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Introduccion.

El mundo se enfrenta actualmente a una grave crisis energética. Por un lado las fuentes
accesibles de petrdleo y otros recursos fosiles se estan lenta pero continuamente empobreciendo. Por el
otro, la demanda de recursos fosiles esta aumentando debido a la industrializacion mundial, en
particular, los paises con grandes poblaciones como China e India. Estas necesidades estan creando
gran expectacion sobre las energias renovables. Los macroproyectos de investigacion que estan
financiando Europa, Estados Unidos o Japon, asi como compaiiias estratégicas del sector energético,
ilustran las necesidades ante las cuales nos encontraremos en un futuro cercano. Los triglicéridos como
otros acidos grasos de valor afiadido, como los aceites Omega 3, se encuentran entre las sustancias mas
interesantes para la produccion de energia, fertilizantes o complementos alimenticios. Un ejemplo
destacado es el metanol que se esta utilizando actualmente en la produccion de biodiesel. El biodiesel
es producido a partir de metanol sintético de la industria quimica y a partir de triglicéridos (TG) por
transesterificacion quimica. El biodiesel y el bioetanol constituyen en la actualidad alrededor del 90%

del mercado de los biocombustibles.

Actualmente los TG se obtiene a partir de productos agroalimentarios. Esto produce una
dicotomia, por una parte la produccion de combustibles a partir de fuentes renovables deberia de paliar
la dependencia de los combustibles fosiles, pero la gran demanda de biocombustibles genera
perturbaciones en los mercados alimenticios. En este momento la agricultura mundial no puede
sustentar la demanda alimenticia y energética al mismo tiempo. La obtencion de TGs a partir del
reciclaje de aceites de uso alimenticio (especialmente los aceites usados para freir) es insignificante
frente a las cantidades obtenidas en los campos y mas aun frente a las necesidades mundiales. Los
principales cultivos para la produccion de TGs son de colza en Europa, arboles de palma aceitera en el

sudeste de Asia, y Soja en América del Norte.

La biotecnologia nos abre una puerta hacia una posible solucion. En la naturaleza podemos



encontrar diversos microorganismos capaces de sintetizar y almacenar triglicéridos. De esta forma
podriamos utilizar las caracteristicas especiales de algunos microorganismos capaces de crecer en
condiciones especiales. Asi podriamos no solo producir TGs, sino, aprovechar excedentes industriales
tales como los sueros lacticos procedentes de la industria lechera o la xylosa proveniente de la
industria papelera. La idea es sencilla, no solo producir TGs, sino también reciclar productos que

actualmente se consideran vertidos contaminantes.

1. Biosintesis, acumulacion y metabolizacion de triglicéridos en Rhodococcus

De entre estos microorganismo destacan los del genero Rhodococcus [1]. Los miembros del
género Rhodococcus son bacterias aerobias que son comunes en muchos nichos ambientales como
suelos y agua de mar. También como agentes patdgenos de mamiferos y plantas. Una caracteristica
notable es son capaces de crecer en nichos ambientales sorprendentemente diversos y pueden degradar
numerosos contaminantes toxicos. Taxonomicamente, el rhodococci pertenecer a la agrupacion mas
amplia de actinomicetos. Se diferencian de otros actinomicetos debido a la presencia de acidos
micolicos en sus paredes celulares y pertenecen al grupo diverso llamado Mycolata. Todos los
rhodococci investigados hasta la fecha parecen tener genomas grandes y complejos, que reflejan su
diversidad catabdlica. Hay una evidencia creciente en los andlisis bioquimicos y la secuenciacion del
genoma, que hay multiples vias y genes homodlogos dentro de muchas cepas, lo que indica Ila
versatilidad del género Rhodococcus. A este respecto muchos de ellos también poseen una variedad de
grandes plasmidos lineales y pequefos pldsmidos circulares que contribuyen también a explicar el
inmenso repertorio de las capacidades catabolicas. También parece tener la capacidad de adaptarse
facilmente para degradar muchos sustratos cuando se le presenta un nuevo reto catabdlico, sin
embargo, los mecanismos genéticos moleculares subyacentes a la flexibilidad del genoma de

Rhodococcus aun no se han dilucidado.

Una caracteristica notable es la presencia de plasmidos lineales muy grandes en muchas de las
cepas aisladas. Edemas es contienen un sistema que promueve la alta frecuencia de recombinacion
ilegitima y la presencia de transposones (aunque se han identificado un pequefio niimero de secuencias
de insercidn). Ocurren eventos de recombinacion que pueden servir para promover la incorporacion de

ADN en el genoma, sin la ayuda de elementos genéticos moviles.

Los miembros del género Rhodococcus son especialistas en la acumulacion de triglicéridos
(TGs) [2]. Algunos de ellos pueden ser considerados microorganismos oleaginosos, ya que son capaces
de producir cantidades significativas de los lipidos en determinadas condiciones. La biosintesis y
acumulacion de TGs por los miembros de Rhodococcus y otros actinomicetos parece ser un proceso

relacionado con la fase estacionaria de crecimiento o como una respuesta al estrés.
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FIGURA 1: Arbol filogenético de los miembros cercanos del genero Rhodococcus. Arbol
construido a partir del RNA ribosomal 16S. Se alinearon las secuencias con Muscle [3]
para posteriormente reconstruir el drbol con el software FastTree [4]

La estructura quimica de los TG de rhodococcal puede ser controlada por la composicion de la
fuente de carbono utilizada. Se ha observado que miembros del genero Rhodococcus y géneros afines
son capaces de biosintetizar y acumular TG con componentes inusuales, tales como los 4cidos grasos
aromaticos e isoprenoides. La baja especificidad de la ester sintetasa de ceras/diacilglicerol
acetiltransferasa (WS/DGAT), las enzimas que catalizan la biosintesis de TG en procariotas, pueden
contribuir a la alta variabilidad de la composicion de TG. La presencia de genes que codifican para
WS/DGAT es muy redundante en los genomas rhodococcal. El enriquecimiento de los genes y las
enzimas implicadas en el metabolismo de TG en los rhodococci sugiere el importante papel de estos

lipidos en la fisiologia de estos microorganismos.
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FIGURA 2: Reacciones de biosintesis de los triglicéridos (TGs) y de las Ceras
(WS) mediante las enzimas WS/DGAT.



Se estipula que la ruta mas probable para la biosintesis de TG es un proceso secuencial de
reacciones dependientes de Acyl-CoA llamada ruta de Kennedy. Esta ruta esta descrita para levaduras y
plantas. Esta ruta esta muy bien estudiada en eucariotas pero aun hay incognitas sin resolver en los
organismos procariotas. La ruta metabdlica consiste en la acilacion secuencial de las posiciones sn-1,
2 de glicerol-3-fosfato, lo que resulta en la formacion de acido fosfatidico. La eliminacion del grupo
fosfato catalizada por la enzima fosfatasa acido-fosfatidico se produce antes de la etapa final de
acilacion. En la tercera reaccion de acilacion, un residuo acil es transferido a la plaza vacante de
diacilglicerol, que es el ultimo paso de la biosintesis de TG. Las tres reacciones son catalizadas por
aciltransferasas diferentes. Las especificidades de las diferentes aciltransferasas determinan Ia
distribucion de los diversos grupos acilo de los grupos hidroxilo de la espina dorsal del glicerol y, por
tanto, la composicion final de acilos en los TG biosintetizados. El acido fosfatidico y el diacilglicerol
generado en la ruta de Kennedy también se utilizan para la sintesis de fosfolipidos que ocurren en las
membranas. Por lo tanto, el tercer paso de acilacion de la espina dorsal del glicerol es la tnica reaccion
enzimatica para la biosintesis de TG. Esta reaccion es catalizada por una enzima diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT). Kalscheuer y Steinb [5] identificaron la primera DGAT procariotas en
Acinetobacter baylyi ADP1, que exhiben simultdneamente actividades DGAT vy acil-
CoA:aciltransferasa de alcoholes grasos (sintasa éster de cera, WS). La cepa ADP1 acumula
principalmente ésteres de cera y TGs como componentes menores, con proporciones de hasta 6,9% y
el 1,4% del peso seco celular, respectivamente. Curiosamente, las WS/DGAT de 4. baylyi ADP1
representa una nueva clase de enzima de sintesis de TGs, que no presenta similitud de secuencia con

cualquier aciltransferasa eucariota conocida [5].

En las proteinas WS/DGAT de la cepa ADP1 y de otras cepas cercanas, podemos encontrar un
motivo HHxxxDG altamente conservado. Este motivo puede ser el responsable de la actividad
catalitica en la formacion del cuerpo centrar de esteres de los TGs. Mas tarde, se describieron varios
WS/DGATs en bacterias capaces de almacenar ceras y TGs. Como podemos observar en el arbol
filogenético, mientras que en las bacterias Gram-negativas solo encontramos unos pocos WS/DGATs
capaces de producir ceras y TG, en los actinomicetos, como los géneros Mycobacterium, Nocardia y

Rhodococcus encontramos una gran redundancia de estas enzimas.
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FIGURA 3: Arbol Filogenético de las WS/DGAT homologas. Se alinearon las secuencias con Muscle[3] y
se reconstruyo el arbol mediante mdaxima verosimilitud con el programa FastTree[4].

