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Resumen

‘McMurdo Dry Valleys' (MDV) es la region libre de hielo mds grande en el
continente antdrtico, es un drea especial de importancia ambiental debido a sus
caracteristicas Unicas derivadas del clima extremo, topografia y posicion
geogrdfica, es considerado un desierto polar extremo. Debido al cambio
climdtico de las Ultimas décadas, la temperatura ha aumentado en la region,
este aumento tiene efectos significativos en el paisgje, principalmente en la
desglaciacion, modificando las condiciones naturales y alterando el ecosistema.
El panorama general es el aumento de zonas libres de hielo que serdn
colonizadas por comunidades microbianas, consideradas componente
fundamental en el ecosistema antdrtico, sin embargo, las comunidades
contempordneas estdn amenazadas debido a que los cambios ocurren en un
lapso corto de fiempo y no se aqjustan al tiempo de adaptacidon de las
comunidades. El objetivo de este trabajo fue hacer un andlisis taxondmico y
funcional de tapetes microbianos en diferentes valles de MDV desde una
perspectiva metagendmica por secuenciacién shotgun (diversidad genética)
para realizar una descripcion del potencial sobre diversidad y el funcionamiento.
Los resultados senalan que los tapetes microbianos de MDV son diversos, con un
potencial taxondmico por arriba de 700 géneros y un indice de Shanon H' mayor
a 3, donde dominan los procariontes, principalmente Bacteroidetes,
Proteobacteria y Cyanobacteria. El potencial funcional esta dirigido a las
funciones principales sobre metabolismo en general, donde destaca la fotosintesis
oxigénica y anoxigénica, fijacion de carbono y nitrébgeno. Se recuperaron 5
genomas ensamblados a partir de metagenomas principalmente del grupo
Bacteroidetes. A pesar de que no se tienen mas de 5 muestras, se pudo realizar
una descripcion sobre la composicion, diversidad y el funcionamiento de estas
comunidades fundamentales en los ecosistemas antdarticos.



Abstract

"McMurdo Dry Valleys" (MDV) is the largest ice-free region in the Antfarctic
continent, it is a special area of environmental importance due to its unique
characteristics derived from extreme weather, topography and geographical
position, it is an extreme polar desert. Due to the climatic change of the last
decades, the temperature has increased in the region, this increase has specific
effects on the landscape, mainly in deglaciation, modifying the natural conditions
and altering the ecosystem. The general panorama is the increase of ice-free
zones that will be colonized by microbial communities, fundamental components
considered in the Antarctic ecosystem, however, contemporary communities are
affected due to changes occurring in a short period of time and do not conform
to time of adaptation of the communities. The objective of this work was to make
a taxonomic and functional analysis of microbial mats in different MDV valleys
from a metagenomic perspective by shotgun sequencing (genetic diversity) to
describe the potential for diversity and functioning. The results indicate that MDV
microbial mats are diverse, with a taxonomic potential above 700 genera, where
prokaryotes, mainly Bacteroidetes, Proteobacteria and Cyanobacteria, dominate.
The functional potential is aimed at the main functions on the metabolism in
general, which highlights oxygenic and anoxygenic photosynthesis, carbon and
nitrogen fixation. Five assembled genomes were recovered from metagenomes
mainly from the Bacteroidetes group. Although there are no more than 5 samples,
a description could be made about the composition, diversity and functioning of
these fundamental communities in the Antarctic ecosystems.



Infroduccidn
La comunidad es un ensamble de poblaciones de distintas especies que

comparten las condiciones bidticas y abidticas que permiten interactien en el
espacio-tiempo (Begon, Townsend y Harper, 2005). El resultado de la interaccion
entre los organismos que componen a la comunidad, mismos que estan limitados
por los filtfros ambientales, son las propiedades emergentes de las comunidades,
definidas por su diversidad, redundancia funcional y la estabilidad de la
comunidad en el hdbitat, por mencionar algunas. Algunas preguntas
fundamentales que surgen al analizar una comunidad son gcémo se explica su

diversidad? y squé condiciona esa diversidad?

Los microorganismos son parte intrinseca de las comunidades siendo los
componentes que albergan la mayor diversidad genética en las mismas.
lgualmente, la mayor biomasa de los ecosistemas se concentra en los
microorganismos (Wilkins et al., 2013; Yau et al., 2013; Cavicchioli, 2015). Uno de los
objetivos del estudio de comunidades bioldgicas es conocer la interaccion de la
comunidad con su entorno, conocer las vias funcionales para la obtencion de
biomasa, conocer los flujos de energia, y comprender la interaccion entre las

poblaciones (tanto microbianas como macro) con su entorno (Konopka, 2009).

Un tapete microbiano es un sistema de modelo de estudio en donde la
mayor parte de los componentes son microorganismos. Son considerados
ecosistemas bentonicos, autosustentables, capaces de reciclar nutrientes y formar

sus propias redes de interaccion y niveles troficos (Bolhuis, Cretoiu y Stal, 2014).



La ecologia microbiana busca entender los procesos que estructuran a la
diversidad microbiana y parte de dos preguntas 3quiénes estdn? y squé es lo que
pueden hacer?2 La primera pregunta se ha respondido empleando técnicas
dependientes e independientes de cultivo. Cultivar a los microorganismos es una
técnica y un arte que nos ha llevado a comprender de forma intima la evolucién
de historias de vida de algunos microorganismos; pero que, desafortunadamente
no ha sido exitosa para recuperar la gran diversidad de microorganismos que se
desarrollan en el planeta. Las técnicas independientes de cultivo se han basado
en un acercamiento molecular, a partir del aporte de Carl Richard Woese sobre
la taxonomia molecular basada en 16S ARNr (Woese y Fox, 1977). El conocimiento
profundo de los microorganismos a partir de sus secuencias, no se ha basado
solamente en los andlisis filogenéticos de la subunidad pequena del ADN
ribosomal, sino que se han incorporado una gran diversidad de marcadores
moleculares de regiones genéticas asociadas a diferentes enzimas. Estos estudios
dirigidos de amplificaciéon de ciertas regiones genéticas nos han permitido
acercarnos a los estudios funcionales del papel de los microorganismos en el
ambiente. Sin embargo, los métodos basados en amplificacion de una regiéon
gendmica (PCR, por las siglas en inglés de reaccién en cadena de la polimerasa),
se basan en el diseno de “oligos” “cebadores” o “primers” a partir del
conocimiento de la senal genética proveniente de algunos organismos; y por
ende, representan un sesgo a nuestro conocimiento de la diversidad. De estos
conceptos y conjuntos de métodos se desprenden los primeros andlisis
flogenéticos de organismos no cultivables, como por ejemplo los realizados en

Yellowstone en comunidades de organismos extremofilos formadores de tapetes



microbianos (Lane et al., 1985). Igualmente, el desarrollo integral de la ecologia
microbiana incorpora la segunda pregunta zqué es lo que pueden hacer? y tiene
su inicio en 2005 al ser acunado el término Metagendmica por Jo Handelsman:
“lLa metagendmica (también conocida como gendmica ambiental y
comunitaria) es el andlisis gendémico de microorganismos mediante extraccion
directa y secuenciacién del ADN” (Handelsman, 2004). En este caso, el objetivo es
acercase al 99% de los microorganismos que adn no son cultivables (Rinke et al.,
2013), ademds de saltarse la limitante y sesgo de las comunidades por el empleo
de cebadores dirigidos; y asi poder responder quiénes las componen y cuales

funciones podrdan realizar.

El andlisis metagendmico es una estrategia para analizar de manera
conjunta a la mayoria de los organismos que componen a una comunidad. Es el
andlisis gendmico de los ensambles de organismos sin el sesgo inicial de PCR. Se
analizan fragmentos de genomas, que son el conjunto de genes de un
organismo. El gen es la unidad minima de herencia y visto desde el punto
estructural es una secuencia de ADN que puede ser codificante (ARN mensajero)
o no codificante (ARN ribosomal o ARN transferencia) (Watson, 2014; van der Walt
et al., 2017). Estas secuencias son comparadas contra bases de datos para
averiguar si son similares, indicando relaciones funcionales o evolutivas
(homologia) si proceden de un ancestro comuin. Este es un concepto clave en
gendmica (Koonin, 2005) y necesario para poder hacer inferencias sobre la
informacion depositada en dichas bases de datos (anotacidon). En otras palabras,
es ponerle ‘nombre y apellido’ a las secuencias. Con la mejora constante en los

costos y calidad de las tecnologias de secuenciacion, el enfoque de



secuenciacion tipo ‘shotgun’ especializado para la metagendmica, es el método
de eleccion para estudiar las comunidades de microorganismos de diversos

hdbitats (Vollmers, Wiegand y Kaster, 2017).

