 NG50 #MA FG ( %) AML LTA

Sin corregir 109 168847 2784608 63067 27 87.813 154829 2421991

Pollux 94 350889 2780678 74286 30 87.988 179836 2423683

Fiona 93 251427 2780587 93816 26 88.086 187236 2426790

IonHammer 92 188170 2782103 86830 25 88.277 187552 2432270

Karect 78 257204 2784233 108604 29 88.106 199382 2428189

IonDUDE k5 Subs 109 168847 2784608 63067 27 87.813 154829 2421991

Iondude h3 Indels 118 194102 2784445 48937 28 87.773 159716 2424113

IonDUDE M k5 Subs 148 84585 2615853 30293 25 83.292 83834 2295792

IonDUDE M h3 Indels 111 215153 2783101 63063 27 87.815 159716 2423646

IonDUDE Q k5 Subs 109 168847 2784470 63067 26 87.813 154829 2421975

IonDUDE Q h3 Indels 124 193999 2788746 48817 28 87.669 165146 2421401

#C, Cantidad de contigs; CML, Contig más largo; #MA, Cantidad de missassem-
blies; FG, Fracción del genoma cubierto; AML, Alineamiento mas largo; LTA, Largo
total alineado. El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.

muestran que este programa logró una disminución de los ensamblajes inco-

rrectos en las muestras ERR161541, SRR254209 y ERR236069 (Tablas 2.9.

2.10 y 2.13); y a su vez mejoro el total del genoma cubierto en la muestra

ERR236069 (Tabla 2.13). Por último, las implementaciones de IonDUDE lo-

gran mejorar algunas de las métricas evaluadas en algunas de las muestras.

Para el conjunto de datos ERR161541 (Tabla 2.9) el programa IonDUDE con

un largo de contexto k igual a 5 y en modo sustituciones (k5 Subs) Subs,

IonDUDE k3 Indels, IonDUDE M k5 Subs e IonDUDE h3 Indels logran me-

jorar todas las métricas evaluadas. Sin embargo, para el conjunto de datos

antes mencionado los programas Pollux, Fiona e IonHammer obtienen mejores

resultados en todas las métricas. A su vez, el conjunto de datos SRR254209

(Tabla 2.10) muestra que algunas de las métricas evaluadas mejoraron luego

de la corrección con IonDUDE k5 Subs, IonDUDE Mk5 Subs, IonDUDE h3

Indels e IonDUDE Q k5 Subs. Cabe destacar que para el conjunto de datos

antes mencionado el programa Fiona logra mejores resultados. Es importante

destacar que algunas de los resultados obtenidos con algunas de las varian-

tes del IonDUDE ocasionan que los ensamblajes muestren un deterioro de las

métricas evaluadas. Un ejemplo de lo antes mencionado se puede observar para

los resultados del programa IonDUDE Qh3 Indels para la muestra SRR254209

(Tabla 2.10). Otro ejemplo del deterioro de los ensamblados, se puede obser-
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var en los resultados obtenidos con el programa IonDUDE M h3 Indels para

la muestra ERR161541 (Tabla 2.9), donde todas las métricas evaluadas son

inferiores respecto a los datos sin corregir salvo el número de ensamblados

incorrectos.
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2.3. Discusión

En este trabajo se introduce y evalúa una aproximación a la corrección

de errores de secuenciación de ADN con la plataforma Ion Torrent PGM. Se

adaptó un algoritmo de reducción de errores, DUDE, a la corrección de errores

de secuenciación de ADN.

2.3.1. Estimación de errores

El DUDE, es su formulación original (174), esta diseñado para corregir

errores introducidos en una secuencia que es transmitida por un canal que

la corrompe. El canal introduce cambios en los śımbolos de la secuencia de

forma independiente y estad́ısticamente idéntica. En este trabajo los śımbolos

de la secuencia son los nucleótidos de una secuencia de ADN y el secuenciador

de ADN representa el canal por el cual se transmiten. La primera tarea en

la implementación del DUDE al problema de la secuenciación de ADN fue

la estimación de la matriz del canal, dicha matriz de transición de estados

describe por completo al canal (183). La implementación del estimador de la

matriz del canal de este trabajo es independiente de la plataforma. El único

requerimiento para el funcionamiento del estimador es contar con un conjunto

de datos de la secuenciación de una muestra y la secuencia de la muestra libre

de errores, t́ıpicamente datos de la re-secuenciación de un genoma. Utilizando

la información del mapeo de las lecturas contra la referencia se estima la matriz

del canal.

En este trabajo de tesis el secuenciador utilizado para llevar a cabo los ex-

perimentos es el Ion Torrent PGM. Este secuenciador tiene un perfil de errores

caracteŕıstico, donde la mayoŕıa de los errores son inserciones o deleciones en

regiones homopoliméricas (94; 28). Las matrices obtenidas en este trabajo para

datos secuenciados con Ion Torrent coinciden con la clase de errores reportados

para esta plataforma (28).

2.3.2. Evaluación de IonDUDE

En este trabajo se implementó el algoritmo DUDE utilizando tres aproxi-

maciones diferentes llamadas IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q (sección

2.1.2). La evaluación de la capacidad de corrección de errores de cada una de las

versiones de IonDUDE se llevó a cabo empleando dos estrategias. La primera
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estrategia consistió en evaluar la calidad del mapeo de las lecturas contra una

referencia antes y después ser procesadas con las variantes de IonDUDE. En los

resultados de la evaluación antes mencionada se destacó la versión IonDUDE

Q, obteniendo mejores resultados en la enorme mayoŕıa de los experimentos

(Tablas 2.5, 2.6 y Tablas 1.1, 1.2 y 1.3 del apéndice A). Este resultado siguiere

que la incorporación de matrices dependientes de la posición y de los valores

de calidad q a las matrices del canal permitieron ajustar mejor el modelo de

IonDUDE. A pesar de lo anterior, es importante resaltar que los resultados

de algunas versiones de IonDUDE ocasionaron un deterioro de las métricas

evaluadas, por lo se llevó a cabo un análisis en mayor en profundidad del Ion-

DUDE. El análisis del comportamiento de IonDUDE Q mostró que la regla

de decisión del DUDE no es capaz de corregir la mayoŕıa de los errores. Este

resultado sugiere que un grupo de datos con mayor cobertura podŕıa ser co-

rregido con mayor éxito. En este sentido existe una herramienta de corrección

de datos de secuenciación de ADN basada en el algoritmo DUDE denominada

DUDE-Seq (87). El programa DUDE-Seq fue diseñado para la corrección de

errores en datos de secuenciación de ADN provenientes de la amplificación de

un único gen. Está metodoloǵıa de trabajo permite estudiar la población de

un gen en una muestra, en el caso de estudio de diversidad bacteriana el gen

usualmente amplificado es 16S ARNr (31; 30; 126; 17). Los datos de secuen-

ciación de amplicones poseen una alta cobertura ya que se secuencia el mismo

gen en los distintos organismos presentes en la muestra. Esto sugiere que la

alta cobertura de las secuencias con las que el DUDE-Seq trabaja permiten

que el algoritmo DUDE pueda realizar los cambios correspondientes en las

bases erróneas. Seŕıa interesante utilizar el DUDE-Seq para corregir los datos

utilizados en este trabajo. Sin embargo llevar esta clase de experimentos seria

desafiante por que el DUDE-Seq utiliza los espectrogramas que producen los

secuenciadores y no los archivos .fasta o .fastq. Por otra parte, seŕıa interesante

utilizar IonDUDE para la corrección de datos de secuenciación de amplicones.

La segunda evaluación de las variantes del IonDUDE se realizó utilizando

la misma metodoloǵıa antes mencionada pero incorporando herramientas de

corrección disponibles en la literatura como comparativa. Las herramientas

seleccionadas para la comparación fueron Pollux (104), Karect (4), IonHammer

(15) y Fiona (148). Los resultados de la evaluación muestran los programas

IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q no logran el nivel de corrección de las

herramientas Pollux, Karect y Fiona. En este sentido, el programa Pollux logra
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destacarse en dos de los cinco conjuntos de datos, donde obtiene los mejores

resultados en cuatro de cinco métricas evaluadas.

2.3.3. Efecto de la corrección sobre el ensamblado de

genomas

El programa para ensamblado Spades construye un grafo a partir de las

lecturas, dicho grafo representa los kmeros que ocurren en las lecturas y los

solapamientos entre ellas (15). La secuencia genómica de la que se originan las

lecturas está representada por un camino en el grafo antes mencionado. Los

errores en las lecturas pueden dificultar la construcción del grafo ya que estos

generan kmeros con conexiones quiméricas entre nodos, caminos paralelos o

caminos sin salida. A pesar de esto, una gran parte de los errores son ino-

cuos para el ensamblado ya que los ensambladores poseen mecanismos para la

corrección de los artefactos antes mencionados (67). En este sentido la dismi-

nución de la tasa de error medida a partir de las lecturas mapeadas contra una

referencia no lleva necesariamente a la mejora del ensamblado de los datos.

Sin embargo, los errores que ocasionan que un kmero se transforme en otro ya

existente en el genoma pueden ocasionar problemas para los ensambladores.

Este tipo de errores ocasiona ensamblados incorrectos (translocaciónes o inver-

siones) o contigs de menor tamaño, por lo cual la corrección de estos errores

es un paso importante en el ensamblado de genomas (140; 67). Teniendo en

cuenta lo anterior y tomando como ejemplo los resultados obtenidos para la

muestra SRR254209, el programa Pollux logra los mejores resultados en las

métricas de “BAM QC” pero el ensamblado resultante está más fragmentado

con respecto al obtenido post-corrección con Fiona. Este resultado siguiere que

Fiona corrige un mayor número de errores problemáticos para el ensamblado,

lo cual redunda en un ensamblado menos fragmentado.

Los datos procesados con el IonDUDE lograron leves mejoras en las métri-

cas de los ensamblados. Sin embargo, el programa Fiona se destaca mejorando

la mayoŕıa de las métricas de los ensamblados en cuatro de las cinco muestras.

Fiona logró principalmente disminuir la fragmentación del ensamblado, lo que

permitirá lograr mejores resultados en los análisis posteriores. Este resultado

llevo a la decisión de utilizar este programa para el ensamblado de los datos de

los genomas de las cepas Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24.
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Caṕıtulo 3

Genómica de bacterias endófitas

asociadas al cultivo de caña de

azúcar Saccharum officinarum

En este caṕıtulo se llevo a cabo el estudio genómico de las cepas endófitas

modelo Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24. En primer lugar,

se corrigieron, ensamblaron y anotaron los datos de secuenciación de ADN

de las cepas UYSO10 y UYSO24. En segundo lugar, se realizo la caracteriza-

ción genómica de las cepas en estudio poniendo énfasis en las caracteŕısticas

relacionadas a la interacción planta-endófito y la promoción del crecimiento

vegetal.
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3.1. Materiales y métodos

Este trabajo se enmarcó en una de las ĺıneas de investigación del Depar-

tamento focalizada en el estudio de bacterias endófitas promotoras del creci-

miento vegetal (PCV) asociadas a cultivos de interés agronómico. Previamente

se construyó y caracterizó (bioqúımica, fisiológica y fenot́ıpicamente), una co-

lección de probables endófitos bacterianos a partir de variedades de caña de

azúcar cultivadas en Uruguay (167). Como parte de la misma, posteriormen-

te se demostró que los aislamientos Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp.

UYSO24, son espećıficamente PCV de la variedad de caña LCP85-384 y son

endófitos verdaderos (166). Teniendo en cuenta las caracteŕısticas menciona-

das, dichas cepas son empleadas como modelos de estudio en el laboratorio. En

este contexto, los genomas de las cepas Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella

sp. UYSO24 fueron secuenciados en la Plataforma de Secuenciación Masiva

del Instituto de Investigaciones Biológicas “Clemente Estable” utilizando la

plataforma Ion Torrent PGM.

