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Resumen

En la naturaleza, las especies interactuan entre si y con su medio abidtico, formando consorcios y
comunidades, como los tapetes microbianos y microbialitos. De entre los tipos de interacciones entre
los microorganismos, las interacciones metabdlicas son de gran importancia en la evolucién. Por
ejemplo mediante su actividad metabodlica, los microorganismos son capaces de conducir los ciclos
biogeoquimicos de la Tierra debido a su diversidad metabdlica. Con su metabolismo, los
microorganismos pueden modificar el ambiente a escalas micro y planetarias, cambiando de esta
manera las presiones de seleccion ambientales en otros organismos, como en el cambio redox de la
atmosfera documentado en el registro fosil. Por ello es importante el estudio de las interacciones

metabdlicas a escala comunitaria.

Con el desarrollo de la secuenciacion de alto rendimiento, surgié la metagendmica como un enfoque en
el estudio de las comunidades, lo que ha generado una gran cantidad de informacion sin la necesidad
del cultivo de especies. Esta informacidn puede ser integrada con enfoques de la Biologia de Sistemas,
como el analisis de modos elementales de flujo (elementary flux modes-EFM), que es un analisis de la
estructura de las redes metabolicas, con el cual se puede predecir tasas de consumo y produccion de
metabolitos. En este estudio utilizamos el enfoque de los EFMs, integrados con datos gendémicos y
metagendmicos. Primero utilizamos al consorcio Chlorochromatium aggregatum, como modelo de una
asociacion célula-célula entre dos especies, conformado por una betaproteobacteria y la bacteria verde
del azufre Chlorobium chlorochromatii. Después utilizamos un conjunto de diez metagenomas
provenientes de microbialitos y tapetes microbianos, para modelar su capacidad metabdlica autotrofica
y caracterizar el intercambio metabdlico y sus capacidades metabolicas a nivel comunidad. En el
primer caso predecimos que hay un intercambio de carbono-nitrogeno en la interaccion célula-célula
asociado al modo de vida simbionte. En el segundo caso encontramos redundancia en las rutas de

incorporacién de carbono inorganico en las comunidades estudiadas.



Abstract

In nature, the species interact with each other and with its abiotic environment, forming consortia and
communities as microbial mats and microbialites. Of the types of interactions in the microorganisms,
the metabolic interactions are the most relevant in the coevolution. For example, by its metabolic
activity, the microorganism can drive the biogeochemical cycle from Earth, owing to its wide metabolic
diversity. Therefore, with its metabolism, the microorganisms can modify the environment to a micro
and planetary scale, changing the environmental selective pressures in other organisms, the redox shift
of the atmosphere in the fossil record is an example of it. Thus the study of the metabolic interactions

to a community scale is very relevant.

The development of the high-throughput sequencing made possible the metagenomic approaches in the
study of communities. It has enabled the access to a plethora of information without the requirement of
species cultivation. This information can be integrated by System Biology approaches, as the
elementary flux modes analysis (EFM), which is an analysis of the structure of metabolic networks.
The EFM analysis can predict the rates of uptakes and outputs of metabolites. In this study, we used the
EFM approach, integrated with genomic and metagenomic data. First, we used the consortium
Chlorochromatium aggregatum as model of a cell-cell interaction among two species; a
betaproteobacteria and the green-sulfur bacterium Chlorobium chrorochromatii. Then we used a dataset
of ten metagenomes from microbialites and microbial mats, with the aim of modeling its autotrophic
metabolic capabilities and to describe the metabolic exchange and its metabolic capabilities at
community level. In the first case study, we found an exchange of carbon-nitrogen in the cell-cell
interaction associated to the symbiotic life style. In the second case study, we found redundancy in the

pathways for the uptake of inorganic carbon in the communities studied.



Introduccioén

linteracciones metabdlicas microbianas en comunidades

En el campo de estudio de la ecologia, el concepto de comunidad se refiere a los ensambles de
multiples especies, en donde los organismos viven juntos en un ambiente continuo e interaccionan
entre si. Este concepto surgid para el estudio de los organismos en los ecosistemas, donde se trata de
responder como estan estructurados los ensambles bioldgicos, cudles son sus interacciones funcionales
y como cambia la estructura de la comunidad en el tiempo y el espacio (Konopka, 2009). En las
comunidades el componente biolégico dominante es microbiano el cual es responsable de los procesos
biogeoquimicos de los seis principales componentes de las macromoléculas (C, H, O, N, S y P)
(Falkowski et al., 2008). Esto pone en un papel principal a los microorganismos en los procesos de
mantenimiento de las comunidades y los ecosistemas de la biosfera. Entre las interacciones en estas
comunidades, resumidas en el Cuadro 1, las méas importantes en los procesos biogeoquimicos, son las

interacciones metabolicas.

Desde el origen de la vida, la actividad metabolica de los microorganismos ha modificado las
condiciones del planeta. Un ejemplo de ello es el cambio de las condiciones redox de la atmoésfera a
partir de la generacion de oxigeno libre, producto de la fotosintesis oxigénica. El registro fosil indica un
Gran Evento Oxidativo alrededor de 2,450 MA en donde mediante el rompimiento de la molécula de
agua se cambid la composicion de la atmdsfera volviéndola oxidante. Ademads, desde este
acontecimiento la actividad fotosintética ha proporcionado una fuente de oxigeno, ya que al ser una
especie altamente reactiva, sin su recambio constante pasaria a ser parte de la corteza terrestre en
alguna forma de 6xido, alcanzando su equilibrio quimico (Falkowski & Godfrey, 2008). El potencial
metabolico microbiano es considerado como reservorio de los procesos metabolicos capaces de
conducir los ciclos biogeoquimicos, ya que los microorganismos pueden sobrevivir a sucesos
catastroficos como impactos de meteoritos o glaciaciones, contrariamente a las plantas y animales en

los que hay mayor probabilidad de que se produzcan extinciones de especies.

Existe una redundancia metabolica en diferentes linajes microbianos, lo cual es uno de los mecanismos
que ha asegurado el funcionamiento biogeoquimico de la Tierra a lo largo de la historia de la vida
(Falkowski et al., 2008). La comprension y caracterizacion de los procesos metabdlicos de los flujos de

materia y energia entre los microorganismos, nos brinda conocimiento sobre la dindmica y los
3



principios que gobiernan y modifican los procesos biogeoquimicos. Por ello, las comunidades con
componentes microbianos dominantes como los tapetes microbianos, que forman estructuras laminadas

y microbialitos, son de un interés especial para la Ecologia (Des Marais, 2003).



Cuadro 1. Interacciones entre especies que determinan la estructura y composicion de las comunidades. Modificada de

Konopka, 2009.

Categoria

Clase

Ejemplo

Referencia

Competencia por
recursos.

Interacciones
metabolicas.

Alelopatia

Sefializacion

Interacciones
estructurales

Interacciones a
nivel trofico

Transferencia
horizontal de
genes

Coevolucion

De superficie celular: transportadores de
nutrientes

Enzimas extracelulares
Sideroporos/lanzaderas de electrones

Sintrofia

Cross-feeding

Utilizacion secuencial de nutrientes
Modificacion quimica del ambiente

Metabolitos microbianos

Microbiana
con organismos pluricelulares

Consorcios
Biocapas y tapetes microbianos

Circuito microbiano

Parasitismo

Acoplamiento de

biogeoquimicos
Nitrificadores,
xenobiodticos

Sucesion debida a la alteracion del pH

por acidos organicos

'Chlorochromatium aggregatum'

Bacteriocinas

Inhibicion de la formacion del quorum

sensing

Formacién de quorum interespecifico

Noédulos radiculares

'Chlorochromatium aggregatum'’

Microbialitos

Virus

catabolismo

(Sowell et al., 2009)

(Allison, 2005)
(Miethke&Marahiel

,2007)

(Dolfing, 2001)
(Overmann &
Gemerden 2000)
(Villareal et al.,
1991)

(Wanner et al,
2008)

(Gillor et al., 2008;
Riley &  Wertz
2002)

(Gonzales &
Keshavan, 2006)

(Ryan &  Dow,
2006)
(Cooper, 2007)

(Wanner et al.,
2008)
(Des Marais, 2003)

(Azam & Malfatti,
2007)
(Suttle, 2007)

(Juhas et al., 2009)

(Moran et al., 2008)




Chlorochromatium agreggatum, modelo de consorcio entre dos especies

El consorcio denominado Chlorochromatium agreggatum, estd conformado por dos especies
bacterianas; una B-proteobacteria central recientemente denominada “Candidatus Symbiobacter (Ca.
S.) mobilis”, rodeada por células espibiontes de Chlorobium chlorochromatii, bacteria verde del azufre
del phylum chlorobia (Frostl et al., 1998; Liu et al., 2013). C. chlorochromatii es una bacteria
fotosintética, no motil, anaerdbica estricta, Gram ), fijadora de nitrégeno, en condiciones naturales
solo se ha encontrado en simbiosis, pero puede vivir en vida libre en condiciones de laboratorio (Vogl
et al., 20006). ‘Ca. S. mobilis’ es incolora monoflagelada. No se conoce mucho de su fisiologia, ya que
es un simbionte obligado, pero mediante analisis de su gen 16S se sabe que esta emparentada con la
familia commamonadacea, cercana a Variovorax paradoxus (Glaeser et al., 2003; Kanzler 2005). El
consorcio es motil debido al flagelo de la B-proteobacteria y presenta movimiento escotofobico, es
decir, se mueve en respuesta a cambios de la intensidad de la luz y se aglomera a una longitud de onda
de 749 nm (longitud de onda donde la bacterioclorofila ¢ tiene la maxima absorcion) (Frostl et al.,
1998). Entre las dos especies existen mecanismos de comunicacidon quimica, ya que la division celular
es coordinada y se forman dos consorcios completos. El periplasma de las dos especies esta

interconectado por tibulos periplasmicos (Figura 1) (Wanner et al., 2008).

Wenter y col. (2010) mostraron que en los estados de simbiosis y vida libre las células de C.
chlorochromatii expresan 352 genes de manera diferencial entre las dos condiciones. Entre estos, los
que codifican para las enzimas del metabolismo de los aminoacidos son los que muestran diferencias
mas significativas (Wenter et al., 2010; Overmann, 2010). Asi mismo detectaron genes que se expresan
Unicamente en simbiosis: un gen que codifica para la proteina PII reguladora del metabolismo del
nitrogeno, un gen que codifica una glutamina sintetasa (GS) y un gen que codifica para un

transportador tipo ABC de aminoécidos ramificados.

Las enzimas que participan en el metabolismo de los aminoacidos estan reguladas por la disponibilidad
de nitrégeno de las bacterias (Brown & Herbert, 1977; Magasanik, 1982; Rudnick et al., 1997). Wenter
y colaboradores (Wenter et al., 2010) postulan que C. chlorochromatii en simbiosis tiene acceso
limitado al nitrégeno. En simbiosis se realiza la sintesis de PII, GS y la transcripcion de la nitrogenasa
es elevada, lo que parece indicar que la célula necesita fijar N2, esta gran necesidad de fijar nitrégeno

en simbiosis puede deberse a una sintrofia por el nitrogeno entre los simbiontes. Por todo lo anterior, es



importante analizar la red metabolica de C. chlorochromatii para saber qué rutas metabolicas son

modificadas en la simbiosis y si existe sintrofia por algiin recurso.



=

“CMLE

Caeets

[

500 nNmM

Figura 1. Estructura de Chlorochromatium aggregatum. A la izquierda, una imagen de C. aggregatum hecha por
microscopia electronica de alta resolucion (tomada de la portada del Journal of Bacteriology vol. 190 num. 10 afio 2008)
donde se observan a los epibiontes y el flagelo de la bacteria central. A la derecha, un esquema tomado de Wanner y col.
(2008) donde se resumen las observaciones por microscopia electronica de la ultra estructura del consorcio: LB, cuerpos
lipidicos; PP, globulos de polifosfato; ECL, capa de contacto del epibionte (caracterizada por la ausencia de clorosomas);
PT, ttbulos periplasmicos (haciendo contacto entre las dos bacterias formando un espacio periplasmico comun); MW,
invaginacion de la membrana citoplasmica; CML, capa membranas de la bacteria central; CBC, cristales de la bacteria
central (estructuras parecidas a cristales formadas en la cara interna de la membrana citoplasmica por acumulacion de
estructuras globulares).



Tapetes microbianos y microbialitos como modelos de comunidades

Estas comunidades son ecosistemas a escala milimétrica, ya que son autosuficientes debido a la gran
diversidad metabdlica que contienen en su estructura multilaminada (Des Marais, 2003; Dupraz et al.,
2004; Dupraz et al., 2009). Las especies microbianas que las componen son clasificadas en gremios y
ensambles dependiendo de sus caracteristicas metabdlicas y su afiliacion filogenética. Estas se
desarrollan en una gran diversidad de ambientes con gradientes fisicoquimicos (ej. de luz, azufre y
oxigeno), en donde se pueden presentar desde una condicidn super saturada a una escasa (por ejemplo
ir de un ambiente andxico a oxigénico), resultando en distintos micro-ambientes (Vissher & Stolz,
2005). Dentro de su estructura, estas comunidades contienen grupos troficos esenciales (productores
primarios, secundarios y descomponedores), por ende, estos micro ecosistemas son dindmicos y
sostienen una gran diversidad de especies con extensas habilidades metabolicas en un pequefio espacio

(Visscher & Stolz, 2005).

