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El objetivo del trabajo ha sido la realizacion de una revision filogenética del gen
nosZ en bacterias desnitrificantes existentes en la base de datos del NCBI. Para ello,
en este estudio se han descargado y procesado mediante el uso de herramientas
bioinformaticas disponibles, secuencias representantes de las especies debidamente
anotadas una secuencia representante de este gen que pudiese ser asociada con la
secuencia de interes.

Esta informacion ha sido la base para la realizacion de dos aproximaciones a un
andlisis filogenético. Por un lado se empleando herramientas de maxima verosimilitud
a partir de secuencias de aminodcidos. Por otro lado, se ha realizado un analisis
mediante analisis bayesiano de un subconjunto de secuencias de nucleétidos para las
especies seleccionadas.

A partir de los resultados obtenidos se han elegido un representante de las
agrupaciones establecidas en la bibliografia existente para realizar una prediccion del
perfil de la proteina.

Segun los resultados obtenidos, ha sido posible obtener una topologia para la
filogenia con un amplio rango de representantes existentes en la base de datos
publica a nivel taxonémico a nivel de especie frente a publicaciones previas.




Abstract (in English, 250 words or less):

The objective of the work has been to carry out a phylogenetic review of the
nosZ gene in denitrifying bacteria existing in the NCBI database. For this, in this study,
sequences representing the species duly annotated have been downloaded and
processed using available bioinformatics tools, a representative sequence of this gene
that could be associated with the sequence of interest.

This information has been the basis for carrying out two approaches to a
phylogenetic analysis. On the one hand, maximum likelihood tools are used from
amino acid sequences. On the other hand, an analysis has been carried out by means
of Bayesian analysis of a subset of nucleotide sequences for the selected species.

From the results obtained, a representative of the groups established in the
existing bibliography has been chosen to make a prediction of the protein profile.

According to the results obtained, it has been possible to obtain a topology for
the phylogeny with a wide range of existing representatives in the public database at
the taxonomic level at the species level compared to previous publications.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del trabajo.

1.1.1 Descripcién general

El presente Trabajo Final de Master (TFM) lleva por titulo “Andlisis filogenético de la
oxido nitroso reductasa (nosZ): establecimiento del perfil de la proteina”. La pregunta
gue se ha intentado responder era si: es posible obtener una filogenia actualizada para
esta proteina en bacterias desnitrificantes, a partir de la informacion publica disponible
en bases de datos publicas como es la del NCBI de una manera que pueda requerir
menor supervision por parte del investigador. Actualmente las bases de datos publicas
disponen de numerosa informacion a nivel de secuencias de nucle6tidos y proteinas
para el gen de interés, si bien existe un elevado nivel de informacion duplicada,
incompleta, o con errores arrastrados en las anotaciones que son fuente de
dificultades a la hora de la eleccion de las secuencias y su uso posterior.

Por otra parte ha sido interesante evaluar a partir de la gran cantidad de informacién
disponible qué nivel de prediccion se puede obtener para el perfil de la proteina, dado
gue las bases de datos utilizadas para dichas predicciones requieren un gran esfuerzo
de adecuacion a la hora de incorporar nueva informacién, por lo que a pesar de toda la
informacion existente toda no es aplicable para dichas predicciones.

Para darle valor afiadido se ha evaluado la idoneidad en el uso de herramientas
bioinformaticas que limiten o reduzcan la necesidad de la supervisién por parte del
investigador para poder centrar los esfuerzos en identificar puntos clave en los que si
€s necesaria su supervision mas detallada.

A continuacion se enumeran los objetivos generales y especificos del TFM. Estos se
consideran esenciales para el correcto desarrollo del trabajo, ya que sin ellos no
cabriala posibilidad de culminarlo con éxito. Los objetivos generales engloban a su vez
los objetivos especificos, mas concretos, los cuales son necesarios para poder decir
gue el trabajo se habra realizado con éxito.

1.2 Objetivos del Trabajo

Se estimaron tres objetivos generales, que cubren la mayor parte del trabajo, los
cuales se consideraron esenciales para el correcto desarrollo del mismo, ya que de no
haberse logrado alguno de los tres, el TFM no estaria completo. Los tres objetivos
generales se engloban en ocho objetivos especificos, que desglosan de manera mas
precisa los objetivos generales a alcanzar. Si bien el tercer objetivo general
inicialmente se establecié cronolégicamente al final del proyecto, ha sido necesario
tenerlo en cuenta y realizar adaptaciones durante todo el proyecto, ya que el uso y
desarrollo de herramientas bioinformaticas estuvo en la esencia de todas las
actividades realizadas.



1.2.1 . Objetivos generales:

* Realizar un andlisis filogenético de las secuencias nosZ mediante méaxima
verosimilitud (ML) para secuencias de aminoacidos e inferencia bayesiana (Bayessian)
en secuencias de nucledtidos.

* Establecer el perfil de la enzima 0Oxido nitroso reductasa.

» Programacion de scripts que automaticen partes de proceso.

1.2.2 Objetivos especificos:
* Descarga Y filtrado de las secuencias correspondientes al gen nosZ.

* Identificacion de secuencias y filtrado de informacion redundante, asi como
informacion que suponga contaminacion o ruido.

 Alineamiento de las secuencias mediante algoritmos especificos para nucleétidos o
aminoacidos.

* Evaluacion de la existencia de sefial filogenética.

* Realizacién de la filogenia mediante métodos de ML y Bayessian.
» Evaluacion de las topologias obtenidas.

» Establecimiento del perfil de la proteina.

» Programacion de script que automatice algunos de los pasos mas significativos del
proceso.



2. Enfoque y método a sequir:

Para poder contextualizar correctamente todo el enfoque seguido, se presenta
inicialmente el workflow o flujo de trabajo, considerado para la correcta realizacion del
estudio:
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La propuesta de realizacion del TFM comenz6 con la obtencion, mediante uso de
herramientas bioinfomaticas en terminal, de secuencias del gen de interés. En este
punto existen diferentes bases de datos que se pueden interrogar. Por un lado la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), dispone de la
informacion aportada para nucleétidos y proteinas. Esta fuente de informacion dispone
de herramientas para consulta por el terminal.

Una herramienta potente para la interrogacion de la base de datos es esearch (1). La
ventaja de esta base de datos son la amplia cantidad de informacién que puede ser
obtenida tanto a nivel de secuencias en nucle6tidos, como traducidas a proteinas para
el objeto del estudio. La contrapartida pasa por tener un grado de informacion no
correctamente filtrada que precisa de una adecuada aproximacion para reducir la
informacion que pueda ser redundante, no informativa o que pueda no responder a la
informacion que se solicita. En este punto, se abrieron varias posibilidades de abordaje
entre las cuales se incluyen: eleccion de herramientas de filtrado, busqueda de
posibilidades en la integracion de la recuperacion de informacion, tanto a nivel de
nucleétidos como proteinas que pertenezcan a la misma accesion.

Alternativamente, otra propuesta inicialmente planteada interrogar la base de datos del

European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI), en concreto UNIPROT (2). Esta esta

curada a diferencia del NCBI. Esta aproximacion presentaba la ventaja de tener una

fuente de informacion ya previamente pre-procesada, si bien nunca quedaria

completamente exenta de la necesidad de una supervision por parte del investigador.
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Existen herramientas especificas desarrolladas por la propia EMBL-EBI que permiten
alejarse de las interrogaciones mediante web browser (3). La herramienta
UniProtJAPI, desarrollada en java, permite la obtencion de informacion mediante
diferentes aproximaciones, y eso se traduce en la realizacion de un trabajo mas
preciso y de mayor calidad.

En ambas aproximaciones hubiesen requerido establecer limites que se aceptan en la
informacion a utilizar. Para ello el uso de filtros especificos a aplicar en cada etapa del
proceso deberia ser el principal punto de partida en el proceso.

A partir de la informacion correctamente procesada, el siguiente paso fue el
alineamiento de las secuencias. Existen diferentes algoritmos de alineamientos,
ClustalW (4) (5) ampliamente utilizado en el alineamiento de nucleotidos, MUSCLE (6)
empleado en el alineamiento de aminoacidos. Estas herramientas de alineamiento son
empleadas habitualmente a nivel bioinformatico e incorporadas en numerosas
aplicaciones, si bien el uso mediante terminal fue el método elegido, evitando en la
medida de lo posible el uso de herramientas que tengan que ocupar procesos en
formato GUI en este paso del proceso.

Seria importante una comprobacion del resultado de los alineamientos para poder
descartar informacién incluida que pueda afectar en los siguientes pasos. Un punto
critico estaria el control de la longitud de los alineamientos, ya que secuencias
incorporadas de longitud demasiado corta, pese a haber sido correctamente anotadas,
supondrian la aparicién de resultados que no se corresponderian con la realidad de las
relaciones filogenéticas que se esperarian obtener. En este punto podia ser necesario
la eliminacion de dichas secuencias y la realizacion de un nuevo alineamiento de las
mismas.

Una vez completado el paso de alineamientos, seria importante obtener dos tipos de
informacion. Por un lado, la identificacién de la existencia de sefial filogenética en los
alineamientos obtenidos. Esto puede ser accesible mediante TreePuzzle (7) (8), e
intentara ser explicado con mayor detenimiento durante la realizacion del trabajo. Por
otro, una vez identificada la sefial filogenética, serd necesario conocer el modelo
evolutivo que mejor se ajusta a los datos. Para secuencias de nucleétidos, se utilizara
ModelTest o su version Java, jModelTest (9) (10) (11). En el caso de proteinas, se
usard prottest (12) (13). Paralelamente, se plante6 evaluar ModelTest-NG (14), que es
la nueva version que incluye ambos programas.

Las secuencias alineadas pueden presentar numerosos gaps siendo necesaria la
eliminaciébn de estas regiones, ya que puede incrementar la necesidad de
computacion. Existe la posibilidad de utilizar la herramienta Gbloks (15) (16) y
reevaluacion mediante la repeticion de los pasos anteriores para comprobar que no
exista pérdida de la calidad de la sefial filogenética obtenida.

A partir de este punto, se esperaria estar en condiciones de proceder a inferir la
filogenia de las secuencias obtenidas. Para ello, la propuesta pasa por el uso del
software RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) en el caso de
secuencias de proteinas (17). Se emplearia la version VI-HPC (high performance
computing).
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Para la realizacion del andlisis de secuencias de nucledtidos, se utilizara el software
MrBayes 3.2 (18), una version mejorada frente a la version original (19), ya que
permite la recuperacion del proceso y la ampliacién del nimero de generaciones si no
se ha obtenido una convergencia adecuada de los resultados.

Los resultados obtenidos en archivos Newick format Tree file (20), podran ser
visualizados empleando bien herramientas en Python, bien herramientas en formato
GUI como FigTree (21).

Para la construccion del perfil de la proteina, se elegirian representantes de la
topologia final obtenida para los clados | y Il. Las secuencias de proteinas de estos
dos clados se utilizaran para obtener una prediccion de estructura por reconocimiento
de plegado o threading. Para ello se procedera al analisis mediante la plataforma
Phyre2 (22). Los resultados obtenidos seran también analizados mediante gene
investigator y en las bases de datos de SCOP y UNIPROT.

2.1 Planificacion del Trabajo

Para cumplir con los objetivos del proyecto, se identificaron una serie de tareas a
cumplir, teniendo en cuenta el plan docente a cumplir y los hitos establecidos para los
diferentes entregables a preparar.

1. Definicién de los contenidos del trabajo.
Esta tarea coincide en el tiempo con la PECO del TFM y su hito correspondiente.
2. Plan de trabajo.

Esta tarea coincide con la temporalizacién de la PEC 1. Consisti6 en la elaboracién del
Plan de Trabajo donde se desglosan todos los puntos de la presente memoria:
contexto y justificacion, del trabajo; descripcion de objetivos generales y especificos;
explicacion del enfoque metodolégico a aplicar; plasmacién de un calendario de
actividades; identificacion de los resultados que se esperan obtener; una
estructuracion del proyecto donde se concreta el contenido de cada una de las partes
del proyecto tal como las describe el Plan docente; y finalmente un soporte
bibliografico que respalde el contenido cientifico-técnico del proyecto a realizar.

3 Desatrrollo del trabajo fase 1.

Esta primera fase de trabajo fue la mas extensa debido por un lado a que traté los
aspectos iniciales de la obtencién de informacion de las bases de datos publicas,
como a su correcta manipulacion. Ademas soport6 la mayor carga temporal al incluir la
computacion desde el ordenador del estudiante de los programas filogenémicos que
se plantean usar en el presente documento.

Si bien el Plan docente establece dos fases de trabajo, se ampliaron
intencionadamente solapando con el desarrollo en fase 2 del proyecto como medida
de prevencion en la extension en el tiempo de los procesos de computacion.
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3.1 Descarga de secuencias (nuc, aa).

Durante la realizacion de esta sub-fase se interrogé mediante el uso de herramientas
como esearch o la herramienta UniProtJAPI las bases de datos del NCBI o EMBL-EBI
para recuperar secuencias de aminoacidos y nucleotidos que respondiesen al gen de
estudio, en este caso nosZ.

3.2 Filtrado de resultados.

La experiencia previa en la busqueda mediante herramientas en el navegador web y
en el terminal indica que con frecuencia las bases de datos arrojan informacién que no
se corresponde especificamente con el gen de interés, y en ocasiones aportan
informacion mas alld de la secuencia especifica que se busca. Sobre todo a nivel de
nucledtidos, donde la incorporacion de genomas completos bacterianos de gran
tamafio hace que la busqueda especifica de secuencias tenga que ejecutarse de
manera mas precisa. Es por ello que se estableci6 un tiempo a priori mayor del
necesario, para poder establecer los mecanismos 6ptimos que se puedan llegar a
ejecutar para el correcto filtrado de los resultados.

Un punto complejo partiendo de las secuencias de aminoacidos fue la obtencion de las
secuencias de nucledtidos asociadas. El uso de la herramienta t-blastn del NCBI por
ejemplo se conoce que aporta en ocasiones secuencias de genomas completos que
es compleja su manipulacion. Por ello se buscaron férmulas de poder obtener
secuencias especificas de nucleétidos que fuesen los que den la secuencia de
aminoacidos de la especie seleccionada.

3.3 Generacion de modelos.

A partir de las secuencias debidamente filtradas y previamente a la realizacion de los
andlisis filogenéticos fue necesario la realizaciéon de tareas de alineamiento multiple de
secuencias, la busqueda de un modelo evolutivo y el tratamiento de las secuencias
alineadas para minimizar las necesidades computacionales.