3.1.1. Secuenciación, control de calidad, ensamblado y

anotación de los genomas

Los aislamientos Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24 fueron

crecidos en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de medio de cultivo ĺıquido rico

TSB a 28◦ en agitación, hasta alcanzar una densidad óptica a 620nm de 1.0

(D.O.620 = 1.0). Dicho cultivo fue centrifugado a 10000x g durante 5 min, y

el pellet re-suspendido en un 1ml de NaCl 0.9 %. A partir de la suspensión

obtenida se extrajo el ADN utilizando el kit Quick-DNATM -Fungal/Bacterial

Miniprep Kit (Zymo Research, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabrican-

te. La calidad del ADN (integridad, presencia de protéınas y ARN), fue ve-

rificada en un espectrómetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

EEUU), aśı como en un Bioanalyzer 2100 (Agilent Genomics, Santa Clara,

EEUU). Posteriormente el ADN fue secuenciado utilizando la estrategia de

shotgun sequencing en la plataforma Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scien-

tific, Waltham, EEUU). La calidad de las lecturas fue evaluada con el programa

FastQC (6) y posteriormente procesadas con el programa Sickle 1.33 (75) para

remover las lecturas de baja calidad o longitud incorrecta. Luego, las lecturas

fueron corregidas con el programa Fiona 0.2.9 empleándose los parámetros por
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defecto salvo el valor del parámetro g. En esté parámetro, para la cepa UY-

SO10 se empleó un valor de g = 5800000, mientras que para la cepa UYSO24

un valor g = 6000000. En ambos casos el valor corresponde aproximadamen-

te al tamaño total ensamblado de los datos sin corregir. Después del control

de calidad y corrección de los datos, estos fueron ensamblados de novo con

el programa Spades 3.11.1 (15) empleando los parámetros [—only-assembler]

[-–iontorrent] y [k = 21,33,55,71]. La calidad de los datos ensamblados fue eva-

luada con el programa QUAST 4.5 (61) (Figura 3.1). Asimismo, se empleo el

programa plasmidSPAdes (8) para la reconstrucción de plásmidos en los datos,

siendo los parámetros utilizados: [–only-assembler] [–iontorrent] [–plasmid] y

[k = 21,33,55,71]. Los contigs resultantes del ensamblado se ordenaron y orien-

taron (scaffolding) utilizando los programas Mauve (134) y Medusa (27) por

separado, ejecutándose ambas herramientas con los parámetros por defecto.

Posteriormente, los scaffolds fueron anotados utilizando el servicio web Rapid

Annotation using Subsystem Technology (RAST) (10), el programa Prokka

(149) y el servicio web KEGG Automatic Annotation Server KAAS (108). Un

esquema del proceso antes mencionado se puede observar en la figura 3.1.
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Figura 3.1: Esquema del proceso de control de calidad, ensamblado y anotación de
los datos genómicos de las cepas UYSO10 y UYSO24.

El servicio web RAST provee anotaciones de genes individuales y de subsis-

temas a partir de los datos de secuenciación. Un subsistema es un conjunto de

roles funcionales que fueron agrupados por un anotador experto y es utilizado

por el servicio de anotación RAST (116). Un rol funcional por su parte es una

función metabólica abstracta como por ejemplo aspartokinasa.

3.1.2. Clasificación taxonómica y estructura de los ge-

nomas en estudio

3.1.2.1. Clasificación taxonómica de las cepas

Con el fin de verificar la correcta identificación a nivel de género, se utiliza-

ron herramientas que emplean el total de los datos genómicos. El cálculo de la

identidad nucleótidica promedio (ANI por sus siglas en inglés Average Nucleo-

tide Identity) (58; 80), consiste en el alineamiento de las secuencias genómicas

de las cepas a comparar y el posterior conteo de las bases homólogas. Dicha

técnica fue propuesta como estándar para la determinación de las relaciones
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taxonómicas entre procariotas, en reemplazo de la técnica de hibridización

ADN-ADN (HAA), teniendo en cuenta la gran cantidad de datos genómicos

disponibles en los últimos años (132). A su vez, se utilizo un ı́ndice basado

en la frecuencia de tetra-nucleótidos (TETRA) presentes en una secuencia

genómica (132). A diferencia del calculo de ANI, en este caso no es necesario

alinear los genomas sino que el ı́ndice de correlación TETRA se obtiene para

una secuencia genómica y es comparado contra el ı́ndice obtenido para otro

genoma.

El calculo de ANI para las cepas UYSO10 y UYSO24, se realizó utilizan-

do el servicio web JSpeciesWS (133), el cual también permite la comparación

del ı́ndice TETRA de un genoma empleando la base de datos GenomesDB,

mediante el análisis TCS (por sus siglas en ingles TETRA correlation search).

Cabe mencionar que, a pesar de utilizar las mismas herramientas, las estrate-

gias de identificación variaron entre los genomas. A continuación se detallan

las estrategias utilizadas en cada caso.

Clasificación taxonómica de la cepa UYOS10

Partiendo de la secuencia del gen 16S ARNr obtenida de la anotación

realizada para este aislamiento (Sección 3.1.1), se confeccionó un árbol filo-

genético. Para esto, la secuencia del gen 16 ARNr fue clasificada y alineada

con el programa SINA v1.2.11 (124). La clasificación se realiza comparando

la secuencia del gen 16S ARNr contra las bases de datos de SILVA (125).

Posteriormente, se seleccionaron aquellas secuencias que poséıan una similitud

mayor a 0.97 % de identidad nucleótidica del gen 16S ARNr con respecto al

aislamiento UYSO10 (Tabla 3.1). Dicho umbral de identidad es considerado

el valor mı́nimo para clasificar dos organismos procariotas dentro de la misma

especie (45). Finalmente, con las secuencias de la tabla 3.1 y el gen 16 ARNr

de UYSO10 se reconstruyó la filogenia de las mismas con el programa MEGA

7.0.26 y el algoritmo Neighbour Joining con 1000 replicas de bootstrap (83).

En la reconstrucción del árbol filogenético, la cepa Enterobacter cloacae subsp.

cloacae ATCC 13047 fue utilizada como grupo externo.
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Tabla 3.1: Lista de los códigos de acceso de los genes 16S ARNr tomadas del
GenBank pertenecientes al género Kosakonia.

Organismo No de acceso

Kosakonia radicincitans DSM 16656 CP018016

Kosakonia radicincitans GXGL-4A CP015113

Kosakonia radicincitans UMEnt01 JDYJ01000053

Kosakonia radicincitans YD4 JSFC01000001

Kosakonia oryziphila REICA 142 JF795013

Kosakonia cowanii CIP 107300 AJ508303

Kosakonia oryzae Ola 51 EF488759

Kosakonia arachidis Ah-143 EU672801

Kosakonia sacchari SP1 ERR161543

Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 ATCC13047

Posteriormente, se calculó el ANI con el servicio web JSpeciesWS, del ge-

noma de la cepa UYSO10 con respecto a los genomas secuenciados disponibles

en el servidor FTP de National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/ ) pertenecientes a las

cepas del género Kosakonia, las secuencias utilizadas se detallan en la tabla

3.2. El valor de ANI puede ser obtenido utilizando dos estrategias: ANIb y

ANIm. Estas aproximaciones consisten en el fraccionamiento del genoma pro-

blema en secciones de 1020 pb, seguido del alineamiento de las mismas contra

las referencias empleadas. ANIb utiliza el programa BLAST (5) para realizar el

alineamiento de las secciones y ANIm hace uso del programa de alineamiento

de secuencias MUMMer (84). A su vez, se comparó el valor de ı́ndice TETRA

del genoma de UYSO10 con respecto al ı́ndice de los genomas de la tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Lista de los códigos de acceso de los genomas tomados del GenBank
pertenecientes al género Kosakonia.

Organismo No de acceso

Kosakonia radicincitans DSM1665 GCA 000280495.1

Kosakonia radicinticans GXGL-4A GCA 001887675.1

Kosakonia radicincitans UMEnt01 GCA 000691205.1

Kosakonia radicincitans YD4 GCA 000877295.1

Kosakonia oryzendophytica REICA 082 GCA 900185945.1

Kosakonia oryzae Ola 51 GCA 001658025.1

Kosakonia sacchari SP1 GCA 000300455.4

Kosakonia sacchari CGMCC 1.12102 GCA 900100995.1

Kosakonia oryzae CGMCC 1.7012 GCA 900112145.1

Kosakonia sacchari BO-1 GCA 001683395.1

Kosakonia arachidis Ah-143 GCA 900116535.1

Kosakonia sp. S29 GCA 900112785.1

Clasificación taxonómica de la cepa UYSO24

En primera instancia para, la secuencia del gen 16S ARNr se alineó y clasi-

ficó con el programa SINA v1.2.11 (124) utilizando el mismo criterio que para

la cepa UYSO10. Debido a que esta aproximación no fue concluyente y sólo

fue capaz de colocar al aislamiento dentro de la familia Rhizobiaceae se realizo

la reconstrucción filogenética de la familia Rhizobiaceae con el programa Phy-

loPhlAn (150). El programa PhyloPhlAl fue ejecutado en modalidad de novo

la cual reconstruye la filogenia en base a un acervo de 400 protéınas las cuales

son detectadas en los genomas provistos y alineadas para finalmente recons-

truir la filogenia. A partir de la filogenia antes mencionada se seleccionaron

los genomas filogenéticamente cercanos a la cepa UYSO24 para el análisis de

TETRA, ANIm y ANIb.

3.1.2.2. Estructura de los genomas de las cepas UYSO10 y UYSO24

Una vez finalizado el ensamblado y la anotación de los datos, se prosiguió a

determinar la estructura genómica de ambos genomas en estudio. Este análisis

se realizó para determinar el número de replicones que cada aislamiento posee,

aśı como para estudiar la distribución de los genes a lo largo de los mismos.

56



Asimismo, se estudió la estabilidad genómica de ambos aislamientos mediante

la detección de secuencias de inserción (SI) e islas genómicas. Para esto, en

primer lugar, se utilizó el servicio web ISsaga para la anotación de las SI

(171). Por último, la anotación de las islas genómicas se realizó con el servicio

web IslandViewer 4 (24).

Por otro lado se confeccionaron mapas de los replicones de cada aislamiento

en estudio. Para el caso de la cepa UYSO10, los contigs obtenidos del ensam-

blado con el programa Spades, fueron procesados con el programa Medusa

1.6 (27), empleando los parámetros por defecto, con el fin de obtener un con-

junto de scaffolds a partir de la combinación de los mismos. Posteriormente,

cada uno de los genes anotados del replicón fueron clasificados en sus corres-

pondientes categoŕıas clusters of orthologous groups COG (164), mediante el

programa RPS-BLAST versión 2.7.1 con las matrices de puntuación especi-

ficas de posición obtenidas de COG. Por último, mediante la aplicación web

GView Server (https://server.gview.ca), se confeccionó un mapa circular del

replicón. Para el caso del genoma UYSO24, en primera instancia se ordenaron

y orientaron los contigs, obtenidos con el programa Spades, con el programa

Mauve snapshot 2015-02-25 empleando los parámetros por defecto. Posterior-

mente se clasificaron cada uno de los genes anotados en las correspondientes

categoŕıas de la base de datos COG utilizando el programa RPS-BLAST 2.7.1

con las matrices de puntuación especificas de posición obtenidas de COG. Por

último, empleando la aplicación web GView Server (https://server.gview.ca)

se confeccionó un mapa del replicón.

3.1.3. Principales caracteŕısticas genómicas relaciona-

das a la interacción planta-bacteria

Los resultados de la anotación de los genomas fueron utilizados para ex-

traer las principales caracteŕısticas de los mismos. En este trabajo se hizo

énfasis en aquellas caracteŕısticas relacionadas con la capacidad de colonizar

los tejidos vegetales y prosperar en ese ambiente, aśı como en las caracteŕısti-

cas relacionadas con la PCV. Considerando lo antes mencionado y teniendo

en cuenta la bibliograf́ıa, se buscaron en el genoma genes, operones y regu-

lones relacionados a la fijación biológica de nitrógeno (FBN), producción de

fitohormonas, producción de sideróforos, motilidad, quimiotaxis, pillus y siste-

mas de secreción. Particularmente y teniendo en cuenta la capacidad de FBN
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de la cepa Enterobacter sp. UYSO10 (167; 166) se buscaron, en el genoma de

esta cepa, posibles genes codificantes para la enzima nitrogenasa. Los genes

antes mencionados fueron comparados con los genes homólogos presentes en

los genomas de cepas bacterianas del mismo género y de la cepa de referencia

Gluconacetobacter diazotrophicus PA15 (23). Por otra parte, se presume pa-

ra la cepa Shinella sp. UYSO24 que el rol de la formación de biopeĺıculas es

de gran relevancia en la capacidad PCV observada. Esta hipótesis se basa en

el hecho de que está cepa presenta una profusa colonización de la superficie

radicular en forma de biopeĺıcula, pero una discreta colonización de los teji-

dos internos de la planta (166). Teniendo en cuenta estas caracteŕısticas, en

primera instancia, se buscaron en el genoma posibles genes relacionados con

la producción de exopolisacáridos (EPS). Los genes u operones relacionados

con esta función fueron comparados con los homólogos presentes en las cepas

Neorhizobium galegae HAMBI540 y Sinorhizobium meliloti 1021 (51).