Generalidades del sitio de estudio
La regidon antdrtica se caracteriza por su adislamiento geogrdfico y climdatico. Es

uno de los ambientes terrestres fisica y guimicamente mds extremos para ser
habitado por seres vivos. La mayor parte del continente estd cubierto por hielo
glacial; sin embargo, existen dreas libres de hielo que constituyen ~10% de la
masa terrestre continental que se distribuye de forma irregular alrededor de los

mdargenes costeros (Cary et al., 2010).

Las capas de hielo polares y los gradientes de temperatura entre el
ecuador y los polos modulan el clima del planeta. Las regiones polares estan
sufriendo reducciones importantes en la superficie cubierta por el hielo como
consecuencia de los cambios climdaticos y globales que experimenta el planeta
(Turner, Overland y Walsh, 2007). Las mayores tasas del calentamiento atmosférico
qgue ocurren en el hemisferio sur, provienen de la region Antdrtica Occidental.
Particularmente en la Peninsula Antartica, dichas tasas son seis veces mayores a la
media global, con un aumento aproximado en la temperatura de 0.55 °C por
década (Turner, Overland y Walsh, 2007). Las regiones que sufren este fuerte
calentamiento presentan retraccion glaciar y derretimiento de hielo (Cary et al.,
2010; Cowan et al., 2014a), exponiendo terrenos pristinos que estan siendo
colonizados réapidamente por comunidades de microorganismos que forman

biofilms y tapetes microbianos.



‘McMurdo Dry Valleys' (*“MDV") es la region libre de hielo mdas grande en el
continente antdrtico, con drea de ~4000 km?, localizada en el margen costero
entre los ~77°-79°S y ~160°-164°E. El paisaje se compone por glaciares, valles, lagos
y corrientes efimeras originadas por el deshielo de los glaciares. La temperatura
promedio es de -18°C, con oscuridad continua a mitad del invierno austral y luz
solar continua a mitad del verano austral. Debido a la accién de los vientos
catabdticos no hay acumulacién de nieve ni precipitacion, al provocar que la
humedad se sublime y no pueda acumularse. La zona presenta suelo arenoso-
rocoso y depende de los glaciares para mantener la biogeoquimica del suelo, las
corrientes y lagos que lo componen. Es un drea de especial importancia
ambiental debido a las caracteristicas Unicas derivadas del clima extremo,
topografia y posicidon geogrdfica, por lo que se considera un desierto polar

extremo (Fountain et al., 2010; Chan et al., 2013; Cavicchioli, 2015; Wei et al., 2016)

(Fig. 1).



Figura 1. Posicion geogrdfica de McMurdo Dry Valley, imagen satelital en mosaico LIMA (Landsat
Image Mosaic of Antarctica) de la zona de McMurdo Dry Valley (Antarctic Digital Database Map
Viewer SCAR) y paisaje de las corrientes efimeras, formadas en el verano austral por el deshielo de
los glaciares, donde estdn asociados tapetes microbianos en Dry Valley (Don A. Cowan Creative
Commons Attribution License (CC BY)).



El sustrato rocoso es el mayor hdbitat en “MDV”, ha sido caracterizado por
una alta riqueza bacteriana en las comunidades microbianas, pero limitada en
diversidad eucarionte, donde se incluyen nematodos, hongos, rotiferos vy
tardigrados (Buelow et al., 2016). La composicion tréfica recae principalmente en
las comunidades microbianas, siendo la biota dominante. Las comunidades
microbianas son vitales, ya que representan las principales fuentes de entrada de
nutrientes. También son bioindicadores de la fluctuaciones ambientales y son
mediadores de los principales ciclos biogeoquimicos, particularmente del
carbono y nitrdgeno (Cowan et al., 2014qa; de Scally et al., 2016). La mayoria de la
biomasa en “MDV" se produce en rocas y suelos, aunque también se da en
afluentes y pozas temporales formadas a partir del deshielo en el verano austral
(Niederberger, Sohm, T. E. Gunderson, et al., 2015; Wei et al., 2016). Se tiene la
hipdtesis que las comunidades microbianas de “MDV" son relictos de antiguos
lagos formados aproximadamente 40000 anos (Fountain ef al., 1999; Zaikova

et al., 2019).

Generalidades de los tfapetes microbianos
Los tapetes microbianos son comunidades estratificadas verticalmente,

compuestas por una gran diversidad de grupos funcionales de microorganismaos
que estdn embebidos en una matriz orgdnica. Crecen en el fondo de cuerpos de
agua, cerca de la superficie. El mayor componente de biomasa de los tapetes
microbianos estd constituido por cianobacterias flamentosas y unicelulares. La
materia orgdnica generada a partir de las cianobacterias es la base de la

estructura trofica de la comunidad microbiaona. Generalmente se consideran



andlogos no litificados de los estromatolitos, estructuras fosiles datadas en 3500
millones de anos, por lo que representan a los ecosistema mds antiguos

conocidos (Stal, 2012; Bolhuis, Cretoiu y Stal, 2014).

Las cianobacterias son los organismos productores primarios clave en la
region Antdrtica, debido a su capacidad de fijar CO2 y N2, y que soportan ciclos
de congelacién-descongelacién. Tienen una latencia prolongada en invierno,
resisten temperaturas extremadamente bajas aproximadamente de -60°C vy
soportan la alta radiacion solar en el verano austral. Estdn presentes en diversos
hdbitats: suelos, glaciares, corrientes efimeras y lagos cubiertos de hielo. Son el
componente principal para la formacién de tapetes microbianos (Taton et al.,
2003; Komdrek, Elster y Komadrek, 2008; Michaud, Sabackd y Priscu, 2012), los

cuales estdn también compuestos por una alta diversidad de Proteobacteria,

Chloroflexi, Bacteroidetes, entre otros.

Justificacion.
En general el continente Antdrtico es de los mas pristinos y aislados por el

clima y geografia (Cavicchioli, 2015). Sin embargo debido al cambio climdatico de
las Ultimas décadas, la temperatura ha aumentado alrededor de 3°C en la parte
occidental del confinente Antdrtico (Turner, Overland y Walsh, 2007). Este
aumento tiene efectos en la biodiversidad, dominada por microorganismaos,
debido al fendbmeno de amplificaciéon polar, el aumento en la temperatura tiene
efectos significativos en el paisgje, principalmente en la desglaciacion,
modificando las condiciones naturales y alterando el ecosistema (Barrett et al.,
2008; Buelow et al., 2016). El panorama general es el aumento de zonas libres de

hielo que serdn colonizadas por comunidades microbianas, sin embargo, las



comunidades contempordneas estdn amenazadas debido a que los cambios
ocurren en un lapso corto de tiempo y no se ajustan al tiempo de adaptacion de
las comunidades. Bajo este contexto, este trabajo es un aporte sobre el
conocimiento de las comunidades microbianas formadoras de tapetes
microbianos en “McMurdo Dry Valley's" desde una perspectiva independiente de
cultivo y adislamiento de cepas como lo es la metagendmica.
Hipotesis

Los tapetes microbianos que se desarrollan en diferentes valles de la region
de “McMurdo Dry Valleys" mantendrdn una estructura taxondmica y funcional
similar sin importar su posicion geogrdfica.
Objetivo

Llevar a cabo un andlisis de la composicion taxondmica y funcional de los
tapetes microbianos de diferentes valles en “McMurdo Dry Valleys™ a partir de una
estrategia metagendmica, enfocada en rutas metabdlicas de formacion de

biomasa a partir de la fijacion del Ny C.

Objetivos particulares
e Andlizar la diversidad alfa y beta de los tapetes microbianos a partir de la

anotaciéon de secuencias codificantes confra la base RefSeqg a nivel
género.

e Conocer la composicion taxondmica de los tapetes microbianos a nivel
phylum.

e Analizar el potencial genético de los taxa en la fijacion de C y N a partir del
ensamble de los metagenomas.

e Recuperar los '‘MAGs' (‘metagenome-assembled genomes’) a partir del

ensamble de los metagenomas.