Rhodococcus jostii RHA1 es capaz de acumular grandes cantidades de TG, ademas de
compuestos de almacenamiento, tales como los PHA, glucogeno y polifosfatos [6]. Esta cepa posee
todos los genes necesarios y enzimas para la biosintesis de TG a través de la ruta de Kennedy, como
ocurren en el genoma de R. opacus By R. erythropolis PR4 y SK121 . Un analisis bioinformatico del
genoma identifico 14 genes que codifican posibles enzimas WS/DGAT que participan en la biosintesis
de TG y ceras. Un total de 54 genes que codifican para posibles enzimas lipasas y enzimas esterasas,
posiblemente implicados en la degradacion de los TGs y ceras. Tres conjuntos de genes que codifican
las PHA-sintetasas y PHA-despolimerasas. Seis genes que codifican las enzimas clave del
metabolismo del glucdégeno, un gen que codifica para una posible polifosfato quinasa, y tres
hipotéticos genes exopolifosfatasa posiblemente implicados en la biosintesis y la degradacion de

polifosfato [6]. Uno de estos WS/DGATs contiene el hipotético motivo sitio-activo de WS/DGATs



(HHxxxDG), mientras que en atf4, atf10 y atfl4, la segunda histidina del motivo se sustituye por
lisina, serina y prolina, respectivamente. Algunos genes atf se encuentran en el cromosoma RHAI,

mientras que atf12, atf13 y atf14 se encuentran en el plasmido pRHL1.
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FIGURA 4: Ruta de sintesis de los TGs. En el diagrama se muestran los genes codificantes de las
hipotéticas proteinas de la ruta de Kennedy en el genoma de Rhodococcus jostii RHAL.[1]

La biosintesis de los TG requiere una red metabdlica eficiente, capaz de producir
los precursores y la energia necesaria para las reacciones especificas. En general, el metabolismo
central de rhodococci posee una gran flexibilidad y diversidad de reacciones metabolicas, utiliza la
energia necesaria para el proceso de biosintesis de los TGs en determinadas condiciones a partir de una
diversidad de fuentes de carbono. Las vias del metabolismo central rhodococcal son capaces de
convertir de manera eficiente diversas fuentes de carbono a los intermediarios metabodlicos claves,
como el piruvato, acetil-CoA y glicerol-3-fosfato, el poder reductor necesario que es requerido por las
vias de biosintesis de lipidos y para producir la energia necesaria en forma de ATP. Sin embargo,
muchas bacterias que no son capaces de acumular TGs también son capaces de producir estos
intermediarios metabdlicos, el poder reductor y el ATP. Por lo tanto, un microorganismo oleaginoso
también debe ser capaz de mantener un flujo de carbono hacia las vias de alta produccién de lipidos.
Dado que la acumulacion de TGs es un proceso que necesita una gran cantidad de carbono y energia, la
células de rhodococcal son capaces de detener el crecimiento celular y la replicacion y cambiar su
metabolismo y flujo de carbono a la via de la biosintesis de lipidos. Estos cambios en el metabolismo

celular depende de los estimulos del ambiente, como se menciono6 anteriormente.



Diversas vias pueden contribuir a la produccion del reservorio de acetil-CoA en rhodococci. La
conversion de la acetil-CoA a partir del piruvato derivado de la glicolisis podria ser la principal via de
flujo de carbono para la biosintesis de acidos grasos. El intermediario acetil-CoA podria producirse
por la reaccion catalizada por la enzima citrato liasa. La citrato liasa, que convierte el acido citrico en
acetil-CoA y oxalacetato, es una de las enzimas clave del ciclo de Krebs reductivo. La presencia de
citrato liasa y la sintasa 2-oxoglutarato en las bases de datos del genoma de R. jostii RHA1 y R. opacus
B4 sugiere que estos microorganismos son capaces de conducir el ciclo del TCA en el sentido
reductivo. Esto permite al metabolismo la incorporaciéon de CO2 para la sintesis de productos
intermedios, que pueden alimentar las vias de biosintesis de lipidos en condiciones restrictivas. Por
otra parte, el acetato libre podria ser activado a acetil-CoA mediante una acetil-CoA-sintetasa en una
reaccion dependiente de ATP. Esta enzima, junto con la acetato quinasa y la fosfo-transacetilasa, que
fueron detectadas en el genoma de R. jostii RHA1 y R. opacus B4, pueden estar implicadas en el
mantenimiento del reservorio intracelular del acetil-CoA y acetil-P en estos microorganismos. El otro
metabolito intermediario necesario para la biosintesis de acidos grasos en las células de rhodococci es

el propionil-CoA, que generalmente se utiliza para la sintesis de los acidos grasos impares.

La sintesis de acidos grasos requiere cantidades estequiométricas de ATP, acetil-CoA, NADH y
NADPH para cada adicion de C2 en las reacciones catalizadas por la acetil-CoA carboxilasa y sintetasa
de &cidos grasos. El ATP necesario puede ser generado, a nivel de sustrato, por la fosforilaciéon en
rhodococci a través de la glicdlisis, entre otras posibles reacciones de generacion de ATP. La fuente de
poder reductor para la biosintesis de acidos grasos en rhodococci en realidad no se conoce, aunque la
via de las pentosas fosfato podria ser una posible fuente de NADPH. La enzima malica podria estar
implicada en la generacion de NADPH en fuentes de carbono, que probablemente tienen un bajo flujo

a través de la via de las pentosas fosfato.

Los motivos por los cuales los organismos procariotas acumulan ceras y TGs han incitado
numerosos estudios. Son varias las utilidades que les pueden dar las células entre las cuales se
encuentran la reserva de energia y carbono, fuente para los precursores de las membranas y el
desarrollo celular, para la detoxificacion de los acidos grasos libres o como elemento de control en el

balance del metabolismo central.

La acumulacién de cantidades significativas de TGs por rhodococci es un proceso que exige
grandes cantidades de carbono y energia, que compite con el crecimiento celular. Por lo tanto, la
aparicion de compuestos de almacenamiento, en los microorganismos que habitan en ambientes pobres
en energia debe ser una caracteristica importante de su fisiologia. Se sabe que los TGs son un excelente
material de reserva debido a sus propiedades extremadamente hidrofobica, lo que permite su

acumulacion en grandes cantidades en las células sin necesidad de cambiar la osmolaridad del



citoplasma. Ademas, la oxidacion de los TG produce el maximo rendimiento de la energia en
comparacion con los compuestos de almacenamiento, tales como hidratos de carbono y PHA, ya que
los atomos de carbono de los restos acilo de los TG estan en su forma mas reducida. La represion del
metabolismo en condiciones desfavorables para el crecimiento permite una lenta utilizacion de los
lipidos almacenados, que pueden movilizarse de forma programada. La energia obtenida por la lenta
movilizacién de los TG almacenados puede ser util en los procesos bioquimicos y mecanismos
fisioldgicos ante la necesidad de adaptacion al medio. Este proceso puede proporcionar a las células de
autonomia energética y una independencia temporal del medio ambiente y contribuir para la

supervivencia celular cuando no tienen acceso a los recursos energéticos.

Por otra parte, los TG pueden servir como precursores para la biosintesis de acidos micoélicos
por parte de algunos actinomicetos que producen estos acidos, cuando crecen en medios estresantes.
Los acidos micolicos son acidos grasos de cadena larga producidos por el alargamiento de los acidos
grasos normales, que son componentes clave para la integridad y la funciéon de la membrana celular.
Se ha observado que, en condiciones de desecacion, no aparecen diferencias significativas en la
membrana de R. opacus PD630 por lo que la adaptacion de su fluidez y la permeabilidad puede ser el
resultado de la variacion del contenido de lipidos en respuesta al estrés hidrico [2]. Este suceso parece
estar balanceado por la concentracion de acidos micolicos. Dado que los acidos micdlicos son
producidos por el alargamiento de los acidos grasos por el tipo II de la sintasa de 4acidos grasos (FAS
IT), se ha estudio el efecto de la isoniazida, que es un inhibidor del sistema FAS II, sobre la
supervivencia en estrés hidrico. Los resultados sugieren que el recambio de acidos micdlicos con los
acidos grasos preformados contenidos en los TGs contribuye a la adaptacion de la envoltura celular
bajo condiciones de escasez de agua en R. opacus PD630 [7]. Los TGs también pueden desempenar un
papel en la regulacion de la composicion de acidos grasos de los lipidos de membrana, con el fin de
adaptar su fluidez. Ademas, los TGs pueden servir como donantes de acidos grasos para la biosintesis

de fosfolipidos en condiciones nutricionales desfavorables.

Existen estudios que sugieren que los TGs sirven como aceptores acidos grasos inusuales, que
de otro modo perturbarian la fluidez de la membrana durante la degradacion de hidrocarburos en
condiciones que normalmente se producen en el medio ambiente [8][9][2]. Asi, las especies de
Rhodococcus y actinomicetos cercanos, parecen poseer mecanismos metabolicos que permiten a las
c¢lulas mantener las condiciones fisiologicas de la membrana citoplasmatica durante la degradacion de

hidrocarburos en medios de cultivo limitantes.