En este punto el alineamiento de secuencias de aminoacidos se realizO mediante
MUSCLE (6), y en el caso de nucle6tidos mediante ClustalW (4) (5). Atendiendo a los
archivos de salida generados, si se precisase una re-manipulacion de los datos para
gue puedan ser interpretados por los siguientes programas se buscarian los comandos
adecuados.

Con las secuencias alineadas son necesarios por un lado la identificacion de sefial
filogenética y por otro lado el establecimiento del modelo evolutivo que mejor se ajusta
a las secuencias. Para la identificacion de sefial filogenética el programa TreePuzzle,
permite mediante el analisis de las secuencias alineadas la identificacion de sitios
informativos. Al final de su ejecucion ofrece un informe y una representacion gréfica
del analisis realizado donde muestra si los datos tienen sefal filogenética.

Las secuencias alineadas pueden producir gran cantidad de espacios no alineados o
gaps, identificados como (). En la medida de lo posible podia necesario llegar a un
consenso entre el numero de gaps entre las secuencias y el nivel de sefial filogenética.
Para ello se estableci6 como necesario el uso del programa Gblocks. Este programa
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permitiria utilizando la configuracién de pardmetros sobre los alineamientos, evaluar
qué conjuntos dentro del total de las secuencias alineadas podran eliminarse
manteniendo bloques de secuencias alineadas y reduciendo en nimero de gaps. Esta
herramienta permitird evitar posiciones que estén pobremente alineadas y regiones
divergentes tanto para secuencias de nucleotidos como de aminoacidos. Si bien existe
una herramienta web que tiene unos parametros seleccionables mediante cuadros de
seleccion, la herramienta en un ordenador local permite un ajuste mas fino de los
parametros, por lo que se optara por esta segunda opcion a la hora del procesado.

Dado que el filtrado podria ser excesivo, podria ser necesaria una reevaluacion de la
sefal filogenética mediante el software TreePuzzle.

3.4 Analisis de secuencias ML.

Mediante el programa RAXML se ejecutaria el andlisis filogenético utilizando el modelo
evolutivo para proteinas identificado en el paso 3.3, de las secuencias de aminoacidos
seleccionadas. Si bien existe una version RAXML-NG de reciente publicacion, que
permite la generacién de un archivo checkpoint para poder relanzar los procesos,
debido a que las especificaciones indican que esta pensado para su utilizacion en
cluster, no podran utilizarse en el presente TFM.

El programa realiza (Randomized Axelerated Maximum Likelyhood) un calculo de
Maxima verosimilitud basado en inferencia para grandes arboles filogenéticos.
Originalmente deriva de fastDNAmI el cual a su vez derivé del programa de Felsestein
dnaml incluido en el paquete PHYLIP. De hecho permite trabajar con archivos en este
formato como input para la realizacion de los analisis.

Debido a que se necesita una elevada cantidad de memoria atendiendo a la cantidad
de datos a analizar. Se utiliz6 la herramienta de calculo de la siguiente direccion web:
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/. Con esta evaluacién se valoré si era
posible la realizacién mediante los recursos propios disponibles.

Una vez confirmado se iniciaria el andlisis y se supervisara periodicamente el estado
de avance del analisis para aplicar las medidas correctoras que fuesen necesarias en
caso de suceder algun contratiempo.

El archivo con formato newik resultante, fue utilizado para establecer la topologia de la
filogenia. Podria visualizarse mediante el programa Figtree y se buscaria
alternativamente poder plasmarlo mediante un script en Python.

3.5 Andlisis de secuencias Bayes.

Mediante el uso del programa MrBayes 3.2 se ejecut6é un analisis filogendémico de las
secuencias de nucleotidos atendiendo al modelo que obtenido en el paso 3.3 para las
secuencias de nucledtidos alineadas.

MrBayes 3.2, a diferencia de la version de RAXML, presenta la ventaja que adaptaron
el programa para incluir un archivo del tipo checkpoint, en el caso que fuese necesario
relanzar el nimero de generaciones a analizar si no se produjese confluencia entre los


https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/

resultados de los runs y las cadenas que se generen en cada iteracion para obtener
una topologia robusta.

Este programa utiliza modelos de Marcov Montecarlo (MMC). Debido a las
caracteristicas del ordenador que tiene el estudiante se intentara ejecutar un analisis
en 4 runs con 4 cadenas y se analizd la convergencia de las cadenas mediante el
programa Tracer para visualizar si se produce convergencia de las cadenas y cuantas
generaciones seran necesarias.

Una vez finalizado el andlisis se procedera a solicitar que se generen los archivos de
sintesis de parametros y de topologia. Este paso serd exclusivamente realizado por
parte de investigador, por lo que sera necesaria su intervencion en este momento.

El archivo con formato newik resultante, seria utilizado para establecer la topologia de
la filogenia.

4. Desarrollo del trabajo fase 2.

La segunda fase de desarrollo del Trabajo Final de Master se centr6 en la obtencién
de perfiles de la proteina mediante el uso de herramientas en la web, Phyre y un
andlisis de los perfiles obtenidos.

4.1 Establecimiento perfil de la proteina.

Debido a que esta parte del trabajo no podia ser realizado a nivel de computacion
local, se optd por el uso de la plataforma Phyre2. Phyre (acronimo de Protein
Homology/analogY Recognition Engine). Es un servicio web para la prediccion de
estructuras de proteinas tridimensionales de proteinas. Esta plataforma emplea
principios y técnicas de modelado por homologia combinados con modelos de Markov
ocultos (Hidden Marcov Models o HMM). Estos perfiles permiten aproximar la
composicion de una secuencia de aminoacidos basada en mutaciones observadas en
unas secuencias relacionadas, por lo que podremos considerar que es un rastro digital
de la evolucion de una proteina en particular.

Al tenerse conocimiento de la diferenciacién entre clados | y Il en las filogenias, se
tratd de establecer el perfil de la proteina para una o varias especies del clado | y
clado Il para intentar identificar diferencias si existiesen, en su estructura
tridimensional.

Ademas se traté de dar una explicacion sobre el modelo tedrico y su ajuste contra los
modelos que presenten identidad en la base de datos de Phyre.

4.2 Programacion script.

Una vez ensayados y conocidos los comandos, programas y necesidades que ha
precisado el proyecto para de manera parcialmente automatizada, proceder al andlisis
de un conjunto de datos a partir de los parametros establecidos, comenzo la fase de
programacion de uno o varios scritps que permitan al automatizacion en la medida de
lo posible de todos, o al menos los aspectos mas importantes del trabajo. Ello
requerird un cambio en el planteamiento de los procedimientos paso a paso realizados
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para que el programa o los programas puedan utilizar un archivo de informacién o un
conjunto de comandos sencillos que puedan realizar el maximo niumero de pasos
necesarios sin tener necesidad de una supervision por parte del investigador de estar
introduciéndolos secuencialmente. Dentro de estos programas, se intentd potenciar el
orden de los datos y que el investigador pueda realizar una supervision durante el
proceso o después del proceso, en el caso de necesitar confirmar la informacion de los
archivos intermedios generados en los diferentes procesos.

4.3 Testing script.

Una vez programado, y con el fin de probar la posibilidad de ejecutar el maximo
namero de pasos posibles, se plante6 un testado del programa con un conjunto
reducido de datos, de manera que se intentase comprobar que efectivamente realiza
una manipulacion de acuerdo a las especificaciones programadas, para reducir el
tiempo de intervencion del investigador, identificando los fallos que puedan producirse
para poder subsanarlos. Los resultados y graficos que se obtengan no serian objetivo
del resultado final de la filogenia, sino de la capacidad del programa de evitar
supervision y tiempo necesitado por el investigador para lanzar diferentes programas.
En esta parte del proyecto se consulté con la tutora aquellos puntos que presenten
una dificultad no superable por parte del alumno para la mejor realizacién del mismo.

5. Cierre de la memoria.

En esta fase de proyecto se completara la redaccién de la memoria, incluyendo los
ultimos resultados obtenidos, una discusion de los resultados alcanzados y el nivel de
complecion del trabajo asi como las conclusiones finales a las que se ha llegado en la
realizacion del proyecto. Esta fase se coordinara con la tutora la mejor presentacion de
todo el trabajo realizado de cara a obtener el mejor entendimiento del mismo.

6. Elaboracion de la presentacion.

Se tratd de la fase final del proyecto previamente a la defensa publica del proyecto.
Consistira en la plasmacion grafica y sintética de los resultados mas relevantes
obtenidos durante la realizacion del Trabajo Final de Master propuesto. Con la
intencién de presentar de manera sencilla y comprensible todo lo alcanzado durante la
ejecucion, haciendo especial énfasis en los puntos mas relevantes que se hayan
desarrollado durante el tiempo de la investigacion.

Redaccion de la memoria. La memoria final ha sido un documento vivo que ha estado
en actualizacion periddica durante toda la realizacion del TFM. Si bien se presentaron
diferentes entregables coincidiendo con cada uno de los hitos que se presentan en el
punto 4.3, la memoria serd un documento que tendra que redactarse con todos los
resultados obtenidos que aporten informacion relevante al mismo. Ademas dentro de
la estrategia de ejecucion la revision de bibliografia, la incorporacion de nuevas citas,
los cambios en el plan de ejecucién son cuestiones que se podrian ir reflejando en la
medida que sucediesen, de manera que se facilitase una mejora final del documento a
presentar.

A continuacion se incluye el cronograma inicialmente planteado.
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3. Estado del arte

El nitrégeno (N) es un atomo imprescindible para la vida que esta incluido dentro de
los ciclos biogeoquimicos. En la atmosfera se acumula el gas nitrogeno (N,) y oxidos
de nitrégeno (NOx). Los oxidos de nitrogeno son empleados por algunas bacterias
para su metabolismo. Su acumulacidn excesiva en la atmosfera tiene efectos
perjudiciales. El nitrbgeno va a ser fijjado e incorporado a través de una serie de
reacciones del nitrogeno por parte de bacterias hongos y cianobacterias pasando a
nitrato (NO3), estando biodisponible para otros seres vivos. Los desechos producidos
por estos seres vivos (donde incluimos principalmente plantas, animales, bacterias),
son expulsados al medio en forma de i6n nitrito (NO,) o de amoniaco (NHs).

En este punto nitrito y amoniaco pueden volver a formar nitratos mediante un proceso
de nitrificacién, o puede retornar a la atmésfera en forma de nitrégeno, siendo este
altimo el punto de partida del presente Trabajo Final de Master.

Nw rogen fixation

N»tnﬁcatlon

Denitrification

Respiratory ammonification (DNRA)
ANAMMOX

Chemodenitrification/hybrid N_O formatic

N N,O NO

Oxic

nas/nirB } H

N, NH s E 5 NO; — 5 NO;

org j nif :
' nar/nap
\ ; nar/nap
nirS/nirk
z (..NO 4__NO Anoxic
nosZ “nor”
-3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5
Reduction Oxidation
Trends in Microbiology

Figura 3: Ciclo biogeoquimico del nitrdgeno con diferenciacion de condiciones de oxidacion/reduccién
asi como rutas de nitrificacion desnitrificacion con indicacion de los genes nor y nosZ participantes en los
pasos de desnitrificacion (7)

La desnitrificacion es la reduccion respiratoria del nitrato o nitrito a N, 0 N,O y
generalmente acontece bajo condiciones anaerdbicas. La reduccion del 6xido nitroso
es el paso final en las reacciones de desnitrificacion y es catalizada por el enzima
oxido nitroso reductasa. El 6xido nitroso es un gas implicado en la destruccion de la
capa de ozono asi como en el calentamiento global (23), (24). El gen codificante de
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esta reaccion (nosZ), ha sido empleado histéricamente para la identificacion de
clusteres de especies (25), (26). La existencia de especies que parecen tener una via
alternativa como W. succinogenes (27) parece que abren otras vias interesantes para
el modelado. Un aspecto importante es que para que se pueda producir una
desnitrificacion completa del N,O a N, bien para su nueva fijacion y reintroduccion en
el ciclo o bien su paso a la atmosfera, es esencial la participacion como catalizador, de
la 0xido nitroso reductasa.

Actualmente, la proteina NosZ es la Unica enzima capaz de activar el 0xido nitroso
inerte. Su mecanismo de reaccion incluye dos sitios de unidon a metal, pero no esta
completamente dilucidado (28).

Dentro de las dltimas revisiones sobre este gen, los mayores linajes en la composicion
se organizan en dos clados para nosZ (1 y Il). La mayor parte de las secuencias para el
gen nosZ en el clado |, aglutinan a Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias. Las
secuencias del clado Il, predominantemente incluyen a Bacterioidetes, Firmicutes,
Gammaproteobacerias y Epsilonproteobacerias (29).

Betaproteobacteria

Euryarchaeota

Gammaproteobacteria = \

Spirochetes

Aquificae
Ignavibacteria

Gemmatimonas aurantiaca T-27
(Gemmatimonadetes)

AthaPruteobaclenK / X I
i \

Gammaproteobacteria

Betaproteobacteria

Epsilonproteobacteria
Denitrovibrio acetiphilus DSM-12809
(Deferribacteres)

Epsilonproteobacteria

b Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Bacteroidetes \ Alphaproteobacteria

Salinibacter ruber
(Bacteroidetes)

Ferroglobus placidus DSM 10642 Caldilinea aerophila DSM-14535
(Euryarchaeota) Chiorofiexi (Chlorflexi)

Verrucomicrobia

Crenarchaeota

Figura 4: Filogenia basada en ML de bacterias con gen nosZ. Adaptado de la publicacion de (29)

Si bien la familia de genes nos ha sido estudiada durante numerosos afos, queda gran
cantidad de conocimiento pendiente de dilucidar, por lo que actualmente se siguen
presentando articulos y revisiones que tratan esta familia de genes, mejorando la
compresion que se tiene sobre la misma.
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La generacion de informacién mediante técnicas de secuenciacion masiva ha sufrido
un incremento exponencial en los ultimos afios con un descenso en el coste asociado
en la generacion de dicha informacion.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

QOGN
S vees

Sanger- HGP- HIG
Roche 454
lllumina 3 y minlON (Oxford Nanopore)
ABI Solid 2017 “Single molecule sequencing)

Helicos
National Human Genome
Research Institute

genome.govisequencingcosts

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Figura 5: Evolucién en coste para la generacién de secuencias desde principios de siglo. Fuente NCBI
(adaptado).