Antecedentes
Los estudios pioneros sobre las comunidades de tapetes microbianos en “MDV” se

hicieron basados en observaciones macro y microscoépicas. “MDV", se describid
como un hdbitat ‘estéril’ y con muy poca diversidad bioldgica hasta después de
los anos 70s. Con el avance de las técnicas de cultivo, microscopia y ecologia
molecular, se sugirié que las comunidades microbianas que forman los tapetes
microbianos son en readlidad muy diversas (Taton et al., 2003; De Los Rios et al.,

2004; Cary et al., 2010).

Durante el verano austral el deshielo de los glaciares en “MDV" mantiene
corrientes y arroyos que son puntos importantes de actividad bioldgica, en éstos
se desarrollan las comunidades formadoras de tapetes microbianos. Las corrientes
efimeras son la Unica fuente de agua liquida en “MDV", forman zonas hUmedas a
lo largo y ancho de las corrientes llamadas zonas hiporreicas. Una caracteristica
principal es la presencia de cianobacterias y biofims en estas zonas. La biota de
estas comunidades estd compuesta por bacterias, microalgas, hongos y
microeucariontes heterdétrofos, siendo los procariontes los que dominan en
numero y biomasa (Niederberger, Sohm, T. E. Gunderson, et al., 2015). Durante el
invierno austral estas comunidades permanecen secas/congeladas e inactivas.
Se piensa que son una fuente de carbono y nitrégeno de origen orgdnico en el
ecosistema por dispersion edlica como detritos, siendo la mayor fuente de
nutrientes en un ecosistema oligotréfico como “MDV” (Niederberger, Sohm, T.

Gunderson, ef al., 2015; Kohler et al., 2016).

Varios estudios de comunidades microbianas en “MDV" estdn basados en

la reconstruccion taxondmica de secuencias no codificantes -como el 165 ARNr-



(White et al., 2015; Wei et al., 2016) y andlisis funcionales metabdlicos implicados
en el ciclo del carbono (ppc, rbcl) y nitrégeno (nifH, nirk) (Rojas et al., 2009;
Niederberger, Sohm, T. Gunderson, efal., 2015). Gran parte de estas
aproximaciones estdn enfocadas a la diversidad bacteriana de sustratos (Smith
et al., 2006; Babalola et al., 2009; Cary etal., 2010; Wei etal., 2015) y lagos
antarticos (Van Trappen et al., 2002; Yau et al., 2013; Tytgat et al., 2014; Jungblut
eftal., 2016). Por lo tanto, existen pocos estudios que han analizado la
composicion taxondmica y funcional de los tapetes microbianos que se
desarrollan en “MDV" (Taton et al., 2003; Chan ef al., 2013). Estos trabajos indican
que hay una plasticidad fenotipica en estrategias de autotrofia, heterotrofia y
diazotrofia que dan soporte a las comunidades, y que el grupo taxondmico
principal son las cianobacterias. Sin embargo, fienen un enfoque relacionado a
meétodos clasicos como la microscopia, el cultivo y aislamiento de cepas. Por lo
qgue hace falta estudios desde una perspectiva metagendmica, sobre la
diversidad genética de las comunidades que forman tapetes microbianos en

HMDVH.

Métodos

Obtencidén de secuencias metagendmicas
Para este estudio, se analizaron cinco metagenomas derivados de tapetes

microbianos de “MDV" encontrados en las corrientes de deshielo generadas en el
verano austral.  En el verano austral de 2015, en 1m? fueron colectadas 5
submuestras por sitio, en ‘Taylor Valley' (1 muestra) y ‘Garwood Valley' (4
muestras) (Figura 2). El ADN ambiental total de la comunidad de cada muestra

fue extraido con el kit MoBio PowerSoil DNA isolation QIAGEN vy el protocolo



adaptado CTAB (bromuro de cetil trimetil amonio) y secuenciado por el método
‘Shotgun metagenomic sequencing’ en la plataforma ‘lllumina HiSeq 2500’ con el
servicio ‘Yale Center for Genome Analysis (YCGA)', de donde se obtuvieron
lecturas pares (‘forward’ y ‘reverse’) en crudo (‘raw reads’) para cada muestra:

S010, SO11, SO12, SO013y SO14 (Tabla 1).

Tabla 1. Informacidén de los metagenomas recuperados después de la secuenciacion.

Muestra Lecturas pares obtenidas en crudo
SO10 45,302,832
SO11 43,073,298
S012 60,291,510
SO013 49,993,630

SO014 36,888,162



Muestra Latitud Longitud

78 16 E

78°01'23" S 163°54'56" E
78°01'23" S 163°54'07" E
78°01'30" S 164°06'02" E
77°39'40" S 163°05'31" E

30 km

Figura 2. Ubicacion de "MDV" en el continente Antdrtico (derecha, circulo azul) e imagen satelital
Landsat/Copernicus Google Earth ® de los lugares donde fueron colectados los fapetes
microbianos.

Analisis de diversidad basado en lecturas
Para el andlisis basado en lecturas (‘reads’), éstas fueron subidas en

formato fastqg y bajo la compresidon gzip, con el procedimiento operativo estandar
para su anotacidn y recuperacion en una cuenta personal de MG-RAST
(‘Metagenomic Rapid Annotations using Subsystems Technology’) version 4.0.2
(Meyer etal., 2008) en mayo de 2018 usando el ‘API' de MG-RAST

(http://api.metagenomics.anl.gov/api.ntml):

curl -X POST -H "auth: tu_webkey_de_mgrast" -F

"upload=@tus_secuencias.fq.gz" "http://api.mg-rast.org/inbox".


http://api.metagenomics.anl.gov/api.html

En la cuenta personal de MG-RAST se eligieron las opciones: ‘remove
artificial replicate sequences, remove any host specific species sequences = H.
sapiens, NCBI v36, remove low qudlity sequences, lowest phread score >=15,
timmed low phred score bases < 5'. Después de ser procesados en los servidores
de MG-RAST, se recuperaron los conjuntos de datos anotados contra la base de

datos ‘RefSeq’ (Pruitt, Tatusova y Maglott, 2007).

Los archivos de anotacion fueron cargados a partir de la pdgina de andlisis

de MG-RAST (https://www.mg-rast.org/mgmain.html2mgpage=analysis),

seleccionando la base de datos ‘RefSeq’ para el andlisis taxondmico. Se eligieron
las opciones e-value >=1e-05, %ident >=70, length >=50, besthit y el filtro a nivel
género; se exportaron las tablas de datos de cada metagenoma anotado con la
opcion TSV detailed, que es un archivo con las columnas de los niveles
taxondmicos, las abundancias, e-value, longitud de alineamiento y porcentaje de

identidad.

En R (R Core Team, 2019) con el paquete ‘tidyverse’ (Wickham, 2017), se
enlisto cada archivo de anotacioén en un objeto, se importdé en una lista cada
archivo y se unieron en un dataframe Unico. Se seleccionaron las columnas de los
nombres de los metagenomas, los niveles taxondmicos y las abundancias, se hizo
un filtrado de los niveles taxondmicos que no corresponden a los organismos que
componen las comunidades de tapetes microbianos
("Annelida | Arthropoda | Brachiopoda | Chaetognatha | Chordata | Cnidaria | Echin
odermata | Hemichordata | Onychophora | Placozoa | Platyhelminthes | Porifera | Pri

apulida”). A partir del dataframe filtrado se generé una matriz de abundancia


https://www.mg-rast.org/mgmain.html?mgpage=analysis

expandiendo por metagenoma los niveles taxondmicos y llenando con 0 las filas

no compartidas de los niveles taxondmicos entre los metagenomas.

La estimacién de la diversidad se realizé a partir de la matriz a nivel género
con la funcién estimateR() del paguete ‘vegan’ (Oksanen et al., 2019), usa la
estimacion basada en los conteos por sitio, se obtienen géneros observados,

géneros potenciales a partir del estimador Chao y su error estdndar.

Chao S_P =S_O +al*(al-1)/(2*(a2+1))

S_P diversidad potencial, S_O nUmero observado de géneros, al y a2

numero de géneros que estdn solo una o dos veces en cada metagenoma.

Se realizd la estimacion de la diversidad en cada metagenoma a partir del
indice de Shannon con la funcion diversity() del paquete ‘vegan’ (Oksanen et al.,

2019). El indice de esta definido como:

H = -3 pilog(b)pi

Donde pi es la abundancia proporcional de los géneros iy b es la base del

logaritmo.