La biosintesis de TGs por rhodococci también puede ser un mecanismo para equilibrar el
metabolismo central frente a un eventual exceso de intermediarios, tales como la acetil-CoA reductasa,

o el poder reductor, en condiciones fluctuantes que con frecuencia que se producen en entornos



naturales. Algunos estudios previos revelan que la limitacion de oxigeno promueve la acumulacion de
TGs por los miembros de Mycobacterium y los géneros Rhodococcus [10]. Cuando los receptores
terminales de electrones no tienen el suministro suficiente durante el cultivo de células en condiciones
de ventilacion limitada, los TGs pueden servir como sumidero de equivalentes de reduccion. Bajo
condiciones limitantes de oxigeno, el exceso de poder reductor puede inhibir algunas enzimas clave del
metabolismo central en las células. La biosintesis de los 4cidos grasos para la produccion de TGs, que
consume nucleétidos reducidos de pirimidina, puede evitar su acumulacion en las células. Por lo tanto,
la biosintesis de TGs permite a las células equilibrar su metabolismo de acuerdo a los cambios de las

condiciones ambientales [2].
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FIGURA 5: Esquema de las funciones fisiologicas de los TGs (TAG) en organismos capaces
de producir y almacenar triglicéridos y ceras [1].

Existen evidencias de que los TGs pueden servir como fuente de productos intermedios para la
sintesis de compuestos que no son esenciales para el crecimiento, sino para la supervivencia de las
células en el medio ambiente. Algunos autores han demostrado que los TGs actiian como fuente de
carbono para la biosintesis de antibidticos a partir de la acetil-CoA reductasa o precursores de la
malonil-CoA reductasa, como ha sido descrito en cepas de Streptomyces [11]. Se desconoce si este
proceso también se produce en los rhodococci productores de antibidticos. Por otra parte, los TGs

pueden servir como una fuente de intermediarios para la biosintesis los polimeros extracelulares (EPS)



que se produce como respuesta a diversas condiciones de estrés, tales como la desecacion, en los
miembros de Rhodococcus. Se ha reportado que opacus R. PD630 es capaz de acumular
progresivamente EPS en la superficie de las células durante la incubacién en condiciones de
desecacion[7]. Dado que la biosintesis de polisacaridos es fuertemente dependiente de carbono y
energia, y no hay ninguna fuente externa de carbono disponible, las células que producen EPS de

proteccion, ha de ser a partir de una fuente de energia y carbono endégenos, tales como los TGs.

2. Estudios de transcriptomica en organismos prokaryotas.

El estudio de los transcriptomas ha sido clave durante las ultimas décadas. Desde los primeros
pasos que se centraban el el estudio individual mediante Nothern Blot hasta las ultimas tecnologia de
secuenciacion que nos permiten medir cuantitativamente las expresion completa de un genoma
bacteriano. Durante la ultima década la tecnologia predominante han sido los microarrays. La
capacidad de los arrays para medir al mismo tiempo la expresion de miles de transcritos ha conducido
a grandes avances en el conocimiento de los organismos prokariotas. Sin embargo, la tecnologia de
microarrays tiene varias limitaciones. Por ejemplo, los niveles de “background” de la hibridacion (es
decir, la hibridaciéon con una sonda que se produce con independencia del nivel de expresion del
transcrito correspondiente) limitan la exactitud de las mediciones de expresion, en particular para las
transcripciones con baja abundancia [12]. Con las nuevas técnicas de ultrasecuenciacion, ahora
podemos secuenciar todo el ¢cDNA de un cultivo y cuantificar su abundancia. Esta técnica ofrece
grandes ventajas frente a las técnicas de arrays [13]. Principalmente no estamos restringidos por el
disefio de las sondas, sino que secuenciamos todos los transcritos que produce el organismo. Tenemos
ademas un rango dinamico muy amplio debido a que no tenemos fenomenos de saturacion. Ademas la
cuantificacion es directa y no depende de las conversion de una intensidad luminica, sino que es el
resultado de contar las pares de bases que secuenciamos. Existen diversos estudios que muestran las
bondades de esta nueva tecnologia [14][15] asi como numerosas revisiones acerca de estos métodos

[16][17][18][19].

La transcriptomica es una poderosa herramienta para la comprension de la estructura de
regulacion de los genes y basada en el RNA presente en cualquier organismo en unas condiciones
especificas. En contraste con el enfoque reduccionista que estudian los fenémenos bioldgicos usando
un modelo constituido por un pequefio conjunto de genes, la investigacion del transcriptoma permite
una vision panoramica de los fendmenos seleccionados en todos los genes de forma simultdnea. En los
eucariotas, como los humanos, ratones, moscas y las levaduras, los transcriptomas se estudiaron
inicialmente por secuenciacion de millones de EST (etiquetas de secuencias expresadas) y, mas

recientemente, mediante la secuenciacion del cDNA usando ultra secuenciacion. El analisis de las
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secuencias de cDNA ha alterado en muchos puntos de vista los tradicionales mecanismos de
regulacion basados en el RNA: por ejemplo, ahora se sabe que el splicing alternativo afecta a la
mayoria de los genes humanos, y se ha observado que las transcripciones “antisense” superponen mas

del 10% de todos los genes codificadores de proteinas en los genomas de los metazoos.

Aunque durante décadas los estudios del transcriptoma han sido muy productivos en
eucariotas, el estudio de los transcriptomas de bacterias y arqueas se ha pasado por alto hasta hace
poco. Una de las razones es que los transcriptomas procariotas eran considerados como simples en
comparacion con transcriptomas eucariotas; los transcritos procariotas, a excepcion de raros casos , no
existen intrones y no hay “splicing” alternativo . Otra razén importante es que el enriquecimiento de
mRNA es mas dificil en los procariotas. Mas del 95% del mRNA en los organismos procariotas esta
compuesto por RNA ribosomal. Si realizdsemos una secuenciacion sin enriquecer las proporciones del
RNA total, obtendriamos que la mayoria de nuestros datos se pierden en rRNA, el cual no nos ofrece

apenas informacion.

Con el enorme aumento de la capacidad de secuenciacion a través de las nuevas tecnologias de
secuenciacion, en combinacion con las nuevas técnicas de enriquecimiento de mRNA y los “tilling
arrays”, se ha conseguido recientemente la posibilidad de investigar un transcriptoma procariota en su
totalidad. Los primeros estudios de transcriptomica[20][21][22] por ultrasecuenciacion han revelado
cosas sorprendentes, como la gran cantidad de RNA no codificante, la estructura alternativa de los

operones o las secuencias reguladoras no traducidas.
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FIGURA 6: Resumen de las principales aplicaciones del RNA-
Seq en la determinacion de la estructura del transcriptoma en
procariotas[18]
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Una de las ventajas principales de la secuenciacion de RNA es que no solo nos restringimos a
inspeccionar la expresion de los genes entre condiciones, sino que podemos observar la topologia del
transcriptoma. Podemos identificar nuevos genes o zonas no codificantes, podemos corregir
anotaciones en base a los alineamientos, definir regiones 5' UTR (UnTranslate Region) o dictaminar la

estructura de los operones.

En los estudios de secuenciacion de RNA (RNA-Seq), el proceso es basicamente el mismo,
independientemente de la tecnologia de secuenciaciéon que vayamos a usar. Comienza con una la
extraccion del RNA total de la célula, para este propdsito existen numerosos kits comerciales y
protocolos. Posteriormente se hace un enriquecimiento de mRNA. Como ya hemos indicado

anteriormente, el 95% de RNA en un organismo procariota es rRNA.

a rRNA capture b Degradation of processed RNA
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FIGURA 7: Esquema ilustrativo de los distintos métodos del enriquecimiento de mRNA

presente en una muestra procariotaf18].

A diferencia de los organismos superiores, las bacterias y arqueas no contienen secuencias
terminales poly-A, por las cuales podriamos diferenciar el rRNA y el mRNA. Por esta razon se han
desarrollado diversos métodos.

Una vez que obtenemos el mRNA enriquecido el siguiente paso es convertirlo en cDNA
mediante una RT-PCR, opcionalmente se puede amplificar esta muestra mediante una PCR con
random primers. Este paso no siempre es necesario y depende del protocolo especifico que se este
llevando acabo. Se sabe que la inclusion de este paso introduce una desviacion en los datos posteriores
[23]. Los protocolos de preparacion de la muestra para la secuenciacion son especificos de cada

plataforma.
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Llegados a este punto, en el cual tenemos millones de fragmentos de cDNA secuenciados,
llamados reads, comienza una intensa labor bioinformatica para dar sentido a los datos. Existe un

continuo desarrollo de utilidades en este ambito.

3. Objetivo: Andlisis del transcriptoma de Rhodococcus jostii RHAI en medio minimo

suplementado.

Mucho se ha discutido acerca de los mecanismo que utiliza Rhodococcus jostii durante la
biosintesis y acumulacion de TGs. He este trabajo hemos aprovechado la técnica de RNA-Seq en
donde hemos comparado el transcriptoma de R.jostii en condiciones Optimas para su cultivo frente a un
cultivo realizado en un medio sin los nutrientes esenciales para el crecimiento, pero con una fuerte de
carbono (gluconato) abundante. Trabajos anteriores [6] demostraron que R. jostii acumula mayor
cantidad de triglicéridos cuando utiliza el gluconato como fuente de carbono. Hemos observado como
se modifica la expresion de las rutas que transforman el gluconato en piruvato y como con pequeias
variaciones transcripcionales el la ruta de Kennedy son suficientes para un aumento representativo en
la biosintesis de los TGs. Hemos obtenido el patrén de expresion de todos los genes del cromosoma,

asi como de los tres plasmidos endogenos.