Una vez obtenidos los conjuntos de posibles genes codificantes para la enzi-

ma nitrogenasa, aśı como para la producción de exopolisacáridos, en las cepas

UYSO10 y UYSO24 respectivamente; se obtuvieron las regiones de similitud

entre las secuencias con el programa TBLASTX versión 2.6.0+ (5) con un valor

de e-value de 0.001. Finalmente, se construyeron visualizaciones de los conjun-

tos de genes a partir de los alineamientos con el programa Easyfig versión 2.2.2

(161).
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3.2. Resultados

A continuación se describen los resultados obtenidos a partir del estudio

de las principales caracteŕısticas de los genomas de las cepas de UYSO10 y

UYSO24.

3.2.1. Secuenciación, control de calidad, ensamblado y

anotación de los genomas

Para la secuenciación del genoma de la cepa UYSO10 se realizaron dos

experimentos en la plataforma Ion Torrent PGM. Como resultado y luego del

control de calidad se obtuvieron 658.146 lecturas. El ensamblado de las lecturas

resulto en 99 contigs, a partir de los cuales se obtuvieron 12 scaffolds con un

contendido GC de 54 %, un valor de N50 de 346.125, siendo el contig de mayor

longitud obtenido de 678.970 pb. Luego del proceso de scaffolding, se obtuvo

un único scaffold de 5.790.203 pb el cual tiene 25 gaps. El genoma predicho

presenta 5948 secuencias codificantes para protéınas, una copia del gen 16S

ARNr. Entre los genes predichos el 33 % (1908) comprenden 405 subsistemas

del sistema SEED.

Por otra parte, para la secuenciación de genoma de la cepa Shinella sp.

UYSO24, se realizaron también dos experimentos de secuenciación en la pla-

taforma Ion Torrent PGM. Como resultado y luego del control de calidad se

obtuvieron 787.334 lecturas. El ensamblado de las mismas resultó en 135 con-

tigs y un contenido GC de 61.1 %, con valor de N50 de 269.086 pb y siendo

el contig de mayor longitud obtenido de 588.718 pb. El análisis del genoma

predicho presentó 8093 secuencias codificantes para protéınas, las cuales com-

prenden 365 subsistemas del sistema SEED y una copia del gen 16S ARNr.

Mediante la aproximación empleada, para el aislamiento en cuestión no fue

posible obtener un conjunto scaffolds. Asimismo, para esta cepa se logró en-

samblar un plásmido con un longitud de 136,818 pb, compuest por 24 contigs

y con un contenido GC de 58.7 %. La anotación de dicho plásmido con el ser-

vicio web RAST muestra que presenta 191 CDS, de las cuales el 14 % fueron

clasificadas dentro de algún subsistema de sistema SEED.
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3.2.2. Identificación y estructura genómica

3.2.2.1. Clasificación taxonómica de las cepas en estudio

Previamente la cepa UYSO10 fue identificada como relacionada al géne-

ro Enterobacter mediante la secuenciación parcial del gen 16S ARNr (167).

A partir de la secuencia completa de dicho gen obtenida en este trabajo, se

realizó la reconstrucción filogenética con el fin de confirmar su asignación filo-

genética (Figura 3.2). Los resultados sugieren que la cepa UYSO10 pertenece

al género Kosakonia y a la especie radicincitans.

Figura 3.2: Reconstrucción filogenética basada en el gen 16S ARNr utilizado para
la asignación taxonómica del aislamiento Enterobacter sp. UYSO10. Se construyo
utilizando el método de neighbor-joining (1000 replicas de bootstrap). Solamente se
muestran los valores de bootstrap < 100.

A partir de los genomas disponibles en las bases de datos para cepas del

género Kosakonia (Tabla 3.2), se calcularon los valores de ANIb, ANIm y TE-

TRA con respecto a la cepa UYSO10 (Tabla 3.3). Por lo general, un valor de

96 % de ANI y 0.99 de TETRA son considerados una medida robusta de simi-

litud genómica entre cepas (132; 78). Cabe destacar que los valores de ANIb,

ANIm y TETRA superan los valores umbrales para las cepas K. radicincitans

UMEnt01, K. radicincitans YD4, K. radicincitans DSM1665, K. radicincitans

GXGL-4A, K. oryzae CGMCC1.7012, K. sacchari SP1 y K. oryzae Ola 51.
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Tabla 3.3: Resultados de ANIb, ANIm y TETRA obtenidos con el servicio JSpe-
ciesWS, con respecto a la secuencia genómica de la cepa UYSO10.

Organismo ANIb ANIm Tetra

Kosakonia radicincitans DSM 16656 99 99 0.99

Kosakonia radicinticans GXGL-4A 99 99 0.99

Kosakonia radicincitans UMEnt01 99 99 0.99

Kosakonia radicincitans YD4 95 96 0.99

Kosakonia oryzendophytica REICA 082 82 85 0.98

Kosakonia oryzae Ola 51 96 96 0.99

Kosakonia sacchari SP1 95 96 0.99

Kosakonia sacchari CGMCC 1.12102 83 86 0.99

Kosakonia oryzae CGMCC 1.7012 96 96 0.99

Kosakonia sacchari BO-1 83 86 0.99

Kosakonia arachidis Ah-143 93 93 0.99

Kosakonia sp. S29 79 84 0.96

Las cepas que superan los valores umbrales para los valores de ANIb, ANIm y Tetra
están resaltados en negrita.

Por otro lado, análisis preliminares utilizando el gen marcador 16S ARNr

mostraron que la cepa UYSO24 esta filogenéticamente relacionada con bacte-

rias de la familia Rhizobiaceae (166). El estudio antes mencionado no permi-

tió clasificar a la cepa UYSO24 a nivel de especie debido a la baja homoloǵıa

del gen marcador 16S ARNr con secuencias depositadas en la base de da-

tos SILVA. Es por esto último que se realizo la reconstrucción filogenética

con el programa PhyloPhlAn de la familia Rhizobiaceae junto con la cepa UY-

SO24 (https://github.com/mberacochea/tesis-master). Los resultados mostra-

ron que la cepa UYSO24 está relacionada a un grupo de rizobios aislados de

Arabidopsis thaliana (11) y al clado de Neorhizobium galegae (Tabla 3.4)).
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3.2.2.2. Estructura genómica de las cepas en estudio

A partir del scaffold obtenido para la cepa UYSO10, se confeccionó un

mapa genómico de la cepa UYSO10 (Figura 3.3).

Figura 3.3: Mapa circular del cromosoma de Kosakoni radicincitansa UYSO10.
Desde afuera hacia adentro: CDS en la hebra sentido coloreados de acuerdo a su
categoŕıa COG, CDS en la hebra sentido, CDS en la hebra anti-sentido, CDS en la
hebra anti-sentido coloreados de acuerdo a su categoŕıa COG, tRNA y rRNA, GC
skew y contendido GC %.

Por otro lado, los resultados obtenidos con en el servicio web IslandViewer

muestra que el genoma de la cepa UYSO10 presenta 30 posibles islas genómicas

(Figura 3.4). A su vez, este genoma presenta cuatro probables secuencias de

inserción, las cuales pertenecen a las familias IS3 e IS30.
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Figura 3.4: Mapa del genoma de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10. De
afuera hacia adentro: marcador de posición, islas genómicas detectadas por: al menos
un método (rojo), IslandPath-DIMOB (azul), y SIGI-HMM (amarillo); contenido
GC.
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Por otro lado, a partir de los contigs obtenidos para la cepa UYSO24 se con-

feccionó un mapa genómico con el servicio web GView (Figura 3.5), incluyendo

la comparación el subconjunto de los genomas de la tabla 3.4.

Figura 3.5: Mapa circular del cromosoma de Rhizobium sp. UYSO24. Desde afue-
ra hacia adentro: Comparación basada en BLAST+ de los genomas Neorhizobium
gallegae HAMBI 1141, Neorhizobium gallegae HAMBI 540, Rhizobium sp. NFR07,
Rhizobium sp. NFR12, Rhzibium sp. Leaf306 y Rhizobium sp. Leaf321; CDS en la
hebra sentido coloreados de acuerdo a su categoŕıa COG, CDS en la hebra sentido,
CDS en la hebra anti-sentido, CDS en la hebra anti-sentido coloreados de acuerdo
a su categoŕıa COG, tRNA y rRNA, GC skew y contendido GC %.

Los resultados del ensamblado de las lecturas con el programa plasmidSpa-

des mostraron que la cepa UYSO24 presenta un probable plásmido de 136,818

pb (Figura 3.6). El análisis del mismo mostró posee un probable sistema de

replicación repABC (uyso24.8317, uyso24.8318, uyso24.8319).
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Figura 3.6: Mapa circular del plásmido de Rhizobium sp. UYSO24. Desde el exte-
rior al centro: CDS en la hebra sentido coloreados de acuerdo a su categoŕıa COG,
CDS en la hebra sentido, CDS en la hebra anti-sentido, CDS en la hebra anti-sentido
coloreados de acuerdo a su categoŕıa COG, GC skew y contendido GC %.
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Asimismo, los resultados del análisis de los elementos móviles en el geno-

ma de la cepa UYSO24 mostraron que el mismo presenta 45 secuencias de

inserción, 31 islas genómicas (Figura 3.7). El mismo análisis se realizó para

los genomas de las cepas Neorhizobium HAMBI 540 y Neorhizobium HAMBI

1141, identificándose 11 islas genómicas en ambos (datos no mostrados).

Figura 3.7: Mapa del genoma de la cepa Rhizobium sp. UYSO24 mostrando las
islas genómicas. De afuera hacia adentro: marcador de posición, islas genómicas
detectadas por: al menos un método (rojo), IslandPath-DIMOB (azul), y SIGI-
HMM (amarillo); contenido GC.
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3.2.3. Principales caracteŕısticas genómicas relaciona-

das a la interacción planta-bacteria

A continuación se detallan las principales caracteŕısticas identificadas en los

genomas de las cepas Kosakonia radicincitans UYSO10 y Rhizobium sp. UY-

SO24, relacionadas con la interacción planta-microorganismo y la promoción

del crecimiento vegetal.

3.2.3.1. Sistemas de secreción

Los resultados de los análisis mostraron que la cepa UYSO10 presenta

probables genes codificantes para los sistemas de secreción del tipo I, IV, V y

VI (Tabla 3.5). Por su lado, la cepa UYSO24 presenta probables genes para

los sistemas II, IV y V (Tabla 3.6).

Tabla 3.5: Genes pertenecientes a sistemas de secreción presentes en el genoma de
la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10.

Tipo de sistema de secreción Número del gen Nombre del gen

SSTI

uyso10.226 lapC

uyso10.2263 lapB

uyso10.2264 lapE

uyso10.513 raxB

uyso10.514 raxA

uyso10.3257 raxB

uyso10.3258 raxA

SSTIV

uyso10.1312 traL

uyso10.1313 traE

uyso10.1314 traK

uyso10.1315 traB

uyso10.1320 traV

uyso10.1322 virb4

uyso10.1324 traW

uyso10.1330 traU

uyso10.1331 trbC

uyso10.1332 traN

uyso10.1333 traF

uyso10.1338 traH
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Continuación de la tabla 3.5 de la página anterior.

Tipo de sistema de secreción Número del gen Nombre del gen

uyso10.1339 traG

uyso10.1343 t4cp2

SSTV

uyso10.2029 -

uyso10.316 misL

uyso10.1196 -

uyso10.2433 -

SSTVI

uyso10.4823
clpB

uyso10.4824

uyso10.3698 icmF

uyso10.3633

impAuyso10.3696

uyso10.4382

uyso10.3622

impBuyso10.3695

uyso10.4398

uyso10.3623

impCuyso10.3694

uyso10.4397

uyso10.3690
impD

uyso10.4393

uyso10.3685 impE

uyso10.3584 impF

uyso10.3626

impG

uyso10.3627

uyso10.3682

uyso10.3683

uyso10.4381

uyso10.3628

impH
uyso10.3629

uyso10.3681

uyso10.4380

uyso10.3688 impI

uyso10.3700

impJuyso10.3701
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Continuación de la tabla 3.5 de la página anterior.