Todos estos resultados son incorporados en bases de datos, muchas de ellas
publicas, con la contrapartida de tener un grado de informacion no correctamente
incorporada. En el caso de bacterias, la secuenciacion masiva de muestras obtenidas
de numerosas fuentes, desde especies conocidas y bien identificadas a muestras
obtenidas de la naturaleza y sobre las cuales se hace un screening y ensamblaje de
informacion general sobre los resultados de la secuenciacion masiva. Como resultado,
las bases de datos estan atestadas de gran cantidad de informacion que en ocasiones
se convierte en dificilmente manejable a nivel del investigador.

Surge por ello la necesidad de poder investigar las bases de datos mediante el uso de
herramientas informaticas para poder manipular los datos y obtener unos resultados
gue puedan ser incorporados a los siguientes procesos que interesen en el proceso de
la investigacion.

Cuando los recursos de computacion son grandes, los investigadores se pueden
plantear descargar toda la informacion de las bases de datos publicas y trabajarlas en
servidores (cluster) que les permitan agilizar el andlisis de la informacion contenida y
establecimiento de los conjuntos de datos que son aptos para su investigacion.
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En el caso de no disponer de dichos recursos, se debe transferir estas busquedas a
los servidores donde estan contenida esta informacién menos procesada.
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4. Metodologia

4.1 Descarga de secuencias (huc, aa).

El primer paso en el procedimiento ha sido la obtencion de un conjunto de secuencias
de proteinas para el gen de interés. El motivo ha sido por un lado, debido al enfoque
del proyecto, el que se va a realizar un modelado de la proteina, trabajar en primera
instancia contra secuencias protéicas. Un segundo motivo es que las bases de datos
no estdn completamente revisadas y existen posibilidades de pequefios fallos de
anotacion, lo que cabe la posibilidad de encontrarse ruido en las secuencias,
entendiéndose como secuencias nombradas como algo semejante a la proteina de
interés pero no presentar correspondencia. Finalmente, y debido a que el cédigo
genético es degenerado, iniciar la busqueda a partir de secuencias de nucledtidos
dificultaria inicialmente una aproximacion visualmente mas controlable de las
secuencias de proteinas alineadas.

Con estas premisas, y mediante el uso de herramientas en terminal se ha realizado
una busqueda en el lado del servidor del NCBI mediante la herramientas herramientas
esearch Yy efetch que forman parte del conjuto E-utilities. Las normas inican que se
deberia proceder al uso de la herramienta incluyendo, por lo que se tratara en el
apartado de establecimiento de scripts.

El comando esearch provee lista de UIDs que presenten identidad (match) con un
texto que se incluya en el comando. Como resultado devuelve los resultados de la
bdsqueda en el servidor. EI comando necesita que se le indique la base de datos
sobre la cudl se requiere realizar la busqueda. Dado que la seleccion ha sido iniciar la
bdsqueda de secuencias de proteinas la base de datos seleccionada fue “protein”.

El comando EFetch (efetch en linea de comandos). Produce una salida en una
variedad de formatos, resultando de interés para el trabajo el formato fasta.

Estos dos comandos se combinaron mediante tuberias (pipe) para que la salida del
primer comando fuese procesado por el segundo comando. Finalmente en este punto
se derivd la salida final generada a un archivo nosz_prot.fasta. A continuacién se
incluye el comando empleado:

$ esearch -db protein -query "nosZ" | efetch -format fasta > nosz_prot.fasta

Para tener una primera aproximacion del numero de secuencias que el servidor
devuelve, en el terminal, mediante el comando grep Yy la bisqueda del simbolo “>”
gue es el elemento que en los archivos fasta indica el inicio del nombre de la
secuencia que vendra a continuacién. Como resultado se indico que el servidor envio
44.607 secuencias que de alguna manera presentaron identidad con los términos de
bldsqueda. La salida de esta busqueda se derivd a un archivo temporal, a efectos de
poder realizar una primera vision del contenido mediante un editor de texto plano.
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La revision de el resultado puso de manifiesto la existencia de numerosa informacion
correspondiente a especies no identificadas, especies repetidas e incluso genes que
no se correspondian con el gen de interés tal y como se muestra en la siguiente figura:

>CAF74886.1 nitrous-oxide reductase, partial [Pseudomonas stutzeri]
=CAG26676.1 nitrous oxide reductase [Wolinella succinogenes]

>BAC55278.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HS9]
=BAC55277.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HB7]

>BAC55276.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HS7]
>BACOO875.1 NosD [Pseudomonas sp. MT-1]
>BACOOG874.1 nitrous oxide reductase [Pseudomonas sp. MT-1]
=BACOO873.1 NosR [Pseudomonas sp. MT-1]

Figura 6: Identificadores de secuencias del archivo multifasta con informacion sin filtrar

Para la correcta ejecucion y vista la problematica acontecida, se optd por la estrategia
de proceder al filtrado de las secuencias de proteinas y una vez completada trabajar la
recuperacion de secuencias de nucleotidos. No obstante se realizara una descarga de
secuencias de nucledtidos, tal y como se describira mas adelante si bien no se
procedio a una descarga de secuencias en crudo (raw).

A partir de esta informacion se optd por procesar la informacion para aminoacidos y a
partir de los resultados finales obtenidos repetir obtener la informacion en nucleétidos
partiendo de la seleccion final realizada, de manera que hubiese correspondencia
entre secuencias de aminoacidos y secuencia de nucleétidsos.

4.2 Filtrado de resultados

La decision sobre el un modo correcto de filtrarlos datos plante6 diferentes tipos de
uso de palabras clave, aquellas a incluir, y aquellas a excluir. Tras la realizacién de
varios ensayos se optd por un filtrado en dos pasos. En el primero y dado que el
nombre del gen mayoritariamente no aparecio, pero si la descripcion de nitrous oxide
reductase, salvo que el uso de nitrous no favorecid la busqueda, se realiz6 una
busqueda de todas aquella lineas que hiciesen match contra las keywords oxide
reductase mediante el comando grep y derivando la salida del archivo nosz_prot.fasta
a un archivo listal.txt. Como resultado se redujeron el nimero de identificadores de
linea a 26.194.

Tras un filtraje de secuencias que tuiesen un match positivo, el siguiente paso de
filtrado consistié en realizar una busqueda que dejase Unicamente aquellas lineas que
no tuviesen una serie de keywords (match negativo), nuevamente mediante el uso de
la herramienta grep.

Se valoraron diferentes conjuntos de keywords para discriminar negativamente y
eliminar aquellas lineas que tuviesen dichas palabras. Finalmente los keywords
seleccionados fueron:

- sp.
- Uncultured

- Unclassified
- Culture
\[bacterium
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- proteobacteria
- endosymbiont
- \proteobacterium
- givision

- gamma

- gaceae

- bacterium]

- bacterium

- partial

- nosD

- nosyY

- norL

- nosR

Como resultado del filtrado negativo mediante el uso del comando grep, se redujeron
el numero total de salidas filtradas a 4.586 regitros.

Con una informacion que se valor6 como adecuada para poder continuar con el
procedimiento, el siguiente paso fue la eliminacion de especies duplicadas. Dado que
no se tenia conocimiento de una relacion sobre las secuencias duplicadas y su
idoneidad se siguié la regla de eliminacion del resto de secuencias que tuviesen el
mismo nombre a partir del primer registro devuelto por el servidor del NCBI que
proveyo las secuencias. Si bien la metodologia no es 100% fiable, pero ofrece
suficientes garantias para una serie de pasos de filtrado, se dividié la informacion
contenida en cada uno de los registros, entre todo aquello precedente a la indicaciéon
de la especie, indicada entre corchetes (simbolos [y ]) y la informacién contenida entre
corchetes. De esta manera se obtuvieron linea a linea dos listados llamados
lista3_1.txty lista3 2.txt respectivamente.

Con el fin que linea a linea cada uno de los registros se quedasen Unicamente con un
registro Unico por especies se concatenaron los comandos paste y sort. Paste une
horizontalmente el contenido de archivos y sort ordena los registros. Al tener
separados por un lado la informacion de las especies y por otro lado los nombres de
las especies, al comando sort se le adiciond la opcion -u (unigue) —k2,3 (que toman los
elementos 2 y 3 del segundo archivo en esta concatenacion horizontal). Los elementos
2 y tres del segundo archivo correspondieron a priori al género y especie. Como
resultado se obtuvieron 1109 registros en un archivo de salida nombrado como
lista3.txt.

En este punto fue necesario una revision manual de los nombres finalmente obtenidos
y la correccion de erratas, ya que la existencia de nombres entre corchetes que
comenzaron por Candidatus, no permitieron obtener el nombre del binomio género
especie, sino que devolvieron salidas del tipo Candidatus acompafiado por el nombre
del género.

Se eliminaron manualmente secuencias correspondientes a pir||S24384 (que estaba
duplicado para la especie Pseudomonas stutzeri), GBC71360.1 (correspondiente a un
archeon sin identificar), KFM19712.1 (identificado como grupo marino no identificado)
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y WP_060528325.1 que fue identificado en la busqueda de nucledtidos como
Sedimenticola taunini y que estuvo duplicado en los listados que se presentaran mas
adelante.

Tras la revision manual de 1109 secuencias, finalmente se generd un archivo llamado
lista4.txt con 1103 registros.

A modo informativo en este punto y utilizando los comados gawk y sort se elabor6 un
listado de género Unicos, obteniéndose un listado con un total de 451 géneros unicos
y un total de 1103 especies Unicas de proteinas para el gen de interés. En la
siguiente figura se resumen el conjunto de comandos empleados asi como el nimero
de lineas de informacién esenciales para cada una de ellas.
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$ esearch -db protein -query "nosZ" | efetch -format fasta >|nosz_prot.fasta

, >CAF74886.1 nitrous-oxide reductase, partial [Pseudomonas stutzeri]
éQue nos Sobra? >CAG26676.1 nitrous oxide reductase [Wolinella succinogenes]
>BAC55278.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HS9]
HH 1 >BAC55277.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HB7]
Utlllcemos herramlentanEI >BAC55276.1 nitrous oxide reductase, partial [Marinobacter sp. HS7]
termlnal >BACO0875.1 NosD [Pseudomonas sp. MT-1]

>BACO0874.1 nitrous oxide reductase [Pseudomonas sp. MT-1]
>BACO0873.1 NosR [Pseudomonas sp. MT-1]

$ grep -Eiv "sp.|uncultured|unclassified| culture| \[bacterium |proteobacterla| endosymblont |

symbiont|endosymbiont |\proteobacterium|divi )
partial | nosD| nosY |norL |nosR " lista1.txt > -Ilsta2 xt
$ gawk -F' ' {print $1}' lista2.txt 3| lista3_1.txt $ gawk -F'[I[J' ' {print $2}' lista2.txt >|lista3_2.txt

lista3.txt
listad.txt

$ gawk -F ' " {print $2}' lista4.txt | sort -u > lista5.txt 451
[ Numero de géneros Unicos ]

I

$ grep "oxide reductase" nosz_prot.fasta

+ revision y limpieza manual
udltima

paste -d ' ' lista3_1.txt lista3_2.txt | sort -u-k2,3

Figura 7: Resumen de la estrategia de filtrado
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Esta informacion ya procesada, fue necesaria para poder recuperar a partir de una
lista de secuencias, el conjunto de secuencias en formato fasta. En este caso el
siguiente paso en el procedimiento fue generar una lista de IDs de proteinas que
pudiesen recuperar selectivamente a partir del archivo nosz_prot.fasta un archivo
multisecuencia con 1.104 secuencias con su identificador y la secuencia fasta
correspondiente.

Existen numerosos scripts que permiten un parseo de la informacion de un archivo
multifasta a partir de una lista. En mi caso opté por hacer uso de una herramienta ya
generada por Joe Healey (https://github.com/jrihealey/bioinfo-
tools/blob/master/fastafetcher.py), que utiliza un pequefio script para recuperar la
informacion segun las necesidades.

El script necesita de un archivo multifasta y de un listado de secuencias, ademas de
indicar un archivo de salida. Al ejecutarse el programa buscé el identificador en el
archivo multifasta en bucle de manera que por cada match exporta al archivo de salida
la secuencia completa. De esta manera se pas6 de un archivo multifasta de 44.607
secuencias mediante el uso del script y con la incorporacion de un listado de 1.104
entradas a un archivo multifasta de 1.103 secuencias fasta. El output fue nombrado
como proteinas_limpio.fasta.

>CU197397.1 (Achromobacter aegrifaciens) >QRD42730.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Sulfitobacter mediterraneus]
>WP_129527249.1 ( Achromobacter agilis ) MSAEETRKKGFSRRGVLTAGAAAAAGAGLASGFVPGSAKPAAAAGASKVNLAPGELDPYYGFWSSGQTGE
>WP_175138605.1 ( Achromobacter animicus ) >WP_202683945.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Skermanella mucosa]
>WP_008166018.1 ( Achromobacter arsenitoxydans ) MRDENEKPTGIDRRHLLGGTAKVAALAGLTGALGGAAVTTAGGSAFGSGTALAASGGTKQSAEVKPGDLD
>AAD09157.1 ( Achromabacter cycloclastes ) >WP_202685600.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Skermanella mucosa]

>WP_198482914.1 ( Achromobacter deleyi ) MSDETKKTVEQAMSIDRRELLGGTARLATLAGLTGAGGGAAATLYGQSLLAPTPVAAAEQGGATSHLEPG
>GFN28924.1 ( Achromobacter denitrificans ) >WP_202683945.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Skermanella mucosa]
>WP_191579308.1 ( Achromobacter insolitus } MRDENEKPTGIDRRHLLGGTAKVAALAGLTGALGGAAVTTAGGSAFGSGTALAASGGTKQSAEVKPGDLD
>CAB3698965.1 ( Achromobacter insuavis } >WP_202661524.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Tabrizicola sp. KVB23]
>CAB3845145.1 ( Achromobacter mucicolens ) MTQEPKPGISRRMLLGASAGTAAIAGTLGGRIALTGGGAAGLAALGASPASAAAEAGSFEVAPGQLDEYYv

44.607

python fastafetcher.py —f nosz_prot.fasta—k
filtro.txt—o limpio.fasta

fastafetcher.py

>QRD42730.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Sulfitobacter mediterraneus]
MSAEETRKKGFSRRGVLTAGAAAAAGAGLASGFVPGSAKPAAAAGASKVNLAPGELDPYY
>WP_202685600.1 TAT-dependent nitrous-oxide reductase [Skermanella mucosa]
MSDETKKTVEQAMSIDRRELLGGTARLATLAGLTGAGGGAAATLVGQSLLAPTPVAAAEQ

>WP_202594399.1 Sec-dependent nitrous-oxide reductase [Pedobacter glucosidilyticus]
MKFNCLWVAAGITVVTAMGFSGCKPGKVSQEADGDAAEKVYVAPGKYDELYMFASGGFSG

1.103

Figura 8: Explicacion del flujo de informacién del script fastafetcher.py

Una vez obtenido un archivo multifasta con las secuencias de proteinas, se utilizé el
listado de secuencias de nucle6tidos a partir de los IDs de las proteinas recuperadas y
debidamente filtradas y procesadas.
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Para la recuperaciéon de las secuencias de nucle6tidos, el primer paso consistio en
obtener la informacién necesaria sobre las secuencias de nucleétidos de interés a
partir de los IDs de secuencias de proteinas. Para ello se emple6 la herramienta
efectch contra la base de datos ipg. El recurso ipg (de Identical Protein Groups) es
un recurso que, a priori, contiene una entrada para cada proteina traducida ge se
encuentre en varios recuros del NCBI, incluyendo las regiones anotadas en Genbank y
RefSeq, asi como SwissProt y PDB. Como output, aporta informacion sobre Id, Origen
de la informacion (RefSeq, INSDC,...), Nucleotide Accesion, Start, Stop, Strand,
Protein, Protein Name, Organism, Strain y Assembly. Sin embargo la separacion de
campos fue algo controvertida.