Con estos resultados pretendemos entender como poder implementar estos mecanismos para,
en un futuro, poder maximizar la produccion de triglicéridos por parte de las bacterias. Discriminar que
genes son los posibles limitantes en el flujo metabolico es importante para la optimizacion del proceso.
En un futuro, se podria utilizar la informacion obtenida para la implementacion de una ruta de
biosintesis de TGs en bacterias que de forma nativa no producen estos acidos grasos. De esta forma
podriamos producir TGs a partir de una mayor variedad de sustratos que sirvan de medios de cultivo, e

implementarlo en biorreactores industriales para una produccion a gran escala.

13



Metodologia

Condiciones de cultivo:

Primero se cultivo R. jostii RHA1 de forma aerébica a 30°C en medio Streptomyces
Fluka (Medio Rico, MR). Posteriormente se escoge un inoculo y se cultiva en medio con sales
minerales M9 (Medio Minimo Suplementado, MMS) de acuerdo a las especificaciones de
[24]. Se uso Gluconato sodico (25 peso/volumen) como Unica fuente de carbono. Las
condiciones limitantes de Nitrégeno en el medio minimo suplementado (MMS) se obtuvieron
afladiendo cloruro amoénico 10mM para permitir la acumulacion de lipidos como sugiere

Alvarez HM [25].

De las células crecidas en medio rico (MR) se tomaron 25ml y se cosecharon en fase
exponencial (D.O. 0.6) y en fase estacionaria. Para realizar el cultivo en MS, se escogié un
inoculo de MR y se lavo con una solucion de MMS, posteriormente se cultivo en 25ml de

MMS durante varias horas.
Extraccion y andlisis de lipidos:

A partir de células congeladas en seco, se hizo una extraccion mediante acido hexa-2-
isopropano (3:1 v/v). Una alicuota del extracto celular se analizé por una cromatografia de
capa fina (TLC) sobre plataforma de gel de silicio (Merck) aplicando acido n-hexa-dietileter-
acetico (80:20:1 v/v/v) como solvente del sistema. Se utilizé acido oleico y trioleico como

controles.
Extraccion de RNA:

El RNA de cada una de las condiciones (MMS y MR) se extrajo a partir de 3ml de
cultivo de cada una de ellas. El total del pellet aislado se agito con 6ml de RNA Protect
QIAGENglass. Ambos RNAs se extrajeron mediante el procedimiento descrito anteriormente
y se diferenciaron usando el mini kit RNA/DNA de QIAGEN. Para lisar el pellet se utilizé
Zwinttergent (Calbiochem) al 10%, lisozima (Sigma) en TE 15mg/ml y Proteinasa K (Roche)
a 20 mg/ml. Se resuspendid el pellet en una solucion de 280 pl de lisozima, 15 pl de

Zwittergent 10% y 6 pul de proteinasa K. El RNA resultante fue tratado con Dnase I (QIAGEN)
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y purificado con el mini kit RNeasy (QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Para enriquecer la muestra, primero se utilizo el kit Ambion MicrobExpress segin las
instrucciones del fabricante para eliminar el rRNA. Posteriormente se transformo el RNA a
cDNA mediante retrotranscripcion y se amplifico mediante una PCR con cebadores aleatorios
(random primers). La calidad y cantidad de la muestra fue medida con un espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technology, Rockland, DE) y un Experion Automated de
electroforesis usando el kit de analisis RNA Stdsens (Bio Rad).

Secuenciacion:

La construccion de las librerias y la secuenciacion se realizo en el servicio de
secuenciacion del grupo de gendémica del instituto de biomedicina y biotecnologia de
Cantabria. La secuenciacion se realizo bajo el protocolo de Illumina® con un equipo Genome
Analyzer II. Se utilizaron 2 calles de una célula de flujo ( flowcell) que reportaron 18.908.860
secuencias para la muestra de cultivo en MMS y 18.528.574 en MR. La longitud de
secuenciacion fue de 35 nucledtidos por cada una de las lecturas, lo que suma un total de

661Mb y 650Mb respectivamente, lo que ofrece un solapamiento teorico del ~72x.

Alineamiento frente al genoma de referencia:

Como las extracciones se realizaron a partir de cultivos de millones de células
suponemos que tenemos una representacion homogénea de todos los posibles estados de
transcripcion de las bacterias, de esta forma nuestra muestra representaria un promedio de
todas las posibles condiciones dentro del cultivo. Con esta asuncion y teniendo en cuenta que
no tenemos replicas para nuestro estudio, con el fin de poder asignar unos valores estadisticos
a nuestros resultados, asi como de poder filtrar el posible ruido de fondo que podemos obtener
durante el proceso de preparacion de la muestra, generamos 3 subconjuntos de cada uno de los
sets de secuencias en donde, aleatoriamente seleccionamos un 70% de las lecturas
secuenciadas. El proposito es, que los genes que se expresan muy poco y que por cuestiones
matematicas podrian mostrar variaciones muy grandes, se puedan descartar mas
eficientemente. Al obtener un gen que se expresa poco podemos obtener resultados del tipo
N/0, que daria como resultado una diferencia infinita. La cuestion aqui es intentar diferenciar
si esa cantidad N es una sefial robusta o simplemente ruido de fondo. Si la sefial es débil
deberia tener una gran variacion entre los 3 subconjuntos seleccionados y por lo tanto tener un
valor estadistico asociado que lo permita identificar como un artefacto. Por lo tanto al final
vamos manejar 6 conjuntos de lecturas de aproximadamente 12 millones de secuencias cada

uno de los conjuntos.
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Para el proceso de alineamiento, se probaron varios programas: Bowtie [26], Soap2
[27] y Magq [28]. El programa que ofrecid el mejor ratio de resultados/rendimiento fue Bowtie,
que fue el utilizado finalmente en el proceso de alineamiento. Los genomas de referencia
utilizados para el alineamiento fueron los archivos depositados en GenomeReviews
(http://www.ebi.ac.uk/GenomeReviews/files/cellular/)  CP000431 GR  (Cromososa
RHA1), CP000432 GR (plasmido pRHL1), CP000433 GR (plasmido pRHL2) vy

CP000434 GR (plasmido pRHL3). Los parametros variaron en los valores por defecto en los
términos -k [/ para que solo nos reporte una coincidencia por cada secuencia alineada y —best
para que nos reporte siempre la mejor coincidencia. Posteriormente al alineamiento los
resultados se pasaron a forma SAM [29] el cual actualmente se considera un estandar. Para

poder visualizar los resultados utilizamos el software de visualizacion Artemis[30].
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FIGURA 8: Visualizacion de Artemis. Ejemplo de visualizacion de los datos de transcriptomica de uno de los conjuntos de
secuencias sobre el genoma de referencia del cromosoma de R. jostii RHAI. En la parte superior podemos observar cada una de
las secuencias alineadas frente al cromosoma. En azul se representa la suma de las bases secuenciadas para cada una de las
posiciones, componiendo entre todas ellas un perfil de expresion para el cromosoma.

Cuantificacion de la expresion de cada uno de los genes:

Para la cuantificacion de las lecturas por cada uno de los genes desarrollamos un
script en el lenguaje de programacion Perl. Con este programa sumamos, por cada una de las
bases de DNA del gen, las bases alineadas. Como esta medida de expresion es dependiente de
la longitud del gen es conveniente normalizar estos datos. Para ello vamos a aplicar una
variante al método empleado en el trabajo de Mortazavi et. al.[31] en donde se define el
parametro RPKM (reads per KB per million reads ). Este parametro nos solo normaliza los
genes entre si, sino que ademas normaliza las muestras entre ellas utilizando el numero total
de lecturas como parametro de normalizacion. Con es nuestro caso no vamos a utilizar este
parametro para normalizar (ver el apartado Normalizacion y tratamiento estadistico) hemos

realizado una variante. En nuestro caso nosotros contamos cuentas por kilobase del gen.
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Con todos los datos, construimos una matriz de expresion.

Gen mm mr mm mr mm mr
RHA1 ro@3132 4047 1577 5081 1683 4117 1578
RHAL ro@ega3 8430 3202 9474 3469 8564 3196
RHAL ro@4342 491 190 565 190 496 190
RHA1 ro@2378 5724 1330 6427 1330 5727 1330
RHA1 ro@1671 483 245 441 280 406 245
RHA1 ro@3949 4850 4062 4644 4272 4074 4062
RHA1 ro@2879 1533 751 1752 889 1602 749
RHA1 ro@7232 1206 782 1385 785 1280 785
RHA1_ro@2e46 3834 4943 10128 5310 9222 4951
RHA1 ro@123e 1332 329 1453 328 1332 328
RHAL ro@5572 15756 9644 18231 10395 16245 9660
RHA1 ro@4815 962 648 1033 648 979 648
RHAL ro@6442 51861 32538 56706 34249 52682 32552
RHA1 ro@4654 1803 680 1839 682 1804 682
RHA1 ro@2743 1293 805 1574 875 1329 805
RHAL ro@4774 2703 1785 3217 1925 2752 1785
RHA1 ro@2457 6867 1784 7685 1927 7091 1787
RHA1 ro@6959 3262 707 3650 707 3294 707
RHA1 rogegse 15612 13936 17892 14991 15986 13936
RHA1 ro@4674 5636 4111 6473 4379 5863 4134
RHAL ro@6610 18270 10842 19608 11447 18414 10837
RHAL ro@6177 48536 33691 53525 35184 49312 33695
RHA1_ro@4718 38491 188e3 43184 20219 39302 18823
RHA1 ro@2929 3167 3370 3468 3485 3209 3380
RHAL ro@7275 1890 9es 2302 770 2189 893

FIGURA 9: Fragmento de la matriz de expresion obtenida de
los datos de transcriptomica.