Tipo de sistema de secreción Número del gen Nombre del gen

uyso10.4396

uyso10.3697 impM

uyso10.3702 vasD

uyso10.298

vgrG

uyso10.3630

uyso10.3677

uyso10.415

uyso10.416

uyso10.4389

uyso10.5617
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Tabla 3.6: Genes pertenecientes a sistemas de secreción presentes en el genoma de
la cepa Rhizobium sp. UYSO24.

Tipo de sistema de secreción Número del gen Nombre del gen

SSTII

uyso24.7366 flp
uyso24.7369 rcpA
uyso24.7372 tadA
uyso24.7373 tadB
uyso24.7376 tadC
uyso24.7367 tadV
uyso24.7371 tadZ

SSTIV

uyso24.3566 mobA
uyso24.3563 t4cp1
uyso24.3562 t4cp2
uyso24.3663 virB1
uyso24.3676 virB10
uyso24.3607 virB11
uyso24.3606 virB2
uyso24.3664 virB2
uyso24.3605 virB3
uyso24.3665 virB3
uyso24.3600 virB5
uyso24.3668 virB5
uyso24.3599 virB6
uyso24.3670 virB6
uyso24.3598 virB8
uyso24.3672 virB8
uyso24.3597 virB9

SSTV uyso24.6383 sadA
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3.2.3.2. Quimioreceptores, transducción de señales ambientales,

motilidad y formación de biopeĺıculas

En las tablas 3.7 e 3.8 se presentan los probables genes codificantes para

los quimiorreceptores del tipo Methyl accepting chemotaxis protein (MCPs),

identificados en los genomas de las cepas UYSO10 y UYSO24 respectivamente.

Tabla 3.7: Genes pertenecientes a MCPs presentes en el genoma de la cepa Kosa-
konia radicincitans UYSO10

Número del gen Función predicha

uyso10.865, uyso10.943
uyso10.1030, uyso10.1050
uyso10.1630, uyso10.2027
uyso10.2072, uyso10.2115
uyso10.2431, uyso10.2756
uyso10.3086, uyso10.3099
uyso10.3281, uyso10.3611
uyso10.4126

Methyl-accepting chemotaxis sen-
sor/transducer protein

uyso10.821
Methyl-accepting chemotaxis citrate
transducer

uyso10.1012, uyso10.1013
uyso10.3514, uyso10.4427
uyso10.5134, uyso10.5221

Methyl-accepting chemotaxis protein

uyso10.1147, uyso10.1279
Methyl-accepting chemotaxis protein I
(serine chemoreceptor protein)

uyso10.3815
Methyl-accepting chemotaxis protein II
(aspartate chemoreceptor protein)

uyso10.3374
Methyl-accepting chemotaxis protein
III (ribose and galactose chemoreceptor
protein))

uyso10.3814
Methyl-accepting chemotaxis protein
IV (dipeptide chemoreceptor protein)
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Tabla 3.8: Genes pertenecientes a MCPs presentes en el genoma de la cepa Rhizo-
bium sp. UYSO24

Número del gen Función predicha

uyso24.885, uyso24.1365,
uyso24.1366, uyso24.1729,
uyso24.2957, uyso24.3318,
uyso24.3625, uyso24.3638,
uyso24.3639, uyso24.3702,
uyso24.3703, uyso24.4057,
uyso24.4954, uyso24.4990,
uyso24.4991, uyso24.5045,
uyso24.5169, uyso24.5338,
uyso24.5391, uyso24.6309,
uyso24.6310, uyso24.6372,
uyso24.6578, uyso24.6700,
uyso24.6701, uyso24.6966,
uyso24.8265

Methyl-accepting chemotaxis protein

uyso24.3534, uyso24.5091,
uyso24.6579, uyso24.7273

Methyl-accepting chemotaxis protein I
(serine chemoreceptor protein)

uyso24.5099, uyso24.4572,
uyso24.5092, uyso24.5093,
uyso24.5773, uyso24.6035,
uyso24.8196, uyso24.8198,
uyso24.3317

Methyl-accepting chemotaxis sen-
sor/transducer protein
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Con respecto a la transducción de señales, en este trabajo se identificaron

en el genoma de la cepa UYSO10 (Tabla 3.10) y en el de la cepa UYSO24

(Tabla 3.11), 20 y 13 sistemas de dos componentes (SDC), respectivamente;

aśı como 6 SDC en común: CheAB, EnvZ-OmpR, KdpDE, QseCB, PhoRB y

FixJL (Tabla 3.9).

Tabla 3.9: Sistemas de dos componentes encontrados en los genomas de las cepas
Kosakonia radicincitans UYSO10 y Rhiozobium sp. UYSO24.

Complejo Número de gen Descripción

CheAB
uyso10.1086 y uyso.1081

uyso24.1360. y uyso24.1354
Quimiotaxis (163)

EnvZ-OmpR
uyso10.2981 y uyso10.2980
uyso24.4099 y uyso24.4841

Respuesta al estrés osmótico
(158)

KdpED
uyso10.4618 y uyso10.4617
uyso24.1245 y uyso24.1241

Transporte de potasio (173)

QseBC
uyso10.2015 y uyso10.5157
uyso24.7849 y uyso24.5327

Quorum sensing (156)

PhoBR
uyso10.1786 y uyso10.1787
uyso24.1450 y uyso24.1459

Homeostasis de fosfato (162)

FixLJ
uyso10.3191 y uyso10.3191
uyso24.8231 y uyso24.4272

Relacionado a la FBN y el sen-
sado de la concentración de
oxigeno (180)
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Tabla 3.10: Sistemas de dos componentes encontrados en el genoma de la cepa
Kosakonia radicincitans UYSO10.

Complejo Número de gen Descripción

ArcAB uyso10.1376 y uyso10.5337 Control anoxigénico redox (54)

BaeSR uyso10.4112 y uyso10.4113
Resistencia a múltiples drogas
bacterianas (16)

BasSR uyso10.4541 y uyso10.4542
Sensor de Hierro y Zinc (63;
112)

BarAY uyso10.1590 y uyso10.980
Metabolismo central de car-
bono (33)

CitAB uyso10.424 y uyso10.423
Regulación de la fermentación
de nitrato (144)

CpxAR uyso10.55 y uyso10.56 Detección de cobre (181)

DcuSR uyso10.3665 y uyso10.3666
Transporte de C4-
dicarboxilato (56)

GlrKR uyso10.4791 y uyso10.4789
Metabolismo de amino azuca-
res (128)

NarXL uyso10.3509 y uyso10.3510
Respiración de nitrato y nitrito
(127)

PhoQP uyso10.2524 y uyso10.2525
Adaptación a concentraciones
bajas de Mg2+ (59)

RstBA uyso10.2950 y uyso10.2949
Relacionado a la capacidad de
formar biopeĺıculas (92)

RcsBD uyso10.4268 y uyso10.4267
Regulación de los genes de
śıntesis de los polisacáridos de
cápsula (100)

NtrBC uyso10.13 y uyso10.12
Relacionado a la FBN y el sen-
sado de la concentración de
amonio (130)

TctED uyso10.424 y uyso10.423
Transporte de ácido tricar-
box́ılico (175)
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Tabla 3.11: Sistemas de dos componentes encontrados en el genoma de la cepa
Rhiozobium sp. UYSO24.

Complejo Número de gen Descripción

ChvGI uyso24.434. y uyso24.436 Sensor de acidez del medio (34)

DctBD uyso24.7856 y uyso24.7857
Transporte del C4-
dicarboxilato (71)

CckA-CtrA/CpdR uyso24.6652 y uyso24.5639
Regulación del ciclo celular
(72)

GlnGL uyso24.1000 y uyso24.994
Regulación del metabolismo de
nitrógeno (160)

NtrYX uyso24.998 y uyso24.999
Regulación del metabolismo de
nitrógeno (69)

PleCD uyso24.2871 y uyso24.2461 Regulación Ciclo celular (119)

RegAB uyso24.5530 y uyso24.5528
Involucrado en los procesos re-
dox de la célula, entre ellos la
FBN (177)

Con respecto a la presencia de los probables genes codificantes para un apa-

rato flagelar (involucrado en la movilidad del tipo swimming), en los genomas

de las cepas en estudio, los resultados de los análisis permitieron identificar

en el genoma de la cepa UYSO10 todos los genes necesarios para la śıntesis y

ensamblado de un aparato flagelar funcional (Figura 3.8). Sin embargo, los re-

sultados de los análisis mostraron que el genoma de la cepa UYSO24 presenta

un aparto flagelar incompleto (Figura 3.9).
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Figura 3.8: Modelo esquemático del flagelo externo bacteriano y los genes involu-
crados en el ensamblado del mismo. Rectángulos verdes y lilas: genes presentes o
ausentes en el genoma de la cepa de Koskonia sp. UYSO10 respectivamente. Imagen
reconstruida utilizando la anotación realizada con el servicio web KAAS y el servicio
KEGG empleando el genoma de la cepa de Koskonia sp. UYSO10

.
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Figura 3.9: Modelo esquemático del flagelo bacteriano y los genes involucrados en
el ensamblado del mismo. Rectángulos verdes y lilas: genes presentes o ausentes en
el genoma de la cepa Rhizobium sp. UYSO24 respectivamente. Imagen reconstruida
utilizando la anotación del servicio web KAAS y el servicio web KEGG para el
genoma Rhizobium sp. UYSO24.

.
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Por otra parte, los análisis mostraron que el genoma de la cepa UYSO10

presenta los probables genes para la biośıntesis del pillus tipo IV responsable

del movimiento del tipo twitching (Tabla 3.12). Sin embargo, no se identificaron

en el genoma de la cepa UYSO24 genes relacionados con el pillus tipo IV.

Tabla 3.12: Genes pertenecientes al pillus tipo IV presentes en el genoma de la
cepa Kosakonia radicincitans UYSO10

Número del gen Nombre del gen Función predicha

uyso10.1473 pilA Type IV pilin PilA

uyso10.1472 pilB Type IV fimbrial assembly, ATPase
PilB

uyso10.1471 pilC Type IV fimbrial assembly protein PilC

uyso10.1820, uy-
so10.5430

pilD Leader peptidase (Prepilin peptidase)
(EC 3.4.23.43)

uysp10.447 pilT Twitching motility protein PilT

uyso10.5482 aroB 3-dehydroquinate synthase (EC
4.2.3.4)

uyso10.5484 pilQ Type IV pilus biogenesis protein PilQ

uyso10.5488 pilM Type IV pilus biogenesis protein PilM

uyso10.5487 pilN Type IV pilus biogenesis protein PilN

uyso10.5486 pilO Type IV pilus biogenesis protein PilO

uyso10.5485 pilP Type IV pilus biogenesis protein PilP

uyso10.1510,
uyso10.5489

mrcB Multlimodular transpeptidase-
transglycosylase (EC 2.4.1.129) (EC
3.4.-.-)

A partir del estudio de las anotaciones del genoma de la cepa UYSO24

se identificó el operón exo, responsable de la producción de exopolisacáridos.

Asimismo, se realizó la comparación del operón exo de la cepa UYSO24 con

respecto a el operón ortólogo de las cepas Neorhizobium galegae HAMBI540 y

Sinorhizobium meliloti 1021 (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Comparación del operón exo entre las cepas (A) Sinorhizobium meli-
loti 1021, (B) Rhizobium sp. UYSO24 y (C) Neorhizobium galegae HAMBI540. La
barra muestra el grado de identidad aminoáćıdica entre los genes.

El operón exo en la cepa UYSO24 posee una organización genómica similar

al presente en el genoma de la cepa S. meliloti 1021. Sin embargo, en la cepa

UYSO24 no se encuentran presentes los genes exoZ y exoI, mientras que el

gen exoB se encuentra distante del resto de los genes del grupo. Por otra

parte, en la cepa N. galegae HAMBI540 la organización del operón exo es

similar al presente en el genoma de la cepa UYSO24. No obstante, la cepa

HAMBI540 no presenta el gen exoT, el cual si está presente en la cepa UYSO24.

Es de destacar, que al igual que en la cepa HAMBI540 el probable gen exoB

(uyso24.779) se encuentra distante del resto de los genes del operón en la cepa

UYSO24. Finalmente, es importante resaltar que la cepa UYSO10 no presenta

los genes que codifican para el operón exo.
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3.2.3.3. Principales caracteŕısticas genómicas relacionadas a la pro-

moción del crecimiento vegetal

Previamente las cepas UYSO10 y UYSO24 fueron reportadas como PCV

de plantas de caña de azúcar (166). En este trabajo se analizaron algunas ca-

racteŕısticas PCV presentes en los genomas de las cepas en estudio incluyendo

la producción y modulación de fitohormonas, producción de sideróforos y FBN.