En general en una comunidad de tapetes microbianos y/o de microbialitos, se encuentran los siguientes
cuatro grupos funcionales:
1. Fotétrofos oxigénicos, principalmente cianobacterias, son los productores primarios y acoplan
energia luminica a la fijacion de CO2 y Na.
2. Bacterias aerobias heterotrofas, oxidan la mayor parte del carbono fijado, obteniendo energia
por medio de la respiracion utilizando oxigeno como aceptor final de electrones.
3. Bacterias reductoras de sulfato (SRB), son los organismos anaerobios dominantes y producen
sulfuro en la respiracion.
4. Bacterias oxidadoras de sulfuro (SOB), son organismos quimiolitétrofos que oxidan sulfuros

utilizando oxigeno o nitrato como aceptores de electrones.

El Cuadro 2 puntualiza las diferencias de las actividades metabdlicas de los diferentes grupos

funcionales dependiendo del ciclo diario.



Cuadro 2. Actividades metabdlicas de los principales grupos de bacterias que integran tapetes microbianos. Modificado de

Visscher & Stolz, 2004.

Grupo funcional

Funcion metabolica diurna

Funcion metabodlica nocturna

Cianobacterias

Heterdtrofos aerobios

Oxidadores de sulfuros

Fotétrofos oxidadores de sulfuros

Heterotrofos anaerdbicos reductores de
sulfatos

Heterétrofos anaerdbicos metanogenos

Fijacion de CO; (fotosintesis):
CO,+ H,O — CH,O + Oy

Oxidacién de C (respiracion):
CH,0 + O, — CO,+ H,O

Oxidacion de sulfuros:

H,S+20,— 8042' +2H"

(puede estar acoplada a la fijacién de
COy)

Fijacion de CO; (fotosintesis anoxica
acoplada a la oxidacion de sulfuro):
2CO >+ H,S + 2H,0 — 2CH,0 + SO4*
+2H

Oxidacion de C (sulfato como aceptor
de electrones):
2CH,0 + SO4*"— 2HCO;5™+ 2H,S

Respiracién de carbonato:
4H, + CO, — CH4+ 2H,0
y 2CH,0 — CH4+ CO,

Fermentacion (incluyendo produccion
de Hz),
Fijacion
glucogeno

de N, Degradacion de

Fermentacion, desnitrificacion:

5CH, O + 2H,0 — HCO; + H' +
4CH30 y 5CH,0 + 4NO3 — SHCOs3 +
H"+ 2N, + 2H,0

Desnitrificacion, fermentacion:
SHS + 8NO3; — 58042' + 4N, + H,0 +
30H

Fermentacion, sintesis  de

degradacion de glucdgeno

Bcla,

Lo mismo que en el dia

Lo mismo que en el dia

10



En estas comunidades, el ciclaje de elementos necesarios para la vida es muy eficiente y funcionan
como bioreactores, en donde practicamente solo se requiere de luz para funcionar y por medio de la
fotosintesis, se produce el poder reductor para sostener la fijaciéon de carbono y nitrégeno (Des Marais,
2003; Dupraz et al., 2004; Dupraz et al., 2009, Visscher & Stolz, 2005). Otra caracteristica metabolica
importante es la secrecién extracelular de sustancias poliméricas (extracellular polymeric secretions,
EPS), principalmente carbohidratos y aminoacidos (Decho ef al., 2005). La formacion de una matriz de
EPS influye en la arquitectura de la comunidad, ya que funciona como una trampa de sedimento y

matriz de quelacion de carbonato precipitado (Kawaguchi & Decho, 2002).

Existen diferencias entre las comunidades formadoras de tapetes microbianos y aquellas que tienen
capacidad de litificacidon, lo cual conduce a la formacién de microbialitos (Figura 2), que son
estructuras organo-sedimentarias formadas por la captura y union de sedimentos, asi como la
precipitacion de carbonatos asociadas a la actividad metabdlica microbiana. Esta caracteristica es
importante, ya que mediante la formacion de carbonato, estas comunidades pueden secuestrar carbono

a largo plazo en forma de mineral (Dupraz ef al., 2004; Dupraz et al., 2009).

11



Figura 2. Microbialitos de Pozas Azules, Cuatro Ciénegas, Coahuila, México. A la Izquierda una foto panoramica de los
microbialitos en las pozas, a la derecha un microbialito con un corte transversal. Imagenes cortesia de la Dra. Patricia

Valdespino Castillo.
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Estudio de la importancia del metabolismo bacteriano en las comunidades

Con el avance en las tecnologias de secuenciacion de ADN, se hizo posible la secuenciacion masiva de
muestras ambientales, surgiendo la metagendmica como herramienta en el estudio de las comunidades
microbianas. En el enfoque metagendmico se puede obtener el material genético de la comunidad sin el
problema que conlleva el cultivar a las especies microbianas que la estructuran, tomando un enfoque a
nivel de sistema (Vieites et al., 2010). Por ello se han generado millones de datos de secuencias
obtenidas de muestras ambientales. En paralelo también se han desarrollado herramientas
computacionales para el ensamblado de los fragmentos de secuencias y anotacion de esta gran

cantidad de informacion (Prakash & Taylor, 2012).

En estudios con fines de descripcion de especies en las comunidades microbianas, se han usado
marcadores, incluyendo secuencias altamente conservadas del gen 16S rDNA. De esta manera se ha
obtenido un panorama de los tipos de bacterias que las habitan. Sin embargo, estos enfoques no han
sido tan utiles para obtener conocimiento sobre las caracteristicas metabolicas funcionales
(Chistoserdova, 2014). Para un estudio con un enfoque funcional, se pueden utilizar los metagenomas
completos de las comunidades y de aqui surge la importancia de tener una anotacion lo mas precisa

posible de las funciones genéticas codificadas.

Anotacién y reconstruccién de modelos metabdlicos a partir de metagenomas

La anotacidn de las secuencias metagendmicas requiere de herramientas bioinformaticas que se basan
en prediccion de genes y busqueda de homologia en secuencias. Para esto existen pipelines, que
consisten en una serie de pasos que parten de las lecturas (reads) obtenidas en la secuenciacion, hasta la
anotacion funcional (como el mostrado en la Figura 1), donde se inicia con la prediccion de los marcos
de lectura de los genes (Open Reading Frames-ORFs). Para la prediccion de los ORFs se utilizan
programas como fragGenScan (Rho et al., 2010), Prodigal (Hyatt et al., 2010) u Orphelia (Hoff et al.,
2008). Una vez predichos los marcos de lectura, el siguiente paso es asignarles una funcion usando
programas como BLAST (Altschul et al., 1997), y HMMER (Eddy, 2011). Debido a la gran cantidad de
datos, puede haber un cuello de botella en los andlisis debido al requerimiento computacional, por ello
se han desarrollado nuevos algoritmos como GHOSTX (Suzuki et al., 2014), BLAT (Kent, 2002),
LAST (Frith et al., 2010) y DIAMOND (Buchfink ef al., 2015), los cuales aprovechan los sistemas con
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multiples procesadores para hacer un analisis mas rapido.

Muchas veces mediante el analisis de homologia de las secuencias, se pueden asignar funciones a los
genes pertenecientes a ciertas funciones celulares que se conservan en muchos organismos. Por
ejemplo, en el caso del metabolismo, muchas de las secuencias de los genes pertenecientes a rutas
como glucolisis, gluconeogénesis, TCA, entre otros, son altamente conservadas. Cuando esto no es
posible, las funciones de los genes se pueden asignar utilizando los motivos caracteristicos de los sitios
cataliticos de las enzimas, utilizando bases de datos como Pfam (Punta et al., 2012), KEGG (Kanehisa
et al., 2012), TIGRFAM (Haft et al., 2003), UniProt (Apweiler et al., 2004) y COG (Tatusov et al.,
2003). El costo computacional que se requiere para la anotacion adecuada de los genes va aumentando
de acuerdo a la cantidad de las secuencias a analizar, por ello han surgido plataformas web como MG-
RAST (Meyer et al., 2008) y EBI Metagenomics (Mitchell et al., 2015), que funcionan como

repositorios y las secuencias son analizadas de una manera automatica.
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Prediccion de ORFs Busqueda de Bases de datos (KEGG,

( FragGenScan, Similitud (BLAST, LAST

Orphelia) HMMER BLAT, DIAMOND) [ '"terP’ro. PFAM, TIGRFAM)

Obtencodn de reacciones Curacién de
Metabolicas (KEGG, la reconstruccion
BRENDA, ENZYME, MetaCyc) (Con informacion

experimental)

metabdlicas

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso para la anotacion funcional y reconstruccion de la red metabdlica y el analisis de

las capacidades metabolicas de una comunidad por medio de modelos estequiométricos.
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Una herramienta prometedora para el aprovechamiento de la informacién de los metagenomas, es la
construcciéon de modelos matematicos de los metabolismos, basados en la estequiometria de las
reacciones enzimaticas que incluyen restricciones fisicoquimicas (Gombert & Nielsen 2000; Klitgord
& Segre, 2011). Estos modelos son el resultado de nuevos paradigmas como la Biologia de Sistemas y
han sido utiles en aplicaciones de Gendmica Funcional e Ingenieria Metabolica. Los modelos
estequiométricos representan en un modelo matematico las propiedades metabolicas de los sistemas
bioldgicos. A diferencia de los modelos mecanisticos, no requieren de parametros cinéticos, lo que los
hace atractivos ya que han permitido aplicar la visién de sistema en estudios metabdlicos al incluir
todas las reacciones involucradas en el metabolismo celular (Trinh ef al., 2009). Esto representa una
gran ventaja en el caso del estudio de comunidades debido a la dificultad de cultivar a las especies que

las componen y poder extraer los pardmetros cinéticos.

El modelo parte de una reconstruccién de la red metabdlica del sistema a estudiar (ver Figura 1 y 2).
Esta consiste en catalogar el total de las reacciones metabolicas que conforman al sistema bioquimico,
en este caso la catalogacion de las reacciones metabdlicas presentes en la comunidad. Originalmente
los modelos metabolicos a escala gendmica se desarrollaron para microorganismos modelo como E.
coli'y Saccharomyces cerevisiae. En los modelos a escala gendmica de estos organismos, la curacion de
la reconstruccidén se hace con informacidon experimental y en el caso de no tenerla, una forma de
asignar reacciones bioquimicas es buscando con métodos bioinformaticos los sitios cataliticos de las
enzimas, la presencia de los genes que codifiquen el total de las subunidades y los operones (Feist et
al., 2009; Palsson, 2004; Schellenberger et al., 2011). En el caso de una reconstruccion a partir de un
metagenoma, es dificil recurrir a esta informaciéon ya que es complicado ensamblar los genomas
completos de los organismos y tener las secuencias de las subunidades completas de las enzimas,
debido a que el ADN esta presente en segmentos de secuencias de muchas especies (cientos o miles),
que son secuenciadas al mismo tiempo. Sin embargo, para mejorar el modelo se puede recurrir a las
mediciones experimentales de procesos metabdlicos que se encuentren registradas en la literatura,
como por ejemplo, las tasas de fijaciéon de carbono, nitrogeno, nitrificacion, etc., medidas en los
sistemas de estudio, con ello se puede tener un punto de partida en el caso de haber incertidumbre en un

cierto nimero de enzimas encontradas para un proceso metabdlico.
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Figura 4. Diagrama de una red metabdlica hipotética con su matriz
estequiométrica asociada. A) la red metabdlica esta compuesta por seis
metabolitos internos (en color azul) y cuatro externos (en rojo), los
cuales son transformados por 9 reacciones (flechas negras), los
metabolitos externos son fuentes (en este caso hipotético es N, y CO»)
y sumideros (en este caso se produce Hex = hexosa y a.a. =

aminoacido) de materia en el sistema (entradas y salidas). B) la matriz

;’ estequiométrica asociada a la red de tamafio m x n, el coeficiente 1 se
asigna si una reaccion rn produce un metabolito MX, el -1 si la

° reaccion consume el metabolito y el 0 si el metabolito no participa en

g esa reaccion.

0

0

&

Figura 5. Diagrama que muestra los modos elementales de
flujo (EFM) de la red hipotética de la Figura 4. En flechas
rojas se muestran los EFMs, 1) y 2) producen a.a. a partir de

N», 3) produce Hex a partir de CO,. El analisis de EFMs

descompone a la red metabdlica en grupos minimos de

enzimas que sostienen el estado estacionario del sistema.

17



Una vez que se ha reconstruido la red, se procede a hacer un andlisis de vias metabdlicas (Metabolic
Pathway Analysis-MPA), el cual es un analisis de la estructura de la red (Trinh et al., 2009). Las
ecuaciones matematicas para el andlisis se basan en el principio de conservacion de masa de los
metabolitos internos (ver el Cuadro 1) (Papin et al., 2004; Palsson, 2006). La ecuacién general que

describe este principio es:

Z;—S*r—u*C Ecuacion (1)

En donde el término del lado izquierdo es el cambio de la concentracidon de los metabolitos internos C a
través del tiempo #; r es el vector de la tasa de las reacciones (flujo) que interconvierten a los

M XN cuyos elementos S representan al

metabolitos; S es la matriz estequiométrica de tamafio
coeficiente estequiométrico del metabolito i involucrado en la reaccion j y p es la tasa de dilucion

especifica con el cambio en el volumen del sistema.