Esta matriz sera la base para nuestro tratamiento estadistico.
Normalizacion y tratamiento estadistico:

El primero de los procesos estadisticos que se debe abordar en un estudio como este es
la normalizacion de los datos de las distintas condiciones. Béasicamente hay tres formas de
tratar este problema. Cada uno de ellos se basa en unas premisas biologicas.

Si asumimos que la cantidad total de RNA por célula es independiente e invariante de
las condiciones de cultivo, podemos asumir que el numero total de lecturas en cada una de las
condiciones, ha de ser siempre el mismo. Con esta premisa, podemos realizar una
normalizacion dividiendo cada una de las condiciones por la suma total de la expresion de los
genes o por la relacion entre las sumas de cada una de las condiciones. Este es el método
empleado cuando tratamos las expresiones como RPKM[31]. Este tipo de normalizacion da
buenos resultados en estudio eucariotas en donde el numero de genes es muy grande y el
numero de genes invariantes frente a los modificados es pequefio. En el caso de procariotas,
afirmar que la cantidad total de RNA es constante es muy arriesgado. En un estudio como el
nuestro, en donde pasamos de una condicién en donde el crecimiento es Optimo a otra en
donde la bacteria esta estresada no nos ha parecido los mas indicado hacer este tipo de

normalizacion.
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Desde otro punto de vista se puede imponer un control interno, es decir, podemos
escoger un gen como referencia y asumir que es invariante frente a las distintas condiciones.
Esto es un mecanismo que se aplica normalmente en numerosas técnicas molecular. Es muy
comun usar genes ribosémicos en PRC cuantitativas o proteinas como la beta-actina en los
Western-Blot. En primer lugar, es muy dificil encontrar un gen que nos sirva para todas las
condiciones, como igual de dificil es demostrar que es invariante. De nuevo, como en el caso
anterior, es plausible hacerlo en organismo superiores, pero en bacterias es dificil establecer un
gen de referencia. Aun asi seria mas fécil realizarlo en organismo modelo como E. Coli, o
Bacilus Subtilis los cuales estan mucho mejor caracterizados. En nuestro caso, con R. jostii un
organismo poco estudiado y ademas teniendo unas condiciones tan distintas, de nuevo hemos

descartado esta aproximacion.

Por ultimo, se puede realizar una aproximacion basandonos en pardmetros estadisticos
de las muestras. Como siempre, debemos de basarnos en una hipodtesis. En este caso,
supongamos que los resultados responden a una distribucion estadistica concreta (distribucion
Gaussiana, binomial, Loretziana etc ..). Normalmente este tipo de eventos responden a
distribuciones Gaussianas o Normales. Toda distribucion estadista tiene unos parametros que la
definen (media, mediana, desviacion estandar, etc...). Para este tipo de normalizaciones los que
asumimos es que alguno de estos parametros es invariable y por lo tanto los podemos tomar
como referencia para normalizar. Durante mucho tiempo, se tomo el valor estadistico de la
mediana como referencia para normalizar. Incluso hay métodos que utilizan la mediana y la
media al mismo tiempo. La mediana es un dato mas fiable distribuciones con un numero de
elemento muy grande, ya que es insensible a los valores extremos, pero es altamente sensibles
a distribuciones bimodales. Como lo logico es pensar que nuestra distribucién de valores es
Gaussiana la media y la media deben de ser muy parecidas y en cualquier caso la mediana sera
mas acertada. En cualquier caso, lo que estamos asumiendo aqui, es que los genes que se
activan se compensan con los que se reprimen o bien que el numero de genes que va a varian
de una condicion a otra es despreciable frente al total. Nosotros nos hemos guiado por una
normalizacion por cuantiles. Este es otro parametro de posicion al igual que la mediana.
Basicamente asumimos que las distribuciones de los cuantiles centrales son invariantes.
Hemos escogido este método basandonos en el trabajo de Bullard et. al. [32] que recomiendan

este método para los experimentos de RNA-Seq.

Para la normalizacion utilizamos el entorno estadistico R, que es de libre distribucion
junto con el paquete de andlisis /imma que contiene los programas necesarios para la

normalizacion. Después realizamos el analisis de expresion diferencial con el paquete DESeq
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[33]. De esta forma obtenemos una lista con la expresion de los genes normalizados, los

valores de variacion y los valores de confianza en base el p-value y p-value ajustado.

id bas eMean baseMeanA baseMeans foldChange log2FoldChange pal
2711 RHA1_ro03916 20534.2505226317 3983.33425588669 |37125.1667693747 9.32012339524139 3.22034903579418
2415 RHA1 ro06364 18412.9970674604 3764.96614297444 |33061.0280919464 8.78122876447095 3.13442283137488
7056 RHA1_ro03318 46480.5828138274 9750.19513377917 |83201.9704938757 8.52540512058546 3.001783621490998
909 RHA1 ro01380 39489.8611091201 8321.27369863946 |70658.4485196008 8.49130206246594 3.08598579465364
6184 RHA1_ro03321 34666.2200198113 |7796.16253188157 |61536.257507741  7.89312682920079 2.9805969310809
2860 RHA1_ro03319 28600.9576858815 6721.17766281326 |504380.7377089497 7.51069830935254 2.90894704896519
2441 RHA1 ro05024 53540.6425767476 13096.5526135211 |93984.732530974  7.17629557284737 2.84323931231674
4302 RHA1_ro03811 63661.4250044574 15735.0520859198 111586.890002995 7.09120740160618 2.82603120234571
2699 RHA1 ro03320 22102 4623567254 5466.47363893089 |38738.4510745199 7.0865522516443 2.82508389837513
4415 RHA1_ro04433 7448.04995514711 |1873.05554880248 13023.0443614918 6.9528340309063 2.79760113178425
504 |RHA1 ro01994 57938.4595228597 14990.9079867522 |100926.011058967 6.73248152467867 2.75113836567689
1876 RHA1 ro04379 5283.42336358115 |1381.70224011643 9185.14448704587 6.84770181328783 2.73285567059516
5900 RHA1_ro02813 47207.7912742384 12401.3202820348 |62014.262266442  6.61334023647006 2.72536109351036
6050 RHA1 ro04380 9012.89825596058 2377.86739054155 |15647.9081213796 6.58059300184769 2.71821759646457
2447 RHA1_ro02930 23773.2152933626 6281.38979764938 |41265.0407894738 6.5694125213598 2.71376436139571
4117 RHA1 _ro06986 3387.54801575605 902 146878072208 5872.9491534399 6.50997004610797 2.70265090522948
5807 RHA1_ro05788 11077.8274962350 3067.71056858088 |19087.9444238891 6.22221164518763 2.63742746820395
6347 RHA1_ro03236 7586.63442304040 2198.62050679149 |12074.6483451073 5.90126777451002 2.56102492320697
2805 RHA1 ro0B098 16617.1595937828 4878.10626565495 |28356.2129219106 5.81295514645855 2.53927177658434
3001 RHA1_ro05414 11773.4146489622 3499.08094053694 |20047.7483573874 3.72943258474926 2.51839226852600
2138 RHA1_ro01635 23344.0502746142 6988.36501448973 |39699.7135347387 5.68081401531616 2.50609767122933
5352 RHA1_ro03209 13016.0815682901 3900.85762784614 |22126.3055087321 5.66490323430509 2.50205131269531
7115 RHA1_ro01301 13868.6347644795 4262.10081985676 |23475.1687001002 5.50788676768696 2.46148800039722
6889 RHA1 ro02029 4161.45500868245 1295.10257680287 |7027.80744047202 5.42644 42: 2.44 882
1836 |RHA1_ro03812 1841.00382447431 582.006089312403 |3101.80153963621 5.32050018323821 2.41400023899285
3677 RHA1_ro00460 5353.27286353669 1694.44928800708 |9012.0964511863  5.31859903586663 2.41104629392277
3164 RHA1 1005999 14470.0343044238 4583.86430097688 |24356.1843028687 5.31343783504753 2.40964559789025
4766 RHA1_ro03232 6318.9 2069 44 |10968. 5. 155 2.40397 146891156
1434 RHA1 ro03276 20428.4258821755 B503.76870401144 |34353.0830603395 5.28202717897255 2.40109172499384
5192 RHA1_roD4432 12784.8202356119 4002.8015331236 |21476.7660161002 5.2473334870388 2.39158448139241
5091 RHA1 ro04918 164692.333853655 53029.0165556358 |276355.651155674 5.21140441791399 2.38167221582671
239 RHA1_ro06097 32245.72209141 10508.7273544723 |53982.7166283476 5.13694142092035 2.36090962201472
2742 RHA1_ro06023 19947.4536631952 6510.5226707807 |33384.3846556007 5.12775799175661 2.35832817452857
836 RHA1 ro06584 17120.1048404752 5611.4610567079 |28628.7486242424 5.10183503635294 2.35101625133491