Producción y modulación de fitohormonas

Estudios previos demostraron que las cepas en estudio tienen la capaci-

dad de producir ácido indol acético (AIA) in vitro de forma dependiente de

triptófano (167). Un gen marcador clave de esta v́ıa es el que codifica la enzi-

ma indol–3–piruvuato decarboxilasa (ipdC ). En ese sentido, los resultados del

análisis del genoma de la cepa UYSO10 mostraron la ausencia del menciona-

do gen. Sin embargo, utilizando el programa BLAST con un e-value de 0.001

y el gen de ipdC de la cepa Azospirillum brasilense SP7 como referencia, se

identificó el gen uyso10.4406 como un posible gen ipdC en el genoma de la

cepa UYSO10. Por otro lado, y utilizando la misma estrategia, no fue posible

identificar el gen ipdC en el genoma de la cepa UYSO24.

Con respecto a la presencia en los genomas en estudio del gen acdS codifi-

cante para la ACC desaminasa, enzima responsable de modular los niveles de

la fitohormona etileno en la planta (55). El resultado de los análisis mostraron

la presencia de un posible gen acdS (uyso24.7096) en en el genoma de la cepa

UYSO24 y no en el genoma de la cepa UYSO10.

Sistemas de adquisición de hierro

Los resultados de los análisis mostraron que el genoma de la cepa UYSO10

presenta probables genes para la biośıntesis de sideróforos del tipo enterobac-

tina (Tabla 3.13) y vibrioferrina (Tabla 3.14). Sin embargo, ambos genomas

presentan los genes necesarios para la internalización de sideróforos del ti-

po hidroxamato, incluyendo los genes que codifican para un posible operón

fhuABCD, aśı como los genes para el complejo TonB (10 y 4 para el genoma

de la cepa UYSO10 y UYSO24 respectivamente).
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Tabla 3.13: Genes involucrados en la śıntesis y transporte del sideróforo enterobac-
tina presentes en el genoma de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10

Número del gen Nombre del gen Función predicha

uyso10.2123 entC Isochorismate synthase (EC 5.4.4.2)
[enterobactin] siderophore

uyso10.2134 entB Isochorismatase (EC 3.3.2.1) [entero-
bactin] siderophore

uyso10.2134 entB2 Apo-aryl carrier domain of EntB

uyso10.2135 entA 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate
dehydrogenase (EC 1.3.1.28) [entero-
bactin] siderophore

uyso10.2133 entE 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase (EC
2.7.7.58) [enterobactin] siderophore

uyso10.2120 entD 4’-phosphopantetheinyl transferase (EC
2.7.8.-) [enterobactin] siderophore

uyso10.2125 entF Enterobactin synthetase component F,
serine activating enzyme (EC 2.7.7.-)

uyso10.2136 entH Proofreading thioesterase in enterobac-
tin biosynthesis EntH

uyso10.2124 ybdZ Putative cytoplasmic protein YbdZ in
enterobactin biosynthesis operon

uyso10.2129,
uyso10.2130

entS Enterobactin exporter EntS

uyso10.2123 fes Enterobactin esterase

uyso10.2131 fepB Ferric enterobactin-binding periplasmic
protein FepB (TC 3.A.1.14.2)

uyso10.2126 fepC Ferric enterobactin transport ATP-
binding protein FepC (TC 3.A.1.14.2)

uyso10.2128 fepD Ferric enterobactin transport sys-
tem permease protein FepD (TC
3.A.1.14.2)

uyso10.2127 fepG Ferric enterobactin transport sys-
tem permease protein FepG (TC
3.A.1.14.2)

uyso10.441 fepE Ferric enterobactin uptake protein Fe-
pE

uyso10.2041,
uyso10.2121,
uyso10.2122

fepA Outer membrane receptor for ferric en-
terobactin and colicins B, D
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Tabla 3.14: Genes involucrados en la śıntesis y transporte del sideróforo vibriofe-
rrina presentes en el genoma de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10

Número del gen Nombre del gen Función predicha

uyso10.1178 pvsA Vibrioferrin ligase/carboxylase protein
PvsA

uyso10.1177 pvsB Vibrioferrin amide bond forming pro-
tein PvsB

uyso10.1176 pvsC Vibrioferrin membrane-spanning trans-
port protein PvsC

uyso10.1175 pvsD Vibrioferrin amide bond forming pro-
tein PvsD

uyso10.1174 pvsE Vibrioferrin decarboxylase protein Pv-
sE

uyso10.1181 pvuA Vibrioferrin receptor PvuA

Por último, cabe destacar que la cepa UYSO10 presenta el gen uyso10.4625

el cual tiene una alta homoloǵıa con el gen fur, el cual es regulador del meta-

bolismo central de hierro a nivel celular. No se encontraron homólogos al gen

fur en el genoma de la cepa UYSO24.

Fijación biológica de nitrógeno

El análisis del genoma de la cepa UYSO24 mostró la ausencia de genes

correspondientes a la enzima nitrogenasa. Por su parte, el genoma de la cepa

UYSO10 presenta un conjunto de probables genes para dos tipos de nitrogena-

sas: la “clásica” FeMo-nitrogensa, aśı como la “alternativa” FeFe-nitrogenasa.

La nitrogenasa del tipo FeMo es codificada por el regulón nif que está com-

puesto por los genes nifHDK. Mientras que la nitrogenasa alternativa del tipo

FeFe esta codificada por el operón anf, el cual esta compuesto por los genes

anfHDHL. A continuación se describen los resultados del estudio de la orga-

nización y composición de regulones con respecto a los presentes en cepas de

referencia. En primer lugar, se comparó la organización e identidad de los ge-

nes que componen la nitrogenasa FeMo de la cepa UYSO10 con el regulón

ortólogo en las cepas Kosakonia radicincitans DSM16656 (179) y Gluconace-

tobacter diazotrophicus PA15 (23) (Figura 3.11). Los resultados mostraron un

alto grado de identidad, tanto a nivel de secuencia como en la organización de

los genes, entre los regulones nif de la cepas UYSO10 y DSM16656. Particular-
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mente el gen uyso.3199 (nifH ) comparte un 100 % de identidad aminoaćıdica

entre las cepas antes mencionadas, mientras que para los otros genes del re-

plicón la identidad varia entre 99.2 y 99.8 %. Por otra parte, los resultados

mostraron que el regulón nif de las cepas UYSO10 y PA15, está organizados

de igual manera pero con un bajo grado de identidad aminoaćıdica. A su vez,

el gen nifL no está presente en G. diazhotrophicus PA15.

Figura 3.11: Comparación del regulón nif entre las cepas Gluconacetobacter dia-
zothrophicus PAL 5, Kosakonia radicincitans. UYSO10 y Kosakonia radicincitans
DSM 16656.La barra muestra el grado de identidad aminoácidica entre los genes.

En segundo lugar, se analizó el operón anf de la cepa UYSO10,con respecto

a las cepas Kosakonia radicincitans DSM 16656 y Azotobacter vinelandii DJ

(152) (Figura 3.12). Los resultados mostraron que la organización de los genes

es la misma y que la identidad de los todos genes es mayor al 99 % entre la

cepa UYSO10 y DSM16656. Por otro lado, al compararse las cepas UYSO10

y A. vinelandii DJ, se observó que los genes presentan la misma organización

pero con un bajo grado de identidad aminoaćıdica (Figura 3.12).

84



Figura 3.12: Comparación del operón anf entre las cepas Azotobacter vinelandii
DJ, Kosakonia radicincitans UYSO10 y Kosakonia radicincitans DSM 16656. La
barra muestra el grado de identidad a.a entre los genes.
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3.3. Discusión

3.3.1. Análisis genómico de las cepas UYSO10 y UY-

SO24

Las cepas Kosakonia radicincitans UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 fue-

ron aisladas de los tejidos internos de variedades de caña de azúcar cultivadas

en Uruguay (165), las mismas tienen un gran potencial biotecnológico ya que

demostraron ser endófitos verdaderos y PCV de plantas de caña de azúcar en

condiciones in vitro y controladas de invernáculo (167; 166). Los resultados

presentados en este trabajo, se complementan con los resultados de las carac-

terizaciones fisiológicas, bioqúımicas y proteómicas realizadas para las cepas

UYSO10 y UYSO24 (166).

3.3.1.1. Análisis filogenético

Los resultados del análisis del gen uyso10.5346 de la cepa UYSO10 , el cual

codifica para un probable gen 16S ARNr, permitieron clasificarla dentro del

género Kosakonia. Esto concuerda con los resultados de ANI, los cuales siguie-

ren que la misma pertenece a la especie Kosakonia radicincitans, ampliamente

reportada por su asociación a diversas especies vegetales (179; 107; 18; 21). Asi-

mismo, la reconstrucción filogenética realizada en base a la secuencia completa

del gen 16S ARNr de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10 mostró que

esta cepa, conforma un nodo monofilético con las distintas cepas de Kosakonia

radicincitans aisladas de tejidos internos de vegetales al igual que la cepa UY-

SO10. Por otro lado, la secuencia del gen uyso24.4234 de la cepa UYSO24, el

cual codifica para un probable gen 16S ARNr, presenta una identidad menor

al 97 %, valor mı́nimo aceptado para definir especies, con respecto a secuencias

disponibles en bases de datos. A partir de la reconstrucción filogenética de la

familia Rhizobaceae se observo que a cepa UYSO24 esta relacionada a un gru-

po de rizobios aislados de Arabidopsis thaliana (11) (Rhizobium sp. Leaf306,

Rhizobium sp. Leaf321) y de Panicum virgatum (Rhizobium sp. NFR07, Rhi-

zobium sp. NFR12). Asimismo, los resultados de los análisis ANIb, ANIm y

TETRA de la cepa UYSO24 con respecto a las cepas Rhizobium sp. Leaf306,

Rhizobium sp. Leaf321, Rhizobium sp. NFR07 y Rhizobium sp. NFR12 se en-

cuentran por debajo del valor 95-96 % de ANI, el cual se considera un umbral

robusto de similitud entre genomas (79). Este resultado siguiere que la cepa
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UYSO24 pertenece al género Rhizobium pero no a la misma especie que las

cepas antes mencionadas. El género Rhizobium ha sido ampliamente reportado

en asociaciones benéficas planta-bacteria, principalmente a plantas de legumi-

nosas (114). Sin embargo, en los últimos años se han reportado varias cepas

no noduladoras pertenecientes a este género. Dichas cepas han sido aisladas de

tejidos de diferentes plantas esterilizados en su superficie, y en algunos casos

como PCV de plantas de arroz, sorgo, máız, trigo y tomate (102; 62; 53). Te-

niendo en cuenta los resultados antes mencionados, se necesitan realizar nuevos

experimentos y análisis complementarios para poder determinar la especie de

esta cepa.

3.3.1.2. Estructura de los genomas de las cepas UYSO10 y UYSO24

Los resultados del ensamblaje y scaffolding de los datos de secuenciación

siguieren que la cepa UYSO10 posee un único replicón. Esto difiere de la cepa

de referencia Kosakonia radicintans DSM 16656, la cual está compuesta por

tres replicones: un cromosoma y dos plásmidos (18). Teniendo en cuenta el alto

grado de homoloǵıa que presentan ambas cepas, este resultado siguiere que la

cepa UYSO10 podŕıa tener otros replicones, pero que con la estrategia de tra-

bajo empelada, no fue posible identificarlos. En este sentido, se ha reportado

que el programa plasmidSpades no es capaz de ensamblar todos los plásmidos

en algunos conjuntos de datos (9). Por otro lado, los análisis realizados demos-

traron que el genoma de esta cepa posee un bajo número de elementos móviles,

indicando un bajo grado de transferencia horizontal de genes. La misma ob-

servación fue reportada para la cepa Azoarcus sp. BH72 (82), proponiéndose

que esa caracteŕıstica es debido a que la cepa esta adaptada a un ambiente

estable, como los tejidos internos de las plantas. Por otra parte, los resultados

del ensamblado del borrador del genoma de UYSO24 sugieren que el mismo

está formado por dos replicones: un cromosoma y un plásmido. La secuencia

del plásmido ensamblada con el programa plasmidSpades posee un sistema

completo de replicación del tipo repABC, resultado que coincide la presencia

del plásmido mencionado. Es interesante destacar que los genomas de las ce-

pas Neorhizobium gallegae, relacionadas filogenéticamente a UYSO24, están

formados por varios replicones (115). En los genomas de rizobios es común

la presencia de elementos extra-cromosomales de gran tamaño en donde en

muchos de los casos se encuentran los genes relacionados a la nodulación y
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la FBN (96). Es necesario realizar más experimentos de secuenciado de la ce-

pa UYSO24 para identificar los elementos extra-cromosomales y la estructura

completa del genoma.