A partir del balance general representado en la Ecuacién 1, se construye un sistema de ecuaciones
diferenciales ordinarias con un numero de ecuaciones equivalentes a la cantidad de metabolitos
internos. En un sistema bioquimico complejo seria una cantidad de ecuaciones quizas sin solucion. Sin
embargo, esto se puede simplificar tomando en cuenta que en un sistema bioldgico, el orden del
segundo término, el cual involucra u, es menor, por lo que es despreciable (Villadsen ez al., 2011).

Una consideracion importante en estos modelos es el estado pseudo-estacionario. Es decir, se considera
que la replicacion celular alcanza un estado estacionario, y que debido al orden de magnitud del tiempo
que toma una reaccion cinética es mucho menor al tiempo de replicacion celular, lo que implica que la
concentracion de metabolitos se puede ver como si no cambiara en el tiempo. Haciendo a la
concentracion C constante e independiente del tiempo, nos encontramos en un estado estacionario en

donde no hay acumulacion de metabolitos internos:
dC _
o=
Por lo tanto, la ecuacion general se transforma en un sistema de ecuaciones lineales:
S*xr=0 Ecuacion (2)
Debido a que algunas reacciones son reversibles, las reacciones i en r requieren de restricciones

adicionales en valores positivos 1 >0 .

El conjunto de todas las soluciones posibles para la Ecuacion 2 se puede determinar mediante un
18



analisis convexo, en donde el espacio solucion del flujo admisible esta delimitado por los vectores base
que forman un cono convexo (Palsson, 2006; Schuster et al., 2007; Gombert & Nielsen, 2011). Para el
analisis existe un algoritmo que parte de la buisqueda en el total de las reacciones y determina los
modos elementales de flujo (Elementary Flux Modes, EFM), los cuales son las combinaciones lineales
de los vectores base del cono convexo, por lo que determina todas las soluciones posibles (Orth ef al.,
2010; Schuster ef al., 2007; Latendresse ef al., 2012). El algoritmo de los EFM es el mas adecuado en
el caso del estudio de las comunidades arriba descritas, ya que puede localizar modos de flujo
(equivalentes a rutas metabolicas, ver Figura 3 y Cuadro 1) que no se conozcan y asi se pueden

encontrar rutas potenciales de C, H, O, N, Py S dentro de la comunidad (Taffs ez al., 2009).

Los modos elementales de flujo no se pueden calcular en redes muy grandes. Esto se debe a que se
presenta una “explosion combinatoria” de posibles soluciones con el aumento del nimero de
reacciones en la red (Stelling et al., 2002), por lo que existe una limitante técnica por el uso excesivo de
la memoria del equipo de computo. Sin embargo se han desarrollado paquetes de software con mejoras
en este aspecto, como EFMTools, que estd implementado en MATLAB©, y puede analizar redes
utilizando multinucleos. CellNetAnalyzer es una fool/box implementada en MATLABO para analizar
redes metabdlicas, de sefalizacion y regulacion. EFMTools viene implementado dentro de

CellNetAnalyzer (Klamt et al., 2007).
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Cuadro 3. Significado de términos utilizados.

Reconstruccion y analisis
metabdlico basado en
restricciones

Metabolito interno

Metabolito externo

Modo elemental de flujo
(EFM)

Topologia de una red
metabolica

Vector de flujo metabdlico

M¢étodos de modelacion en donde se hacen reconstrucciones de redes
metabodlicas que son curadas manualmente. Se incluyen restricciones
termodindmicas (direccionalidad de las reacciones), de conservacion de
masa (de acuerdo a su estequiometria), restricciones detectadas
experimentalmente y datos de regulacion.

Metabolitos de reacciones que participan dentro del modelo. Debe haber un
balance entre su formacion y su consumo (asumiendo un estado
estacionario)

Metabolitos que no necesariamente son balanceados debido a que se
pueden acumular o estdn conectados a reservorios. Son considerados como
recursos o sumideros (nutrientes o productos de desecho, productos
almacenados o excretados y precursores para su utilizacidon posterior).

Grupo minimo de enzimas que funcionan en estado estacionario con todas
las reacciones irreversibles procediendo en la direccidn apropiada.

Conjunto de enzimas y metabolitos, conectadas con sus reacciones
estequiométricas en direccionalidad correcta.

Representacion matematica del flujo metabolico en forma de vectores. Un
vector de flujo corresponde a un vector en el espacio vectorial/soluciéon de
un analisis convexo.
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Otro aspecto importante en los sistemas bioquimicos es su fragilidad y robustez. En el caso de las
comunidades bioldgicas, es de suma importancia conocer qué tanto pueden resistir a condiciones
cambiantes y perturbaciones. Predecir la importancia de un tipo de metabolismo (asociado a algin
grupo de especies) en el mantenimiento de las comunidades es un objetivo clave en la ecologia. Una
aproximacion se puede hacer por medio de los minimal cut sets (MCS), los cuales se determinan a
partir de los EFMs calculados (Klamt & Gilles, 2004). Si los EFMs son unidades funcionales minimas,
los MCSs son los modos minimos de fallo, que consisten en grupos minimos de reacciones que en su
ausencia, llevarian a la falla del sistema, rompiendo el estado estacionario y el flujo metabolico. Los
MCSs se usan para determinar si la supresion de un cierto nimero de enzimas, interrumpe el flujo de
un metabolito deseado (por ejemplo alguna toxina o la produccidon de biomasa) o si interrumpe todo el
flujo del sistema (determinar la fragilidad total), con el fin de identificar las enzimas esenciales (o
metabolismos esenciales) (Klamt, 2006). El algoritmo para calcular los MCSs viene integrado en
CellNetAnalyzer y calcula la fragilidad total, dada por el coeficiente de fragilidad F, el cual es el valor
promedio de Fi entre todas las reacciones (g):
Fo2Fi
q
En donde Fi es el coeficiente de fragilidad especifico descrito por Klamt y Gilles (Klamt & Gilles,

2004) y corresponde al reciproco del tamafio promedio de todos los MCSs en los cuales la reaccion i
participa. F toma valores de 0 a 1; el mas alto valor se da cuando todas las reacciones son esenciales.
Los MCSs de menor tamafio son mas representativos, ya que nos dicen que se requiere de una menor

perturbacidn (menor supresion de enzimas) para que el flujo metabolico se interrumpa.

21



Aplicacién comun de los MCSs
“Cuts” (supresion de elementos de una red)

“ N

Disfuncion interna Supresiones intencionales
(Mutaciones espontaneas,...) (supresion de genes, RNAI,...)

MCSs = grupos de objetivos
minimos (supresiones)
Represion de funciones metabolicas

MCSs = modos minimos de fallo
de funciones metabdlicas

Identificacion de objetivos
(Ingenieria metabolica,
produccion de farmacos)

Fragilidad estructural/
Analisis de robustez

Figura 6. Los dos principales campos de aplicacion para los MCSs (modificada de Klamt, 2006)

22



En este proyecto usamos el enfoque de los EFM, primero en la reconstruccion metabdlica de C.
chlorochromatii a partir de su genoma (No. de acceso NC 007514.1), para el analisis metabolico en un
consorcio modelo de dos especies. Luego para el andlisis a nivel comunidad, usamos un conjunto de
diez metagenomas de microbialitos y tapetes microbianos (Cuadro 4), con el objetivo de predecir el
intercambio de carbono y nitrégeno entre la comunidad y el ambiente, asi como predecir el flujo

metabolico a nivel comunitario.
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Cuadro 4. Metagenomas usados obtenidos de la base de datos del MG-RAST

MG-RAST ID Lugar Referencia

4440067.3 Microbialito de Pozas Azules (Breitbard et al., 2009)
4440060.4 Microbialito de Rio Mezquites (Breitbard et al., 2009)
4440061.3 Microbialito de Highborne Cay, Bahamas (Dinsdale et al., 2008)
4441363.3 Tapete microbiano verde, Cuatro Ciénegas (Peimbert et al., 2012)
4442466.3 Tapete microbiano rojo, Cuatro Ciénegas (Peimbert et al., 2012)
4445126.3 Tapete microbiano en plataforma Markham en el artico (Varin et al., 2012)
4445129.3 Tapete microbiano de la plataforma Ward Hunt en el artico (Varin et al., 2012)
4460448.3 Tapete microbiano de Diamond Fork (Gomez-Alvarez et al., 2012)
4460449.3 Tapete microbiano de Diamond Fork (Gomez-Alvarez et al., 2012)
4454153.3 Tapete microbiano de la marisma de Sippewissett (Wilbanks ef al., 2014)
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Objetivos

Objetivo general
Reconstruir las redes metabdlicas de comunidades microbianas modelo, a partir de datos gendémicos y

metagendmicos y analizarlas por medio de los EFMs para predecir el intercambio de materia y energia.

Obijetivos especificos

e Predecir las consecuencias metabolicas de la simbiosis en el consorcio Chlorochromatium

aggregatum.

e Predecir el potencial metabdlico autotréfico de una comunidad microbiana.
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Capitulo 1
e Cerqueda-Garcia, D., & Falcon, L. 1. (2016). La construccién del nicho y el concepto de
holobionte, hacia la reestructuracion de un paradigma. Revista Mexicana de Biodiversidad,
87(1), 239-241.
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La construccion del nicho y el concepto de holobionte, hacia la
reestructuracion de un paradigma

The niche-construction and the holobiont concept, toward the restructuring of a paradigm

Daniel Cerqueda-Garcia y Luisa I. Falcon *

Laboratorio de Bacteriana, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito exterior s/n, Cd. Universitaria, 04510, México D.F., México

En la concepcién cldsica de la adaptacion, el ambiente
gradualmente moldea los organismos para que estos se ade-
cuen. Este enfoque implicaba que los organismos son un ente
pasivo que habita el ambiente. Sin embargo, esto no es asi, ya
que los organismos no son agentes pasivos. Los organismos,
por medio de su metabolismo y su comportamiento, modifi-
can su medio, creando y destruyendo su ambiente desde una
escala local hasta global. Algunos ejemplos de modificacion
del ambiente son la construccion de nidos, madrigueras, redes
y formacién de gradientes quimicos. Estos procesos de modi-
ficacién y selecciéon ambiental se conocen con la metdfora de
«construccién del nicho», considerando aqui el espacio «n»
dimensional (segtin Hutchinson, 1957) «ocupado» por la espe-
cie, en el sentido de donde actia —siendo un agente causal—,
no solo en donde se localiza. La construccién del nicho no
es exclusiva de algunas especies, sino que es un hecho de
la vida, todos los organismos utilizan materia inorgdnica para
desarrollarse y sustentarse; ademads, todos secretan desechos
(Day, Laland y Odling-Smee, 2003; Laland, Odling-Smee y
Feldman, 2001; Odling-Smee, Laland y Feldman, 1996).

La construccién del nicho tiene un gran impacto en la evo-
lucién de los organismos y en la concepcion de la adaptacion,
ya que modifica las presiones de seleccién natural al modifi-
car el medio; seglin Day et al. (2003), en la naturaleza pueden
existir 2 escenarios: 1) como resultado de la seleccién natural
los organismos pueden desarrollar caracteristicas que los hagan
adecuarse a su ambiente; y 2) los organismos pueden modifi-
car su ambiente para adecuarlo a sus caracteristicas actuales; es
decir, modificar factores ambientales de la estructura del nicho
como sucede en la produccién de microclimas, lo que modifica
la temperatura y la humedad.

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: falcon@ecologia.unam.mx (L.I. Falc6n).
La revision por pares es responsabilidad de la Universidad Nacional Auté-
noma de México.

http://dx.doi.org/10.1016/j.rmb.2015.11.001

La construccién del nicho puede modificar las presiones de
seleccion de los constructores, de las especies con las que cohabi-
tan —el componente bidtico del nicho— y de sus descendientes,
ya que generalmente la modificacion persiste por mayor tiempo
que la vida de los constructores, por lo que la modulacién del
impacto ambiental contintia para las generaciones posteriores.
Por lo tanto, los organismos no nacen y empiezan sus ciclos de
vida en un ambiente de novo, sino que existe una herencia ecolo-
gica del nicho. La herencia ecoldgica se define como cualquier
caso en el cual un organismo experimenta una relacién funcio-
nal modificada entre €] y su ambiente, como consecuencia de la
construccién del nicho de sus ancestros genéticos o ecolégicos
(Laland et al., 2001). De aqui surge el concepto de «ingenieria
de ecosistemas», donde se argumenta que los organismos no
solo se adaptan a su ambiente, sino que también lo construyen,
por lo que existe una coevolucidn entre el ambiente y el orga-
nismo, existiendo una retroalimentaciéon. Un ejemplo claro de
la construccién del nicho es la modificacién de la atmésfera
por parte de las bacterias fotosintéticas oxigénicas (Falkowski,
2011), que a una escala global modificaron las presiones de
seleccion hacia metabolismos que toleran el oxigeno, siendo
estas bacterias nuestros ancestros ecolégicos.