B

resvarA resvarg,

0/0.0893192696473622 | 0.102271786779777
0/0.0837986062641786 | 0.0983851043836088
0/0.0517321900842633  0.0474674555392368
0/0.0330105067618655 | 0.031651168999663
0/0.0172162925417904 | 0.0170989065722609
0/0.0194796494566074  0.0203692164213219
0/0.0030426662667826 | 0.00269076347599105
0/0.00695339180389266 | 0.00585959304835322
0/0.104776770174772 0.117283336331383
0/0.0213957967008494 | 0.0273624249286021
0/0.0722311298834151 0.0625377453454101
0/0.0288262865490547 | 0.0354757996967353
0/0.0071733836698333  0.00657011386519035
0/0.0046647725085258  0.00591886440743995
0/0.0439901017304237  0.0482848604181318
0/0.0729515282142355 | 0.0749531456525086
0/0.0860533605081893 | 0.1068967742711195
0/0.273107555212833 0.347131893123568
0/0.0354258733150028  |0.0419707507823379
0/0.0483216754334077  0.0593254515398238
0/0.0918883075199718  |0.101140550742926
0/0.0491035668608801 0.0600724356649167
0/0.345754411924033 0.420119082079943
0/0.0279029332074192 | 0.0309878039131214
0/0.0922578320577976  |0.0611000993983909
0/0.0213073910320994  0.0259228027202246
0/0.0333431545514019  0.0402306268951071
0/0.106874181188157 0.134796657905636
0/0.0859173613530312 | 0.097442208357181
0/0.00048090797166764 |0.0115786508003843
0/0.0380701350581723 | 0.0243570976134033
0/0.0115908312430714  0.0117429708160743
0/0.0220443457854638  0.025113331406209
0/0.309993372827561 0.363768996042645

clololslalolololaloisiololoslo slelelolalalolelslooleloslolalss

FIGURA 10: Fragmento de la tabla de expresiones del experimento. Columnas por orden de izquierda a derecha: id: locus_tag del gen,
baseMean: Media de expresion del gen entre condiciones, baseMeanA: Media de expresion en la condicion A, baseMeanB: media de
expresion en la condicion B, foldChange: Variacion entre las condiciones, log2foldChange: Variacion en logaritmo en base 2, pval: valor
del p-value, padj: valor de p-value ajustado, resVarA: valor de los residuos en la condicion A, resVarB: valor de los residuos en la
condicion B

Analisis funcional:

Para el analisis de los resultados nos hemos basado en las rutas metaboélicas anotadas
en en la base de datos KEGG [34]. Para realizar una representacion grafica de los resultado
hemos tomado los esquemas de las rutas metabdlicas como base y hemos afiadido los datos de
expresion de los genes que codifican las isoenzimas. En el genoma de Rhodocuccus podemos
encontrar una gran cantidad de enzimas que realizan la misma reaccion catalitica (isoenzimas).
Ante el desconocimiento de si actfian todas al mismo tiempo y en todas las posibles rutas o no,
debemos de entender que todas ellas son igual de importantes. Para la representacion de las
expresiones hemos desarrollado un método que nos representa las diferencias de expresion
entra las distintas isoenzimas y al mismo tiempo la variacion de cada una de ellas entre las

condiciones.

19



locus EC BaseMean log2FoldChange  padj ProductName
RHA1 _ro04332 §.2.1.1 223018 2.78797 ] acetate--CoA ligase

RHA1_ro11190 6.21.1 152836 2.57246 [} acetate--CoA ligase

RHA1_ro01619 6211 998209 0.100911 0.523464 acetate--CoA ligase 1 /4
RHA1_ro08189 6.2.1.1 1822.33 0.0659582 0.591599 probable acetate—CoA ligase

RHA1_ro08877 6.2.1.1 1296.14 0.0533019 0.712259 acetate--CoA ligase 1 / 2
RHA1_ro10183 6211 1915.17 0.0455767 0.711271 acetate--CoA ligase

RHA1_ro02673 6.21.1 1134.29 -0.383906 0.00442024  probable acetoacetate—CoA ligase O
RHA1_ro06598 6.2.1.1 4114.51 -1.8393 0 probable acetate—CoA ligase

Expresion total de cada una de las
isoenzimas (BaseMean)

FIGURA 11: Ejemplo de representacion de un conjunto de isoenzimas. Arriba una tabla con los datos de las isoenzimas con codigo
enzimdtico (EC) 6.2.1.1. A la derecha la leyenda con el codigo de colores relativa a las diferencia de expresion. Abajo un ejemplo de la
representacion grdfica, donde podemos ver el EC' y la expresion de cada una de las isoenzimas, donde la anchura de las franjas representa la
expresion media relativa entre las isoenzimas y el color la variacion entre las condiciones para cada una de ellas.

Para construir automaticamente estas figuras hemos escrito un programa en Perl y
utilizando el lenguaje de graficos vetoriales SVG (standard vector graphics). Utilizando el
valor medio (baseMean) de cada isoenzima, calculamos el valor relativo que debe ocupar en el

grafico y lo coloreamos en funcion del valor de cambio (foldChange).
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Resultados

Como control de que nuestros cultivos son correctos, hemos comprobado la acumulacion de

triglicéridos en cada uno de ellos mediante la técnica descrita en el apartado Metodologia.

e o o

TAG FA MM4 NMMS8

Flgu}a 12: TLC de los cultivos realizados en medio rico MR y en
distintos medios minimos suplementados (MM4 y MMS). Como
controles acidos grasos (FA) y triglicéridos (TAG)

Realizamos los 6 alineamientos (3 para cada una de las condiciones) sobre las secuencias de

referencia, obteniendo las siguientes estadisticas.

MR MMS
Cromosoma 77,29% 78,35%
Plasmido pRHL1 0,78% 0,80%
Plasmido pRHL2 0,28% 0,29%
Plasmido pRHLI 0,13% 0,13%
No alineados 21,52% 20,43%

Tabla 1: Porcentajes de las secuencias alineadas.
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Resultados del andlisis estadistico:

Una vez realizado el alineamiento y construido la matriz de expresion normalizamos los datos

por cuantiles segun el protocolo establecido

Unnormalized

o) o] ©
S5 T T T R T T
o _ : : : ! ! !
— ——— — | | ] | ] |
X j . [ 1 1 1
0 — T _C‘)_ T : ! :
o —
o - o
T T T T T T
mm_1 mm_2 mm_3 mr_1 mr_2 mr_3
Normalized
o | o) o] <) o) o] o)
N_ 1 1 1 1 1 1
[ N e N s N S S—( E—
© : ] : ] T : ] 1 ] : ] 1 ]
B
mm_1 mm_2 mm_3 mr_1 mr_2 mr_3

FIGURA 13: Representacion en de los datos de expresion de los 6 conjuntos de secuencias,; 3
conjuntos de medio rico (mr) y 3 de medio minimo suplementado (mm). Arriba, datos sin
normalizar en escala logaritmica. Abajo, datos normalizados por cuantiles, representados
igualmente en escala logaritmica

Como podemos observar, las medias en los datos crudos no coinciden ni tampoco las
medianas, lo que indica que se debe normalizar los datos porque existe una desviacion sistematica de
los datos entre los distintos experimentos. De la misma forma, vemos que la utilizacion de pseudo-
replicas genera una cierta dispersion entre los valores de los conjuntos de datos. Este era nuestro
objetivo, cuanto mayor es la robustez de la sefial, menor sera la dispersion que podamos ejercer sobre

ella.

22



Mediante las siguientes figuras podemos estudiar si nuestros datos son coherentes con los

datos depositados en la literatura.

Resultados sin replicas Resultados con replicas

rasultslog2FaldChange
rasultSlog2FoldChange

-2
|

4
1
-4
1

T T T T T T T T
Ta+01 1e+02 le+03 Te+04 1o+05 Ta+01 1402 le+03 To+04 1o+06

resultfbasshlean resultfbasahlean

FIGURA 14: Comparacion entre el tratamiento con pseudo-replicas y sin replicas. Representacion la expresion media del gen (eje X) frente
a su variacion entre condiciones(eje Y) en color rojo aquellos valores con un p-value < 0.001.

Aunque el paquete de datos DESeq esta preparado para funcionar sin replicas, aqui podemos
observar las diferencias. Bien es cierto que no tenemos replicas verdaderas sino pseudo-replicas pero
se puede observar que los datos que tienen una variacion destacable tienen buenos valores de
confianza. El programa DESeq asigna a cada valor una distribucion binomial negativa (BN). Una
distribucion BN solo tiene dos parametros, la media y la varianza. En el caso de no tener replicas, la
varianza se asigna proporcional a la media y de esta forma se puede obtener un parametro estadistico
de confianza. Como podemos observar en la figura 14 existe una tendencia en cuanto a que, cuanto
mayor es la expresion mejor es su valor de confianza (menor p-value). Pensamos que es mejor el uso
de pseudo-replicas ya que nosotros hemos realizado anteriormente una normalizacion por el tamafio
del gen y por lo tanto pueden existir sefiales de baja intensidad pero robustas que proporcionan una
variacion pequefia, que no depende de la media. De esta forma somos capaces de rescatar mas

informacion.