3.3.2. Los genomas de las cepas en estudio codifican pa-

ra caracteŕısticas probablemente involucradas en

la interacción planta-bacteria

En estudios previos se reportó que las cepas en estudio son PCV de va-

riedades de caña de azúcar en condiciones in vitro y de invernáculo, aśı como

endófitos verdaderos de caña de azúcar (166). En este sentido y con la finalidad

de profundizar en la caracterización de ambas cepas, en este trabajo, se ana-

lizaron los genomas buscando en primera instancia caracteŕısticas genómicas

posiblemente involucradas en el proceso de interacción con la planta hospedera

figuras 3.13 y 3.14.

Figura 3.13: Esquema mostrando los principales mecanismos posiblemente involu-
crados a la interacción planta-bacteria presentes en el genoma de la cepa Kosakonia
radicincitans UYSO10
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Figura 3.14: Esquema mostrando los principales mecanismos posiblemente involu-
crados a la interacción planta-bacteria presentes en el genoma de la Rhizobium sp.
UYSO24

3.3.2.1. Respuesta de las bacterias al ambiente e inicio de la inter-

acción planta-bacteria

La mayoŕıa de los endófitos bacterianos cumplen parte de su ciclo de vida

en el suelo en donde compiten con otros microorganismos por nichos y nu-

trientes, debiendo ser capaces de prevalecer en esas condiciones, con el fin de

lograr una posterior colonización e infección efectiva de los tejidos internos

de sus plantas huéspedes. En ese nicho ecológico, los procesos de censado y

transducción de señales son fundamentales para poder adaptarse a los cam-

bios ambientales. En este sentido, los cambios en los parámetros fisicoqúımicos

en bacteria son detectados mediante quimioreceptores conocidos como Methyl-

accepting chemotaxis protein (MCPs) (172). Asimismo, uno de los mecanismos

de transducción de señales más extendido en bacterias, es el basado en sistemas

de dos componentes (SDC). Los SDC están formados por una kinasa sensor,

que responde a una señal espećıfica, la cual fosforila un regulador de la res-

puesta (172). Este tipo de sistemas juegan un papel importante en un amplio

rango de mecanismos adaptativos tales como la virulencia, la quimiotaxis, el

metabolismo y la motilidad (2). Teniendo en cuenta lo anterior, se buscaron e

identificaron en los genomas de las cepas en estudio un amplio repertorio de

genes codificantes para MCPs y SDC. El genoma de la cepa UYSO10 presenta
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27 probables MCPs incluyendo receptores para: citrato, ribosa y galactosa; se-

rina, aspartato, dipéptidos aśı como varios sin clasificar. Por su parte el genoma

de la cepa UYSO24 presenta 40 probables MCPs incluyendo receptores para

serina, polipéptidos aśı como varios sin clasificar. Estos resultados demuestran

la capacidad de las cepas en estudio de poder censar y traducir un conjun-

to de est́ımulos diversos presentes en el ambiente, incluso aquellos que podŕıa

provenir de la planta y que están involucrados en los primeros pasos de la in-

teracción. En este sentido, las plantas exudan a través de sus ráıces una serie

de compuestos de bajo peso molecular al suelo rizosférico, que actúan como

quimioatrayentes para las bacterias rizosféricas (65; 36; 106). Dichos exudados

inducen como respuesta una quimiotaxis dependiente de flagelo en las bacte-

rias del suelo, las cuales se mueven como consecuencia hacia las ráıces. En los

genomas de las cepas UYSO10 y UYSO24 se identificó el SDC CheAB, el cual

ha sido reportado como uno de los mecanismos centrales de la regulación de la

quimiotaxis (163). Cepas mutantes de Pseudomonas fluorescens en el gen cheA

pierden la capacidad quimiotáctica dependiente de flagelo, pero mantienen la

capacidad motil. Esta pérdida de la capacidad quimiotáctica ocasiona que di-

chas cepas pierdan a su vez, la capacidad de colonizar las ráıces de plantas de

tomate remarcando su rol clave en la interacción planta-bacteria (40). Por otra

parte, ambos genomas analizados presentaron los genes estructurales del apa-

rato flagelar, coincidiendo con los previamente reportado (166). Sin embargo,

el genoma de la cepa UYSO24 no presenta algunos de los genes del aparato fla-

gelar. Teniendo en cuenta los antecedentes aśı como el conjunto de resultados

obtenidos, se puede hipotetizar que las cepas en estudio podŕıan censar diver-

sos compuestos presentes en los exudados radiculares y que como consecuencia

se mueven hacia las ráıces siendo la quimiotaxis mediada por flagelos uno de los

mecanismo claves involucrados durante el proceso de colonización de las ráıces

de caña de azúcar por parte de las cepas UYSO10 y UYSO24. Asimismo, otro

mecanismo reportado como involucrado en la supervivencia de las bacterias

en la rizósfera, es el constituido por los transportadores multidrogas (25). En

este sentido el análisis de los genomas de las cepas en estudio mostró la pre-

sencia de probables genes para dos posibles transportadores de multidrogas

del tipo AcrAB-TolC y MdtABC-TolC. Este tipo de transportadores pueden

exportar un gran rango de sustratos incluyendo antibióticos, metales pesados,

compuestos vegetales como las auxinas, señales de quorum sensing y meta-

bolitos bacterianos entre otros (25)). Particularmente se ha reportado en las
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cepas diazótrofas PCV Azospirillum lipoferum 4B y Hebaspirullum seropedicae

SmR1, la expresión de este tipo de transportadores durante la interacción con

diferentes cultivares de arroz y plantas de máız, respectivamente (43; 14). En

este contexto es interesante hipotetizar sobre la posible participación de estos

transportadores en la interacción de las cepas en estudio con la planta huésped,

por lo que estos genes son muy interesantes como candidatos para ser mutados

y evaluados sus fenotipos in planta.

3.3.3. Anclaje y colonización de los tejidos vegetales

Como se describió previamente, una vez que las bacterias se han aproxi-

mado a las ráıces de las plantas, comienza el proceso de colonización de las

diferentes zonas de la ráız. En dicho proceso participan diversas estructuras

celulares tales como los flagelos, las fimbrias, los polisacáridos de superficie

y el pillus de tipo IV. Estudios previos en las cepas Kosakonia radicinci-

tans UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 revelaron patrones de colonización

de los tejidos vegetales caracteŕısticos para las cepas en estudio (166). La cepa

UYSO10 forma pequeñas biopeĺıculas esféricas en la bifurcación entre la ráız

principal y las ráıces laterales, aśı como entre las ráıces laterales y los pelos

radiculares. Por su lado, la cepa UYSO24 forma una profusa biopeĺıcula lami-

nar sobre el tejido de las ráıces principales y en la zona de pelos radiculares

(166). Una biopeĺıcula es un agregado de microorganismos en el cual las células

están embebidas en una matriz de poĺımeros extracelulares, unida o adherida

a una superficie (49; 39). Las biopeĺıcula están formadas mayoritariamente por

agua y un matriz de exopolisacáridos (EPS), fimbrias, protéınas de adheren-

cia, ADN exógeno (eDNA) y pillus, aśı como diversos productos procedentes

de la lisis de las bacterias (49). En este sentido, el fenotipo observado en la

cepa UYSO24 llevó al estudio en profundidad de las caracteŕısticas genómicas

probablemente relacionadas a la producción de biopeĺıculas. Como producto

del análisis se identificó un probable conjunto de genes exo en el genoma de la

cepa UYSO24. Este conjunto de genes presenta una alta homoloǵıa aminoáci-

dica y colinearidad con respecto a los genes exo presentes en el genoma de la

cepa Sinorhizobium meliloti 1021, sugiriendo que ambos operones son ortólo-

gos. En la cepa S. meliloti 1021, mutantes en los genes exo son deficientes en

la producción de EPS y muestran una capacidad reducida de formar nódulos

en Medicago truncatula (74). Asimismo, esta reportado para la cepa endófita
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diazótrofa Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, que mutantes deficientes en

la producción de EPS pierden la capacidad de colonizar plantas de arroz (105).

Este fenotipo no-colonizador se revirtió al añadirse exógenamente EPS puri-

ficados al medio de cultivo, evidenciando claramente el rol de los EPS en la

colonización. La regulación de la śıntesis de EPS en S. meliloti 1021 está me-

diada por el SDC (ChvGI ), el cual regula positivamente la transcripción del

gen exoS (182). El genoma de la cepa UYSO24 presenta los genes uyso24.434 y

uyso24.436 que codifican para un probable SDC del tipo ChvGI lo que sugiere

que la regulación de la producción de EPS en esta cepa podŕıa estar mediada

por el producto de este gen. En su conjunto los resultados obtenidos siguieren

que ambas cepas produciŕıan EPS probablemente involucrados en la formación

de biopeĺıculas durante la interacción con la planta huésped, lo cual concuerda

con lo previamente reportado (166). Teniendo en cuenta la bibliograf́ıa con-

sultada y los resultados obtenidos se puede especular que los genes exo en la

cepa UYSO24 podŕıan estar relacionados con la colonización de la superficie

radicular reportada. Por último, cabe destacar que la cepa UYSO10 presenta

probables genes que codificaŕıan a un pillus tipo IV, aśı como un probable gen

pilT (uyso10.447), asociado a la retracción de este. Esta estructura está re-

portada por su relación con la etapa de anclaje de las células bacterianas a

la superficie de los tejidos vegetales. Cepas mutantes de Azoarcus sp. BH72

incapaces de sintetizar pillus del tipo IV son incapaces de formar colonias en la

superficie de la ráız y no pueden colonizar tejidos internos de dichas plantas de

arroz (41; 26). Los resultados obtenidos sugieren que el pillus tipo IV presente

en el genoma de la cepa UYSO10, participaŕıa en el proceso de colonización

de plantas de caña de azúcar.

3.3.4. Mecanismos bacterianos de supervivencia

Siguiendo con el proceso de interacción planta-endófito, una vez que las

bacterias colonizaron la superficie de los tejidos vegetales, éstas deben compe-

tir por este hábitat con otros organismos y superar la respuesta inmune del

huésped con el fin de poder infectar los tejidos internos (64). En este proceso,

los sistemas de secreción cumplen un rol importante (18). Particularmente los

SSTVI cumplen un doble rol: 1- permiten a las bacterias mitigar la respuesta

inmune de la planta y 2- permiten inyectar efectores tóxicos en las células bac-

terianas vecinas, compitiendo mejor por la colonización de los diferentes nichos
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(22). Los SSTVI se asociaron inicialmente a patógenos pero en los últimos años

se ha descripto que su presencia en bacterias endófitas es bastante extendida

(151; 106; 18). Cepas mutantes de Azoarcus sp. BH72 para el SSTVI colonizan

más agresivamente las ráıces de plantas de arroz, sugiriéndose que la pérdida

de este sistema mejora la colonización de las plantas (153). Por otro lado, el

genoma de la cepa Kosakonia radicincitans DSM 166656 codifica para tres

SSTVI, postulándose que esta caracteŕıstica le confiere una ventaja adaptati-

va en condiciones de competencia durante la colonización de las ráıces (18).

En los genomas en estudio solo fue posible detectar la presencia de probables

genes codificantes para al menos un SSTVI en la cepa UYSO10. Teniendo en

cuenta las caracteŕısticas de colonización e infección por parte de esta cepa,

en la cual se observa una discreta colonización de la superficie radicular pero

una profusa colonización de los tejidos internos (166), es de sumo interés poder

realizar experimentos conducentes a la caracterización de este tipo de sistemas

en la interacción caña de azúcar-UYSO10. Asimismo, los genomas analizados

presentaron también probables genes que codifican para un SSTIV. Los SS-

TIV están evolutivamente relacionados a los sistemas de conjugación de ADN

y son capaces de secretar moléculas variadas, desde protéınas simples a com-

plejos protéına-protéına o ADN-protéına, a través de las membranas internas

y externas (97). Una vez que las bacterias endófitas logran infectar los tejidos

internos de las plantas, las mismas deben adaptarse a las nuevas condiciones.