Se hizo una transformacion de la matriz de géneros para obtener la
abundancia relativa y presencia/ausencia entre metagenomas con la funciéon
decostand() (method = “total” y method = “pa”) para hacer la estimacion de la
diversidad beta (matrices de distancia entre sitios) a partir de la distancia (indice
de disimilitud) entre las abundancias relativas por el método ‘bray’ y la
presencia/ausencia de géneros a partir del método ‘jaccard’ con la funcién

vegdist() del paquete ‘vegan’ (Oksanen et al., 2019).



Distancia "“bray” d[jk]=(sumalbs(x[ij]-x[ik]))/(sum (x[ij] +x[ik])); d[jk] la disimilitud
entre sitios; x[ij] y x[ik] son la cantidad de géneros (columna) i en los sitios (filas) jy

k.

Distancia “jaccard” 2B/(1+B); donde B es la disimilitud Bray-Curtis y se basa
en la desviacion binomial bajo una hipdtesis nula de que las dos comunidades

comparadas son iguales.

Se realizd un ordenamiento de escalamiento multidimensional no métrico
NMDS para ver si existe algun patrén de agrupamiento entre las comunidades

con la funcion metaMDS() del paguete ‘vegan’ (Oksanen et al., 2019).

La composicidn de la comunidad fue obtenida a partir del dataframe
filtrado, seleccionando las columnas del nombre de metagenoma, nivel
taxondmico phylum y la abundancia; se agruparon por metfagenoma y phylum;
se sumaron el total de abundancias y se generdé una nueva columna para
obtener la frecuencia relativa dividiendo las abundancias por phylum entre el
total de las abundancias de cada metagenoma; se filtfraron los valores >= 0.01 de
frecuencia relafiva por phylum; fue representada en un grdfico de barras
apiladas utilizando el paquete ‘tidyverse’ (Wickham, 2017) para observar la
composicion de cada metagenoma a nivel phylum mayores al 1% de frecuencia

relativa.

Andlisis basado en anotacion de secuencias (ensamble)
Para el andlisis con un enfoque en el ensamble de las lecturas, se verificd la

calidad las lecturas en crudo antes y después de ser fitradas, recortadas vy

fusionadas con Fastqc 0.11.8



(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), se removieron
adaptadores, fueron recortadas las primeras 10 bases y filtradas a una longitud >=
75 bases y calidad Phred >= 20 utilizando el programa BBDuk del conjunto de
herramientas BBTools version 38.22 (https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/).
Las lecturas pares filtradas y recortadas fueron fusionadas con FLASH v1.2.11

(Magoc vy Salzberg, 2011).

Las lecturas que pasaron el control de calidad fueron ensambladas con
MEGAHIT v1.1.3 (Li etal, 2015) con los siguientes pardmetros; --presets meta-
sensitive  --min-contig-len 1000. Se predijeron secuencias codificantes con
PRODIGAL v2.6.3 (Hyatt ef al., 2010) en las secuencias contiguas o ‘contigs’ con
los pardmetros -c -p meta. Las secuencias codificantes se anotaron utilizando
eggNOG-mapper v2.0 contra la base de datos eggNOG v5.0 (Huerta-Cepas
et al., 2017, 2019). Se extrajeron los ortélogos funcionales KEGG vy las predicciones
de los grupos taxondmicos de las salidas del archivo de anotacién. Estos fueron
mapeados en ‘KEGG Mapper’ v4.0 (Kanehisa et al., 2016) para obtener una
reconstruccion de las rutas metabdlicas referentes a metabolismo, procesamiento
informacion ambiental, procesamiento informaciéon genética y procesos
celulares; también se mapearon los secuencias codificantes anofadas como
ortélogos KEGG contfra los modulos funcionales KEGG sobre metabolismo
energético y la tabla de jerarquia ‘Brite’ br01620 sobre capacidades fotosintéticas
y quimiosintesis, para tener una perspectiva del potencial funcional entre los
metagenomas. Se hizo un andlisis comparativo de los ortélogos KEGG que son
Unicos y compartidos entre los metagenomas, se construyd un diagrama de Venn

listando los KO en la pdgina (http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

y grdficas de barras de la asignacion funcional compartida y Unica entre los
metagenomas, para visualizar el core funcional y las diferencias entre los
metagenomas. Se hizo una grdfica de la relacién taxondmica y la asignaciéon
funcional basada en el mapeo de los KO en los mddulos KEGG referentes al
metabolismo energético: fijacidon carbono, metabolismo metano, metabolismo

nitrégeno, metabolismo azufre y fotosintesis (Anexo 1).

Se buscaron secuencias homodlogas de los modelos ocultos de Markov
‘hmm’, basados en Peura, et al (Peura et al., 2015) (Anexo 2). Los ‘hmm’ fueron
descargados de la base de datos Pfam 31.0 (EI-Gebali et al., 2019). Cada modelo
se utilizé para buscar homdlogos con HMMER 3.1b2 (Eddy, 1998), con el comando
hmmsearch en los contigs ensamblados de cada metagenoma, para buscar
cualidades sobre la fransformacion de carbono y nitfrédgeno. Cada secuencia
homologa predicha fue mapeada en los contigs ensamblados para anotar y
asignar taxonomia contra la base de datos ‘RefSeq non-redundants proteins’ con

CAT (Contig Annotation Tool) (von Meijenfeldt et al., 2019).

Se predijeron las secuencias 185 de ARN ribosomal en los ‘contigs’
ensamblados de cada metagenoma, para buscar genes eucariontes a partir de
un modelo oculto de Markov utilizando Barrnap 0.9 (Seeman, 2019) con las
opciones --kingdom euk --reject 0.9. Los 185 ARNr predichos se ‘blastearon’ contra
la base de datos ‘nr’ de ‘NCBI' para identificar las secuencias biologicas similares
y su faxonomia con blastn 2.9.0+ (Altschul et al., 1990) con las opciones: ‘-remofe -
db nr -evalue 1e-50 -word_size 64 -perc_identity 0.9 -penalty -3 -reward 1 -outfimt 7
-max_hsps 10 -qcov_hsp_perc 0.7'. Después de ubicar y anotar la taxonomia de

las secuencias se alinearon con MAFFT v7.271 (Rozewicki et al., 2019) donde se



obtuvo un archivo de alineamiento multiple multifasta archivo.msa del que se
infirid una filogenia con FastTree Version 2.1.10 No SSE3 (Price, Dehal y Arkin, 2010)
con las opciones estandar. Con el archivo de inferencia flogenética resultante en
formato ‘newick’ se dibujo un darbol filogenético con iTOL v5 (Letunic y Bork, 2019)
para visualizar las secuencias predichas 185 ARN ribosomal en todos los
metagenomas y caracterizar algunos de los organismos eucariontes dentro de las
comunidades (Figura 9).

Recuperaciéon de ‘MAG’s’ (‘Binning’)

Para recuperar genomas a partir del ensamble de metagenomas, las
lecturas que pasaron el control de calidad se ensamblaron con SPADES 3.13.0
(Bankevich et al., 2012) con las opciones --only-assembler -k 21,31,41,51,61,71. Las
secuencias configuas o ‘contigs’ fueron recortadas a >=1000 pb utilizando el script
filter_fasta_by_length.sh akutils-v1.2.4 (Andrews, 2018). Las secuencias contfiguas
fueron alineadas contra las lecturas con Bowtie2 v2.3.5 (Langmead ef al., 2009) y
procesadas con samtools-1.9 (Li et al., 2009) para obtener archivos bam.sort. La
agrupacion de las secuencias contiguas o ‘binning’ se hizo con el script
runMetaBat.sh  ‘configs’ ‘bam.sort’ con MetaBAT2 (Kang efal., 2015). Las
secuencias contiguas agrupadas o ‘bins’ fueron evaluados con CheckM v1.0.12
(Parks et al., 2015) y se filfraron a una completitud >=90, contaminacion <=10 vy
heterogeneidad <=10. Se predijeron secuencias no codificantes 5S, 16S, 23S ARN
ribosomal en los ‘bins’ filtrados con barrnap v0.9
(https://github.com/tseemann/barrnap) y ARN de transferencia con tRNAscan-SE

(Chan y Lowe, 2019). Se consideraron como genomas potenciales a los ‘bins’


https://github.com/tseemann/barrnap

filtrados con presencia 23S, 16S y 5S rARN y al menos 18 ARNt, completitud >=90 y

contaminaciéon <5 (Bowers et al., 2017).