Hemos utilizado como control interno, la presuncion de que solo un pequeiio porcentaje de los

genes tiene una variacion destacable, mientras que la mayoria de ellos no deberian de cambiar.

23



@O WD a0

ord$log2FoldChange

(4] 2000 4000 6000 8000

Index

FIGURA 15: Para representar los datos, se han ordenado los genes por su
variacion entre condiciones y se representado frente a ella misma. En rojo los

valores con p-value < 0.001

Como podemos ver, la mayoria de los genes (parte central de la figura) no tienen cambios
destacados mientras que existe un conjunto de genes (parte izquierda y derecha de la grafica) en el cual
se encuentran los genes con activaciones o represiones destacables. Quizd el conjunto de genes
representativos sea mas grande de lo normal, pero tenemos que recordar que nos encontramos ante dos
condiciones muy distintas es las cuales hemos cambiado varios pardmetros (fuente de carbono,

concentraciones de varias sales minerales, etc ...).

Por ultimo, podemos representar la variacion entre las condiciones, enfrentando a cada gen con

sigo mismo en cada condicion.

log2(result$baseMeanB)
14

8 10 12 14 16 18 20
log2(result$baseMeanA)

FIGURA 16: Representacion de la cada la media de expresion de cada
gen en medio rico (eje X) frente a la media en medio minimo
suplementado (eje Y). En negro los valores con p-value < 0.001
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En la figura 16 vemos como los genes que se encuentran en la diagonal son los que no tienen
variaciones representativas. Los valores que se desvian de la diagonal hacia el cuadrante superior son
activaciones y los que se desplazan hacia el cuadrante inferior represiones. De igual forma que en la

grafica anterior podemos ver que es un pequeflo porcentaje el que muestra cambios representativos.

Ademas hemos estudiado la expresion de los plasmidos. Queriamos comprobar si algunos de
los plasmidos varia su expresion total en funcion de las condiciones. En la siguiente grafica, se
muestran las expresiones totales de los plasmidos, normalizados frente a la expresion total del

cromosoma.

le+08

8e+07+

6e+07+

4e+074

chromosome)

2e+07+

Number of reads (normalized to

Chromosome  Plasmid 1 Plasmid 2 Plasmid 3

FIGURA 17: Representacion de la expresion total de los genes contenidos en los plasmidos
referenciados a la expresion total del cromosoma. En blanco sombreado la expresion en el
medio minimo suplementado, en negro la expresion en el medio rico.

Se puede apreciar que no existen diferencias significativas, lo que indica, que ninguno de los
plasmidos esta implicado, en exclusiva, en ninguno de los procesos de produccion o almacenamiento

de triglicéridos.

Alineamiento y mapas de expresion:

Una vez que obtenemos los datos y hemos comprobado que son coherentes con lo esperado,

podemos representar la expresion diferencial del genoma de Rhodococcus jostii.
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FIGURA 18: Mapa de expresion diferencial del cromosoma de R. jostii. En verde se observan los elementos activados. En morado los
elemento reprimidos. Bajo las expresiones en azul claro cada segmento representa un gen y si esta en la hebra directa o la complementaria.
Resaltar que el cromosoma de R. jostii es lineal.

A primera vista se observa como se expresan los genes agrupados en operones y como las

variaciones estan distribuidas homogéneamente a lo largo del cromosoma.
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FIGURA 19: Mapa de expresion diferencial del de los plasmidos endogenos de R. jostii. En verde se observan los elementos
activados. En morado los elemento reprimidos. Bajo las expresiones en azul claro cada segmento representa un gen y si esta en la
hebra directa o la complementaria. La anotacion de los plasmidos, al igual que en el caso del cromosoma, indica que son lineales. De
izquierda a derecha vemos pRHL1 (1,1Mb), pRHL2(442 Kb) y pRHL3 (332 Kb),

Vemos igualmente que la expresion esta distribuida homogéneamente a lo largo de los
plasmidos. Esto corrobora la teoria anterior de que ninguno de ellos parece especializado en la
adaptacion a un medio en concreto, ya que los tres se ven alterados, tanto en activacion como en

represion. Estas ilustraciones fueron realizadas con el modulo DNAPIotter [35] del programa Artemis.

Analisis funcional

A continuacién expondremos algunos de las rutas metabolicas mas interesantes para el estudio
basadas en la informacion contenida en KEGG. Para ello hemos construido unos graficos basados en
los esquemas oficiales de la base de datos y hemos superpuesto la representacion que se explico

anteriormente en el apartado de metodologia.
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FIGURA 20: Ruta de las pentosas fosfato. Las enzimas con fondo en color verde son aquellas para las cuales existe una anotacion en el
genoma de R. jostii mientras que las que contienen un fondo blanco, o bien no se ha anotado correctamente el genoma o realmente el
organismo no contiene estas funciones.

Podemos observar una activaciéon del modulo de Entner-Doudoroff, que esta intimamente
ligado al metabolismo del gluconato. Debemos de atenernos al dato inicial que hemos intercambiado
las fuentes de carbono; glucosa por gluconato. Tenemos resultados de experimentos de protedmica que
indican que esta activacion se conserva aun cuando la fuente de carbono en el medio minimo
suplementado es glucosa. De cualquier forma la ruta desde la a-D-Glucosa-6P hasta el D-

Gliceraldehido-3P esta fuertemente activada.
Siguiendo el curso de la biosintesis de los triglicéridos, vamos a revisar la ruta de la

Glycolisis/Gluconeogénesis, para seguir investigando la fuente de produccion del D-Gliceraldehido-

3P precursor esencial en el proceso.
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FIGURA 21: Ruta de Glucolisis/Gluconeogénesis.

En este caso vemos como tenemos activaciones en las reacciones involucradas en la
fosforilacion de la glucosa. No vemos activaciones representativas en la ruta hacia el piruvato, lo que
podria indicar que existe una deriva en el flujo metabdlico hacia la ruta de las pentosas fosfato. Al
mismo tiempo es interesante estudiar con detenimiento el flujo entre el piruvato y el acetil-CoA. Como
ya repasamos en la introduccion los metabolitos esenciales para la biosintesis de los TGs, son el
piruvato, el acetil-CoA y el Gliceraldehido-3P. Es interesante destacar, pues, como parece que existe
una ligera represion en la via del piruvato hacia el acetil-CoA a través de las enzimas 1.2.4.1 y 2.3.1.12

mientras que existe una activacion en la ruta en donde se encuentra involucrado el acetato.

Ante este el dato de la implicacion, de alguna forma, del acetato vamos a repasar el

metabolismo del piruvato.
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FIGURA 22: Metabolismo del piruvato. En esta ruta se encuentran presentes las posibles rutas de la sintesis de acetil-CoA a partir del
piruvato.

Nuevamente vemos la activacion de las rutas de conversion del piruvato en acetil-CoA por las

vias en donde esta implicado del acetato. También estdn repetidos los datos de la oxidacion directa del

piruvato hacia acetil-CoA donde vemos represiones en los genes implicados. Ademas vemos que las

vias del piruvato hacia el Oxalacetato y posteriormente Malato para terminar igualmente en acetil-

CoA, no presentan variaciones destacables. Por ultimo, la conversion de acetil-CoA en malonil-CoA

(principal precursor de los acidos grasos y por ende de los triglicéridos) tampoco ha variado.

Como indicamos en la introduccion la biosintesis de los triglicéridos requiere una gran

cantidad de poder reductor. La principal fuente de produccion es la oxidacion fosforilativa.
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FIGURA 23: Esquema ilustrativo de los complejos existentes en las membranas para la produccion de NADH y ATP. Esta es la principal
fuente energia para la célula.

Como se podia esperar observamos una gran activacion de las deshidrogenasas de NADH. He
aqui la fuente de poder reductor que necesitamos para lo triglicéridos. También podemos observar
como la F-ATPasa no esta alterada transcripcionalmente, lo que podria indicar que la cantidad de ATP

en el proceso no es un factor limitante.

Para ver los ultimos pasos en la formacion de los triglicéridos debemos examinar la ruta de los

glicerolipidos.
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FIGURA 24: Ruta de los Glicerolipidos. Via que representa, entre otras cosas, la incorporacion del glicerol a los dcidos
grasos y los triglicéridos.

Es esta via se reconocen algunos de los genes con mayor activacion. Ain no esta claro el
motivo de la activacion tan drastica de la enzima 1.1.1.202 encargada de la generacion de propanol.
Quizé se deba a la ventaja de producir propionil-CoA que puede oxidarse a malonil-CoA, metabolito

secundario necesario en la formacion de acidos grasos y triglicéridos.