De cara a poder lanzar el comando, se utilizo la estrategia de separar del documento
listad.txt, la columna correspondiente al ID eliminando la informacién. El objetivo fue
no tener el simbolo ">" ni el binomio género especie. En dltima instancia sélo fue
necesario ir seleccionando los grupos y concatenando los nombres en una unica linea
separando los IDs mediante comas.

De manera esquematica a continuacion se mostraran el cédigo empleado, ya que el
output obtenido se volcoé en primera instancia a un documento info_nucleotidos.txt.
Este documento fue necesario manipularlo debido a que los campos correspondientes
al binomio género especie al descargar los datos no se organizaban mediante un
separador de campo adecuado.

$ efetch -db ipg -id ' ' -format ipg | grep 'RefSeq’>

info_nucleotidos.txt

Los campos se manipularon manualmente para eliminar la informacion que no
correspondiese al binomio género especie. Ademas el numero de identificadores de
secuencias obtenidas fue mayor al nimero de IDs, por lo que se precisd a posteriori
un tratamiento de los datos para la eliminacion de secuencias con especies repetidas.
Dado que esta tarea se realizé con las especies ordenadas alfabéticamente en un
documento de hoja de calculo, la tarea no supuso mayor esfuerzo que el controlar los
nombres duplicados en una columna concreta, eliminando las filas que duplicasen el
contenido de la celda con los datos relevantes. Se gener6 un archivo
secuencias_nt_a_descargar.txt que fue utilizado posteriormente.

Con el documento debidamente preparado, se procedié a una comparacion de listas
entre el listado de proteinas con sus ID correspondientes y las especies frente al
listado recargado de ipg. Las no correspondencias que no aparecieron tras la
descarga de secuencias de nucledtidos, se identificaron en el listado para poder
recuperar la informacion ya en ultima instancia de manera manual. El procedimiento
béasico fue teniendo una lista con nombres e IDs de amino&cidos, y una lista con
nombres e IDs para nucleétidos, se compararon linea a linea en un documento de hoja
de célculo con una funcién booleana de igualdad entre los nombres de las especies.
En la medida que se recorrio linea a linea, al aparecer la booleano FALSO, se busco
el punto de discrepancia para insertar espacios en blanco en la columna de
nucledtidos e IDs correspondientes para poder identificar la secuencias que no se
recuperaron.
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Con todos estos datos debidamente procesados, el siguiente paso fue la descarga de
las secuencias en formato fasta. Un aspecto que se tuvo en cuenta fue el hecho que la
informacion de los archivos resultantes podia estar en el strand positivo (+) o en el
strand negativo (-). Para que este hecho no fuese un problema se prepard un pequefio
script en Python (si bien esta en fase de intentar mejorar) llamado nt_download.py:
(incluido en el anexo 2).

En este paso se consiguioé que a medida que se solicitd la descarga de las secuencias
al NCBI, se fuesen separando en dos archivos, de manera que el archivo con las
secuencias en strand negativo se pudiesen cambiar al strand positivo mediante otro
script nombrado como reverse_complement.py (incluido en el anexo 2).

Las secuencias que no pudieron ser descargadas y procesadas automaticamente
fueron descargadas manualmente directamente del NCBI. ElI documento
Suplementol.xIsx incluye en la pestafia Sequences IDs. En el listado de secuencias,
identificando en color azul aquellas que fue necesario recuperar la informacién
manualmente en color rojo aquellas que se detectaron como secuencias que debieron
ser descartadas por identificacion posterior en el proceso de recuperacion manual.

Los archivos forward.fasta, forward2.fasta y manual.fasta se concatenaron mediante
un script llamado merge2files.py (incluido en anexo 2).

Una figura para poder resumir los pasos realizados hasta el momento se presenta
seguidamente:

listad.txt

filtro.txt

efetch -db ipg -id ‘toda la lista' -format ipg | grep 'RefSeq’| gawk {print $11,$12,$7,$3,$4,$5,$6} > info_nucleotidos.

Info_nucleotidos.txt Comparacion listas

nt_download.py
manual.fasta
Reverse_complement.py

merge2files.py

forward.fasta reverse.fasta

forward2.fasta

secuencias_nt.fasta

Figura 9: Esquema del proceso de descarga de secuencias de nucledtidos a partir de listado final de
aminoacidos
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4.3 Generacion de modelos.

Gblocs

Se empled el programa Gblocs de Castresana (15) (16), en el equipo local con las
condiciones por defecto para identificar si cabria la posibilidad de reducir informacion a
partir de posiciones de nucleotidos o aminoacidos en los alineamientos que pudiesen
no tener un namero representativo y que incrementase las necesidades de
computacion.

Senal filogenética con TreePuzzle

Para buscar si las secuencias alineadas tenian sefal filogenética se empled el
programa TreePuzzle. Dado que las secuencias debian estar en formato phylip para
su analisis, se utilizo el script fasta2phylip.py incluido en el anexo 2.

Los archivos formato phylip quedaron sin toda la longitud de la cadena del
identificador, quedando presente 10 caracteres de la parte inicial del ID, que utilizamos
en la tabla de descripcion de las especies con sus ID para nucledtidos y proteinas.

Modelos evolutivos
Prottest

Para el establecimiento en la eleccion del modelo evolutivo en secuencias alineadas
de aminoacidos que mejor se pueda adaptar a los datos descargados, se empleé el
programa Prottest. Se trata de un programa implementado en java por el grupo de
David Posada de la Universidad de La Corufia. Como input necesitd un archivo de
proteinas alineado que disponiamos de pasos previos.

Los modelos evolutivos evaluados fueron JTT, LG, DCMut, MtREV, MtMam, MtArt,
Dayhoff, WAG, RtREV, CprEV, Bosum62, VT, VIVb, HIVw y FLU. Los modelos se
testaron bajo el criterio BIC y al LnL.

Modeltest

Modeltest, 0 su version java, jmodeltest, es un programa permite obtener los valores
de verosimilitud (Likelyhood scores) para secuencias alineadas de nucle6tidos. Como
input acepta archivos en formato phylip y nexus. Si bien se realizaron los célculos
sobre un archivo con formato phylip. Se gener6 un archivo tipo nexus para su posterior
utilizacion con el programa MrBayes, el cual precisara un archivo tipo nexus. Para
realizar la conversion, se procedid, por cuestion de tiempo a utilizar directamente el
programa jemboss que permite un cambio rapido de formatos, si bien se continuara
trabajando mas adelante en la busqueda de alternativas que se puedan automatizar
en la media de lo posible.
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En la ejecucion de modeltest se solicitd la realizacion de un analisis de verosimilitud.
Dado que el tamafio es significativamente mayor que el de las mismas secuencias en
amino&cidos, se optd por incluir un setting con menos modelos. Para computar las
verosimilitudues se pudieron dedicar 2 de los cuatro nucleos del ordenador, por lo que
en los Likelihood settings se incluyeron 3 esquemas de sustitucion, por lo que se
calcularon 24 modelos y se mantuvieron el nimero de categorias en 4 con tasa de
variacion incluyendo gamma vy sitios invariantes (+G, +l) tal, y como se muestra en la
siguiente captura de pantalla.

Likelihood settings

Model Filtering

Default Settings Compute Likelihods

Figura 10: Seleccion de parametros en jModeltest

4.4 Analisis de secuencias ML.

El alinamiento de secuencias de aminoacidos se ha inicializado su analisis mediante el
programa RAXML. Se solicitd que ejecutase un analisis de bootstrap rapido con 100
réplicas y posteriormente procedié a la realizacion de la busqueda de la mejor
topologia. El programa en terminal se ha llamado mediante el siguiente comando:

raxmlIHPC-PTHREADS-AVX -T 2 f a -x 1 -p 1 -# 100 -m PROTGAMMAWAG -s

aligned_muscle.fasta.phylip -n TEST

4.5 Andlisis de secuencias Bayes.

Tras generar en el apartado 4.3 un archivo tipo nexus para la ejecucion con el
programa MrBayes, se procedi6 a la adecuacion de los datos de ejecucion al final del
archivo. Para ello se incorpor6 en la cabecera la informacion del modelo evolutivo, se
inicié con un numero de 1.000.000 de generaciones y sin la existencia de un archivo
checkpoint para que empezase a generarlo, ademas se le incorpord la opciéon que

24



generase un resumen de parametros y de arboles al finalizar la ejecucion por si
hubiese convergencia de las cadenas y los valores fuesen adecuados. El resultado
inicial de la ejecucién se presenta en el siguiente resumen:

END;

begin mrbayes;
set autoclose=no nowarn=yes;
charset nosz = 1 - 2314;
partition currentPartition = 1: nosZ;
set partition = currentPartition;
lset applyto=(1);

lset nst=6 rates=gamma;
unlink statefreg=(all) revmat=(all) shape=(all)

pinvar=(all);
prset applyto=(all) ratepr=variable;
mcmcp ngen= 6000000 relburnin=yes printfreg=1000
checkpoint=yes checkfreg=1000 append=no samplefreg=1000
nruns=2 nchains=4;
mcmc ;
sump;
sumt ;

4.6. Establecimiento perfil de la proteina

Una vez obtenida la topologia en los analisis mediante maxima verosimilitud y un
andlisis de un segmento reducido de las secuencias en formato de nucle6tidos
mediante analisis bayesiano, un apartado continuacion para el estudio de la proteina
nosZ fue el establecimiento de un perfil de la proteina.

Para ello se eligieron secuencias de aminoacidos de las especie Wolinella
succinogenes y Algoriphagus lacus del clado Il por un lado, asi como la secuencia de
la especie Pelagimonas varians del clado | como base para una busqueda del perfil. A
continuacion las secuencias de aminoacidos para cada especies utilizadas en los
andlisis mediante el programa Phyre2.

>Pelagimonas varians

MSEETTQKMSVTRRGLLGATATGAAVAATGVGSALLGAGEAKAATGQPWHLAPGDL
DEYYGFWSSGQSGELRILGMPSMRELMRIPVFNRCSATGWGQTNESLKILTEGLLPE
TKEFLAANGKVTYDNGDLHHPHMSFTDGTYDGRFLFMNDKANTRVARVRCDVMKCD
KIEEIPNAHDIHGLRPQKFPRTGYVFANGEHEAPLVNDGTILDEPEQYVNIFTAIDGDEM
EVAWQVIVSGNLDNTDCDYQGKYAFSTSYNSEMGMTLAEMTEAELDHVVVENIKAIE
EAVANGDYQELKGVKVVDGRKGAPGKLTRYIPIPNSPHGVNAAPDKRHICINGKLSPT
VSVIDVEKLDALFDADADPRSAVVAEPQLGLGPLHTAFDNRGNAYTTLFLDSQVVKW
NIQDAIASYGGSDVDPIKDKVDVHYQPGHNSTSMGETAEADGKWLISMNKFSKDRFL
NVGPLKPENEQLIDISGDKMKVVHDGPTFAEPHDSIIVHRSKVTPVDVWDRNDPMWE
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DARVQAAADGIDLEDGAEEIIRDKDDPTKVRVYMTSVAPVFSWEKFEVNQGDEVTVY
VTNLDDVDDVTHGFCMANFGVAMEVGPQATASVTFVAERPGVHWFYCQWFCHALH
MEMRGRMFVKPREA

>Wolinella succinogenes

MQRLLKQSLVVTASLLALGTASLASSDLQTIMKERKLTEKDVLAAAKTYQPSGRKDEF
VVFSSGGQSGQILVYGVPSMRIYKYIGVFTPEPWQGYGFDDDSKKVLRQGDIRGREI
NWGDTHHPNFTEKNGEYVGDYLFINDKANPRIAVVNLHDFETTQIVVNPIMKSEHGGS
FVTPNTEYVIEASQYAAPLDHQYHPIEEYEAVFRGAVTLWKFDYAKGKIDEKASFSLEF
PPYMQDLSDAGKGESFGWAFTNSFNSEMYTGGIEKGLPPFEAGMSRNDTDYMHVY
NWQMLEKLAQDPKNYKIYHGHRVISIEAAVKAGALFLIPEPKSPHGVDVSPDGRYIVV
GGKLDTHASVYDFRKIKQLIDKKEFIGADPYGIPILDMKKTLHGQVELGLGPLHHTYDA
QDGIIYTSLYVDSQIVKWDYKNLKVLDRVNVHYNIGHLDSMEGKSAKPKGKYALALDK
LSIDRFNPVGPLHPQNHQLIDIGGPKMELIYDLPIPLGEPHDVISIAADKLKPQVTYPMG
TNSRTGKQHEAMTLAGQERVERKGNEVKIYGTLIRSHINPEHVTVNKGDKVTFYLTNL
ERAQDETHGFAVSGYNVHASVEPGKTVAVTFTADEEGVFPYYCTEFCSALHLEMMG
YLYVKDPKKKYESVKELKLQKMSKEQLESEYKKVIATNKATDDVIQSVVKFLKDKNYA
KYPKVKSLVEDALDQYGKIGEVKAKADESYKKGDVNGAILWEYQVWQYMVKTADVG
LRAKNNLAKELATPMKPAAQKGEEAYLKGGCNGCHVIGQVSSGPDLTGVLSRHENAE
KWVFDFIKNPASKYEEDYVKTMINYFNLRMPNQHMNDQEIKDIIEYLKWIDENAGLF

>Algoriphagus lacus

MKKNVWLLAIGLIAVALAPSCKPKGAQSAITGDAASKVYVAPGTHDEFYNIVSGGFNG
QMSVVGLPSGRVFKILPVFSVHPENGWGFSEETKPMLNTSHGFVPWDDLHHIAISMT
NAEHDARWAFGNANNTPRIARVDLTSFKTVEILEIPNSAGNHSSPFITQNTEYVVAGTR
FSVPVGENSDVSIDSYKENFKGYISFIGVDPKTGDMDLSFQIEAPPFENFDLARAGKNKS
HGWFFFSTYNTEMAHTLLEVNASQKDKDFIMAVNWKKAEEYVKAGKGKKVKAKYAH
NKMNEETHTATSTIMEEVLVLDPTELKDIVYFIPCPKSPHGTDTDPSGEYIVGSGKLAA
VIPVFSFTKMLAAIENKDFEGDVNGMPVLKYESVLHGEVEKPGLGPLHTEFDGKGFAY
TSMFVSSEIVKWNIETLEVVDRVPTYYSVGHLMIPGGPTGKPHGKYMVAYNKITKDRY
LPTGPELTQSAQLYDISGDKMQLLLDFPTIGEPHYAEAFPAALIKDKQVKFYPLEKNNH
PYALKGVADARVERKGNEIHVYMTSIRSNFRPDNIEGVNVGDVVYFHVTNLEQDWDV
PHGFSIKGANTAEILIMPGETSTYKWTPDRPGVFPFYCTDFCSALHQEMQGYLRVSPK
GVNTPLKYSTGEAQ

La secuencia en formato fasta se aporté como informacién base para el analisis por
parte de la plataforma Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0).