El proceso de calidad de lecturas, ensamble, agrupamiento, prediccion y

‘binning’ fue realizado en un servidor GNU/Linux x86_64 con 32 nucleos y 256 GB

RAM.
Lecturas
en crudo
Anotacién Control Control
MG-RAST de calidad de calidad
Recuperacion Ensamble Ensamble
Filtrado Mapeo Prediccion
Diversidad
\Y Binning Anotacion
Composicion
. Mapeo
Recuperacién médulos
KEGG

Figura 3. Procedimiento general para el andlisis de los metagenomas.

Resultados

Andlisis de diversidad
La composicion taxondmica potencial a nivel genético mayor a 95% a partir de la

frecuencia relativa en todos los metagenomas estd representada por los phylum:
Actinobacteria, Bacillariophyta, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteriq,

Firmicutes y Proteocbacteria. La diversidad potencial de los tapetes microbianos de



la regidon Antdrtica de “MDV" indica que los phyla mds abundantes son
Cyanobacteria, Bacteroidetes y Proteocbacteria en conjunto representan mdas del
75% de la composicion de las comunidades formadoras de tapetes microbianos,
pero no hay una composicién definida entre las muestras; por ejemplo, el phylum
Cyanobacteria representa solo un 7% de la muestra SO10 y un 63% en contraste en

la muestra S013 (Fig. 4).

De manera general, el nUmero de géneros potenciales reportados estd por
arriba de 770, y a partir de las asignaciones Unicas o en dos ocasiones reportadas
con el estimador Chaol, hay un estimado de hasta 920 géneros. La diversidad
alfa presenta un valor promedio de 4.4 respecto al indice de Shannon H' (Tabla
2). Para la diversidad beta se obtuvieron matrices de disimilitud por abundancia

relativa y presencia/ausencia entre las muestras (Tabla 3y 4).
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Figura 4. Grdfica de composicion taxondmica entre los tapetes microbianos a nivel phylum



Tabla 2. Valores de diversidad de los tapetes microbianos a partir del nivel género.

Observado
Chaol
se.Chaol

HI

S010 S011 S012 S013 S014
830 859 869 847 770
853.33 889.52 894.50 920.50 854.00
10.02 12.09 11.51 28.98 33.76
4.25 4.46 4.99 4.13 3.88

Tabla 3. Matriz de disimilitud de abundancia relativa de géneros potenciales entre los tapetes

microbianos

S011

S012

S013

S014

S010 S011 S012 SO13
0.55

0.45 0.34

0.68 0.36 0.46

0.79 0.30 0.52 0.42

Tabla 4. Matriz de disimilitud de presencia/ausencia de géneros potenciales entre los tapetes

microbianos

S011

S012

S013

S014

S010 S011 S012 S013
0.12

0.12 0.11

0.12 0.11 0.12

0.15 0.14 015 0.16

Se obtuvo una filogenia basada en los homdlogos encontrados en las secuencias

de los ensambles de los metagenomas utilizando un modelo oculto de Markov 18S

ARN ribosomal para mostrar la variedad de algunos eucariontes que forman parte

de las comunidades de los tapetes microbianos (Figura 9). Entre los distintos



eucariontes hay ciliados, microalgas, rotiferos, tardigrados y nemdatodos. Algunas

de las secuencias no fueron ubicadas y otras fueron anotadas como muestras

ambientales.
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Figura 5. Filogenia basada en secuencias predichas 185 ARNr en los metagenomas MDV (5010,5011,5012,5013,5014).



Potencial funcional, capacidades metabdlicas energéticas
A partir del ensamble y la prediccidon de secuencias codificantes, se recuperaron

los ortdlogos KEGG (KO) (Tabla 5) y su asignacion taxondmica. Se realizd un
diagrama de Venn para visudlizar los KO compartidos y Unicos entre los
metagenomas (Figura 5). Los metagenomas comparten 4379 KO, el metagenoma
SO014 tiene mds KO Unicos 1174. En promedio se pudieron anotar

aproximadamente un 75% de las secuencias codificantes predichas (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de la anotacion contra los ortélogos KEGG (KO) de secuencias codificantes predichas entre los
metagenomas.

Muestra Secuencias codificantes predichas Ortélogos asignados Ortélogos no repetidos
S010 114457 95920 5724

S011 134367 110128 5682

S012 208001 176228 6287

S013 136875 113409 5856

s014 126554 106117 6587
Ortdlogos unicos totales 8621

Ortdélogos compartidos 4379
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Figura 6. Diagrama de Venn comparativo de los KO no repetidos anotados entre los metagenomas.

Se graficaron las asignaciones funcionales de los KO Unicos compartidos (core
funcional) enfre los metagenomas (Figura 6). EI metabolismo tiene mayor
asignacion de KO, seguido de procesamiento de informacién ambiental,

procesamiento de informaciéon genética y procesos celulares. Cada categoria

tiene subcategorias (Figura 6é).



Asignacion funcional KO compartidos

Carbohidratos -
Aminodcidos -
Metabolismo energético -
Cofactores y vitaminas -
Xenobioticos -
Nucleétidos -
Terpenoides y policétidos -
Lipidos -

Glucanos -

Metabolitos secundarios -
Otros aminoacidos -

. Metabolismo

Transporte membranal - . Procesamiento informacion ambiental
, Transduccién de sefiales - . Procesamiento informacion genética
Moléculas de sefializacion e interaccion -

. Procesos celulares
Traduccion =

Replicacion y reparacion -
Plegado, clasificacion y degradaciéon -
Transcripcion =

Comunidad celular - procariontes -
Movilidad celular -

Muerte y crecimiento celular -
Transporte y catabolismo -
Comunidad celular - eucariontes =

o-_lI

200 400 600
KO asignados

Figura 7. Grdfico de barras de la asignacion funcional de los KO compartidos entre los metagenomas.

Se graficd la asignacidén funcional de los KO Unicos de cada metagenoma (Figura
7). Los KO Unicos del metagenoma S014 tiene una mayor asignacién de funciones
relacionadas con el procesamiento informacién ambiental en la subcategoria
transduccién de senales por arriba de 400 y también en el procesamiento de

informacion genética y procesos celulares (Figura 7)



Asignacion funcional KO unicos

S010 S011 5012 S013 5014

Carbohidratos -

Metabolismo energético -

Xenobicticos -

Aminoacidos -

Lipidos -

Cofactores y vitaminas -

Glucanos -

Terpenoides y policétidos -

Nucledtidos -

Metabolitos secundarios -
Otros aminoacidos = Metabolismo

] . Procesamiento informacion ambiental

. Procesamiento informacion genética

Transduccion de sefiales -
Transporte membranal -|
Moléculas de sefializacion e interaccion =

» Procesos celulares
Traduccion - |

Plegado, clasificacion y degradacion - |
Transcripcion -
Replicacion y reparacion -

Muerte y crecimiento celular -
Transporte y catabolismo -
Comunidad celular - eucariontes -
Comunidad celular - procariontes -
Movilidad celular -

0 -
100 -
200-
300-
400 -
0 -
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200-
300-

= 400-
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Figura 8. Grdfico de barras comparativo de la asignacién funcional de los KO tnicos de cada metagenoma.

La busqueda de las capacidades metabdlicas potenciales de fotosintesis y
quimiosintesis se hizo a partir del mapeo confra los mddulos KEGG completos,
donde se pueden inferir el potencial funcional. Las capacidades fotosintéticas,
fotosistemas | y I, fotosistema anoxigénico Il y la fijacién de carbono a partir del
ciclo de Calvin, son compartidas en todas las muestras. Las capacidades de
oxidacién de azufre (por SOX) son compartidas en las muestras SO10 a la S013; y
metildtrofos por dos rutas distintas en las muestras SO10, SO11 y SO12 (Tabla 6). Las
capacidades fotosintéticas oxigénica y anoxigénica se comparten en todas las

muestras (Tabla 7).