Si bien hasta aqui se ha considerado la construccién del nicho
refiriéndonos a la modificacion del componente fisicoquimico
—abidtico—, que a la vez afecta a las presiones de seleccion de
otros organismos —indirectamente—, existen casos en donde
este ambiente es conformado por otro organismo, como en
los organismos pluricelulares, ya que surgieron en una «sopa
microbiana» en donde rdpidamente pudieron emerger inter-
acciones patégenas y mutualistas, reteniendo selectivamente
colonizadores que conferian un beneficio al huésped aumen-
tando su adecuacion (Yeoman et al., 2011). Toda planta o animal
presenta relaciones simbidticas con microorganismos, de ahi
surge el concepto de «holobionte», que se refiere a la planta o ani-
mal con todos sus microorganismos asociados —microbioma—
(Zilber-Rosenberg y Rosenberg, 2008). Sabemos que 9 de cada
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10 células de los seres humanos son bacterianas y, por lo tanto,
un animal o planta puede ser considerado como un ecosistema,
el cual posee numerosos nichos epiteliales. Dependiendo de
la localizacién del nicho puede estar colonizado por bacterias,
arqueas, bacteriofagos, hongos y/o protozoarios (Yeoman et al.,
2011).

Los componentes del microbioma son un claro ejemplo de
organismos constructores de nicho, como lo que ocurre en el
conducto vaginal de las hembras humanas, que es colonizado
por Lactobacillus sp., que sintetizan acido lactico y, como con-
secuencia, el pH vaginal disminuye, atenuando la colonizacién
de otros organismos patégenos (Menard et al., 2010); otro ejem-
plo es el que ocurre en el tracto digestivo de los mamiferos,
en donde bacterias metandgenas y reductoras de sulfato subsis-
ten gracias al hidrégeno producido por bacterias fermentadoras
(Macfarlane y Gibson, 1997), ya que en la reaccién general de
la fermentacién se produce hidrégeno:

56C¢H 1206 + 38H,0 — 60acetato + 96CO,
+256H + + 22propionato + 18butirato

Las bacterias metandgenas lo pueden utilizar para la produc-
cién de metano:

4H, 4+ CO,— CH4 +2H;0, Hy + CH30H — CH4 + H,O

Y las bacterias reductoras del azufre para la reduccion disi-
milatoria del azufre:

4H, +S042~ +HT— HS™ +4H,0

Este es un ejemplo donde al construirse y modificarse el
ambiente se abren nuevos nichos —o condiciones favorables—
para ser ocupados por otras bacterias. Por ello, los organismos
multicelulares eucariontes son un ecosistema constantemente
modificado por su microbioma, dando como consecuencia una
intrincada red de interacciones simbidticas. La construccion del
nicho puede ser el predmbulo para la facilitacién presente en
muchas especies, que principalmente se ha descrito en plan-
tas (Valiente-Banuet y Verdu, 2007), pero que en las relaciones
entre microorganismos formadores de microbioma queda por
analizarse. Las interacciones facilitadoras son comunes en la
complementacién metabdlica bacteriana, como ocurre en las
comunidades formadoras de microbialitos, en donde debido a la
presencia de diversos gremios bacterianos funcionan como una
unidad en donde pricticamente solo se requiere luz y materia
inorgdnica para su desarrollo (Visscher y Stolz, 2005).

El holobionte es, por lo tanto, una comunidad bidtica que se
retroalimenta debido a las actividades y caracteristicas de sus
componentes, pero entonces qué implicaciones tiene esto en
las presiones de seleccidon y la adaptacién? Para responder a
esto se ha considerado a toda la comunidad —al holobionte—
como una unidad de seleccién, ya que la cooperacién entre la
microbiota y el hospedero generalmente producen un aumento
en la adecuacién. Asimismo, la diversidad genética del micro-
bioma puede aumentar el intervalo de tolerancia a los ambientes
en los cuales el holobionte puede vivir (Rosenberg, Sharon y
Zilber-Rosenberg, 2009; Zilber-Rosenberg y Rosenberg, 2008).

La presencia de algunas especies estd facilitando el desarro-
llo de otras por medio de la complementacién metabdlica, por
ende la estructura comunitaria estd funcionando como una uni-
dad. Ademas, la diversidad genética del holobionte, conocido
como «hologenoma», el cual es la suma de la diversidad gené-
tica del microbioma y el hospedero, varia entre holobiontes
y también es transferida entre ellos. Esto tdltimo parece tener
caracteristicas lamarckianas, ya que se pueden perder y ganar
habilidades —por medio de la adquisicién o pérdida de com-
ponentes del microbioma— que modifiquen la adecuacién en
una misma generacion (Rosenberg et al., 2009). Un claro ejem-
plo de lo anterior es la transferencia del microbioma materno
en el nacimiento de los humanos, que en un parto por cesirea
el microbioma materno no se transfiere y el infante presenta
posteriormente una mayor propension a enfermedades inmu-
nes, tales como el asma, y una mayor propensién a alergias
(Madan, Farzan, Hibberd y Karagas, 2012; Thanabalasuriar y
Kubes, 2014). Igualmente, la alimentacion de los recién nacidos
con leche materna resulta en la colonizacién del tracto digestivo
por un microbioma que digiere los oligosacaridos presentes en
la leche, conformado por bacterias del género Bifidobacterium
sp., las cuales ayudan a disminuir el pH del tracto digestivo y
producen 4cidos grasos de cadena corta que favorecen la fun-
cion del sistema inmune (Hinde y Lewis, 2015). La estructura
del holobionte nos lleva a considerar que la seleccioén actia a
multiples niveles, desde genes a genomas, a especies y acomuni-
dades. Dentro del propio microbioma pueden presentarse todas
las interacciones ecoldgicas —interacciones como depredador-
presa y cooperacion-facilitacion—. Esto implica que la
estructura del microbioma no solo estd determinada por las
caracteristicas del huésped, como en el caso del microbioma
del tracto digestivo de animales, en donde se ha pensado que
unicamente la dieta del huésped modifica la estructura del micro-
bioma, la cual es una perspectiva cldsica en donde el medio
moldea a los organismos. Desde la perspectiva de la construc-
ci6én del nicho y el concepto de holobionte, las interacciones
bidticas en el microbioma y las modificaciones emergentes de
las presiones de seleccion pueden tener un papel importante en
la determinacién de la estructura del mismo.

En resumen, el descubrimiento del microbioma abre nuevas
posibilidades para la investigacién sobre los factores que influ-
yen en la evolucion de las especies. Si bien la idea de que la
seleccion natural actda a diferentes niveles de la jerarquia bio-
l6gica no es nueva, y biélogos como Lewontin y Gould, desde
los anos 70 del siglo pasado, ya discutian sobre cudl es la unidad
darwiniana de la seleccién y a qué niveles actda (Gould y Lloyd,
1999; Lewontin, 1970; Levins y Lewontin, 1980; Vrba y Gould,
1986), en donde la unidad darwiniana debe cumplir principios
basicos para ser un agente evolutivo como un punto distinguible
de nacimiento, un punto distinguible de muerte y una estabilidad
suficiente, ademds, debe dejar descendencia y esta descenden-
cia debe ser mds parecida a este «individuo darwiniano» que
a los otros miembros de la generacién parental. En el holo-
bionte —la comunidad que lo conforma— se cumplen estos
principios vernaculos para la unidad de seleccién. Aunque la
conceptualizacién de la comunidad como unidad de seleccién
ha sido criticada por el hecho de que puede violar el principio
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de suficiente estabilidad (Gould, 2002), en la comunidad con-
formada por el holobionte este principio se cumple, ya que el
tiempo de estabilidad es generalmente el tiempo generacional
del organismo hospedero pluricelular.
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Metabolic analysis of Chlorobium chlorochromatii
CaD3 reveals clues of the symbiosis in
‘Chlorochromatium aggregatum’.

Daniel Cerqueda-Garcia'?, Le6n P Martinez-Castilla', Luisa I Falcén® and Luis Delaye?
'Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Mexico
city, Mexico; *Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Autonoma de Mexico. Circuito ext. sn, Cd.
Universitaria, Mexico city, Mexico and *Departamento de Ingenieria Genetica, Centro de Investigacion y de

Estudios Avanzados (CINVESTAV), Irapuato, Mexico

A symbiotic association occurs in ‘Chlorochromatium aggregatun’, a phototrophic consortium
integrated by two species of phylogenetically distant bacteria composed by the green-sulfur
Chlorobium chlorochromatii CaD3 epibiont that surrounds a central p-proteobacterium. The non-
motile chlorobia can perform nitrogen and carbon fixation, using sulfide as electron donors for
anoxygenic photosynthesis. The consortium can move due to the flagella present in the central
p-protobacterium. Although Chl. chlorochromatii CaD3 is never found as free-living bacteria in
nature, previous transcriptomic and proteomic studies have revealed that there are differential
transcription patterns between the symbiotic and free-living status of Chl. chlorocromatii CaD3
when grown in laboratory conditions. The differences occur mainly in genes encoding the enzymatic
reactions involved in nitrogen and amino acid metabolism. We performed a metabolic reconstruc-
tion of Chl. chlorochromatii CaD3 and an in silico analysis of its amino acid metabolism using an
elementary flux modes approach (EFM). Our study suggests that in symbiosis, Chl. chlorochromatii
CaD3 is under limited nitrogen conditions where the GS/GOGAT (glutamine synthetase/glutamate
synthetase) pathway is actively assimilating ammonia obtained via N, fixation. In contrast, when
free-living, Chl. chlorochromatii CaD3 is in a condition of nitrogen excess and ammonia is
assimilated by the alanine dehydrogenase (AlaDH) pathway. We postulate that ‘Chlorochromatium
aggregatum’ originated from a parasitic interaction where the N, fixation capacity of the chlorobia
would be enhanced by injection of 2-oxoglutarate from the p-proteobacterium via the periplasm. This
consortium would have the advantage of motility, which is fundamental to a phototrophic bacterium,
and the syntrophy of nitrogen and carbon sources.

The ISME Journal (2014) 8, 991-998; doi:10.1038/ismej.2013.207; published online 28 November 2013
Subject Category: Microbe-microbe and microbe-host interactions
Keywords: elementary flux modes; syntrophy; chlorobia; nitrogen metabolism

Introduction

Symbiosis is widespread in the microbial world
(Moya et al., 2008). Symbiotic interactions can
fluctuate between parasitism and mutualism
through time (Toft and Andersson, 2010). These
interactions are a source of evolutionary innovation
through genetic rearrangements that give rise to
metabolic capabilities and emergence of syntrophy
to exploit resources, stabilizing in a mutualistic
relationship (Margulis and Fester, 1991; Moya et al.,
2008; Moya and Peretd, 2011).
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The phototrophic consortium ‘Chlorochromatium
aggregatum’ is a model of symbiotic interactions
involving prokaryotes. It was isolated from Lake
Dagow in Germany (Fréstl and Overmann, 1998) and
is formed by green-sulfur bacteria Chlorobium
chlorochromatii (epibionts) that surround a central,
colorless and motile B-proteobacterium, phylo-
genetically related to Comamonadaceae (Kanzler
et al., 2005). Chl. chlorochromatii CaD3 belong to the
Chlorobia phylum. They are Gram-negative,
non-motile, anaerobic photosynthetic and diazo-
trophic bacteria. These bacteria perform anoxic
photosynthesis in the chlorosoma, which contains
a photosystem I (PSI) reaction center. Their major
photosynthetic pigment is bacteriochlorophyll c,
and sulfide is used as electron donor. CO, is fixed
via the reverse tricarboxylic acid cycle (f'TCA) (Vogl
et al., 2006). In natural conditions they are exclu-
sively found in symbiosis although they can be
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cultured without their symbiont, which is not the
case for the obligate-symbiotic B-proteobacterium
(Miiller and Overmann, 2011). Previous studies
have identified genes that code for virulence factors
in Chl. chlorochromatii CaD3 that seem to be
relevant in the symbiosis, one of them seems to
have been acquired by horizontal gene transfer (Vogl
et al., 2008).

A recent study compared the proteome and gene
expression of symbiotic and free-living states in Chl.
chlorochromatii CaD3 (Wenter et al., 2010). It
showed that ~350 genes of Chl. chlorochromatii
CaD3 have differential expression patterns between
both states (Wenter et al., 2010). A significant
fraction of these correspond to genes involved in
nitrogen and amino acid metabolism. Among these
there were genes coding for a nitrogen regulator
protein PII, a gene coding a glutamine synthetase
(GS) enzyme and the nifH gene coding for nitrogenase
reductase. These genes seem to be having a regulatory
role in nitrogen assimilation between symbiotic
and free-living states (Brown and Herbert, 1977;
Magasanik, 1982; Forchhamer, 2004; Texeira et al.,
2010). In this study, we performed the metabolic
network reconstruction of Chl. chlorochromatii
CaD3 and an elementary flux mode (EFM) analysis
(Schuster et al., 1999; Jevremovic et al., 2011) of the
reconstructed amino-acid metabolism sub-network,
to better understand the metabolic shift between
symbiotic and free-living states.