Como resumen final hemos construido dos graficos en los que se muestra un resumen de los
resultados. Por una parte tenemos las rutas de formacidn del acetil-CoA como eje de la figura (Fig 25),
en la segunda (Fig 26) representamos el flujo metabdlico desde la fuente de carbono hacia la

formacion de los triglicéridos.
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FIGURA 25: Grdfico representativo de la biosintesis y metabolismo del acetil-CoA, principal metabolito en la formacion de los dcidos
grasos y los triglicéridos.

En este grafico vemos como existen multiples rutas de biosintesis/metabolismo del acetil-CoA.
Vemos como las rutas del Oxaloacetato-citrato no tienes variaciones significativas, mientras que las
rutas del acetato estin sensiblemente activadas. Como ya indicamos en anteriores figuras, el
metabolismo del piruvato hacia el acetil-CoA de forma directa a través de la piruvato-kinasa esta
reprimida (enzimas 1.2.4.1 y 2.3.1.12). De igual forma algunos compuestos esenciales para las bacteria
como el inositol encuentran sus rutas de degradacion/formacion reprimidas. Por ultimo encontramos a
la enzima clave en la formacion de acidos grasos Fas ligeramente activada. Esta enzima es la

encargada en la formacion y elongacion de los acidos grasos.
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FIGURA 26: Resumen de la ruta directa entre la fuente de carbono y la formacion de los triglicéridos a través de las pentosas fosfato, la

glicolisis y la ruta de Kennedy.

Para terminar, vemos como realmente la ruta de Entner-Duodoroff esta muy activada en

comparacion con las demds rutas de sintesis de gliceraldehido. Estudio preliminares de protedmica

indican que esta situacion no es exclusiva en el uso del gluconato como fuente de carbono, sino que

también podria ocurrir en el caso de la glucosa. Con las activaciones de la aldehido-deshidrogenasa

(1.2.1.3) y las WS/DGAT para ser suficiente para una acumulacion singular de triglicéridos. Esto

sugiere que la mayoria de las enzimas de la ruta de Kennedy no son limitantes en el proceso. Las

WS/DGAT mapeadas en este esquema son las anotadas por Hernandez et. al. [6]. Parece que dos de

ellas si son realmente activas. En la siguiente tabla podemos ver sus expresiones.

Gene ID Enzyme Name  Expression (log2)

1002966 WS/DGAT 2.12
1005356 WS/DGAT 2.61
1005649 WS/DGAT 1.13
1006332 WS/DGAT 0.88

Tabla 2: Expresion de las hipotéticas WS/DGAT.
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Discusion

La perspectiva de poder producir TGs a partir de sobrantes industriales, tales como el suero
lactico o los excedentes de las papeleras, es un aliciente para el estudio de bacterias tan versatiles como
Rhodococcus jostii. Estan bacterias dotadas con un metabolismo muy complejo, capaz de realizar
reacciones que le permiten aprovechar multitud de sustratos para su crecimiento. Es importante
recalcar que el Unico objetivo de una bacteria es crecer y duplicarse, por lo tanto, todo lo que haga
tiene que ir orientado hacia este objetivo. Es por esto que si R. jostii almacena TGs es por que le ofrece
una ventaja adaptativa. En la introduccion ya discutimos los motivos por los cuales almacenaba acidos
grasos. En vista de que se observa que se produce una mayor acumulacion de TGs cuando no tiene una
fuente de nitrogeno accesible pero si suficiente carbono, parece indicar que efectivamente la
acumulacion de estos acidos grasos es una forma de guardar el excedente de carbono para utilizarlo
cuando exista presencia de nitritos. Queda por comprobar si el efecto de la acumulacion es debido a un
exceso en la produccion o a una falta de dilucion por la baja tasa de crecimiento. El estudio
transcripcional deja claro que los canales de produccion de los TGs se encuentran activados, aunque

esta es una prueba indirecta.

En este aspecto, es tan interesante observar los genes mas sobre expresados, como realizar una
lectura acerca de los enzimas que no son limitantes. Hay tres aspectos interesantes del estudio que
merecen ser comentados detenidamente. La activacion del ciclo de las pentosas fosfato, en particular la
via Entner-Duodoroff, el posible aumento de la produccion de piruvato a través del acetato y la

dinamica transcripcional de la ruta de Kennedy.

La ruta de las pentosas fosfato es quiza lo mas destacable y sorprendente del trabajo. En un
principio la activacion del la ruta Entner-Duodoroff no es relevante, si bien, la mayor parte de la ruta
comprende la conversion de gluconato en piruvato. La diferencia inicial de fuente de carbono entre
glucosa y gluconato parece suficiente explicacion para este efecto. Sin embargo estudios posteriores
que se estan actualmente analizando parecen indicar que esta activacion no es exclusiva del uso de
gluconato. La ruta de Entner-Duodoroff comprende la conversion de glucosa a piruvato de forma
alternativa a la ruta da la glucdlisis o de la pentosas fosfato. Esta conversion incluye el paso intermedio

de la formacion de 6-fosfo-D-gluconato al cual se puede llegar desde el gluconato mediante la enzima
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2.7.1.12 (RHA1 ro02362) que es una glucokinasa y que en nuestro caso esta activada fuertemente.
Ademas su expresion en el medio minimo suplementado esta muy por encima de la media de
expresion (203714 frente a la media de 8000). Segun la anotacion existente, R. jostii es capaz de
realizar tanto la ruta de las pentosas fosfato como la glicdlisis, asi que el uso de la via Entner-
Duodoroff tiene que ofrecerle un beneficio. Este paso intermedio en la conversion al 6-fosfo-D-
gluconato puede ser la explicacion del porque R. jostii acumula mas TGs [6] en gluconato que en

glucosa

En términos quimicos la reaccion ofrece el siguiente balance.

Glucosa(C6) + ADP + NAD" + NADP"* => 2 piruvato(C3) + ATP + NADH + NADPH + 2H"

En este caso la produccion de ATP y NADH es la mitad que en el caso de lo glucolisis pero se
produce directamente D-gliceraldehido-3-fosfato y piruvato, lo cual le puede ofrecer una ventaja en la

produccién de los TGs ahorrando pasos intermedios.

Es estos momentos estamos tratando de verificar estos resultados mediante qPCR para
asegurarnos de que la activacion de la ruta Entner-Duodoroff es independiente de la fuente de

carbono.

La biosintesis de acetil-CoA es muy importante durante todo el proceso de la formacion de
TGs. Es por esto que le hemos prestado un especial interés a todos los genes implicados en este
cometido. Tanto en la glucolisis como en la via de Entner-Duodoroff el paso del D-gliceraldehido-3-
fosfato a piruvato ( EC 4.1.2.4. aldolasa deoxiribosa-fosfato), involucra la generacion de acetato.
Podria suceder que es por este exceso de produccion de D-gliceraldehido-3-fosfato se deba de reciclar
el acetato en acetil-CoA. El excedente de acetato (en forma acetaldehido) es perjudicial para el
metabolismo. Esto explicaria porque existe una activacion de las rutas que implican la conversion del
acetato en acetil-CoA. No podemos asegurar si de esta forma se genera mayor cantidad de acetil-CoA
o es un efecto de estar metabolizando mayor cantidad de carbono. En cualquier caso, parece que R.

Jjostii escoge esta activacion como una forma de equilibrar el metabolismo central.

El paso fundamental de la produccién de TGs se produce en la ruta de Kennedy, nuestros
resultados establecen que la activacion de las WS/DGAT y la de la aldehido-deshidrogenasa
(EC:1.2.1.3) parecen suficientes para la acumulacién de los TGs. Resultados de nuestro laboratorio,
externos a este trabajo, en donde la sobrexpresion de WS/DGAT es suficiente para la produccion de
TGs, indican que esta hipotesis es correcta. De igual forma observamos que la actividad de el resto de

enzimas parece no ser limitante en el proceso. En el caso de la aldehido-deshidrogenasa su actividad
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no es exclusiva de la ruta de Kennedy por lo que su modificacion no es tan representativa. Sin embargo
parece que la activacion o represion de las WS/DGAT puede ser el interruptor final en la acumulacion

o no de los TGs.

Ademas de los datos especificos, en general, se observa en el estudio que el metabolismo del
DNA como la maquinaria de degradacion de RNA estan reprimidos. La degradacion de algunas fuentes
de carbono alternativas estan reprimidas. El ciclo citrato esta moderadamente reprimido asi como el

catabolismo de aminoacidos.

Todo parece indicar que R. jostii realiza una parada de su maquinaria de crecimiento y desvia
todos sus esfuerzos en mantener los niveles minimos de metabolitos necesarios para la supervivencia y
el aprovechamiento del excedente de carbono, almacendndolo para su uso posterior cuando las

condiciones sean mas favorables.
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Conclusiones

En vista de los resultados obtenidos podemos asegurar que.

1. En un cultivo de Rhodococcus jostii en un medio con gluconato como fuente de
carbono, y bajas concentraciones de nitrogeno y azufre, existe una gran activacion de
la ruta de Entner-Duodoroff.

2. Que el exceso necesario de la produccion de acetil-CoA se produce a través de la
metabolizacion del acetato resultante de la oxidacion del gliceraldehido-3P.

3. Que el complejo I de las NADH deshidrogenasas esta fuertemente activado.

4. Solo las WS/DGAT vy la aldehido-deshidrogenasa estan significativamente activadas en

la ruta de Kennedy.
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