Tabla 6. Presencia/Ausencia de las capacidades fotosintéticas y de quimiosintesis entre los
metagenomas a partir del mapeo de las secuencias codificantes predichas en los modulos KEGG.

verde = presencia

w w w w wv
Nombre Médulo 8 8 8 8 8 Fenotipo
o = N w H

Fotosistema Il M00161
Fotosistema | M00163 Organismos
Fotosistema anoxigénico Il M00597 fotosintéticos
Fotosistema anoxigénico | M00598
Ciclo reductivo de las pentosas fosfato (Ciclo de Calvin) MO00165
Ciclo del &cido citrico inverso (Ciclo Arnon-Buchanan) MO00173
Ruta reductora de la acetil-CoA (Ruta Wood_Ljungdahl) M00377 .

) ] ] ] Fijadores de carbono
Ciclo del 3-hidroxipropionato MO00376
Ciclo del dicarboxilato-hidroxibutirato M00374
Ciclo hidroxipropionato-hidroxibutilato MO00375
Oxidacién tiosulfato por SOX, tiosulfato => sulfato MO00595 .

) Oxidantes del azufre

Oxigenasa/reductasa azufre K16952
Reduccién desasimilatoria del sulfato, sulfato => H,S MO00596 Sulfato reductores
Metanogénesis, CO; => metano MO00567
Metanogénesis, metanol => metano MO00356 Metandgenos
Metanogénesis, acetato => metano MO00357
Oxidacion del metano, metano => formaldehido MO00174 Metandtrofos
Asimilacion de formaldehido, Ciclo xilulosa-monofosfato MO00344
Asimilacion de formaldehido, Ciclo ribulosa-monofosfato MO00345 Metilétrofos
Asimilacion de formaldehido, Ruta de la serina MO00346
Nitrificacion, amonio => nitrito MO00528 Oxidantes de amonio




Tabla 7. Presencia/Ausencia de la combinacién de asignacién de médulos KEGG entre los
metagenomas. verde = presencia

Combinacion de Definicion Fenotipo § § § § §
modulos P © B N W A
M00161, M00163 , . s . .
M00611 f\/|00165 ) Fotosintesis oxigénica en cianobacterias
Fotosintesis anoxigénica en bacterias
M00612 MO00597 M00165 ]
purpura
Fotosintesis anoxigénica en bacterias
M00613 MO00597 M00376
verdes no del azufre
Fotosintesis anoxigénica en bacterias
MO00614 M00598 M00173 Intesis anoxigenic crent
verdes del azufre
(M00567,M00357, ,
M00617 Metandgenos
MO00356,M00563) &
M00618 M00377 M00579 Acetogenos

Se graficd en un mapa de calor la relacion entre la taxonomia y los KO anotados
y asignados de manera completa y parcial, en los moédulos KEGG referentes al
metabolismo energético: fijacion carbono, metabolismo metano, metabolismo
nitrdgeno, metabolismo azufre y fotosintesis (Figura 8). La mayor parte de la
asignacion taxondmica estd en bacterias, seguido de eucariontes y arqueas. El
metabolismo referente a la fijacion de carbono es donde hay mas diversidad de
phylum asociados. La asociacion taxondmica relacionada con fotosintesis solo
esta asignada en 5 phylum: Bacteroidetes, Cyanobacteria, Proteobacteria en

bacterias y Bacillariophyta y Chlorophyta en eucariontes.



AZUFRE CARBONO  FOTOSIMTESIS METAND NITROGENO

DY

Crenarchaeota -
Euryarchaeota -

Thaumarchaeota -
Bacteroidetes q . I T
Cyanobacteria - || -‘
||

Chloroflexi -
Gemmatimonadetes -
Planctomycetes - ||
Verrucomicrobia -
Proteobacteria - || log
Acidobacteria - -

Actinobacteria -
Firmicutes -
Synergistetes -
pirochaetes -
Mitrospirae -

Aquificae -
Deinococcus-Thermus -
Chlorobi -

Tenericutes -
Deferribacteres -
Fusobacteria -
Thermotogae -
Thermodesulfobacteria -

Bacillariophyta -
Ciliophora -
Chlorophyta -
Streptophyta -
Ascomycota -
Apicomplexa -
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Figura 9. Mapa de calor de la relacién entre la taxonomia (ARQ=arqueas, BAC=bacterias,
EUC=eucariontes) a nivel phylum y la asignacién de funciones en los metabolismos generales
indicados, entre los metagenomas. La intensidad de color indica un mayor numero de KO asignados

al metabolismo indicado.



Genomas potenciales recuperados
Se lograron recuperar 19 ‘bins’ de alta calidad de todos los ensambles y 5 de ellos

son candidatos a ser publicables como ‘MAG' metagenome assembled genome
(Tabla 8). La mayoria de bins pertenece al phylum Bacteroidetes, 2 no tienen
asignacion mads alld del nivel Bacteria, por lo que podrian resultar en alguna

descripcion nueva si se hace una curacidn exhaustiva.

Tabla 8. ‘Bins’ recuperados y asignados taxonomicamente, en verde los potenciales genomas a recuperar.

S c T S

; 3 8% & g &
g s £5 g T 5 & £ ¢
E & s g g S g S © < <

& § § § & 7 g,

-_ T **
S010 bin.10 k__Bacteria 95.54 2,23 0 3926501 212 51.5 3957 5§ 50
S010 bin.12 f__Flavobacteriaceae 98.59 0.47 0 3013210 100 42.2 2732 5§ 28
S010 bin.13  o__Burkholderiales  90.05 4.32 0 4412948 306 69.9 4303 NA 42
S010 bin.16 p__Bacteroidetes 96.49 1.89 0 5026436 357 41.6 4735 16S 46
S011 bin.13 c__Deltaproteobacteria 90.32 8.63 6.25 11095002 579 68.9 9162 NA 67
S011 bin.24 o__Cytophagales 94.79 3.24 0 4388336 249 34.3 4002 16S,235,55 44
S012 bin.1 k__Bacteria 98.39 349 0 3889065 92 37.6 3258 16S,235,55 37
S012 bin.25 k__Bacteria 97.7 88 0 5309075 432 40.2 5236 16S,235,55 36
S013 bin.17 p__Bacteroidetes 93.59 6.69 8.33 3223837 329 31.8 3043 NA 49
S013 bin.22 p__Bacteroidetes 9493 419 10 4143511 341 41.7 3831 5§ 24
S013 bin.23 c__Deltaproteobacteria 94.19 599 0 11343740 459 68.9 9197 5§ 65
S013 bin.30 p__Bacteroidetes 97.04 3.69 10 6490409 279 38.1 5312 16S,235,55 41
S013 bin.38  o__Burkholderiales 98.6 2.45 10 4147935 170 64.3 3855 165,55 58
S014 bin.23 p__Bacteroidetes 98.65 1.59 0 3552431 78 30.2 3037 NA 25
S014 bin.24 p__Bacteroidetes 98.77 1.48 0 3272443 116 30.3 3125 16S 31
S014 bin.25 p__Bacteroidetes 95.59 1.77 0 4778365 215 35.5 4126 16S 32
S014 bin.29  o__Burkholderiales  96.59 1.81 0 4202460 275 57.8 4239 5§ 51
S014 bin.34 o__Cytophagales 93.88 0.15 0 3496725 292 38.4 2702 NA 35
S014 bin.40 p__Bacteroidetes 95.24 0 0 3083273 162 31 2727 16S5,235,55 33



Discusion
En este estudio presentamos una descripcidon del potencial taxondmico vy

funcional, posiblemente de los primeros que se realizan en “MDV"”, desde una
perspectiva metagendmica (a nivel genético) entre las comunidades que forman
tapetes microbianos en arroyos temporales (zona hiporreica) producto del
deshielo en el verano austral en un sitio de condiciones extremas considerado un
desierto polar. A pesar de que el ecosistema impone restricciones severas para el
desarrollo de la vida, las comunidades se abren paso entre los espacios
disponibles para colonizarlos, siendo caracterizadas como parte fundamental del
ecosistema por ser la biota principal del ecosistema en MDV.

Como consecuencia del cambio climdtico registrado en las Ultimas décadas, en
especial en la zona antartica (Rignot et al., 2002; Amesbury et al., 2017), el hdbitat
se ha transformado rapidamente debido al deshielo acelerado. Por lo que es
necesario conocer el funcionamiento de las comunidades contempordneas que
estdn presentes en MDV. Estudios en MDV indican que existe una estructura
comunitariac que consiste en productores primarios (fotoautdtrofos)  y
degradadores/consumidores de no mds de 3 niveles troficos (Cary et al., 2010;
Cowan et al., 2014b) por lo que el hdbitat puede ser vulnerable al cambio
climdtico.