Materials and methods

Genomes used

The following genomes were downloaded from
the Genbank database: Chlorobium chlorochromatii
CaD3 (NC_007514.1), Chlorobium tepidum TLS
(NC_002932.3), Chlorobium phaeobacteroides BS1
(NC_010831.1), Chlorobium phaeobacteroides DSM
266 (NC_008639.1), Chlorobium Iluteolum DSM 273
(NC_007512.1), Chlorobium phaeovibrioides DSM
265 (NC_009337.1), Chlorobium limicola DSM 245
(NC_010803.1), Pelodictyon phaeoclathratiforme
BU-1 (NC 011060.1), Prosthecochloris aestuarii
DSM 271 (NC_011059.1), Chloroherpeton thalassium
ATCC 35110 (NC_011026.1), Chlorobaculum parvum
NCIB 8327 (NC_011027.1) and Escherichia coli K-12
(MG1655) (NC_000913.2).

Reconstruction of the metabolic capabilities of Chl.
chlorochromatii CaD3

We first reconstructed the metabolism of Chl
chlorochromatii CaD3 with Pathway-Tools software
(Karp et al., 2010). The Pathway-Tools software
inferred all metabolic pathways directly from the
Genbank file. Thereby, we obtained a Pathway/
Genome Database (PGDB) to be manually curated.
As C. tepidum is the most studied species of
chlorobia, we also performed the automatic recon-
struction of its metabolism with Pathway-Tools
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software from its annotated genome downloaded
from Genbank database (Eisen et al., 2002). The
automatic reconstruction was curated with overall
experimental information, and metabolic function
was assigned only if it could be confirmed in the
literature. Then, the metabolic reconstruction of
C. tepidum was used to cure the metabolic recon-
struction of Chl. chlorochromatii CaD3 (see below).

To improve and curate the initial metabolic
reconstruction we performed a search for ortho-
logous proteins between Chl. chlorochromatii CaD3,
C. tepidum and the other species of Chlorobia listed
under ‘Genomes used’. We also searched for ortho-
logous proteins between the Chlorobia and E. coli
and used BranchClust software to find orthologs
between those genomes (Poptsova and Gogarten,
2007). We used the E. coli genome assuming that it is
the best curated bacterial genome and is available
through EcoCyc database (Keseler et al., 2011). The
genomes of the others species of Chlorobia were
added to the analysis to improve the performance of
BranchClust. For the 12 genomes included in this
study, we asked BranchClust to consider as ortho-
logs all monophyletic groups of sequences having at
least eight different species represented. For those
peptide sequences of Chl. chlorochromatii CaD3 that
had no orthologs, we looked for conserved protein
domains against the Pfam database (Finn et al.,
2010) with HMMERS3 software (Johnson et al., 2010)
by using an E-value cutoff of 0.01. Based on the
orthologous search with BranchClust and domain
identification with Pfam, we assigned 382 enzy-
matic reactions to the metabolism of Chl. chloro-
chromatii CaD3 (Supplementary Material 1). These
reactions were obtained from KEGG (Kanehisa et al.,
2012) and BRENDA databases (in their WWW
available versions in 2011-2012) (Scheer et al.,
2011). Finally the reactions were integrated within
YANA software (Schwarz et al., 2005).

EFM analysis of symbiotic and free-living states

We performed an EFM analysis of the amino-acid
metabolism in the symbiotic and free-living states of
Chl. chlorochromatii CaD3. The EFM algorithm
decomposes the metabolic network in EFMs, where
each EFM is a minimal set of enzymes operating in
steady state with all reactions proceeding in the
direction dictated by its thermodynamic restrictions
(for theoretical details, see Schuster et al., 1999 and
Wagner, 2004) being equivalent to a metabolic
pathway that supports the network structure in a
specific growth condition. The inferred metabolic
network of the amino-acid metabolism consists of 99
enzymatic reactions from the whole reconstruction.
These reactions were identified following the meta-
bolic pathway classification of KEGG database.
Then, based on the expression profiles published
by Wenter et al. (2010), we removed with YANA
software 5 and 10 reactions not transcribed in
symbiotic and free-living states respectively, thus



generating two sub-networks: one with 94 reactions
corresponding to the symbiotic state and the other
with 89 reactions corresponding to the free-living
state (see Supplementary Material 1, 2 and 3).

To identify the EFM of the symbiotic and free-
living states, the two sub-networks in METATOOL
file format (Schuster et al., 1999; Supplementary
Material 1) were analyzed with EIMo-comp-1.0.4
software (Jevremovic et al.,, 2011). For each sub-
network there were two output files: one containing
the EFMs found, and the other containing the
reactions of each EFM. These output files were
analyzed with scripts in python v2.7 to see whether
the EFMs in both states (free-living and symbiosis)
were the same. We further analyzed the EFMs with
ACoM-c software (Péres et al., 2011). This software
groups the EFMs in motifs, which are clusters of
EFMs that share at least three reactions. Motifs were
visualized with Celldesigner (Funahashi et al,
2007) (Supplementary Material 2). Finally, to prove
that the obtained EFM reconstructions were inde-
pendent of chance, we performed 100 random
simulations of the symbiotic and free-living
networks as follows: from the whole network of
amino-acid metabolism containing 99 reactions, we
randomly removed 5 and 10 reactions to simulate
symbiotic and free-living states with 94 and 89
reactions each. We repeated this procedure 100
times for each simulated state. The 200 resulting
networks were analyzed with EIMo-comp-1.0.4 and
the EFMs obtained were compared against each
other by a python script. All scripts are available
upon request.

Results and discussion

EFM analysis of amino-acid metabolism in free-living
and symbiotic states

The automatic metabolic reconstruction with Path-
way-Tools software assigned approximately 1000
enzymatic reactions to Chl. chlorochromatii CaD3.
From this initial reconstruction, only 382 reactions
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remained after manual curation (Supplementary
Material 1). As mentioned above, several enzymes
related to amino acid and nitrogen metabolism
change their expression profile between free-living
and symbiotic states (Wenter et al., 2010). To better
understand the metabolic changes related to both
states, we selected those reactions belonging to
amino acid metabolism for further EFM analysis.
In brief, EFM analysis identifies all unique and non-
decomposable steady state flux distributions in a
metabolic pathway, which represents the metabolic
potential of the network in a specific condition
(Klamt and Stelling, 2002). The amino-acid meta-
bolic networks of the free-living and symbiotic states
contained 89 and 94 reactions, respectively. These
networks overlap by 84 reactions.

Although in EFM analysis, the amount of EFMs
normally increases according to the number of
reactions (Klamt and Stelling, 2002), in this study
the EFM analysis of amino-acid metabolism showed
that the free-living state network containing 89
reactions has more EFMs (7069 EFMs), than the
network in symbiotic state with 94 reactions (5075
EFMs). This is easily explainable because five of the
reactions of the symbiotic state are consecutive in
two different pathways (three in the biosynthesis of
isoleucine and two in the biosynthesis of leucine).
In contrast, in the simulated networks, the number
of EFMs increased with the number of reactions.
The random networks simulating the number of
enzymes in the free-living state had a mean of 7500
EFMs, which approximated the 7069 EFMs obtained
for the free-living state (Figure 1). In contrast, the
random sampling simulating the symbiotic state had
a mean of 12 446 EFMs, approximately two standard
deviations (0=4029.2) higher than the EFMs
obtained in the symbiotic network (5075 EFMs).
These results suggest that there is a low probability
of obtaining this number of EFMs in a random
configuration of 94 reactions and that the symbiotic
state is clearly constraining the structure of the
metabolic network of amino acids in Chl. Chlor-
ochromatii CaD3.
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Figure 1 Histograms showing the distribution of EFMs in the randomly resampled networks of the symbiotic (a) and free-living (b)
states of Chl. chlorochromatii CaD3. Asterisks indicate the bin on which the amount of EFMs obtained in symbiosis (a) and free-living (b)

states would be located.
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Experimental data showed that GS was present
only in symbiosis (Wenter et al., 2010). Accordingly,
the motifs obtained with ACoM-c software showed
that the EFMs were clearly different in hotspots of
NH, assimilation between symbiotic and free-living
states (Figure 2). In free-living state 5805 EFMs
(82%) contained a reaction performed by alanine
dehydrogenase (AlaDH) EC:1.4.1.1:

H,0 + L-Alanine + NAD "= H" + NADH + NH; + Pyruvate

Whereas in symbiosis, 3438 EFMs (68%) con-
tained a reaction performed by GS EC:6.3.1.2:

ATP + L-Glutamate + NH; — ADP + L-Glutamine + Phosphate

The reaction performed by AlaDH in the symbiotic
state was only present in 3258 EFMs (64%). Random
simulations of the free-living and symbiotic states
gave very different percentages of the number of
EFMs containing the reaction performed by AlaDH
(Table 1).

Is nitrogen assimilated via AlaDH in free-living state?
Previous work has shown that N, fixed to ammonia
by the green-sulfur bacteria is assimilated via
GS/GOGAT and the GDH (glutamine dehydrogenase)
pathways (Brown and Herbert, 1977; Wahlund
and Madigan, 1993). Both mechanisms are regu-
lated by nitrogen availability. The GS/GOGAT
pathway is a high-affinity mechanism that is
active when there is low availability of nitrogen,
and in the case of diazotrophic bacteria, when they
are fixing nitrogen (Rudnick et al., 1997; Schulz
et al., 2001). On the contrary, the assimilation of
ammonia by GDH is a mechanism of low affinity
that is active when there is high availability of
nitrogen (Brown and Herbert, 1977; Rudnick et al.,
1997).

Unlike the other green-sulfur bacteria species,
Chl. chlorochromatii CaD3 lacks GDH, and
expresses GS only when growing in symbiotic
state. How does Chl. chlorochromatii CaD3 assim-
ilate nitrogen when growing in a free-living condi-
tion? One possibility is by the use of alanine
dehydrogenase AlaDH (gene Cag_1878). The alanine
dehydrogenase pathway is another N assimilation
mechanism. This enzyme has aminase—deaminase
activity and is active in conditions of high nitrogen
availability. Although this role for AlaDH has not
been identified in green-sulfur bacteria, it has
been observed in diazotrophic-photosynthetic bac-
teria that lack GDH such as Rhodopseudomonas
capsulata (Johansson and Gest, 1976), R. acidophila
(Herbert et al., 1978), Anabaena cylindrica
(Rowell and Stewart, 1975), and in non-photo-
synthetic diazothophic bacteria such as Bradyrhi-
zobium sp. (Allaway et al., 2000). The increase of
EFMs containing AlaDH in the metabolic network
corresponding to the free-living state supports this
possibility.
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Figure 2 Distribution of EFMs in the metabolism of amino acids
of Chl. chlorocromatii CaD3 in free-living and symbiotic states.
Reactions that contain 1-0 EFMs were not included in this plot.
The reactions represented by bars with circles are involved in
EFMs of the GS and by bars with stars are involved in EFMs of the
AlaDH pathways.

Table 1 Number of times the reactions performed by GS and
AlaDH were found in free-living and symbiotic states

Enzyme Symbiosis Symbiosis  Free-living  Free-living
(random)® (random)?

GS 3438 (68%) 42% — 50%

AlaDH 3258 (64%) 90% 5805 (82%) 64%

*The percentage of the mean number of times the reaction was found
in 100 random simulations of free-living and symbiotic states.

The EFMs analysis suggests that in symbiosis,
ammonia is assimilated via the GS pathway
(Figure 2). It is known that GS is a hotspot in
nitrogen metabolism, distributing nitrogen in gluta-
mine form to the whole metabolic network (Tyler,
1978; Reitzer, 2003). Likewise, there is a significant
ratio of EFMs that goes through the AlaDH pathway.
However, in free-living condition, GS is not present
and AlaDH is present in a larger number of EFMs
(Figure 2). These shifts in the mechanisms of
nitrogen assimilation suggest that the availability
of nitrogen in Chl. chlorocromatii CaD3 changes
between symbiosis and free-living states. Wenter
et al. (2010) and Overmann (2010) postulate that this
bacterium in symbiosis is in a condition of low
nitrogen availability, where the assimilation of
ammonia becomes fundamental. The shift in the
metabolic networks observed in our analysis sup-
ports this hypothesis. In symbiosis, the chlorobia
seem to be in a condition of low nitrogen availability
and the high-affinity mechanism is active; while in
free-living state, where ammonia is available in high
concentrations, the chlorobia use the low-affinity
mechanism (Figure 3).
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Figure 3 Mechanism of nitrogen assimilation of Chl. chloro-
chromatii CaD3. The GS/GOGAT and GDH pathways (modified
from the study by Yan (2007)) characteristic of the green-sulfur
bacteria are shown in (a); GS/GOGAT (black solid arrow) is
assimilating nitrogen in symbiosis, however a gene coding for
GDH (gray dashed arrow) is not present in Chl. Chlorochromatii
CaD3, instead in (b) the AlaDH (red solid arrow) is assimilating
nitrogen in free-living state.

Does 2-oxoglutarate mediate N, fixation in

‘C. aggregatum’?