Los tejidos internos de caña de azúcar presentan una elevada concentración de

sacarosa, lo que ocasiona un estrés osmótico para las bacterias. Los genomas

de las cepas en estudio presentan probables genes que codifican para los SDC

del tipo KdpDE y EnvZ-OmpR, los cuales han sido descriptos por su relación

a la osmotolerancia (12; 81). A su vez, en Escherichia coli el SDC EnvZ-OmpR

sensa la osmolaridad del medio y regula la expresión de las porinas OmpF y

OmpC (81); mientras que el SDC KdpDE regula el flujo de potasio en respues-

ta a la osmolaridad del medio (12). Estos antecedentes resaltan el probable rol

de este tipo de sistemas en las bacterias en estudio.
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3.3.5. Los genomas de las cepas en estudio codifican pa-

ra mecanismos probablemente involucrados en la

promoción del crecimiento vegetal

Como se mencionó, los mecanismos de PCV presentes en bacterias endófi-

tas pueden ser directos o indirectos. Previamente se reportó para las cepas

en estudio la presencia de diferentes mecanismos PCV in vitro incluyendo la

solubilización de fosfato, la FBN, la producción de sideróforos aśı como la pro-

ducción de hormonas vegetales. Teniendo en cuenta estos resultados previos,

en este trabajo se buscaron en los genomas en estudio genes que codifiquen

para estos probables mecanismos identificados in vitro.

3.3.5.1. Hormonas vegetales

Previamente se demostró que las cepas Kosakonia radicincitans UYSO10 y

Rhizobium sp. UYSO24 tienen la capacidad de producir AIA de forma depen-

diente de triptófano (165). La producción de AIA dependiente de triptófano

en bacterias de los géneros Azosporillum y Enterobacter se da mediante la v́ıa

metabólica del ácido indol–3–piruvico (IPyA) (142). Un gen clave de esta v́ıa

es el ipdC que codifica la enzima indol–3–piruvuato decarboxilasa. Teniendo

en cuenta lo anterior, se buscó en los genomas de las cepas en estudio el gen

ipdC, identificándose el mismo sólo en la cepa UYSO10. Este resultado siguiere

que la cepa UYSO10 podŕıa utilizar esta v́ıa para la producción de AIA, lo cual

coincide con los resultados obtenidos in vitro (166). Por otro lado, la ausencia

del gen ipdC en la cepa UYSO24, sugiere que está cepa posee otra v́ıa para la

producción de AIA. Por otro lado, se analizo la presencia de los genes codifi-

cantes para la enzima ACC desaminasa en los genomas de las cepas en estudio.

Esta enzima modula la concentración de la fitohormona etileno, producida por

la planta en condiciones de estrés (55). En este sentido, el genoma de la cepa

UYSO24 presenta el gen uyso24.7096 que es una probable ACC desaminasa

(acdS ), coincidiendo con los datos reportados de los estudios in vitro (166). Sin

embargo, el genoma de la cepa UYSO10 no presenta el gen acdS, lo cual no con-

cuerda con los resultados obtenidos en laboratorio en condiciones controladas.

Este resultado sugiere que el gen se encuentra en una región no secuenciada

o que el ensayo in vitro no logra reproducir las condiciones necesarias para

determinar la actividad de la enzima.
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3.3.5.2. Sistemas de adquisición de hierro de alta afinidad mediado

por sideróforos

El hierro es un elemento esencial para los microorganismos, sin embargo es

escaso en los suelos debido a su poca solubilidad. Las bacterias han desarro-

llado diferentes estrategias para adquirir este nutriente, dentro de los cuales

se encuentran 1- el contacto directo entre la bacteria y el hierro del medio,

2- la śıntesis y secreción de moléculas (sideróforos) con alta afinidad por es-

te metal. La producción de sideróforos se ha propuesto como un mecanismo

indirecto de PCV, donde las bacterias desplazan a los fitopatógenos al com-

petir por este metal (65). Los sideróforos pueden unirse a diversas formas de

hierro en el medio y el complejo formado es posteriormente reconocido por

un receptor de membrana externa e internalizado por un sistema proteico del

tipo TonB-ExbB-ExbD. Los genomas de las cepas UYSO10 y UYSO24 pre-

sentan, 10 y 4 probables genes que codifican para receptores de membrana

TonB dependientes, respectivamente. Por su parte, a modo de comparación,

el genoma de la cepa Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 codifica para 6

receptores TonB dependientes, la cepa Herbaspirillum seropedicae 17 y la cepa

endófita-diazótrofa Azoarcus sp. BH72. También cabe destacar que ambas ce-

pas en estudio presentan un conjunto de probables genes ortólogos al operón

fhuABCD. Este operón fue descripto y caracterizado en Escherichia coli y es

responsable de la captación e internalización de sideróforos del tipo ferricromo

(7). Por último, la cepa UYSO10 presenta los genes necesarios para la śıntesis

de los sideróforos vibrioferrina y enterobactina concordando con lo previamen-

te reportado a partir de ensayos in vitro (167). Sin embargo, el genoma de la

cepa UYSO24 no presenta genes codificantes para la śıntesis de sideróforos,

lo cual no concuerda con los resultados reportados del análisis in vitro para

esta cepa. Este resultado sugiere que la cepa UYSO24 tiene la capacidad de

producir sideróforos pero los genes responsables no fueron secuenciados o ano-

tados a partir de la metodoloǵıa de este trabajo. En su conjunto los resultados

sugieren que las cepas UYSO10 y UYSO24 poseen un gran potencial de com-

petitividad en ambientes limitados de hierro, al poseer diferentes receptores de

membrana externa posiblemente involucrados en la internalización del comple-

jo fe-sideróforo lo cuales permitiŕıan competir eficazmente con otras bacterias

rizosféricas.
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3.3.5.3. Fijación Biológica de Nitrógeno

La capacidad de fijar el N2 atmosférico por bacterias es uno de los proce-

sos biológicos de mayor interés biotecnológico en la actualidad. Bacterias del

género Rhizobium han sido extensivamente estudiadas y utilizadas como ino-

culantes en cultivos de leguminosas debido a la elevada capacidad PCV que

presentan, en gran medida gracias a la capacidad de FBN que poseen. Esta

caracteŕıstica PCV a sido reportada en muchas bacterias asociadas a cultivos

de interés agronómico. En caña de azúcar, por ejemplo, esta reportado que

la FBN es uno de los mecanismos activos responsables de la PCV por parte

de la cepa Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 (23). Las cepas UYSO10 y

UYSO24 son capaces de realizar la FBN en in vitro y se postula que la FBN

es uno de los mecanismos probablemente involucrados en la PCV observada

(166). El genoma de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10 presenta genes

para dos tipos de nitrogenasas distintas, la nitrogenasa clásica FeMo codifica-

da por los genes nifHDK y la nitrogenasa alternativa FeFe codificada por los

genes anfHDGK. Mientras que los genes nifHDK se encuentran en todas las

bacterias diazótrofas, los genes anfHDGK solo se encuentran en un pequeño

grupo de diazótrofos (46). Es interesante destacar que las cepas filogenética-

mente relacionadas K. radicincitans DSM 16656 y UMEnt01, Kosakonia sp.

NN145S y NN143E, K. oryzae Ola51 y YD4 poseen también ambos tipos de

nitrogenasas (46; 91; 93); y que otras enterobacterias filogenéticamente cerca-

nas como Klebsiella y Enterobacter no poseen la nitrogenasa alternativa FeFe

(18). Está reportado que la FBN es un mecanismo activo de PCV en algunas

cepas de del género Kosakonia (99; 184). Particularmente las cepas Kosakonia

sp. NN145S y NN143E, son capaces de PCV de plantas de caña de azúcar y

la FBN es uno de los mecanismos involucrados en el proceso (93). Asimismo,

la cepa Kosakonia sp. R4-368, aislada de plantas de Jatropa, fue capaz de

reducir acetileno y de PCV de su planta huésped (98). La cepa mencionada

presenta únicamente el regulón nif y mutantes en los genes nifH, nifD y nifK

ocasionaron la pérdida de la actividad de la nitrogenasa aśı como de la capaci-

dad PCV por la cepa (99). Con respecto a la cepa UYSO10, se ha demostrado

que las 2 nitrogenasas presentes son funcionales, y que la nitrogenasa FeFe no

es regulada por la concentración de Mo o V (Taulé en revisión 2018). Esta

caracteŕıstica es diferente a la cepa Azotobacter vinelandii donde concentra-

ciones de 1µM o 1nM inhiben la expresión de las nitrogenasas alternativas
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(73; 146), sugiriendo que la cepa UYSO10 utiliza sistemas de regulación de la

FBN diferentes a A. vinelandii. En ensayos in vitro en los que se evaluaron

mutantes de la cepa UYSO10 para los genes nifH y anfH, se ha demostrado

que la FBN es uno de los mecanismos activos de PCV en plantas de caña de

azúcar (Taulé 2018 revisión). Asimismo, se demostró que ambas nitrogenasas

tienen el mismo efecto de PCV, lo cual contrasta con la cepa Kosakonia radi-

cincitans DSM16656, donde mutantes en la nitrogenasa FeMo no son capaces

de realizar la FBN (46). Este resultado es interesante ya que a pesar de la alta

similitud reportada entre las nitrogenasas de ambas cepas, (> 99 % a nivel aa),

las mismas se comportan de forma distinta. Esta diferencia se podŕıa explicar

por la posible presencia de mutaciones puntuales en la nitrogenasa FeFe o por

diferencias en las condiciones que se realizaron los experimentos. La FBN se re-

gula a nivel transcripcional en respuesta a los niveles ambientales de ox́ıgeno y

amonio. Debido a que los componentes de la nitrogenasa son lábiles al ox́ıgeno,

es favorable para las bacterias reprimir su transcripción cuando los niveles de

ox́ıgeno son altos. También es favorable reprimir su expresión cuando el nivel

celular de nitrógeno es suficientemente alto ya que la śıntesis y actividad de

la enzima es un proceso metabólico muy costoso. El genoma de la cepa UY-

SO10 codifica para dos SDC posiblemente encargados de la regulación de la

transcripción de los genes nif, los SDC NtrBC y FixJL. El SDC FixJL regula

la FBN en respuesta la concentración de ox́ıgeno, controlando que la trans-

cripción de los genes nif solo suceda en condiciones de microaerofilia (180).

Por otro lado, está reportado que el SDC NtrBC activa la transcripción de los

genes nif en condiciones de poca disponibilidad de amonio. Estos resultados

muestran que la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10 tiene potencial como

organismo modelo para el estudio de la PCV mediado por la FBN.

Por otra pare, el análisis del genoma de cepa Rhizobium sp. UYSO24

mostró la ausencia de genes responsables de la śıntesis de ambas nitrogena-

sas. Este resultado no coincide con los resultados obtenidos in vitro (166). Es

importante mencionar que las cepas pertenecientes al nodo monofilogenético

que pertenece UYSO24 no presentan los genes que codifican para la nitroge-

nasa. Este resultado siguiere que el análisis in vitro de reducción del acetileno

que se realizó reporto un resultado falso positivo para la cepa UYSO24, hecho

ya reportado para el método empleado (157). Otro aspecto interesante con

respecto a la FBN en esta cepa, es que el genoma codifica para los probables

genes fixJL. Teniendo en cuenta lo anterior, otra posibilidad es que los genes
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que codifican para la nitrogenasa se encuentren en alguna de las regiones que

no fueron secuenciadas.
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Caṕıtulo 4

Conclusiones y perspectivas

4.1. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el transcurso de este trabajo de tesis coinciden

con los reportados en la literatura sobre el impacto positivo de la corrección de

errores de secuenciación sobre la calidad de los datos. En particular el IonDU-

DE es capaz de corregir de errores de secuenciación de datos obtenidos con el

secuenciador Ion Torrent, pero su rendimiento es superado por herramientas

disponibles en la literatura. De las herramientas ensayadas en este trabajo, el

programa Fiona se destacó sobre el resto por su capacidad de corrección de

errores. Es importante destacar que la evaluación de parámetros de calidad

basados en el mapeo de las lecturas no debe tomarse como una medida defini-

tiva de la capacidad de corrección de una herramienta. En el caso de genomas

bacterianos, los resultados de la evaluación de la calidad de los ensamblados

puede ser un indicador más relevante sobre la capacidad de corrección de una

herramienta.