Andlisis de diversidad
Los indices de diversidad se basaron en los géneros que componen a los cinco

metagenomas de tapetes microbianos (Fig. 4, Tabla 2). En conjunto hay en
promedio 835 géneros en las cinco muestras. Algo interesante es que el promedio

del indice de Shannon-Weaver (H') se mantiene por encima de tres en todas las



muestras, o que es indicativo que las muestras son diversas (Jost, 2006; Kim ef al.,
2017). Otro aspecto interesante es que la diversidad estimada por el indice Chaol
indica una cantidad mayor potencial en la diversidad de géneros de las muestras
(Tabla 2) por encima de 47+19 géneros en promedio. La estimacion de la
diversidad en estudios previos donde se han utilizado amplicones de 16S ARN
para analizar tapetes microbianos de la zona de “MDV" indican valores similares
en lo observado a nivel género (Varin et al., 2010, 2012; Niederberger, Sohm, T. E.
Gunderson, et al., 2015).

La composicidn de la comunidad mayor a 1% de frecuencia relativa (Fig.
4) indica que los phyla con mayor proporcién son Bacteroidetes, Cyanobacteria,
Proteobacteria, los fres son mayores al 75% de abundancia relativa en todos los
tapetes y en menor proporcion: Actinobacteria, Bacillariophyta, Chloroflexi y
Firmicutes. Esta composicion es parecida a estudios previos de comunidades
microbianas de muestras de sustrato rocoso Antdrtico basadas en 16S ARNr
(Niederberger, Sohm, T. E. Gunderson, et al., 2015; Wei et al., 2016), donde no hay
una abundancia relativa fija enfre muestras, pero los taxa abundantes en las
muestras son los mismos.

Oftfro punto importante es la diversidad beta, ya que la disimilitud entre
muestras a partir de la abundancia relativa es muy desigual entfre pares. Hay 0.48
de diferencia promedio. En contraste, la disimilitud enfre pares a partir de la
presencia/ausencia de géneros es de 0.13 promedio, es decir comparten cerca
del 87% de géneros (Tabla 3 y 4). La pregunta que surge es 3qué géneros son los
qgue modifican el cambio en abundancia relativa entre los tapetese, zexistird

algun patrén de correlacion positiva/negativa que sea indicativo quizd de



exclusion mutua o facilitacion? Se realizé un andlisis de ordenacion escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) para ver si existe algun patrén de
agrupamiento entre los tapetes, sin embargo, el valor stress es muy cercano a
cero, lo que indica que no hay la suficiente variabilidad entre |las muestras y por lo
tanto hay datos insuficientes. Podria ser muy tentador utilizar datos
metagendmicos de otras investigaciones para completar el andlisis NMDS, pero
podria resultar no vdlida cualquier interpretacion estadistica al no haber sido
obtenidas las muestras en circunstancias similares. La limitante es que para hacer
las pruebas estadisticas pertinentes se requieren un mayor nUmero de datos para
obtener mayor variabilidad en las pruebas y tener algun estadistico que corrobore
las afirmaciones.

Se realizo una filogenia basada en 18S ARN para visualizar a los eucariontes
que existen en los tapetes microbianos (Fig. 9). Hay ciliados, microalgas,
tardigrados, nematodos vy rofiferos, es destacable que varias ramas se alinearon
con muestras ambientales desconocidas que podrian resolverse debido a la

cercania con taxones ya identificados.

Potencial funcional y capacidades de metabolismo energético
Los tapetes microbianos presentan una distribucidn proporcional aproximada

sobre capacidades metabdlicas compartidas, basadas en las rutas KEGG,
referentes al metabolismo 80%, procesamiento de informacion ambiental 10%,
procesamiento de informacién genética 5%y procesos celulares 5% (Fig. 6). Lo
interesante son las capacidades Unicas entre los tapetes microbianos (Fig. 7),
donde destaca la muestra S014, en donde hay una gran canfidad de

asignaciones KO referentes al procesamiento de informacion ambiental, de



manera concreta a los sistemas de transduccion de senal de dos componentes.
Estos sistemas les permiten a los microorganismos censar y responder a estimulos
ambientales (Tiwari et al.,, 2017), seria interesante relacionar las variables
ambientales del lugar de muestreo debido a que es el tapete muestreado

separado por kildmetros de distancia (Fig. 2).

En la Antdrtida las comunidades microbianas son la base para la biodisponibilidad
de los blogues fundamentales de la vida como el carbono y nitrégeno. Las rutas
fundamentales para acumular biomasa son la fotosintesis, fijacidn carbono y la
fjacion de nitrdgeno (Cowan et al., 2011; Niederberger, Sohm, T. Gunderson,
et al., 2015; Kohler et al., 2016). Para obtener una interpretaciéon cualitativa de
estas capacidades en el metabolismo energético se mapearon las secuencias
codificantes predichas de los metagenomas en los moédulos KEGG (Tabla 6y 7).
Basados en los resultados, los tapetes microbianos de “MDV” poseen el potencial
funcional para formar biomasa a partir de fotosintesis, fanto oxigénica como
anoxigénica, al igual que oxidar azufre y usar compuestos reducidos de un
carbono como fuente de carbono (Tabla 6). Sin embargo, no todos los tapetes de
“MDV" comparten, a partir del mapeo, la capacidad de oxidar azufre o la
metilofrofia. Se buscaron cualidades sobre el metabolismo energético (Anexo 2 y
3) para ubicar a los grupos taxondmicos especificos que participan, sin embargo
al obtener la clasificacion de los contigs de los modelos ocultos de Markov, la

gran mayoria no tiene una asignacion not classified mas alld del nivel phylum.

A pesar de compartir el 82% de géneros en promedio entre pares; se esperaria
una redundancia funcional debido a la diversidad taxondmica (Louca et al.,

2018). Esto puede deberse a la profundidad de secuenciacion, en este caso el



promedio fue de 7X. En estudios donde el promedio de secuenciacidn supera
100X (Lee et al., 2017; Stewart et al., 2018) es posible observar un mayor nimero
de caracteristicas funcionales, inclusive la recuperacién de taxa no abundantes

en la comunidad.

A pesar de esta limitacion, se puede obtener la asociacion taxondmica vy
funcional a partir de los ortélogos funcionales (KO) clave en las rutas metabdlicas
energéticas (Anexo 1). En el mapa de calor (Fig. 8) se observa la comparacién del
potencial funcional de diversos microorganismos en distintos niveles taxondmicos.
Destacan a nivel phylum Cyanobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes (Fig. 8 y
Anexo 3). El grupo de Cyanobacteria es fundamental al proveer los elementos
fundamentales de un sistema biolégico en la comunidad (C y N); ademds, son el
grupo principal considerado como formador de tapetes microbianos en sistemas
foticos (Bolhuis, Cretoiu y Stal, 2014). Por esta razén, es muy activa su participacion
en la fotosintesis, la fijacion de carbono y nitrogeno (Fig. 5). El grupo de los
Bacteroidetes son un grupo de gran abundancia entre los tapetes microbianos, se
encuentran asociados a los tapetes microbianos como organismos heterdtrofos
degradadores de EPS (extracellular polymeric substances) y producto de esta
degradacion liberan subproductos que sirven como nutrientes en la comunidad

(Rojas et al., 2009; Niederberger, Sohm, T. E. Gunderson, et al., 2015).

Las proteobacterias son un grupo diverso y abundante en los tapetes
microbianos, y en este estudio estdn asociadas a la fijacién de carbono y a la
fotosintesis anoxigénica (Fig. 8). El grupo en general se le asocia con el ciclaje de
azufre a través de la fotosintesis anoxigénica (Rojas et al., 2009; Varin et al., 2010).

Todas estas caracteristicas revelan el potencial funcional que poseen los tapetes



microbianos como estrategias de colonizacion del hdbitat, y en este caso, en uno
totalmente adverso al ser seco y oligotfréfico (de Scally et al., 2016; Kohler et al.,
2016).