Several observations indicate that highly specific
regulation mechanisms exist between Chl. chloro-
chromatii CaD3 and the central B-proteobacterium
in ‘C. aggregatum’ (Miiller and Overmann, 2011).
For instance, in ‘Pelochromatium roseum’, a closely
related consortium, incorporation of 2-oxoglutarate
by the central pB-proteobacterium seems to be
controlled by the physiological state of the
Chlorobia (Glaeser and Overmann, 2003b). This is
because incorporation of 2-oxoglutarate is strictly
dependent on the simultaneous presence of light
and sulfide, which is used by the epibiont as an
electron donor in photosynthesis. Besides, addition
of 2-oxoglutarate was necessary for the isolation of
‘C. aggregatum’, and this compound is pivotal to
culture maintenance where the entire consortium
‘C. aggregatum’ seems to be unable to grow photo-
lithoautotrophically or chemotrophically (Frostl and
Overmann, 1998). However, the nature of the
molecules responsible for communication between
both bacterial species is still unknown.

The PII protein, a regulatory protein of nitrogen
metabolism, is exclusively expressed in symbiosis
in Chl. chlorochromatii CaD3 (Wenter et al., 2010).
All PII-signaling proteins known so far, can bind up
to three molecules of ATP/ADP and 2-oxoglutarate,
thereby sensing the intracellular energy and
carbon status (Ninfa and Jiang, 2005; Forchhammer
2008, 2010). PII proteins are also central in
regulating processes related to nitrogen assimilation
(Forchhammer 2010). In E. coli, PII signal protein
GInB is uridylynated (GInB-UMP) by GInD. This
modification allows the sensing of the cellular
nitrogen status directly by GInD, assessed as the
glutamine concentration (Forchhammer, 2007). Also
in E. coli, PII protein GInB controls the expression of
nitrogen-regulated genes through the histidine
kinase nitrogen regulation protein B (NtrB) and the
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activity of GS through GS adenylyltransferase GInE
(Forchhammer 2008). The result is that high con-
centration of 2-oxoglutarate stimulates ammonia
assimilation through GS (Ninfa and Jiang, 2005).

In cyanobacteria and methanogenic Archaea that
have an incomplete TCA, because of the lack of
2-oxoglutarate dehydrogenase, the concentration of
2-oxoglutarate is the signal for PII proteins to sense
the carbon/nitrogen status of the cell (Forchhammer
2008; Zhang and Zhao, 2008). This is because the
cellular concentration of 2-oxoglutarate depends
only on the rate of its formation and its consumption
for ammonia assimilation, in most cases through the
GS-GOGAT cycle. By contrast, in species with a
complete TCA cycle, 2-oxoglutarate is an intermediate
and its cellular concentration depends only partially
on nitrogen assimilation. Therefore, measuring of
2-oxoglutarate concentration by PII indicates the
level of available carbon skeletons for ammonia
assimilation, and glutamine is used as a primary
nitrogen status signal (Forchhammer 2007, 2008).
Chl. chlorochromatii CaD3 has a complete reverse
rTCA and 2-oxoglutarate is also an intermediate,
and its concentration depends partially on the
GS-GOGAT cycle.

As mentioned above, PII regulates GS in bacteria
by a post-transcriptional modification via adenylation
and deadenylation according to nitrogen availability
(Magasanik, 1982; Rudnick et al., 1997; Zhang et al.,
2005). In cyanobacteria, PII senses the concentration
of 2-oxoglutarate, determining its modified state
(phosphorylated) in response to nitrogen availability
(Forchhammer et al., 1999; Zhang and Zhao, 2008).
In a similar way, in Rhodospirillum rubrum, another
phototrophic bacterium, the GS pathway reaches its
higher ratio of deadenylation when 2-oxoglutarate is
present, as the PII protein and 2-oxoglutarate form a
complex to allow the deadenylation of GS. Further,
2-oxoglutarate is detected by the PII protein
and stimulates ammonia assimilation and N, fixa-
tion (Forchhammer 2004; Jonsson et al., 2007).
In Azotobacter vinelandii, 2-oxoglutarate stimulates
the transcription of nifA, which is the master
regulator of the nif operon, containing all genes
involved in N, fixation (Dixon and Kahn, 2004).

As reviewed above, the sensing by PII of a high
concentration of 2-oxoglutarate stimulates N, fixa-
tion and assimilation through the GS-GOGAT cycle.
Could it be possible for the B-proteobacterium to use
2-oxoglutarate to stimulate nitrogen assimilation by
the epibiont? This hypothesis is attractive because it
links previous knowledge on the mechanisms of
regulation of N, fixation and assimilation, with the
observation that proteins involved in nitrogen
metabolism, like PII and GS, are only expressed in
symbiotic state. It also links the chemotactic
behavior of ‘C. aggregatum’ towards 2-oxoglutarate
with N, fixation and assimilation. However, this
hypothesis has to overcome some observations:

First, the membranes of phototrophic bacteria are
impermeable to 2-oxoglutarate, this allows a fine
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regulation of this important regulator and effector in
the assimilation of ammonia and N, fixation
(Vasquez-Bermtidez et al., 2000; Texeira et al.,
2010). In addition, none of the known species of
green sulfur bacteria utilize 2-oxoglutarate for growth
(Glaeser and Overmann, 2003b). Chl. chlorochromatii
CaD3 is not the exception; it cannot assimilate
2-oxoglutarate when free-living (Vogl et al., 2006).
This limitation could be overcome if there is a
transporter protein for 2-oxoglutarate that only
expresses in the symbiotic state. Chl. Chlorochromatii
CaD3 codes indeed for a homolog of the 2-oxoglutarate
transporter in E. coli. The protein coded by the gene
Cag_1339 is expressed only in the symbiotic state
(Wenter et al., 2010) and is homologous to five
transporter proteins in E. coli, among these the
2-oxoglutarate transporter (gene kgtP). However,
its best reciprocal hit in the E. coli genome is
another predicted transporter coded by the gene
yhjE. Therefore, it is not clear if Cag_1339 could
function as a 2-oxoglutarate transporter in Chl.
chlorochromatii CaD3.

Secondly, 2-oxoglutarate has to travel from the
B-proteobacterium to the epibiont. Ultrastructural
characterizations of ‘C. aggregatum’ suggest that
there is a common periplasmic space between both
bacteria (Wanner et al., 2008). This would facilitate
the diffusion of 2-oxoglutarate from the central
bacterium to the chlorobia. However, recent experi-
ments suggest that the proposed periplasmic space
is not a place where molecules can freely diffuse
(Miiller and Overmann, 2011). Anyway, it has been
shown that Chl. chlorochromatii CaD3 when free-
living, excretes a variety of amino acids and sugars
(Pfannes, 2007), and according to the proposed role
of the epibiont in ‘C. aggregatum’, these molecules
have to reach the p-proteobacterium, likely through
the periplasmic space.

Although Chl. chlorochromatii CaD3 does
not assimilate 2-oxoglutarate when free-living,
‘C. aggregatum’ shows chemotactic behavior
towards 2-oxoglutarate (Fréstl and Overmann,
1998). Several lines of evidence suggest that the
B-proteobacterium and not the chlorobia, assimilates
this metabolite from the medium (Frostl and
Overmann, 1998; Overmann et al., 1998; Glaeser
and Overmann, 2003b; Vogl et al., 2006). However,
it is not known whether the central bacterium
transfers organic carbon to the epibiont (Miiller
and Overmann, 2011). Previous studies analyzed the
A'C ratio (that is, the difference between the 3'°C
values of biomarkers and the 8'®C of ambient) to
elucidate the carbon source used by the epibionts in
‘P. roseum’ (Glaeser and Overmann, 2003a). It was
found that the A™C ratio of the chlorobia in
‘P. roseum’ is consistent with photoautotrophic growth
(Glaeser and Overmann, 2003a). As Chl. chlorochro-
matii CaD3 has a complete rTCA, 2-oxoglutarate can
be used to build piruvate in addition to glutamine
(Madigan et al., 2009). Therefore, if 2-oxoglutarate
enters the chlorobia from the B-proteobacterium it
would end up forming biomass, contradicting the
A™C ratio observations in ‘P roseum’, but in
accordance with the fact that the entire consortium
requires of 2-oxoglutarate supplementation to grow
(Frostl and Overmann, 1998).

If the theoretical difficulties described above can
be overcome, we propose that the B-proteobacterium
diffuses 2-oxoglutarate to the Chlorobia via their
shared periplasm (Wanner et al., 2008). Figure 4
summarizes what this study proposes, where in
free-living state Chl. chlorochromatii CaD3 can
assimilate ammonia via the AlaDH, where ammonia
is a low-affinity substrate, and perhaps also by the
GOGAT pathway because this enzyme can use
ammonia instead of glutamine as a low-affinity
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Figure 4 Diagram showing the proposed mode of nitrogen assimilation in symbiosis and free-living states. (a) Chl. chlorochromatii CaD3
in free-living state is assimilating ammonia by alanine dehydrogenase (AlaDH) and likely by glutamate synthetase (GOGAT) pathways.
(b) Chl. chlorochromatii CaD3 in symbiotic state where 2-oxoglutarate (2-OG) is assimilated by the B-proteobacterium and diffused to Chl
chlorochromatii CaD3 through the shared periplasm that is, periplasmic tubules (Wanner et al., 2008). 2-oxoglutarate interacts with the PII
and NifA proteins, stimulating the expression of the nif operon (Op. nif) for N, fixation, and transformation of NH; to glutamine (GIn) by GS,
a portion of which is transported to the B-proteobacterium. Cag_1339 is shown as the probable gene coding for a 2-oxoglutarate permease
and Cag_0853 as probable gene coding for a glutamine transporter, both only expressed in symbiosis (Wenter et al., 2010).
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substrate (Méantsdld and Zalkin, 1976; Adachi and
Suzuki, 1977; Matsuoka and Kimura, 1986). In
symbiosis, the increase in the intracellular concentra-
tion of 2-oxoglutarate produces a regulatory shift in
nitrogen assimilation, stimulating the PII and NifA
proteins and increasing GS activity. Chl. chlorochro-
matii CaD3 in symbiosis has high rates of N, fixation
and GS activity (Wenter et al., 2010). We postulate
that this regulatory shift is induced by the ‘injection’
of 2-oxoglutarate by the B-proteobacterium, and part
of the glutamine synthesized by Chl. chlorochromatii
CaD3 is diffused to the B-proteobacterium through
the periplasmic tubules. The above is supported
by experimental evidence that shows the expression
of an ABC transporter of amino acids by ChlL
chlorochromatii CaD3 only in symbiosis coded by
gene Cag 0853, and directly influenced by the
B-proteobacterium (Wenter et al., 2010).

Last but not the least, Chl. chlorochromatii CaD3
like cyanobacteria lack GlnD homologs (Arcondéguy
et al., 2001). However, differing from cyanobacteria
that have only GInB, Chl. chlorochromatti CaD3 has
three PII proteins. One of them (Cag_1998) is coded
next to an ammonium transporter, similar to GInK in
E. coli. The other two PII proteins are coded next to
each other in an operon containing the nifH gene
that codes for nitrogenase reductase. Chl. chloro-
chromatii CaD3 also lacks the gene pphA (s111771 in
Synechocystis sp. PCC 6803) responsible for the
phosphorylation of PII in cyanobacteria (Forchhamer,
2004). Therefore, it is likely that regulation of
nitrogen assimilation in the epibiont differs in the
details from what has been described so far.
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Microbialites and microbial mats are complex communities with high phylogenetic diversity.
These communities are mostly composed of bacteria and archaea, which are the earliest living
forms on Earth and relevant to biogeochemical evolution. In this study, we identified the shared
metabolic pathways for uptake of inorganic C and N in microbial mats and microbialites based
on metagenomic data sets. An in silico analysis for autotrophic pathways was used to trace the
paths of C and N to the system, following an elementary flux modes (EFM) approach, resulting
in a stoichiometric model. The fragility was analyzed by the minimal cut sets method. We found
four relevant pathways for the incorporation of CO, (Calvin cycle, reverse tricarboxylic acid
cycle, reductive acetyl-CoA pathway, and dicarboxylate/4-hydroxybutyrate cycle), some of
them present only in archaea, while nitrogen fixation was the most important source of N to the
system. The metabolic potential to incorporate nitrate to biomass was also relevant. The fra-
gility of the network was low, suggesting a high redundancy of the autotrophic pathways
due to their broad metabolic diversity, and highlighting the relevance of reducing power source.
This analysis suggests that microbial mats and microbialites are “metabolic pumps” for the
incorporation of inorganic gases and formation of organic matter.

Keywords: Network analysis; elementary flux modes; fragility; minimal cut sets; eco-physiology.