Inicialmente el programa tomé una secuencia de aminoacidos y genero una estructura
tridimensional de la proteina buscando realizar una prediccion de la estructura
terciaria.

La secuencia que se envia es buscada entre las secuencias homologas mediante PSI-
Blast (Position Specific Iterated Blast). En su forma basica de funcionamiento lo que
hace es realizar BLAST con una secuencia y, a partir de los resultados, construye un
perfil. La siguiente busqueda la realiza con ese perfil, lo que permitird encontrar,
idealmente, nuevos homologos, homdlogos remotos. Con esos nuevos homélogos
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genera un nuevo perfil, el cual, idealmente, contendr4 mayor cantidad de informacion y
podra realizar otra blsqueda en un proceso iterativo.

Seguidamente se relinen estas secuencias y las conserven en un HMM este modelo
capturado de este modelo se utiliza algo similar a una huella dactilar de la evolucion de
la proteina. Paralelamente de los modelos conocidos se extrae sus secuencias, se
realiza PSl-blast y se realiza un Hidden Marckov Model (HMM) de los modelos
conocidos, generando una gran base de datos.

Con nuestro modelo oculto de Markov se escanea contra la matriz de matrices ocultas
de Markov de la base de datos conocidos, produciendo un alineamiento que permite
generar un modelo que es ajustado cuando la identidad de la secuencia es incluso
menor al 15%. Intentando buscar esos plegamientos que tengan un mayor grado de
reconocimiento.

El programa también incluye una simulacion de plegado ab initio para modelar
regiones sin homologia detectable con estructuras conocidas.

El pipeline que sigue la plataforma incluye entre otros los siguientes pasos:
Deteccion de homologos de secuencia mediante PSI-Blast.
Prediccion de estructura secundaria mediante PSl-pred y Diso-pred.

Construccion de un modelo oculto de Markov de la secuencia a partir de los
homélogos detectados anteriormente.

Escaneo del modelo HMM contra una biblioteca de proteinas resueltas
experimentalmente.

Construcciéon de modelos 3D basados en las alineaciones de los modelos HMM contra
los modelos HMM con proteinas conocidas.

Modelado de inserciones y delecciones utilizando una biblioteca del bucles, un
procedimiento de ajustes en términos empiricos y energéticos.

Modelado de las cadenas laterales de aminoacidos utilizando una biblioteca de
rotameros.

4.7Programacion script.

El objetivo en el desarrollo del presente punto se focalizé como una continuacion en el
desarrollo de herramientas que unificasen las anteriormente utilizadas, tanto a partir de
scripts propios como en la adecuacion de scripts de terceros. Si bien el término script
puede ser abordado desde varias aproximaciones, la intencionalidad en este punto ha
sido el intento de aglutinar de manera ordenada el conjunto de programas que se han
utiizado de manera diseminada a lo largo de Ilos puntos anteriores.
Desafortunadamente no se ha podido desarrollar un cédigo efectivo que aglutinase de
manera ordenada cada uno de los pasos como consecuencia de la complejidad en el
rango de lenguajes utilizados.
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No obstante durante la realizacion de los apartados anteriores, si se ha generado
codigo para la realizacion de numerosos pasos en el proceso, habiéndose realizado
parcialmente el objetivo en este punto. Por ello la culminacién de este apartado se
consideraria como parcialmente logrado. La adecuaciéon de los pequefios programas
gue se han mostrado con anterioridad y que estan completamente desarrollados en el
anexo, permiten ser utilizados como punto de partida para continuar construyendo y
mejorando el codigo.
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5. Resultados

Filtrado de resultados

Para conocer las caracteristicas de las secuencias de proteinas y nucleétidos y poder
realizar un filtrado sobre longitud de secuencias, en el caso de tener secuencias que
se alejasen sobre el promedio del tamafio que se esperaria de las secuencias se
utilizé el programa segstats incluido en biosquid. Los comandos Yy resultados se
presentan a continuacion.

seqstat -a proteinas_limpio.fasta > statistcs_aa.txt

Para secuencias de nucleétidos:

egstat -a secuencias_nt.fasta > statistics_nt.txt

En las secuencias de nucleétidos no se encontraron secuencias para las especies
Brucella vulpis, Klebsiella pneumonia, Meiothermus hypogaeus, Methylobacterium soli,
Moritella viscosa, Parvibaculum lavamentivorans, Pseudomonas knackmussii,
Pseudomonas syringae y Pseudomonas viridiflava.

A continuacion se muestra una tabla resumen de las caracteristicas de las secuencias:

Format: FASTA Format: FASTA
Type (of 1st seq): Protein Type (of 1st seq): DNA
Number of sequences: 1103 Number of sequences: 1093
Total # residues: 721930 Total # residues: 2160486
Smallest: 107 Smallest: 375
Largest: 875 Largest: 2628
Average length:  653.0 Average length:  1974.9

Tabla 1 : Resumen de caracteristicas de secuencias de nucleétidos y aminoécidos

Para el alineamiento de proteinas se utilizé el comando de terminal:

$ muscle -in limpio.fasta -out aligned_muscle.fasta -maxiters 16 -diags -sv -distancel

kbit20_3

Las secuencias de nucledtidos se alinearon mediante clustalW. De cara a automatizar
el proceso se utilizdé un script (aligner.py, incluido en el anexo 2), para el proceso. De
momento en construccion y ser ird cambiando en la fase de desarrollo del script.

El resultado del alineamiento de proteinas. Pese a indicarle por defecto un ndamero
maximo de 16 iteraciones, con 6 iteraciones completé el proceso.

MUSCLE v3.8.1551 by Robert C. Edgar

http://www.drive5.com/muscle

This software is donated to the public domain.

Please cite: Edgar, R.C. Nucleic Acids Res 32(5), 1792-97.




limpio 1103 segs, lengths min 107, max 875, avg 653

00:00:12 23 MB(-1%) Iter 1 100.00% K-bit distance matrix
00:00:29 456 MB(-24%) Iter 1 100.00% Align node
00:00:29 459 MB(-25%) Iter 1 100.00% Root alignment
00:00:56 461 MB(-25%) Iter 100.00% Refine tree
00:00:57 461 MB(-25%) Iter 100.00% Root alignment
00:00:57 461 MB(-25%) Iter 100.00% Root alignment
00:16:45 461 MB(-25%) lter 100.00% Refine biparts
00:33:59 461 MB(-25%) Iter 100.00% Refine biparts

00:51:36 461 MB(-25%) Iter 100.00% Refine biparts

01:00:30 461 MB(-25%) Iter 100.00% Refine biparts

Gblocs

En el caso de secuencias alineadas de aminoacidos, fue necesario un paso previo de
transformacion del archivo phylip a formato fasta con nombres reducidos para que el
programa no abortase. El resultado de la ejecucién de Gblocks generd un archivo
informativo en formato html, el cual no dio indicio de eliminacién de posiciones en
aminoacidos reduciendo el tamafio de bloques tal y como se muestra en la siguiente
captura de pantalla:

Parameters used

Minimum Mumber Of Seguences For A Conserved Position: 553
Minimum Mumber Of Sequences For A Flanking Position: 938
Maximum Mumber Of Contiguous MNonconserved Positions: 8
Minimum Length Of A Block: 10

Allowed Gap Positions: Mone

Use Similarity Matrices: Yes

Flank positions of the 0 selected block(s)
Flanks:

New number of positions in aligned muscle.fasta-gb: @ (8% of the original 1443 positions)

Figura 11: Resultado Gblocs secuencias en aminoécidos

En el caso de secuencias alineadas de nucleétidos, el programa nuevamente no
identificd con las condiciones estandar, la necesidad de realizar ningun bloque de
agrupamiento, tal y como se muestra en la siguiente captura de pantalla:
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Parameters used

Minimum Number Of Sequences For A Conserved Position: 547
Minimum Number Of Sequences For A Flanking Position: 929
Maximum Number Of Contiguous Nonconserved Positions: 8
Minimum Length Of A Block: 10

Allowed Gap Positions: None

Use Similarity Matrices: Yes

Flank positions of the 0 selected block(s)
Flanks:

New number of positions in aligned secuencias_nt sl2.fasta-gb: @ (0% of the original 3296 positions)

Figura 12: Resultado Gblocks secuencias nucle6tidos

Senal filogenética con TreePuzzle

Los resultados de busqueda de sefial filogenética en aminocidos no presentaron
ningun problema. En nucleétidos, en cambio, si que hubo problema, por lo que se
identificaron las secuencias probleméticas para poner un nombre temporal y poder
controlarlas en las siguientes fases del proceso.

En el lanzamiento de TreePuzzle en el terminal se modificaron las siguientes opciones:

GENERAL OPTIONS (no quartet puzzling available - too many sequences)

b Type of analysis?

k Tree search procedure? Evaluate user defined trees
Compute clocklike branch lengths? No

e Parameter estimates? Approximate (faster)

X Parameter estimation uses? 1st input tree

SUBSTITUTION PROCESS

d Type of sequence input data? Auto: Amino acids

m Model of substitution? Auto: WAG (Whelan-Goldman 2000)

Amino acid frequencies? Estimate from data set
RATE HETEROGENEITY

w Model of rate heterogeneity? Uniform rate

Quit [q], confirm [y], or change [menu] settings:

De manera que el tipo de andlisis fue el siguiente

b Type of analysis?
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Ya con estos settings establecidos se ejecuto el programa

A continuacion se presentan los resultados para proteinas y nucleétidos
Resultados en terminal para proteinas

Writing parameters to file outfile

Writing pairwise distances to file outdist

Performing likelihood mapping analysis

All results written to disk:
Puzzle report file: outfile
Likelihood distances: outdist

Likelihood mapping diagram: outlm.eps

The parameter estimation took 0.00 seconds (= 0.00 minutes = 0.00 hours)

The ML step took 0.00 seconds (= 0.00 minutes = 0.00 hours)
The puzzling step took 0.00 seconds (= 0.00 minutes = 0.00 hours)

The computation took 737.00 seconds (= 12.28 minutes = 0.20 hours)

including input 784.00 seconds (= 13.07 minutes = 0.22 hours)

La ocupacién de las areas en el primer grafico de distribucion de puntos se reparte
hacia las esquinas desde el centro. Por otro lado la ocupacion de las areas es
uniforme en un 33% y a nivel de cuartetos para tres regiones y para cuartetos en siete
regiones se reparten nuevamente en los cuartetos de los extremos (con un porcentaje
alrededor del 32-33% lo que indica una buena sefial).
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Figura 13: Resultados graficos TreePuzzle para secuencias de aminoacidos

Performing likelihood mapping analysis

All results written to disk:
Puzzle report file: outfile
Likelihood distances: outdist

Likelihood mapping diagram: outlm.eps

The parameter estimation took 77280.00 seconds (= 1288.00 minutes = 21.47 hours)

The ML step took 0.00 seconds (= 0.00 minutes = 0.00 hours)

The puzzling step took 0.00 seconds (= 0.00 minutes = 0.00 hours)

The computation took 78378.00 seconds (= 1306.30 minutes = 21.77 hours)

including input 78407.00 seconds (= 1306.78 minutes = 21.78 hours)
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Figura 14: Resultados TreePuzzle para secuencias de nucleétidos

Modelos evolutivos

Para la busqueda de modelos evolutivos en secuencias de aminoacidos el uso del
programa Prottest, utilizando los criterios de seleccién BIC y LnL se presentan a
continuacion sendas figuras con ambos criterios.

R R A R A A R A A A R A A R A A R R A R R R A A A A R A R A A A A A AT A AR AT H R AT IR R AR TR TR TR TR

Best model according to BIC: WAG
Confidence Interval: 100.0

AR A A A A A A A A R A R R AR AR AT R AR AT I IR AT ddddrddrh A d A AT TR TR TR R

deltaBIC

981.49
2274.53
4255.85
10990.18
12847.07
14363.40
17360.69
17464.78
41563.35
611607.89
63327.16
95983.31
99088.31
125760.42

917920.11
918901.60
920194.64
922175.96
928910.28
930767.18
932283.51
935280.79
935384.89
959483.46
979027.99
981247 .27
1013823.41
1017008.42
1043680.53
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500484.10
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Figura 15: Resultados del modelo evolutivo aminoécidos con criterio BIC
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Best model according to LnL: WAG
Confidence Interval: 180.0

AR E AR AR A AR R A A AR AR AR AT A AR AT A AR AR AT I AR AT AT RAAT A AR R ET R A A AR Ao d o ddedrrddhixd

deltalnL

490.75
1137.27
2127.93
5495.09
6423.54
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49544.16
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453067.86
456435.03
457363.47
458121.64
459620.28
459672.33
471721.62
481493.88
482603.52
498891.59
500484.10
513820.15

450939.94
451430.68
452077.21
453067.86
456435.03
457363.47
458121.64
459620.28
459672.33
471721.62
481493 .88
482603.52
498891.59
500484.10
513820.15

Figura 16: Resultados modelo evolutivo aminoéacidos con criterio LnL

Ambos criterios dieron como el mejor modelo evolutivo el modelo Whelan And
Goldman (30).