Binning

Los ‘MAG’ se recuperaron con herramientas de agrupamiento de secuencias
contiguas ensambladas (contigs) y evaluados a partir de un drbol flogenético
para ubicarlos con la mayor certeza posible (Parks et al., 2015; Bowers et al., 2017).
A menudo quedan fragmentados al provenir de datos metagendmicos y es
posible obtener ‘contigs’ quiméricos debido a la heterogeneidad de los
organismos que componen a la comunidad. Lo interesante es que, a pesar de
tener una mezcla por encima de 800 géneros, se lograron recuperar ‘bins’. La
gran mayoria pertenecen al grupo de los Bacteroidetes, una posible explicacion
puede ser por dimensiones y estructura de los organismos que componen la
comunidad. Por ejemplo, Flavobacterium (Bacteroidetes) puede medir entre 3y 5

micrometros (https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Flavobacterium). En

cambio, Phormidium (Cyanobacteria) puede extenderse mds de 200 micrémetros
(Loza et al., 2013); ademds de que, poseen una densa capa de exopolisacdridos
lo que dificulta la extraccidon de material genético. Solo cinco ‘bins’ son
candidatos para reanalizar, reensamblar y a través de gendmica comparativa
verificar que sean ubicados como MAG (metagenomic assembled genome). Dos
de ellos SO12.bin.1 y S012.bin.25 (tabla 8); los cuales posiblemente sean algun
microorganismo nuevo al no poder ubicarlos a un nivel taxondmico particular en
la filogenia de mdas de 1000 organismos de genomas completos (Parks et al.,

2015).


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Flavobacterium

Después de analizar de forma cuantitativa (basado en lecturas) y cuantitativa
(basado en ensamble) no se puede considerar que la hipdtesis se cumple debido
a no existe la variabilidad suficiente en las muestras para obtener un resultado
estadisticamente significativo. En el andlisis metagendmico por secuenciacion
shotgun no hay un protocolo especifico que permita hacer comparacion en
distintos proyectos como los realizados con amplicones basados en earth

microbiome project (http://www.earthmicrobiome.org/), lo que si existe son

buenas practicas para obtener resultados confiables, control de calidad,

ensamble, prediccion, anotacion, nivel de cortes vy filtfrado de informacion.

Los tapetes microbianos de MDV poseen el potencial funcional para colonizar un
ambiente tan extremo y son muy diversos, sin embargo, ain queda pendiente
conocer si realmente este potencial funcional y taxondmico esta activo, saber
cual es la dindmica espacio-temporal en la zona, realizar ensayos sobre fisiologia
y registro de variables ambientales para correlacionar la informacién y alguno
relacionado con la transicion de gradientes para saber si existe alguna particion

de nicho o si son una metacomunidad.


http://www.earthmicrobiome.org/

Conclusiones
La secuenciacidn masiva "metagenomic shotgun DNA" ha permitido,

especialmente en el campo de la ecologia microbiana, aplicar técnicas de
identificacion y medicion, basadas en el material genético, a toda la comunidad
microbiana sin necesidad de separar o aislar a los miembros de la comunidad. El
andlisis por ‘metagenomic shotgun DNA' permite describir la taxonomia,

diversidad, genes y capacidades funcionales de una comunidad de organismos.

Los cinco tapetes microbianos estudiados de la region Antdrtica de
McMurdo Dry Valleys son diversos y tienen similitudes taxondmicas y funcionales. Es
interesante observar a todos los metabolismos necesarios para formar biomasa
(fotosintesis oxi y anoxigénica; fijacion de carbono vy fijacion de nitrédgeno) al igual
que aquellos necesarios para la remineralizacion. Este estudio contribuye al
entendimiento de las comunidades que forman tapetes microbianos, indicando
gue sus componentes bioldgicos les permiten subsistir en uno de los ecosistemas
mas exiremos en el planeta. Igualmente, nos permite comprender coémo se
forman y estructuran comunidades microbianas. Ante escenarios de cambio
global, cada vez existe mayor tasa de pérdida de masa glaciar, 1o que podria
favorecer el crecimiento de comunidades microbianas formadoras de tapetes
microbianos. A la fecha existe informacién acerca de su composicion taxondmica
y funcional, pero aun desconocemos la conftribucién de estas comunidades a los

ciclos globales del C y N.
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Anexo 1
Lista de los mddulos KEGG que representan a las rutas metabdlicas relacionadas con el
metabolismo energético

Metabolismo energético
Fijacion de carbono
M00165 Ciclo de Calvin
MO00173 Ciclo Arnon-Buchanan
M00376 3-Hidroxipropionato
MO00375 Hidroxipropionato-hidroxibutilato
MO00374 Dicarboxilato-hidroxibutirato
MO00377 Ruta Wood-Ljungdahl
Metabolismo metano
M00567 Metanogenesis, CO2 => metano
MO00357 Metanogénesis, acetato => metano
MO00356 Metanogénesis, metanol => metano
MO00563 Metanogénesis, metil/dimetil/trimetilamina => metano
M00174 Oxidacidén metano, metandtrofos, metano => formaldehido
M00346 Asimilacion formaldehido, ruta de la serina
M00345 Asimilacion formaldehido, ruta ribulosa monofosfato
M00344 Asimilacion formaldehido, ruta xilulosa monofosfato
Metabolismo nitrégeno
MOO0175 Fijacién nitfrébgeno, nitrégeno => amonio
MO00531 Reduccidn nitrato asimilativa, nitrato => amonio
MO00530 Reduccidn nitrato disimilativa, nitrato => amonio
MO00529 Desnitrificacion, nitrato => nitrégeno
M00528 Nitrificacidon, amonio => nitrito
MO00804 Nitrificacidon completa, comammox, amonio => nitrito => nitrato
Metabolismo azufre
MO00176 Reduccidn sulfato asimilativa, sulfato => H2S
M005%96 Reduccidn sulfato disimilativa, sulfato => H2S
MO00595 Oxidacion tiosulfato por SOX, fiosulfato => sulfato
Fotosintesis
MO00161 Fotosistema ll
MO00163 Fotosistema |
MO00597 Fotosistema anoxigénico I
MO00598 Fotosistema anoxigénico |



ANnexo 2
Lista de modelos ocultos de Markov y sus funciones utilizadas para caracterizar la transformacién
de carbono y nitrégeno.

ID Funcién general

AMO Nitrificacion

AmoC Nitrificacién/oxidacion de metano
APS-reductase_C Sulfato reduccién desasimilatoria
APS_kinase Sulfato reduccién asimilatoria

AmoA Nitrificacion

ATP-sulfurylase Sulfato reduccién asimilatoria
Bac_GDH Mineralizacion/asimilacion nitrégeno
BChl_A Fotosintesis bacteriana BVF

CdhC Ruta Wood-Ljungdahl

CDO_I Mineralizacion azufre

CitF  Ciclo reverso acidos tricarboxilicos
Citrate_synt  Ciclo de Krebs

COX1 Fosforilacion oxidativa

COX3 Respiracion

COXG CO oxidacidn

Cytochrom_C Fosforilacidn oxidativa
Cytochrom_(C552 Nitrato reduccién desasimilatoria
Cytochrome_CBB3 Respiracion

DmsC DMSO reduccidn

Fer4_NifH Fijacidn nitrégeno

GDH_N Mineralizacidn/asimilacién nitréogeno
Gln-synt_C Asimilacién nitrégeno

Gln-synt_N Asimilacién nitrégeno

Glu_syn_central Asimilacién nitrégeno



Glu_synthase Asimilacion nitrégeno

MCR _alpha Metanogénesis y metanogénesis reversa
MCR_alpha_N Metanogénesis y metanogénesis reversa
MCR_beta Metanogénesis y metanogénesis reversa
MCR_beta_ N Metanogénesis y metanogénesis reversa
MCR_gamma Metanogénesis y metanogénesis reversa
MeMO_Hyd_G Oxidacion metano

Monooxygenase_B Nitrificacién/oxidacion de metano
NAD-GH Mineralizacion/asimilacion nitrogeno
NIR_SIRNitrato/sulfato reduccion desasimilatoria
NIR_SIR ferr  Asimilacidn nitrégeno y azufre
Nitr_red_alph_N Desnitrificacion
Nitrate_red_gam Desnitrificacion

Nitro_FeMo-Co Fijacién nitrégeno

NosL  Desnitrificacion

PFO_beta_C  Fermentacién

Photo_RC Fototrofia anoxigénica aerdbica

PRK Ruta pentosas fosfato

RC-P840_PscD Fotosintesis BVA

RuBisCO_large Ciclo de Calvin

RuBisCO_small Ciclo de Calvin



Anexo 3

Grafica de conteos sobre la relacidon entre los metabolismos relacionados con el ciclaje de nutrientes y la

anotacién taxondmica de contigs
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