1. Introduction

Bacteria and Archaea are fundamental components of biological communities. Fossil
record shows that these organisms are the earliest living forms, evidenced by the
appearance of stromatolites ~ 3500 Mya, which are lithified structures formed by the
interaction of metabolic pathways coupled to geochemical process.! Stromatolites
also represent the oldest evidence of communities and exemplify the importance
of biological interactions that influence community composition and function.??
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Modern examples forming microbial mats and microbialites™” are self-sufficient
communities, considered ecosystems at a millimetric scale due to their high phylo-
genetic diversity and elemental cycling capabilities. Biological diversity in microbial
mats and microbialites includes phototrophs, sulfate reducing bacteria, sulfur oxi-
dizing bacteria, methanogens, chemolithotrophs, and fermenters. The wide range of
metabolic capabilities found in microbialites®” is codified in the pan-genome, which
is the total genetic resource of the organisms structuring the community (the core
genome of the community).” These systems have been described as a metabolic unit
forming a consortium that only requires inorganic gases and light to grow and
produce available organic matter.”~'! Lithified microbialites are organo-sedimentary
structures formed by precipitation and trapping of silicates, carbonates, and sulfates
in an extracellular polymeric substances (EPS) matrix, which is also formed by high
rates of organic matter synthesis in the system, including carbohydrates and amino
acids.!?16

With the emergence of “omics” tools, a plethora of sequencing data are available,
and features of the phylogenetic composition and diversity of microbial mats and
microbialites have been elucidated.'” However, there are gaps in the functional un-
derstanding of these systems.'® In this study, we analyzed to a community level, the
pathways of C and N incorporation to biomass in microbialites and microbial mats
from different environments, to formulate predictions of their metabolic autotrophic
capabilities. We used available metagenomic data sets to make a metabolic network
reconstruction of an archetypal community, which is based on stoichiometric con-
straints. The stoichiometric model characterizes their metabolic capabilities, cap-
turing in mathematical form their biochemical transformations, describing the
molecular balance of the biochemical reactions at a systems level.!” Then we per-
formed a metabolic pathway analysis (MPA) by an elementary flux modes (EFM)
approach?® which decomposes the metabolic network to minimal sets of enzymes
operating in steady state with all reactions proceeding in the direction dictated
by their thermodynamic restrictions.?!**> Further, we analyzed the fragility of the
network by minimal cut sets identification®® to predict the key metabolic pathways
involved in autotrophic biomass synthesis sustaining the microbial community.

2. Methods
2.1. Metagenome selection

Protein sequences and functional annotations of microbialites and microbial mat
metagenomes were retrieved from the Application Programming Interface (API) of
MG-RAST server.?"?* The dataset included the metagenomes of microbial mats and
microbialites from pristine ecosystems that had the largest amount of sequences,
which to the date of this search consisted of at least ~200,000 reads. The final
dataset included lithifying microbialites from Pozas Azules and Rio Mesquites,
Cuatro Cienegas, Coahuila, Mexico (4,440,067.3 and 4,440,060.4°°); Highborne Cay
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Island, Bahamas (4,440,061.3°"), and microbial mats from Cuatro Cienegas, Coa-
huila, Mexico (red, 4,441,363.3 and green, 4,442,466.3°%); the Markham Ice shelf and
Ward Hunt Ice shelf in the Arctic (4,445,126.3 and 4,445,129.3,?"); Diamond Fork
(4,460,448.3 and 4,460,449.3°°); and the Sippewissett salt marsh (4,454,153.3%").

2.2. Metabolic reconstruction

Each metagenomic annotation file downloaded from the MG-RAST pipeline, using a
python script, was searched for annotated enzymes with enzyme code (EC) number
assignations. We obtained a list of EC codes for each file, which was filtered to
consider each EC number once. All files were compared to obtain the consensus of
enzymes present in all metagenomes, hence, the enzymes annotated and shared in all
metagenomes. With this enzymatic consensus, we retrieved the enzymatic reactions
with KEGGtranslator® from the KEGG database®® and YANA software®* in SBML
format, generating a draft metabolic reconstruction of 640 enzymatic reactions
representing the shared metabolism for all metagenomes analyzed.

We focused in describing the relevance of the autotrophic metabolic pathways
associated to C and N assimilation, with aims to formulate predictions of the ca-
pabilities of these communities in cycling of both constitutive elements. Therefore,
from the draft reconstruction we selected the enzymatic reactions involved in
the metabolic pathways that uptake CO45 and Ny, using the metabolic classification
from KEGG PATHWAY as reference.?” The autotrophic metabolic network was set
by mapping the enzymes from the draft reconstruction in the pathways of energy
metabolism (K000190, Ko00195, Ko00710, Ko00720, Ko00910, and K000929).

The gaps in the reconstructions were completed with experimental information
from the literature supporting the incorporation of missing enzymes. We included
the metabolic modules present in the KEGG MODULE database®® to complete the
missing steps for transformation of the metabolites and to remove dead-ends. The
completion of missing steps was made if the pivotal enzymes of the pathways were
present in the draft reconstruction. The curated reconstruction consisted of 104
metabolic reactions (see Supplementary Material). Biomass precursors were set to
glutamate, pyruvate, 2-oxoglutarate, oxaloacetate, phosphoenolpyruvate, D-ribu-
lose 5-phosphate, and D-erythrose 4-phosphate. Glutamate enters the GS-GOGAT
cycle for amino acid formation in cells.?” All other metabolites are precursors of
carbohydrates that represent an organic carbon source for biomass formation and are
also relevant in the EPS matrix, which supports structurally these microbial com-
munities.®® The carbon and nitrogen sources to the model were Ny, NO3, and CO.

2.3. EFM and minimal cut sets analysis of metabolic network

The metabolic networks were decomposed in EFM, which are the minimal set of
enzymes operating in steady state with all reactions proceeding in the direction
dictated by thermodynamic constraints. EFMs are equivalent to feasible metabolic
pathways interconnecting the inputs and outputs of metabolites from a metabolic
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system.”! We performed the analysis in the CellNetAnalyzer (version 2015.1) soft-
ware package using EFMtool algorithm.?**Y Then we explored the fragility of the
autotrophic network aiming to predict the key pathways to hold the organic matter
production, by a minimal cut sets analysis to the precalculated EFMs. The minimal
cut sets algorithms identify the structural failure modes, constituting the minimal
sets of enzymes which if removed lead to failure of the metabolic flux. The analysis
was run in MATLAB® (R2013a) in a GNU /Linux platform server with 32 cores and
64 GB of memory.

2.4. Phylogenetic identification in metagenomes

Phylogenetic annotation to phylum and genus levels was obtained from MG-
RAST. Phyla were retrieved by determination with the lowest common ancestor
(LCA) method. Genera were retrieved by determination to the best hit with a cutoff
of 60% similarity and e-value of 1le®. Genera from phyla not included in the LCA
determination were pruned. The genera that perform key metabolic pathways pre-
dicted in the model were identified and their abundance was agglomerated. The
phylogenetic composition for each pathway was normalized from 0 to 1, plotted and
clustered by complete-linkage with Manhattan distance in a heatmap.

3. Results and Discussion
3.1. Metabolic reconstruction and modeling

There are few published metagenomic studies of microbialites (~5), and although
microbial mats are better represented in metagenomic data sets, few have over
200,000 reads. Here, we included 10 metagenomic dataset compiling a total of
3,722,274 reads, three datasets representing microbialites and seven microbial mats.
First we found 640 enzymes shared between all metagenomes, which were analyzed
to identify the subset of autotrophic pathways. The network initially had gaps and
dead-end of metabolites due to the nature of metagenomic sequencing, which pro-
duced disconnected genetic elements. It is well documented that the architecture of
pathways is modular, and functional modules are conserved among species.***? The
KEGG MODULE database was built under this principle,® therefore we used the
information of this database plus information from the literature to fill the gaps and
curate the reconstruction. The KEGG modules used are listed in the Supplementary
Material.

All communities analyzed shared the incorporation of nitrogen to biomass via Ny
fixation and nitrate uptake, denitrification and anammox (see Fig. 1 and Supple-
mentary Material). The metabolic reconstruction revealed that microbial mats and
microbialites have a high diversity of metabolic pathways involved in CO, fixation,
including Calvin cycle, reverse tricarboxylic acid cycle, reductive acetyl-CoA path-
way and dicarboxylate/4-hydroxybutyrate cycle. To gain insights on the phyloge-
netic implications of these pathways, we retrieved the phylogenetic affiliations of the
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Fig. 1. Proportion of key metabolic pathways for N and C cycling at the community level predicted for
microbial mats and microbialites from phylogenetic composition. The phylogenetic annotation was
retrieved from MG-RAST to genus level assigned with best-hits at a cutoff of 60% of similarity and e-value
of le=. The standardized proportions of genera were agglomerated and transformed to 0-1 for each
metabolic pathway. Dendrograms were clustered by complete-linkage with Manhattan distance.

metagenomic sequences from the MG-RAST server. An estimate of the abundance of
the predicted pathways associated to the uptake of inorganic nitrogen and carbon
was done from the abundance of the genera where these pathways are present
(proportion of each genus shown in Supplementary Material). The genera performing
Calvin cycle and N, fixation were more abundant than those performing denitrifi-
cation, anammox and the alternative CO, fixing cycles (Fig. 1).

3.2. EFM analysis of metabolic network

The analysis of the autotrophic network obtained 3,722,274 EFMs. Although all
EFMs have mathematical significance, this does not mean they all have biological
significance. However, their abundance with respect to a pathway can give insights
to the regulation and robustness of the networks. This can then be used in the
prediction of the importance of the pathways in a metabolic process.?*** The cal-
culated EFMs are not constrained by experimental flux data, but represent the flux
with nonzero values to the system, thus the potential or possible fluxes. We grouped
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Fig. 2. Potential pathways of nitrogen utilization in microbial mats and microbialites (green arrow)
133,210 EFMs, N, fixed by nitrogenase; (red arrow) 144,041 EFMs, N, output, 76,561 EFMs from ana-
mmox and 37,845 EFMs from denitrification; (blue arrow) 1,389,422 EFMs, N acquired as nitrate; (black
arrow) 80,057 EFMs, N acquired both as N, and nitrate to produce biomass; (magenta arrow) 1,096,916
EFMs, N acquired as nitrate, internal production and uptake of Ny to produce biomass. From anammox:
495,121 EFMs. From denitrification: 601,795 EFMs.

the EFMs involved in the inputs of inorganic nitrogen and carbon to the system, as
depicted in Figs. 2 and 3. This analysis shows the metabolic potential of all meta-
genomes analyzed to incorporate nitrogen via N, fixation, and assimilation of nitrate.
Most inputs of nitrogen go to biomass production. Based on the topology of the
network, the EFMs predict that although there are potential pathways for N, out-
gassing from denitrification and anammox (Fig. 2, red arrow), a major proportion of
this Ny is re-assimilated by nitrogenase (Fig. 2, magenta arrow) and is not released
from the system.

Carbon capture was attributed to four CO, fixation pathways (Fig. 3), Calvin
cycle, reverse TCA cycle, reductive acetyl CoA pathway, and dicarboxylate—
hydroxybutyrate cycle. This prediction becomes relevant in light of the described
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Fig. 3. Potential pathways of CO, fixation, 780,849 EFMs from Calvin cycle (green arrows); 999,236
EFMs from reverse TCA cycle, (orange arrows); 336,028 EFMs from dicarboxylate/hydroxybutyrate cycle
(blue arrows); 11,715 EFMs from reductive acetyl-CoA pathway (wine arrows).
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importance of the Calvin cycle in primary productivity estimations,** " but the
other CO, fixation pathways remain understudied.’'>* The EFM analysis is con-
strained by stoichiometry and does not violate the conservation of mass law,
therefore it becomes useful to estimate the potential role of relevant metabolic
pathways, including the alternative CO, fixation pathways, coupling metagenomic
datasets, and ecophysiological rates to limit the solution flux space of the EFMs and
make predictions for the rates of CO, fixation pathways involved.

The most studied metabolic process in microbial mats and microbialites is Ny
5-59 Nitrogen is a limiting element in aquatic environments®’:‘!
available to biological systems either through fixation (N,), and/or assimilation

fixation. and it is
(NH, or NO3). In order to couple a measured rate for the pathways identified in the
EFMs analysis, we used the ecophysiological measurements of N, fixation rates es-
timated by acetylene reduction assays of microbialites from Pozas Azules II in
Cuatro Cienegas, Mexico (published by Beltrén et al.”’) Using the maximum rate of
N, fixation (0.1 ymol Ny gC~! h~!) and the availability of dissolved nitrate (1.5 M)
and phosphate (1.3 uM) in this system as inhomogeneous equalities to determine the

62,63 in the model. Then we obtained and estimated the rates

elementary flux vectors
of CO,, fixation for each pathway under this constrained condition (see Fig. 4). Under
these conditions, no flux towards degassing of inorganic N(either by denitrification or

anammox) was predicted.

900

200 v

CO, fixation rates (#mol CO, gC™' h™1)
(4]
o
o
1

100 T T T T
Calvin RTCA D-h R Acetil-CoA

Pathways

Fig. 4. Theoretical rates of CO, fixation calculated with the model, using published Ny fixation rates and
the availability of dissolved nitrate and phosphate in microbialites of PozasAzules II, Cuatro Cienegas.”
Reductive tricarboxylic acid cycle (RTCA); dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle (D-h); reductive acetyl-
CoA pathway (R Acetyl-CoA).
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3.3. Minimal cut sets analysis and the fragility of the autotrophic network

A total of 6495 minimal cut sets were obtained from the autotrophic EFMs with
an overall average fragility coefficient of 0.14582, with a minimal cut set size of five
reactions and an average cut set size of 6.7885. The fragility coefficient takes
values from 0 to 1, where 1 means that all metabolic reactions are essential.>? The
coefficient value depends on the size of the cut sets, since a cut set of one reaction
shows that only one reaction is needed at a time to be removed (by a perturba-
tion) to destroy EFMs and interrupt the metabolic flux. The significant cut sets
should not have pseudo reactions, which are those that are not catalyzed by
enzymes but are necessary for the model. Once the pseudo reactions are discarded,
the enzymatic reactions involved in the cut sets and their metabolic modules are
shown (Table 1).