Para la seleccion de modelos evolutivos en secuencias de nucleétidos, pasadas 50
horas de analisis el avance fue del 0%. Se abortd el proceso y se establecié una lista
con el 25% (275 secuencias de las inicialmente descargadas) alrededor de la media
de longitud de las secuencias (653 nucle6tidos), de manera que se asumio que podia
existir un minimo sesgo en la representacion, por aquellas especies que pudieran ser
mas abundantes en el listado principal. EI documento anexol.xIxs incluye en la
pestafian Reduced NT un listado del resumen de las especies seleccionadas A
continuacion se presenta el andlisis de las secuencias que se utilizaron:

Format: FASTA
Type (of 1st seq): DNA
Number of sequences: 275
Total # residues: 538024
Smallest: 1900
Largest: 1974

Average length:  1956.5
Tabla 2 : Caracteristicas de listado reducido de secuencias de nucleétidos seleccionados

Se volvio a realizar el alineamiento con ClustalW, eliminando las lineas con “*” para
poder transformar el archivo en formato phylip y se procedié a revisar la existencia de
sefial filogenética con TreePuzzle. Nuevamente se siguio teniendo sefial filogenética:
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Figura 17: Comparacion resultados TreePuzzle para nucleétidos. A la izquierda los resultados con todo el
dataset, a la derecha con el dataset reducido a 275 especies.

El resultado del andlisis de las secuencias de nucleotidos alineadas tras el analisis con
jModeltest para 275 especies una vez completado, se analiz6 mediante los criterios de
AIC (Akaike’s information criterion) y el criterio BIC (Bayessian information criterion).
En este paso el objetivo fue obtener el modelo evolutivo que mejor se adaptase a los
datos de cara a su analisis posterior mediante el programa MrBayes. La siguiente tabla
resume los resultados de los analisis mediante el criterio de AIC:

1D Name Partition -InL p AIC deltaAIC weight cumWeight uDelta

000000

1/JC 304468,0055 548 610032011 73278.8251 | 0.0 1.0
000000

2 | JC+l 298703,0308 549 598504.0616 61750.8757 | 0.0 10
000000

3 | JC+G 274089,6679 549 549277.3359 12524.15 | 0.0 10
000000

4 | JC+I+G 273732,5565 550 548565.1129 11811927 | 0.0 1.0
000000

5| F81 304311,1522 551 609724.3044 72971.1185 | 0.0 1.0
000000

6 | F81+l 298450,3335 552 598004667 61251.4811 | 0.0 1.0
000000

7 | F81+G 273570,9576 552 548245.9152 11492.7293 | 0.0 1.0
000000

8 | F81+I+G 273208,2023 553 547522.4046 10769.2187 | 0.0 1.0

9 [ K80 10010 301690,0179 549 604478.0357 67724.8498 | 0.0 10

10 | K80+l 10010 295857,9063 550 592815.8126 56062.6267 | 0.0 1.0

11 | K80+G 10010 270882389 550 542864778 6111.5921 | 0.0 1.0

12 | K80+I+G 10010 270491,7006 551 542085.4012 5332.2153 | 0.0 1.0

13 | HKY 10010 301450,1238 552 604004.2475 67251.0616 | 0.0 10

14 | HKY+I 10010 295585,7105 553 592277421 55524.2351 | 0.0 1.0

15 | HKY+G 10010 270338,0298 553 541782.0595 5028.8736 | 0.0 1.0

16 | HKY+I1+G 10010 269938,08 554 540984.1599 4230974 | 0.0 1.0

17 | SYM 12345 299673,4465 553 600452893 63699.7071 | 0.0 10

18 | SYM+I 12345 293908,0643 554 588924.1286 52170.9427 | 0.0 1.0

19 | SYM+G 12345 269248,9648 554 539605.9297 2852.7438 | 0.0 1.0

20 | SYM+I+G 12345 268883,7486 555 538877.4972 2124.3113 | 0.0 1.0

21 | GTR 12345 299189,2204 556 599490.4407 62737.2548 | 0.0 10

22 | GTR+I 12345 293371,2194 557 587856.4388 51103.2529 | 0.0 1.0
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23 | GTR+G 12345 268144,8753 557 537403.7506 650.5647 | 0.0 1.0

24 | GTR+I+G 12345 267818593 558 536753.1859 00] 10 1.0

Tabla 3: Modelos evolutivos evaluados mediante el criterio AIC

El resultado para este criterio resolvi6 el modelo GTR+I+G (Generalised Time
Reversible con sitios Invariantes y variaciones en distribucion gamma entre sitios (31))
como el que mejor resolveria la relacion entre las secuencias a analizar. Ademas de
este resultado, también se realizaron los céalculos de los resultados mediante el criterio

BIC que se resumen en la siguiente tabla:

1D Name Partition -InL p AlC deltaBIC weight cumWeight uDelta
1 JC 000000 304482.9481 548 613211.1059 73252.9259 0.0 1.0 -
2 JC+I 000000 298680.1751 549 601613.3066 61655.1266 0.0 10
3 JC+G 000000 274088.2588 549 552429.474 12471.294 0.0 1.0
4 JC+I+G 000000 273732.3059 550 551725.315 11767.135 0.0 1.0
5 F81 000000 304276.6473 551 612821.7444 72863.5644 0.0 1.0
6 F81+l 000000 298424.8702 552 601125.937 61167.757 0.0 1.0
7 F81+G 000000 273594.1426 552 551464.4817 11506.3017 0.0 1.0
8 F81+I+G 000000 273205.5528 553 550695.0488 10736.8689 0.0 1.0
9 K80 010010 301701.7976 549 607656.5516 67698.3716 0.0 1.0
10 K80+l 010010 295884.1941 550 596029.0913 56070.9113 0.0 1.0
1 K80+G 010010 270881.7833 550 546024.2697 6066.0897 0.0 1.0
12 K80+1+G 010010 270489.3032 551 545247.0563 5288.8763 0.0 1.0
13 HKY 010010 301453.554 552 607183.3046 67225.1246 0.0 1.0
14 HKY+1 010010 295573.3318 553 595430.607 55472.427 0.0 1.0
15 HKY+G 010010 270333.9305 553 544951.8042 4993.6243 0.0 1.0
16 HKY+1+G 010010 269947.6649 554 544187.0198 4228.8398 0.0 1.0
17 SYM 012345 299668.7035 553 603621.3504 63663.1704 0.0 1.0
18 SYM+I 012345 293879.5602 554 592050.8105 52092.6305 0.0 1.0
19 SYM+G 012345 269248.9241 554 542789.5383 2831.3583 0.0 1.0
20 SYM+I+G 012345 268887.5199 555 542074.4766 2116.2967 0.0 1.0
21 GTR 012345 299191.0327 556 602689.2489 62731.069 0.0 1.0
22 GTR+I 012345 293368.9059 557 591052.7421 51094.5621 0.0 1.0
23 GTR+G 012345 268134.0079 557 540582.9461 624.7661 0.0 1.0
24 GTR+I+G 012345 267817.7515 558 539958.18 0.0 1.0 1.0

Tabla 4: Modelos evolutivos evaluados mediante el criterio BIC

Nuevamente, el analisis de resultados concluyé que el modelo GTR+I+G fue el mas
adecuado para el analisis posterior. Esta unicidad en la seleccion de criterios es
importante tenerla en cuenta, dado el hecho que una discrepancia entre ambos
criterios necesitaria de una evaluacion posterior. Si bien la diferencia entre uno y otro
criterio, de manera sucinta, difieren en el coste en la penalizacion. En el criterio de AIC
dado un tamafio de muestra n puede tomar modelos mas grandes, mas complejos,
gue el criterio BIC. En este caso ambos resultados convergen, por lo que nos
refuerzan la idea que el modelo GTR con gamma y sitios invariantes seria el modelo
adecuado.
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Anadlisis de secuencias ML.

Tras 22 dias de ejecucion del analisis se completo el proceso y se obtuvo un archivo
tipo newik con la topologia. Debido a que el archivo newik contenia Unicamente las
identificaciones sin tener una correspondencia con los nombres de las especies, de
manera que se evaluaron alternativas para poder obtener una topologia que pudiese
ser interpretable.

La solucion finalmente encontrada fue el uso del script taxnameconverter.pl del Center
for Integrative Bioniformatics Vienna desarrollado por H.A. Schmidt y accesible en la
siguiente pagina web (http://www.cibiv.at/software/taxnameconvert/). El script necesita
un archivo de tipo csv, con el listado de correspondencias a reemplazar y el archivo de
la topologia resultante del andlisis filogenético realizado. Para ello se hizo uso del
anexo | que contenia la informacidn necesaria y se utilizaron las columnas del
identificador y el binomio de la especie correspondiente.

Dado que el archivo newick Unicamente contenia los 10 primeros caracteres de la
cadena de texto, se utilizd el siguiente comando para tener una lista correctamente
manipulable:

$ awk -F'\t' '{ print substr($1,1,10)"\t"$2}' lista.csv >

lista aa.csv

Una vez comprobada que la lista se gener6 correctamente se revis6 que no hubiese
retornos de carro al final del documento ya que el script es sensible a ese tipo de
errores en la manipulacion de las listas. Finalmente el comando utilizado para el
reemplazo de los IDs por los nombres de las especies fue el siguiente:

$ perl taxnameconvert.pl -f 1 -t 2 -0 0 1lista aa.csv

RAxXML bestTree.TEST > RAxXML bestTree.nwk

A la hora de visualizar el archivo se propuso inicialmente el uso de la herramienta
Figtree, sin embargo el programa no soportaba la realizacién de una apertura en el
campo par la visualizacion en un campo mayor de las especies listadas. Esto
controbuy6 a la basqueda de un software alternativo para la visualizacién. El programa
elegido fue Dendroscope, version 3.7.5 desarrollado por Daniel H. Huson (32). Esta
herramienta permiti6 poder maximizar en un rango mayor la topologia facilitando la
exportacion de un archivo en formato .png donde se pudiese observar con mayor
detalle las especies renombradas. Sin embargo y debido al tamafio de la topologia no
se pudo visualizar en la imagen el total de las especies, si bien si se pudo obtener una
informacion acorde al esfuerzo realizado en la topologia.

Finalmente la imagen resultante se proces6 con el programa Gimp para mejorar la
representacion pudiendo incluir capas que facilitasen la informacion observable en la
topologia, como la discriminacion entre los clados | y Il descritos ampliamente en la
bibliografia existente.
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A continuacién se presenta una version reducida de la misma, si bien se aporta como
documento anexo una imagen que puede ser visualizada a tamafio real.
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Figura 18: Arbol filogenético obtenido mediante maximum likelyhood
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Analisis de secuencias Bayes.

Con 13 millones de generaciones y habiendo comentado con anterioridad la falta de
convergencia en algunas de las métricas se decidié no continuar con el andlisis ya que
no se observo tendencia a converger. Si bien durante el desarrollo del ejercicio el valor
del LnL dio un salto y convergieron las dos cadenas, no fue hasta pasados mas de 8
millones de generaciones que se produjo un salto en la convergencia, si bien el resto
de parametros, LnPr, TL y m{1} (el valor log prior probability log(p(6)), el total tree
length y tasa especifica de la particion o ratemult), continuaron con una falta de
convergencia y soporte. Se evaluo la idoneidad de realizar un descarte mayor de
informacion, con niveles de hasta el 75% de la informacion generada por el analisis,
pero surgieron nuevamente falta de convergencia para otros parametros, por lo que se
vio como inviable la continuidad del ejercicio con tan solo un 25% de las secuencias
originalmente identificadas, filtradas, y seleccionadas, pese a tener sefial filogenética.
A continuacioén se incluyen capturas de pantalla de los resultados de Tracer para los
pardmetros no convergentes:

El LnL dio un salto entre los dos runs a partir de 8.1 millones de generaciones, y para
no incluir esta informacién la informacién de todas estas generaciones no podria ser
utilizada ya que conlleva resultados discrepantes en los siguientes puntos.

Trace Files : =
T e L= 2> y

ineado.nexr... 13000000 1300000
alineado.nexr... 13000000 1300000

-

268400

" ‘ I
PO W R At £
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268450 ‘l' \u““”‘ h"“‘”‘ ‘:n‘ "Vl\ ‘)’[\ \‘V“ ““

| |
|

LnL

-268600

"o 2500000 5000000 7500000 10000000

Figura 19: Representacion en Tracer, de los valores de LnL para los dos runs, descartando el 10% de
los resultados iniciales. Se observa como a partir de 8*1076 se produjo convergencia de los dos runs.
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Los valores de LnPr se mantuvieron estables en uno de los runs, mientras que en el

otro incrementaron la distancia frente a la cadena estable sin observarse una
tendencia a la convergencia

Estimates i MarginalDensity A Joint-Marginal # | Trace wi

Trace File States Burn-In
al d 1300000
alineado.nex.r... 13000000 1300000
+ - Reload
2000
e} 1000
pim) 128
alf 92
mt 4
o
1000
[ 2500000 5000000 7500000 10000000 1.25E7

- B . State
Figura 20: Representacion en Tracer, de los valores de LnPr para los dos runs, descartando el 10% de
los resultados iniciales. Se observa la no convergencia de los runs, con uno de los runs estables y el otro
con tendencia a separarse.

Los valores para TL se estabilizaron en una distancia que se estabilizé a partir del 10

millones de generaciones con oscilaciones pero sin cambiar de los umbrales en cada
run.

Estimates i Marginal Density & Joint-Marginal || Trace i

T

2500000 5000000 7500000 18000000
st

Figura 21: Representacion en Tracer, de los valores TL para los dos runs, descartando el 10% de
datos iniciales Se aprecia la estabilizacion de los dos runs sin obtenerse convergencia.
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Los valores para m{1} estuvieron muy proximos a 0 en uno de los runs y el otro tuvo
tendencias ascendentes y descendentes, pero sin una tendencia clara a la
convergencia.

alineado.nexr... 13000000 1300000
alineado.nex.r.. 13000000 1300000

=

0 24175 R

iniciales. Se aprecia la estabilizacién de uno de los runs mientras sin producirse convergencia entre
ambos.