En vista de los resultados obtenidos con el programa Fiona, se decidió uti-

lizar este programa para el procesamiento de los datos de las cepas Kosakonia

sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24. El análisis genómico de las cepas UY-

SO10 y UYSO24 permitió determinar que presentan genes reportados por su

asociación con mecanismos de PCV. A su vez, algunos de los genes encon-

trados han sido reportados en otras cepas relacionadas de caña de azúcar. En

particular los genes involucrados en la tolerancia al estrés osmótico, lo cual pro-

bablemente represente un mecánico de adaptación particular de este huésped.

Es interesante destacar que contar con la secuencia genómica de las cepas en
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estudio permitió la clasificación taxonómica de la cepa Rhizobium sp. UYSO24.

Mientras que la cepa UYSO10 fue reclasificada dentro del género Kosakonia.

4.2. Perspectivas

En vista de los resultados obtenidos proponemos:

1 - Aplicar el modelo del DUDE para canales con memoria.

2 - Aplicar el IonDUDE a otras tecnoloǵıas de secuenciación de ADN.

3 - Con el objetivo de determinar la estructura completa de los genomas de

las cepas en estudio se plantea secuenciar los genomas empleando tecnoloǵıas

de secuenciado de tercera generación.

4 - Realizar estudios de genómica comparativa con otras cepas PCV, em-

pleando la vasta disponibilidad de genomas secuenciados en bases de datos

públicas. Se plantea particularmente para la cepa UYSO24 dada la afiliación

filogenética de la cepa con un grupo de rizobios poco caracterizado.
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2: advanced multi-sample quality control for high-throughput sequencing

data. Bioinformatics 32, 2 (2015).

[114] Ormeño-Orrillo, E., Serv́ın-Garcidueñas, L. E., Rogel,
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Anexo 1

Tablas

Tabla 1.1: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR039477 procesados con
IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q

Programa Contexto Modo LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir NA NA 99.53 0.0076 173165 15.85 23.19 61.62

IonDUDE k5 Subs 99.53 0.0076 173165 15.85 23.19 61.62

IonDUDE k8 Subs 99.54 0.0076 173172 15.85 23.19 61.62

IonDUDE k10 Subs 99.58 0.0076 173174 15.85 23.19 61.62

IonDUDE h3 Indels 99.53 0.0076 177157 15.62 23.72 61.57

IonDUDE h4 Indels 99.53 0.0075 174017 15.75 23.28 61.53

IonDUDE h5 Indels 99.53 0.0075 173422 15.8 23.19 61.56

IonDUDE M k5 Subs 99.53 0.0076 173441 15.85 23.19 61.62

IonDUDE M k8 Subs 99.54 0.0076 173190 15.85 23.19 61.62

IonDUDE M k10 Subs 99.58 0.0076 173185 15.85 23.19 61.62

IonDUDE M h3 Indels 99.52 0.0077 181295 15.37 24.34 61.44

IonDUDE M h4 Indels 99.53 0.0075 174028 15.58 23.28 61.14

IonDUDE M h5 Indels 99.53 0.0075 172711 15.69 23.08 61.29

IonDUDE Q k5 Subs 99.53 0.0076 174133 15.83 23.17 61.19

IonDUDE Q k8 Subs 99.54 0.0076 173171 15.85 23.19 61.62

IonDUDE Q k10 Subs 99.58 0.0076 173171 15.85 23.19 61.62

IonDUDE Q h3 Indels 99.52 0.0077 186892 14.77 24.79 60.17

IonDUDE Q h4 Indels 99.52 0.0075 177504 15.17 23.65 61.19

IonDUDE Q h5 Indels 99.53 0.0075 173158 15.67 23.14 61.79

Contexto, k y h representa el largo de contexto utilizado por lo que por ejemplo k10
significa k de largo 10, h3 significa h de largo 3; Modo, Subs significa que se corrió el
programa para corregir solamente errores de substituciones (en este modo solo se
considera k); Indels significa que se corrió el para corregir solamente errores de indels
en homopoĺımeros (en este modo solo se considera h); LM, Lecturas Mapeadas; TE,
Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con inserciones; LMD, Lecturas mapeadas
con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros.
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Tabla 1.2: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR161543 procesados con
IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE

Programa Contexto Modo LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir NA NA 85.56 0.0217 1903447 43.03 34.44 65.6

IonDUDE k5 Subs 85.56 0.0217 1907004 43.02 34.44 65.6

IonDUDE k8 Subs 85.56 0.0217 1903396 43.03 34.44 65.6

IonDUDE k10 Subs 85.58 0.0217 1903224 43.03 34.44 65.6

IonDUDE h3 Indels 85.43 0.0218 1951604 42.6 34.8 65.26

IonDUDE h4 Indels 85.47 0.0216 1933802 42.46 34.49 65.3

IonDUDE h5 Indels 85.46 0.0216 1924077 42.41 34.29 65.36

IonDUDE M k5 Subs 85.54 0.0219 1943475 42.99 34.43 65.6

IonDUDE M k8 Subs 85.56 0.0217 1908877 43.02 34.44 65.59

IonDUDE M k10 Subs 85.58 0.0217 1905163 43.03 34.44 65.59

IonDUDE M h3 Indels 85.44 0.0218 1976574 42.29 35.09 64.92

IonDUDE M h4 Indels 85.47 0.0215 1948823 41.83 34.37 64.66

IonDUDE M h5 Indels 85.48 0.0214 1929190 41.77 33.96 64.79

IonDUDE Q k5 Subs 85.55 0.0218 1915556 43 34.43 65.54

IonDUDE Q k8 Subs 85.57 0.0217 1904690 43.02 34.44 65.59

IonDUDE Q k10 Subs 85.58 0.0217 1903426 43.03 34.44 65.59

IonDUDE Q h3 Indels 85.37 0.0227 2340473 39.29 41.89 61.74

IonDUDE Q h4 Indels 85.53 0.0216 2150191 38.87 37.73 63.57

IonDUDE Q h5 Indels 85.65 0.0208 1960110 39.32 33.93 65.79

Contexto, k y h representa el largo de contexto utilizado por lo que por ejemplo k10
significa k de largo 10, h3 significa h de largo 3; Modo, Subs significa que se corrió el
programa para corregir solamente errores de substituciones (en este modo solo se
considera k); Indels significa que se corrió el para corregir solamente errores de indels
en homopoĺımeros (en este modo solo se considera h); LM, Lecturas Mapeadas; TE,
Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con inserciones; LMD, Lecturas mapeadas
con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros.
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Tabla 1.3: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR236069 procesados con
IonDUDE, IonDUDE M y IonDUDE Q

Programa Contexto Modo LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir NA NA 84.13 0.0457 4748648 75.8 51.91 36.37

IonDUDE k5 Subs 84.13 0.0457 4748677 75.8 51.91 36.37

IonDUDE k8 Subs 84.13 0.0457 4748640 75.8 51.91 36.37

IonDUDE k10 Subs 84.15 0.0457 4748577 75.8 51.91 36.37

IonDUDE h3 Indels 84.15 0.0457 4765310 75.49 51.96 36.02

IonDUDE h4 Indels 84.2 0.0455 4763130 75.15 51.8 35.58

IonDUDE h5 Indels 84.2 0.0455 4752659 75.08 51.65 35.46

IonDUDE M k5 Subs 84.12 0.0457 4750012 75.79 51.9 36.37

IonDUDE M k8 Subs 84.13 0.0457 4748135 75.79 51.91 36.37

IonDUDE M k10 Subs 84.15 0.0457 4748001 75.79 51.91 36.37

IonDUDE M h3 Indels 84.21 0.0454 4786202 74.78 51.91 35.11

IonDUDE M h4 Indels 84.31 0.0451 4777051 73.91 51.3 33.85

IonDUDE M h5 Indels 84.33 0.0449 4747607 73.66 50.78 33.35

IonDUDE Q k5 Subs 84.12 0.0457 4748467 75.78 51.89 36.35

IonDUDE Q k8 Subs 84.13 0.0457 4746188 75.79 51.9 36.36

IonDUDE Q k10 Subs 84.15 0.0457 4747223 75.79 51.91 36.37

IonDUDE Q h3 Indels 84.12 0.0457 4957776 74 54.34 35.68

IonDUDE Q h4 Indels 84.35 0.0448 4897660 72.31 51.99 35.75

IonDUDE Q h5 Indels 84.55 0.044 4768443 71.34 48.88 36.33

Contexto, k y h representa el largo de contexto utilizado por lo que por ejemplo k10
significa k de largo 10, h3 significa h de largo 3; Modo, Subs significa que se corrió el
programa para corregir solamente errores de substituciones (en este modo solo se
considera k); Indels significa que se corrió el para corregir solamente errores de indels
en homopoĺımeros (en este modo solo se considera h); LM, Lecturas Mapeadas; TE,
Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con inserciones; LMD, Lecturas mapeadas
con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros.
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Tabla 1.4: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR039477

Programa LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir 99.53 0.0076 173165 15.85 23.19 61.62

Pollux 99.73 0.0037 89326 6.64 14.3 57.19

Karect 99.59 0.0017 54715 1.34 9.97 62.84

Ionhammer 99.53 0.0073 172348 14.42 21.86 61.75

Fiona 99.67 0.0018 55228 1.97 10.06 61.2

IonDUDE k5 Subs 99.53 0.0076 173165 15.85 23.19 61.62

IonDUDE h3 Indels 99.53 0.0076 177157 15.62 23.72 61.57

IonDUDE M k5 Subs 99.53 0.0076 173441 15.85 23.19 61.62

IonDUDE M h3 Indels 99.52 0.0077 181295 15.37 24.34 61.44

IonDUDE Q k5 Subs 99.53 0.0076 174133 15.83 23.17 61.19

IonDUDE Q h3 Indels 99.52 0.0077 186892 14.77 24.79 60.17

LM, Lecturas Mapeadas; TE, Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con insercio-
nes; LMD, Lecturas mapeadas con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros.
El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.

Tabla 1.5: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR161543

Programa LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir 85.56 0.0217 1903447 43.03 34.44 65.6

Pollux 88.79 0.0073 559281 16.92 18.47 72.13

Karect 85.99 0.0142 1540576 26.37 28.09 68.23

Ionhammer 85.68 0.0216 2015725 39.73 32.49 65.97

Fiona 86.08 0.0123 1303231 24.14 20.48 66.07

IonDUDE k5 Subs 85.56 0.0217 1907004 43.02 34.44 65.6

IonDUDE h3 Indels 85.43 0.0218 1951604 42.6 34.8 65.26

IonDUDE M k5 Subs 85.54 0.0219 1943475 42.99 34.43 65.6

IonDUDE M h3 Indels 85.44 0.0218 1976574 42.29 35.09 64.92

IonDUDE Q k5 Subs 85.55 0.0218 1915556 43 34.43 65.54

IonDUDE Q h3 Indels 85.37 0.0227 2340473 39.29 41.89 61.74

LM, Lecturas Mapeadas; TE, Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con insercio-
nes; LMD, Lecturas mapeadas con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros;.
El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.
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Tabla 1.6: Resultados de “BAM QC” para la muestra ERR236069

Programa LM ( %) TE Mismatches LMI ( %) LMD ( %) Indels HP ( %)

Sin corregir 84.13 0.0457 4748648 75.8 51.91 36.37

Pollux 88.59 0.0219 2543911 20.12 12.88 31.53

Karect 86.3 0.0227 4550066 29.86 23.7 34.33

Ionhammer 86.29 0.0208 4095891 7.1 6.74 42.91

Fiona 85.91 0.0309 4206885 41.67 28.41 33.37

IonDUDE k5 Subs 84.13 0.0457 4748677 75.8 51.91 36.37

IonDUDE h3 Indels 84.15 0.0457 4765310 75.49 51.96 36.02

IonDUDE M k5 Subs 84.12 0.0457 4750012 75.79 51.9 36.37

IonDUDE M h3 Indels 84.21 0.0454 4786202 74.78 51.91 35.11

IonDUDE Q k5 Subs 84.12 0.0457 4748467 75.78 51.89 36.35

IonDUDE Q h3 Indels 84.12 0.0457 4957776 74 54.34 35.68

LM, Lecturas Mapeadas; TE, Tasa de error; LMI, Lecturas mapeadas con insercio-
nes; LMD, Lecturas mapeadas con deleciones; Indels HP, indels en homopoĺımeros;.
El mejor resultado para cada métrica esta resaltado en negrita.
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