Since the shortest cut sets of the network have a size of five reactions, to destroy
the metabolic flux it would be necessary to remove a minimal combination of five
reactions belonging to the metabolic modules listed in Table 1. This suggests a
high redundancy in the network towards biomass and EPS production. The
metabolic flux is destroyed if the metabolisms that produce reducing power are
removed (originated from autotrophic pathways including photosynthesis, sulfur
metabolisms, and nitrate reduction). The high diversity of metabolic pathways
involved in CO, fixation make these systems highly resilient to perturbation, since
only the removal of a high set of metabolisms involved in the carbon flux would be
necessary to produce failure in the metabolic network. The N, fixation (nitroge-
nase) module seems to be an obvious cut set, considering that fixed Ny is the most
important source of reduced N to the system. Nonetheless, reducing power was
more critical, which is biologically meaningful due to the high energetic cost of Ny
fixation and the extensive distribution of nitrogenase in distant phylogenetic
groups.“*

Table 1. Reactions involved in the cut sets with their corresponding metabolic module. All significant cut
sets are listed in Supplementary Material.

Metabolic module Reaction ID
Photosynthesis (light-dependent reactions) ~ R03817 R01195 R09542 R09503 R00081 R02161 R00086
Reductive pentose phosphate cycle R01061 R01063 R00216
(Calvin cycle)
Reductive citrate cycle R00405 R01196 R01082 R02164
(Arnon-Buchanan cycle)
Assimilatory sulfate reduction R02021 R00509 R00858 R00859
Dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle R00238 R09279 R00342 R01975 R09281 R10782
Reductive acetyl-CoA pathway R00943 R01220 R00134 R02289 R01655 R0O7168
(Wood-Ljungdahl pathway)
Assimilatory nitrate reduction R00791 R00796 R00794 R00798
Thiosulfate oxidation by SOX complex R10151
Dissimilatory sulfate reduction R00861
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3.4. Validity and importance of the stoichiometric modeling to a
community level

In the post genomic era the development of sequencing technologies has enabled
metagenomic methods (including 16S rDNA amplicons) as fundamental sources for
the analysis of phylogenetic and functional diversity at both the community and
ecosystem levels.!”%~% However, to date there is a lack of sufficient direct mea-
surements of relevant fluxes, and only a few ecophysiological data of rates of nitrogen
and carbon uptake are available for microbial mat and microbialite systems (see
Fig. 5). Further, in the field of systems biology, stoichiometric models have been
developed which can integrate eco-physiological data to metagenomic analysis to
predict metabolic rates and fluxes to a systems level.”%"!

In this study we built a stoichiometric model of an archetypal microbial com-
munity, considering this as a compartment of pooled enzymes that interchange
fundamental elements for biomass formation, including C and N with the environ-
ment (as described by Taff et al.”?). This approach is at the supra-organismal level
and over simplifies the system. It does not consider individual cells in the community,
which is an advantage since there can be an incommensurable number of individuals,
making the modeling nonviable or incomputable. Further, not all metabolic path-
ways in cells are important in the maintenance of the community, for example

6000 -~
Based on ecophysiology
—— — Based on 16S rRNA —— -

s - /
o /
3000 A /

2000 A1 /

Hits

1000 o

(U T T T T
1970-1980 1981-1990 1991-2000 2001-2010 2011-2016
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Fig. 5. Comparison of positive hits in Google Scholar since 1970 on the topic of microbial community
ecology.
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housekeeping metabolisms are inherent in the maintenance of the cell but are not
relevant at the community level.

3.5. Implication of alternative CO5 fixation pathways
in the microbial communities

It is fairly well discussed that cyanobacteria have an important role in Ny, CO,
fixation and EPS matrix formation in microbial mats and microbialites.?!%!2:16
However in this theoretical study, besides the Calvin cycle, we found three other
carbon fixation cycles; reverse TCA cycle (present in bacteria); reductive acetyl-CoA
cycle (present in bacteria an archaea), and the dicarboxylate—hydroxybutyrate cycle
(present only in archaea).’” The occurrences of these “alternative” cycles could have
relevant ecological implications for microbial mats and microbialites as CO, sinks
coupled to their capacity to capture carbon as carbonates. Carbon fixation path-
ways, including reductive acetyl-CoA pathway and rTCA cycle are amongst the
most ancient and appeared during the early evolution of life.”*7*~"> The CO, fixation
pathways associated exclusively to archaea have been very recently elucidated.”® The
stoichiometric model based on metagenomic analysis and eco-physiological rates here
proposed, hypothesizes that the ecological role of archaea has been undermined,
because diversity estimates based on 16S rRNA have biased our knowledge of genetic
composition towards bacteria. An instance of this issue is shown in the study of
Mobberley et al.”” where both, bacterial and archaeal directed 16S rDNA sequencing
were performed, and in the second case a considerable diversity of euryarchaeota and
crenarchaeota were found, where the dicarboxylate—hydroxybutyrate and reductive
acetyl-CoA cycles are present."

4. Conclusions

Microbialites and microbial mats are relevant models for the study of communities,
elemental cycling, and evolution. To date, next generation sequencing approaches
provide a wealth of information regarding biological systems, including microbial
mats and microbialites. This study identified alternative CO, fixation pathways that
are relevant to biomass formation, yet had not been identified with ecophysiological
methods. Further, the role of N, fixation as a fundamental metabolic pathway in
these communities is confirmed. This study suggests an approach to exploit the
growing metagenomic datasets with systems biology methods, and integrates eco-
physiological measurements of nitrogenase activity rates to gain insights to the
pathways that are relevant for elemental cycling in biological communities.
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Discusién General

Los andlisis metabdlicos han surgido de un enfoque reduccionista, en donde se estudian proteinas,
células y cultivos monoespecificos o monoclonales, por medio de la experimentacion y modelacion
matematica. Si bien, estos estudios como la purificacion y cristalizacion de proteinas son esenciales
para obtener conocimiento sobre la funcion de las mismas, pueden no ser adecuados en cuanto a la
prediccion o descripcion de su funcionamiento a nivel de sistema. Esto debido a que los componentes
del metabolismo no son partes aisladas y tienen interacciones con otros componentes. Por ejemplo, las
interacciones microbio-microbio y microbio-ambiente, que producen propiedades emergentes no

aditivas y que moldean las dindmicas y evolucidn de sus ecosistemas.

La integracién de los datos dmicos en modelos predictivos, es de gran importancia en la ecologia
microbiana. En este estudio, integramos informacién gendémica y metagendémica para predecir el
intercambio de materia y energia entre las especies formadoras de consorcios. Primero a partir de
informacion gendmica de Chlorobium chlorochromatii, en donde hicimos una prediccion del
intercambio de nitrégeno y carbono en el consorcio que forma este epibionte y la bacteria central ‘Ca.
S. mobilis’. Esta sintrofia se presenta debido a un cambio en la sintesis de aminoacidos entre su modo
de vida libre y en simbiosis, en donde la asimilacion de nitrogeno por el sistema GS-GOGAT, presente
en vida libre, cambia a ser asimilado por la enzima alanina deshidrogenasa (alaDH) en simbiosis.
Aunque esta via de asimilacion de nitrogeno no habia sido descrita para las bacterias verdes del azufre,
fue confirmada posteriormente en Chlorobium tepidum (Levy et al., 2016), una especie cercana a C.

chlorochromatii.

Al termino del analisis de la red metabolica de C. chlorochromatii en la presente tesis, Liu y col. (2013)
publicaron el genoma completo de ‘Ca. S. mobilis’, el cual tiene un tamafio reducido (~2.9 Mbp) en
comparacion a las especies de la familia commamonadaceae (4.8-6.8 Mbp), por lo que ha pasado por
un proceso de reduccidon de su genoma, perdiendo genes involucrados en el metabolismo, su genoma
evidencia el hecho de que no pueda vivir sin su epibionte y dependa de €l para la obtencion de
metabolitos esenciales, ya que carece de rutas para la fijacion de CO2 y requiere de una fuente exdgena
de carbono. Ademas, no puede fijar N2 ni asimilar nitrato o nitrito, pero tiene permeasas para amonio y
transportadores de aminoacidos y azucares, por lo que a partir del genoma, Lui y col también discuten

que la fuente de nitrogeno puede estar siendo suplementada por C. chlorochromatii, lo que concuerda
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con los resultados de el presente estudio.

C. aggregatum es un ejemplo de integracion de especies en la naturaleza, es un hecho que ningln
organismo vive aislado y las condiciones de aislamiento solo se consiguen mediante cuidados rigurosos
en un laboratorio (Poole et al., 2015). Esta asociacion que ahora es obligada para ‘Ca. S. mobilis’,
puede no ser un caso excepcional y por el contrario puede ser una regla para la vida, ya que todo
organismo necesita suplementacion externa para sobrevivir, incluso organismos fototrofos y
diazotrofos como las cianobacterias, sin una fuente de recambio de CO2, lo transformarian en
carbohidratos hasta depletarlo y no podrian seguir sintetizando sus nutrimentos (Los organismos
fotosintéticos son organismos autotrofos obligados y no pueden asimilar carbono organico) (Vazquez-
Bermudez et al., 2000), por ello dependen de la actividad heterdtrofa respiratoria. Entonces, los
microorganismos que pueden ser relativamente simples, con sus interacciones surgen propiedades

emergentes que los benefician.

Para el estudio a nivel comunidad, integramos secuencias metagenémicas en una reconstruccion
metabolica de los metabolismos autotrofos presentes en comunidades de tapetes microbianos y
microbialitos. Mediante el andlisis de EFMs, hicimos la prediccion del intercambio de nitrégeno y
carbono entre una comunidad modelo y el ambiente. La prediccion muestra que los metabolismos se
conservan aunque cambien las especies. Ademads, existe una redundancia en las rutas de fijacion de
carbono, prediciendo la importancia de rutas de fijacion que no han sido descritas profundamente en el

funcionamiento de las comunidades.

Este estudio es un ejemplo de un enfoque ecosistémico del metabolismo, enfoque que puede ayudar a
dar esa integracion o salto conceptual en el estudio del metabolismo a nivel comunitario, para describir
el acoplamiento de la comunidad a nivel biogeoquimico y poder predecir su comportamiento, mas alla
de la descripcidon de su composicion filogenética. Modelando el metabolismo comunitario también
podemos catalogar su potencial genético total (su pangenoma) (Fullmer et al., 2015), para hacer una
prediccion de las capacidades autotroficas y heterotroficas de las comunidades, es decir, enfrentar
cuestiones cémo: si una comunidad estd compuesta por fijadores de carbono pero también de
heterdtrofos, en su totalidad ;ésta comunidad estd produciendo carbono inorganico o lo esta
consumiendo? Estas cuestiones se han vuelto muy importantes a nivel mundial debido a los esfuerzos

para la mitigacidn de gases de efecto invernadero en el calentamiento global.
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El tipo de abstraccion de los componentes de la comunidad en la construccion de un modelo, como la
eleccion de las “unidades de interaccion” (células, especies o la comunidad total) depende del objetivo
del modelo y del tipo de sistema estudiado. En nuestro caso, tratamos a la comunidad de los tapetes
microbianos y microbialitos como una unidad metabolica, con el objetivo de predecir su capacidad de
usar el carbono y nitrégeno inorganicos, asi como las rutas metabdlicas involucradas. Se sabe que estos
sistemas son sésiles y sus limites espaciales son claramente diferenciables, funcionando como unidades
semi-independientes de sus entornos, utilizando luz y materia inorganica para funcionar, asemejandose
a un bioreactor. Con este enfoque se sobre simplifica la compartamentalizacion existente entre las
células de la comunidad, sin embargo, también representa una ventaja técnica al permitir el computo de
los modos elementales, al reducirse la complejidad de la red metabdlica requerida. En una comunidad
como la encontrada en una columna de agua quizéas su delimitacion espacial no seria tan clara o sus

limites espaciales serian mucho mas grandes.

Conclusiones

Con la metagendomica se ha hecho posible la disposicion de una gran cantidad de informacién
correspondiente a las secuencias gendmicas encontradas en muestras ambientales. Toda esta
informacion puede ser aprovechada mediante el uso de modelos estequiométricos para caracterizar el
flujo de materia y energia dentro de las comunidades. En el analisis de las comunidades se trata con un
mayor numero de componentes (a diferencia de los estudios del metabolismo de una sola especie), por
lo que en este sentido aumenta la complejidad de los modelos y la mayor necesidad de poder de
computo. Sin embargo, los modelos estequiométricos pueden construirse por modulos y con ello,

predecir procesos metabdlicos de importancia en el mantenimiento de las comunidades.
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