Estos resultados y el tiempo de computacion empleado supusieron la toma de decision
de no continuar mas alla y proceder a la representacion de la topologia final.

Para ello se realiz6 de manera similar al apartado de ML, obteniendo un listado de
identificadores y de especies, en este caso a partir del listado reducido incluido en el
anexo |, y generando una archivo .csv. Se aplico el mismo comando para reducir el
namero de caracteres de la columna del identificador a 10 y con el scritp
taxnameconvert.pl se procedié al reemplazo de las etiquetas del archivo newik
obtenido al archivo de topologia con extensiéon .nex.con.tre generado por el programa
MrBayes.

La visualizacion nuevamente se realizd con el programa Dendroscope, el cual permitié
la realizacién de una ampliacion del area de trabajo para observar los nombres de las
especies. A continuacion se incluye una imagen del resultado obtenido.

La imagen mostrd una elevada distancia entre taxones del clado | y del clado Il y un
fuerte agrupamiento dentro de los clados. Entre ambos grupos quedaron algunas
especies que si bien se deberia evaluar si se produjo un fendmeno de atraccion de
ramas largas (traducido del inglés del fendbmeno conocido como long branch
attraction). La atraccion de ramas largas ocurre porque cuando acontecen cambios de
estado relativamente numerosos a lo largo de los linajes, los cambios aleatorios
pueden comenzar a pesar mas que los no aleatorios, filogenéticamente informativos.
La ubicacion filogenética de un taxén con una rama larga puede ser incierta y puede
influir indebidamente en la ubicacién de otros taxones.

43



Phaeocystidibacter marisrubri  ¢hitinophags pinensis

oshimensis Filimonas effusa
Persephonells atlantica /
Aoph tonatish
Capriocytoph g .
byroides fluviy 5 mannitolvorans
roidesjodoral ariniradius saccharobyticus

lliella buryatensis

lacustris brevie

3 \ Rhodobaca barguzinensis
~ifivta gesiedonensia

Marimonas |utisal —t

Eannonibacter carbonis
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umarnibatker pacifis
osecvarius pacific
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Pararhodobacter aceanensis

Paeudophaesbacter arctibde

Cereibacter chaly
mabacter nectariphilus

- Aquamicrabium deflui
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Parscoccus slkenifer
Paracocius Morisediminis

Figura 23: Arbol filogenético de secuencias nucleotidicas por inferencia bayesiana
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Taxonomia de las secuencias.

Este es un apartado que no se tratd en la memoria de contenido, pero resultd
necesario incorporar. A partir de la lista de taxones que tenemos en el documento
anexo, se copio la lista de especies y se pego en la siguiente direccion web.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Taxldentifier/tax_identifier.cqi

Como resultado devolvié un documento que contenia los identificadores para cada uno
de los niveles taxonomicos, comenzando por especie. Aquellos que no devolvieron
una taxonomia se anotaron para buscar informacién que pudiese incluirse de manera
manual. En total resultaron 4 casos y no de todos ellos se pudo obtener informacion
concluyente sobre su taxonomia, si bien fueron identificados como bacterias.

Separando por los pipes(]) el contenido del archivo, se pudo obtenerla columna
correspondiente a los niveles taxondmicos y se sacé la primera columna
correspondiente a las especies. A partir de ahi se hizo uso del script taxonomy.py
(incluido en el anexo 2).

Ejecutado el script, indicado como output que derive a un archivo .csv, se pudo incluir
la informacion y alinear linea a linea con el documento de hoja de célculo y tener toda
la taxonomia, descubri que por error se introdujeron 3 especies de moluscos, a un
nivel tan adelantado, parar todo el proceso no tiene sentido, si bien se justificara
(taxones pintados en rojo en la pestafia). Si bien es un resultado que no se esperaba
atendiendo a las constricciones empleadas en pasos anteriores, se decidié optar por
seguir a sabiendas que entre todas secuencias de especies diferentes 3 resultaron
contaminantes. Estas secuencias no aparecieron en la seleccion de las secuencias de
nucledtido. Un resumen de toda la informacion esta incorporada en el documento
Anexol.xlIsx, pestafia taxonomy.

Establecimiento perfil de la proteina.

Una vez realizado el andlisis en Phyre2 utilizando la secuencia de aminoacidos para
Wolinella succinogenes, que atendiendo a la bibliografia presentan alternativas en el
proceso de desnitrificacion (27), el programa devolvié varios templates:

C2iwkB_: Se trata de una forma unida al inhibidor de 6xido nitroso reductasa de 2
cicloclastos de Achromobacter con una resolucién de 1,7 angstrom.

C3ssbrF_: Se trata de una Oxido nitroso reductasa, forma cristalina pl con sustrato 2
para Pseudomonas stutzeri.

ClgniE_: Se trata de una estructura cristalina de Oxido nitroso reductasa de
Pseudomonas nautica, 2 a una resolucion de 2.4A.

C5i5iA_: Identificada como una 6xido reductasa de Shewanella denitrificans.
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ClfwxB_: ldentificada como estructura cristalina de 6xido nitroso reductasa de P.
desnitrificans.

A continuacion se presenta una captura de pantalla de los resultados obtenidos:

H LD || SR mmm e T

PDB header:oxidoreductase
c2iwkB — Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;
Alignment PDBTItle: inhibitor-bound form of nitrous exide reductase from2
achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution

- PDB header:oxidoreductase
2 c3sbrF AR A Chain: F: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
Alignment PDBTitle: pseudomonas stutzeri nitrous oxide reductase, pl
crystal form with2 substrate

PDB header:oxidoreductase
claniE_ : Chain: E: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
3 Algemant PDBTitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from
pseudomonas nautica,2 at 2.4a resolution

g PDB header:oxidoreductase
<SISIA_ Chain: A: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
4 Alignment ¥ PDBTitle: shewanella denitrificans nitrous oxide reductase, app
form

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;
PDBTitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from p.
denitrificans

cliwxB
5 S Alignment

Figura 24: Resumen de los cinco primeros templates obtenidos para Wolinella succinogenes

En todos los casos la identidad se presenté con una oxidoreductasa con una confianza
en los cinco hits de un 100%, indicando una elevada homologia entre la secuencia
aportada frente a los resultados propuestos.

A nivel de identidad, los valores también fueron elevados con un porcentaje que oscilé
entre un 70 y un 67%, siendo unos valores considerablemente aceptables.

El modelo obtenido tuvo una confianza del 100% y una cobertura sobre el modelo del
92%, sobre el total de 585 residuos.

Top model

Model (left) based on template cZiwkB

Top template information

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;

PDBTitle: inhibitor-bound form of nitrous oxide reductase from2
achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution

Confidence and coverage
Confidence: 100.0% Coverage:

585 residues ( 92% of your sequence) have been modelled with
100.0% confidence by the single highest scoring template.
Interactive 3D view in JSmol

For other options to view your downloaded structure offline see the
FAQ

Image coloured by rainbow N = C terminus

Model dimensions X:64.553 ¥:91.234
(A): Z:60.090

Figura 25: Resumen del mejor modelo de prediccion obtenido para Wolinella succinogenes
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Para complementar la informacién se buscé en la pagina web de SCOP la familia a la
gue pertenece Yy el resultado fue que el fold 20011013 7-blade beta-propeller como
ancestro, que incluia las supefamilia y familia de la Nitrous oxido reductasa, dominio
N-terminal (superfamilia 30016874 y familia 4002739).

Tras la primera aproximacion con una especie que en la literatura habia presentado
particularidades, se procedio a la seleccion de dos especies, una por clado para
buscar la existencia en la deteccibn de diferencias en uno y otro clado. Se
seleccionarlon las especies Pelagimonas varians 'y Algoriphagus lacus
correspondientes al clado |y clado Il respectivamente.

En el caso de Pelagimona varians y una vez realizado el andlisis, el programa devolvié
varios templates:

PDB header:oxidoreductase
Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;

A T e Y = S

= PDBTItle: inhibitor-bound form of nitrous oxide reductase from2
e v achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution
Alignment \

% Run investigator

PDB header:oxidoreductase
Chain: A: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
PDBTitle: shewanella denitrificans nitrous oxide reductase, app

Si5iA,
20 Ut Alignment % form

/! Run Investigator

PDB header:oxidoreductase
Chain: F: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
PDBTitle: pseudomonas stutzeri nitrous oxide reductase, pl
3 Frm crystal form with2 substrate

3 Run investigator

PDB header:oxidoreductase
Chain: E: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
PDBTIitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from

claniE_ pseudomonas nautica,2 at 2.4a resolution

4 Alignment

PRI o ivestigator

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;
PDBTitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from p.
denitrificans

Phihe

Run Investigator

Figura 26: Resumen de los cinco primeros templates obtenidos para Pelagimonas varians

C2iwkB_: Se trata de una forma unida al inhibidor de 6xido nitroso reductasa de 2
cicloclastos de Achromobacter con una resolucién de 1,7 angstrom.

C5i5iA_: Identificada como una éxido reductasa de Shewanella denitrificans.

C3ssbrF_: Se trata de una 6xido nitroso reductasa, forma cristalina p1 con sustrato 2
para Pseudomonas stutzeri.

ClgniE_: Se trata de una estructura cristalina de Oxido nitroso reductasa de
Pseudomonas nautica, 2 a una resolucion de 2.4A.

ClfwxB _: Identificada como estructura cristalina de 6xido nitroso reductasa de P.
desnitrificans.

En todos los casos la identidad se presenté con una oxidoreductasa con una confianza
en los cinco hits de un 100%, indicando una elevada homologia entre la secuencia
aportada frente a los resultados propuestos.

A nivel de identidad, los valores también fueron elevados con un porcentaje que oscilo
entre un 71 y un 59%, siendo unos valores considerablemente aceptables.
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El modelo obtenido tuvo una confianza del 100% y una cobertura sobre el modelo del
92%, sobre el total de 589 residuos.

Top model

Model (left) based on template c2iwkB_

Top template information
PDB header:oxidoreductase
Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;
PDBTitle: inhibitor-bound form of nitrous oxide reductase from2
achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution

Confidence and coverage
Confidence: 100.0% Coverage:

589 residues ( 92% of your sequence) have been modelled with
100.0% confidence by the single highest scoring template.
Interactive 3D view in JSmol

For other options to view your downloaded structure offline see the
FAQ

Image coloured by rainbow N = C terminus

Model dimensions X:65.381 ¥:93.702
(A): Z:59.800

Figura 27: Resumen del mejor modelo para Pelagimonas varians

En el caso de Algoriphagus lacus y una vez realizado el analisis, el programa devolvio
varios templates:

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;

PDBTitle: inhibitor-bound form of nitrous oxide reductase from2
achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution

| e | o || S8 1 e

PDB header:oxidoreductase
Chain: A: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
PDBTItle: shewanella denitrificans nitrous oxide reductase, app

2 Alignment 54 forn

PDB header:oxidoreductase
Chain: F: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
—_— p PDBTItle: pseudomonas stutzeri nitrous oxide reductase, pl
3 - Alignment s T crystal form with2 substrate

PH o ivestigaor

PDB header:oxidoreductase

Chain: E: PDB Molecule:nitrous-oxide reductase;
PDBTitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from
pseudomonas nautica,2 at 2.4a resolution

PRI o ivestgaior

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;
PDBTitle: crystal structure of nitrous oxide reductase from p.
denitrificans.

claniE_

PR, i vestguor

Figura 28: Resumen de los cinco primeros templates obtenidos para Algoriphagus lacus

C2iwkB_: Se trata de una forma unida al inhibidor de 6xido nitroso reductasa de 2
cicloclastos de Achromobacter con una resolucion de 1,7 angstrom.

C5i5iA _: Identificada como una 6xido reductasa de Shewanella denitrificans.

C3ssbrF_: Se trata de una 6xido nitroso reductasa, forma cristalina pl con sustrato 2
para Pseudomonas stutzeri.
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ClgniE_: Se trata de una estructura cristalina de Oxido nitroso reductasa de
Pseudomonas nautica, 2 a una resolucion de 2.4A.

ClfwxB_: Identificada como estructura cristalina de 6xido nitroso reductasa de P.
desnitrificans.

En todos los casos la identidad se presenté con una oxidoreductasa con una confianza
en los cinco hits de un 100%, indicando una elevada homologia entre la secuencia
aportada frente a los resultados propuestos.

A nivel de identidad, los valores también fueron elevados con un porcentaje que oscild
entre un 73 y un 59%, siendo unos valores considerablemente aceptables.

El modelo obtenido tuvo una confianza del 100% y una cobertura sobre el modelo del
92%, sobre el total de 589 residuos.

Top model

Model (left) based on template c2iwkB _

PDB header:oxidoreductase

Chain: B: PDB Molecule:nitrous oxide reductase;

PDBTitle: inhibitor-bound form of nitrous oxide reductase from2
achromobacter cycloclastes at 1.7 angstrom resolution

Confidence and coverage
Confidence: 100.0% Coverage:

589 residues ( 92% of your sequence) have been modelled with
100.0% confidence by the single highest scoring template.
Interactive 3D view in JSmol

For other options to view your downloaded structure offline see the
FAQ

Image coloured by rainbow N — C terminus

Model dimensions X:65.381 ¥:93.702
(R): Z:59.800

Figura 29: Resumen del mejor modelo para Algoriphagus lacus
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Se procedio a la revision mediante la opcion Run investigator del primer resultado para
ambas especies tanto para los analisis de calidad como de funcion.

En el caso de Pelagimona varians se obtuvieron los siguiente resultados gréaficos para
los analisis de calidad:

[ Good | Good
|
IBad IBad
a) ProQ2 gquality assesment b) Clashes
lBad
| Good IBad
Allowed
| Good
c) Rotamers d) Ramachandran analysis
iGood [ Disorder
|
fBad forder
e) Alignment confidence f) Disorder

Figura 30: Resultados andlisis de calidad para Pelagimona varians
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En el caso de los analisis de funcién se obtuvieron los siguientes resultados gréaficos:

Relative
Conservation
B High
[l Interface
INcn-
interface
|
B Low
a) Conservation b) ProtinDB Interface
|l Interface IBad
I“"”’ Allowed
interface
| Good
c) PI-Site Interface d) Pocket detection
Mutation /‘ o f.‘
sensitivity : P—
mﬁsz&gw
SN 19 Y .
i “’L‘Y‘\’\{ e
M Low & >

e) Mutational sensitivity
Figura 31: Resultados de andlisis de funcion para Pelagimona varians
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En el caso de Algoriphagus lacus se obtuvieron los siguientes resultados gréficos para
los analisis de calidad:

I Good I Good
|
IBad IBad
a) ProQ2 guality assesment b) Clashes
Bad
lBad Allowed
IGcod IGcod

fGood
[Bad forder
e) Alignment confidence f) Disorder

Figura 32: Resultados de andlisis de calidad para Algoriphagus lacus
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En el caso de los analisis de funcién se obtuvieron los siguientes resultados gréaficos:

Relative
Conservation

|l Interface

Non-
interface

[l Interface Largest
Non- pocket
interface

|l Pocket

c) PI-Site Interface

Mutation
sensitivity

[l High

e) Mutational sensitivity
Figura 33: Resultados de andlisis de funcion para Algoriphagus lacus

En general y en ambos casos observamos que la estructura es de tipo globular.
Contiene dos dominios, un dominio de hélice B de siete palas N-terminal. Atendiendo a
la literatura la proteina se produce en forma apo y esta desprovista de cobre (33).
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6. Discusion

Los resultados obtenidos a partir de la interrogacion de una base de datos publica,
unida al proceso de filtrado y adecuacion de la informacion han permitido realizar una
aproximacion al tratamiento de un gran volumen de datos. Esto ha permitido al
investigador poder hacer interrogaciones a las bases de datos de manera acertada,
pudiendo recuperar mayor cantidad de informacion que mediante la busqueda
combinada de argumentos para el filtrado de especies mediante el uso de
navegadores web.

Mediante el uso de las herramientas empleadas en la investigacion en comparacion a
la busqueda mediante navegadores web también ha permitido una ventaja importante,
dado que la informacion existente en las bases de datos no estd suficientemente
adecuada, lo que provoca la aparicibn de numerosa informacion contaminante que
resulta compleja de manipular mediante las opciones de un navegador.

Si bien el proceso de filtrado de la informacién se considera que tiene puntos de
mejora, la obtencion mediante un proceso con pocos pasos de identificadores Gnicos
gue captan una parte significativa de los datos disponibles permite una menor
necesidad de inversion en la revision de grandes listados con duplicidades asi como
anotaciones incorporadas que son una fuente de ruido en las interrogaciones a la
informacion contenida en los servidores.

Una limitacién detectada ha residido en el acceso a la informacion incorporada entre
nucledtidos y aminoacidos. El intento inicial por realizar el estudio partiendo en la
descarga de informacion en forma de nucleétidos, y la recuperacién posterior en
aminoacidos no resulté exitosa. Por lo que la alternativa de iniciar la investigacion
sobre secuencias de aminoacidos y posteriormente la recuperacion de las secuencias
de nucledtidos asociada, se considera que ha sido una ventaja en el desarrollo del
procedimiento en el tratamiento de los datos.

La posibilidad de controlar el flujo de informacion y repetir los procesos intermedios
pudiendo comparar listas manejables se considera como un punto fuerte del proceso,
el cual permite valorar la informacién generada en cada paso y la valoracién en el
cambio de la parametrizacion.

La topologia obtenida a partir de secuencias de aminoacidos ha sido semejante a la de
(29), con la diferencia del nivel de agrupacion presentado. El presente estudio busco la
originalidad de recuperar el maximo nimero de especies existentes en una base de
datos publica frente a (29), quienes utilizaron los datos de Sanford et al. (34).

Como contrapartida, la topologia obtenida a nivel de secuencias de nucleétidos se
encontrd con un resultado, pese a tener menor niUmero de secuencias, la existencia de
un fenbmeno de atraccibn de ramas largas. Este fendmeno requeriria evaluar
diferentes paradigmas analiticos que escapan al alcance del presente trabajo, entre
ellos la repeticion de los andlisis con un conocimiento mas profundo de los taxa, de
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manera que se pudiesen seleccionar aquellos que no tuviesen una controversia en su
composicion filogenética.

Las predicciones en el perfil de la proteina empleando un representante del clado |y
del clado Il como han sido Pelagimona varians y Algoriphagus lacus, en general han
mostrado una aproximacion aceptable a nivel de identificacion general de la estructura,
con resultados que se ajustaron a los modelos existentes en Phyre2.

Teniendo en cuenta que el esfuerzo en establecer estas bases de datos tan ajustadas,
limitan la cantidad de perfiles incluidos en la misma, se considera que pese a no
aportar resultados significativamente discrepantes entre cada uno de los clados, si que
se acepta que el resultado es coherente en ambos casos.

Como consecuencia del hecho de disponer de una base de datos mas reducida, los
valores del andlisis de funcion mostraron que los perfiles posiblemente requiriesen de
aproximaciones a su estructura mediante técnicas analiticas y diferente aproximacion
bioinformatica, como la obtencion de la estructura cristalina de la proteina en las
especies no conocidas y su analisis mediante resonancia magnético nuclear y el
andlisis de los resultados mediante algoritmos de prediccidén especificos.

El futuro de los perfiles de proteinas requiere un esfuerzo intenso, dada la diferencia
en ordenes de magnitud entre estructuras de proteinas resueltas frene al nUmero de
proteinas existentes en las bases de datos. Este hecho aporta la necesidad de
continuar realizando a futuro un mayor esfuerzo y dedicacién en un trabajo de
investigacion basica para incrementar el nivel de conocimiento necesario como punto
de partida para su empleo en investigacion tanto basica como aplicada.
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7. Conclusiones

Los resultados de este proyecto son un refuerzo de estudios previos que hacen un
andlisis sobre la distribucion de este gen a nivel filogenético, con la aportacion de
disponer de una informacion actualizada y reproducible mediante el uso de
herramientas en terminal. Hay que tener en cuenta que estos resultados no son
definitivos y se considera que tiene margen de mejora, dado que el nivel de
informacion existente y que debiera ser revisado es elevado. No obstante y con todas
las limitaciones, las topologias obtenidas son suficientemente consistentes.

La practica totalidad de los objetivos planteados en la planificacion del proyecto se han
alcanzado, salvo el desarrollo de un script con mayor alcance y que pudiese aglutinar
parte de las tareas realizadas en bash y mediante el uso de scripts propios y
generados en lenguajes Perl y Python.

Se puede recomendar el uso de la informacion generada y del cédigo, para integrar en
un pipeline mas completo que pueda materializar de manera mas automatizada los
procesos ejecutados secuencialmente por separado. Ya que si bien se ha conseguido
un distanciamiento bastante efectivo frente al uso de herramientas en web browser, un
conocimiento sobre el gen de estudio y sobre aspectos identificables por la experiencia
de los investigadores puede suponer una diferencia importante en la supervision de los
procesos. Todo esto podria reducir la tarea del investigador frente a una interpretacion
mejorada del lenguaje utilizado en las anotaciones existentes en las bases de datos
publicas.
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Glosario

Alineamiento: representacion y comparacion de dos o mas cadenas de ADN,
ARN, estructuras primarias de proteinas donde se evidencian zonas de
similitud en un formato de matriz.

Bayesian inference: método de inferencia estadistica basada en el teorema
de Bayes para actualizar de manera dinamica la probabilidad de una hipoétesis
€n un proceso iterativo.

Clado: conjunto de ramificaciones obtenidas a partir de un corte en un arbol
filogenético.

Filogenia: Relacion de parentesco entre especies o taxones a partir de su
ADN, ARN u otros datos biolégicos de interés.

Gap: espacio o intervalo que rompe con la continuidad.

GUI: acronimo del inglés para definir la interfaz gréafica del usuario (Graphical
User Interface) y separarlo de la interaccion mediante lineas de comandos.
HPC: acrénimo de High Performing Computing. Se refiere a la practica de
agregar potencia de computacibn de manera que permita ofrecer un
rendimiento mas alto para resolver problemas en andlisis de datos en
diferentes ambitos.

Maximum likelyhood (ML): método de estimacion de parametros de una
distribucion de probabilidad que busca maximizar la verosimilitud asumiendo
gue el modelo de los datos observados es el mas probable. En este caso
pretende encontrar la topologia del arbol que confiera la mayor probabilidad a
las caracteristicas de las especies.

Markov chain Monte Carlo: método estadistico que comprenden una serie de
algoritmos para el muestreo de una distribucién de probabilidad.

Modelo evolutivo: algoritmo computacional que permite reconstruir un arbol
filogenético que represente una hipétesis evolutiva a partir de la informacion
aportada.

Run: Cada uno de los arboles filogenéticos independientes de partida, que se
ejecutaran independientemente en mrBayes, y sobre los que se evaluaran sus
resultados para identificar la convergencia en sus parametros en la topologia
final.

Script: lista de comandos que ejecuta un determinado programa o motor de
secuencias de comandos.

Topologia: Diagraman que representa las relaciones evolutivas entre
organismos obtenidas en los analisis filogenéticos. Se trata de hipotesis que
intentan reflejar la evolucién de especies a partir de ancestros comunes.

Seifal filogenética: evaluacion de la potencial existencia de direccion vy
cambios evolutivos en un conjunto de secuencias alineadas.
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10. Anexos

Anexo 1.

Documento en formato hoja de calculo con las tablas generadas con los
identificadores de las especies utilizadas a nivel de aminoacidos, nucleétidos y la
taxonomia asociada a las especies utilizadas.

Anexo 2.

Cadigo de scritps utilizados en la realizacion de la primera parte del TFM
nt_download.py

import glob

import 0s

import shutil

import pathlib

import wget

from contextlib import redirect_stdout

from alive_progress import alive_bar

a_file = open("secuencias_nt_a_descargar.txt ",'r")

lines = a_file.readlines()
for line in lines:

|_split = line.split(" ")

if '+ in |_split:

print(os.system("wget
\'https://mww.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=nucleotide&id="+|_split[0]+"
&seq_start="+l_split[1]+"&seq_stop="+l_split[2]+"&rettype=Ffasta&retmode=text\' -0
/dev/stdout | tee -a nucleotidos_forward.fasta™))

else:
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print(os.system"wget
\'https://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=nucleotide&id="+l_split[O]+"
&seq_start="+l_split[1]+"&seq_stop="+|_split[2]+"&rettype=fasta&retmode=text\' -0

/dev/stdout | tee -a nucleotidos_reverse.fasta"))

a_file.close()
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reverse_complement.py

import sys

inFile = open(sys.argv[1],'r")

nuc =
{AYT, T AGC,CVG KM M YKRYY YRS W, W W' 'B' V', V' 'B''H'G',' D"
C,'X"N','N"'N'}

def revComp(seq):
rev="
for iin range(len(seq) - 1,-1,-1):

rev += nuc[seq[i]]

return rev

for line in inFile:
if line[0] == ">":
if header ="
print (header)

print (revComp(seq.upper()))

header = line.strip()
seq="
else:

seq += line.strip()




print (header)

print (revComp(seq.upper()))

infile.close()

mergeZ2files.py

import shutil
with open('secuencias_nt.fasta’,'wb') as wfd:
for f in [forward.fasta’, forward2.fasta’,'manual.fasta]:

with open(f,'rb") as fd:

shutil.copyfileobj(fd, wfd)

aligner.py

#Run clustalw and parse the output.

import sys

import subprocess

from Bio.Align.Applications import ClustalwCommandline

from Bio import AligniO

from Bio.Align import Aligninfo

f to_parse= input("Let's start! \nPlease type the file to parse: ")

f output = "aligned "+f to_parse
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cline = ClustalwCommandline(infile=f_to_parse, outfile=f_output)

return_code = subprocess.call(str(cline), shell=(sys.platform != "ubuntu"))

assert return_code == 0, "Calling ClustalWw failed"

alignment = AlignlO.read(f_output, "clustal”)

print(alignment)

fasta2phylip.py

import 0s
import argparse
from Bio import AligniO

import sys

name = os.path.basename(sys.argv[(])

parser=argparse.ArgumentParser(description="Converts alignments in FastaFormat to
(strict & interleaved; relaxed & interleaved if '-r' is set) phylip format. Will raise error if
alignments contain dots (\".\"), so replace those with dashes (\"-\") beforehand (e.g.
using sed)")

parser.add_argument(-i','--input’, action = "store", dest = "input", required = , help
= "(aligned) input fasta")

parser.add_argument('-o','--output’, action = "store", dest = "output", help = "Output
filename (default = <Input-file>.phylip")

parser.add_argument('-r','--relaxed’, action = "store_true", dest = "relaxed", default =
, help = "output in \"relaxed\" phylip format. (default = False --> Output is strict

phylip*)

args=parser.parse_args()




If not args.output:
args.output = args.input + “.phylip"
def main():
infile = open(args.input, "r")
outfile = open(args.output, "w"
alignments = AlignlO.parse(infile, "fasta”)

if args.relaxed:

AlignlO.write(alignments, outfile, "phylip-relaxed™)

AlignlO.write(alignments, outfile, "phylip")
infile.close()
outfile.close()

sys.stderr.write("\nfinished\n")

taxonomy.py

import cs

from ete3 import NCBITaxa

ncbhbi = NCBITaxa ()

def get desired ranks(taxid, desired ranks):

lineage = ncbi.get lineage (taxid)

names = ncbi.get taxid translator (lineage)

lineage2ranks = ncbi.get rank (names)

ranks2lineage = dict((rank,taxid) for (taxid, rank) in
lineage2ranks.items ())

return{'{} id'.format (rank): ranks2lineage.get (rank,
'<not present>') for rank in desired ranks}

def main(taxids, desired ranks, path):

with open (path, 'w') as csvfile:




fieldnames ['{} id'.format (rank) for rank in
desired ranks]
writer = csv.DictWriter (csvfile, delimiter="\t',
fieldnames=fieldnames)
writer.writeheader ()
for taxid in taxids:
writer.writerow (get desired ranks(taxid,

desired ranks))

if name == ' main ':

taxids = [<listado de numero de especie>]
desired ranks = ['kingdom', 'phylum', 'class', 'order',
'family', 'genus', 'species']
results = list ()
for taxid in taxids:
results.append (list ())
results[-1] .append(str (taxid))
ranks = get desired ranks(taxid, desired ranks)
for key, rank in ranks.items|() :
if rank != '<not present>':

results|[-

1] .append(list(ncbi.get taxid translator ([rank]) .values()) [0]
)

else:

results[-1] .append(rank)

header = ['Original query taxid']
header.extend (desired ranks)
print ("\t'.join (header))

for result in results:

print ("\t'.join (result))
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