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“How inappropriate to call this planet Earth, when it is clearly Ocean”

("Qué inapropiado llamar a este planeta Tierra, cuando claramente es Océano”)

— Arthur C. Clarke
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>GAMAQ00001
GCGATGATTAGTCCCGCCGACCGGGAGAGTTATCATGAAAGGATGGCCAACTAG

>GAMAO00002
GCGATGATTAGCTTTGCCATGATTCTTATTGCCAGGGAATCTTATGCCATGATCGGGTAGAGC

>GAMAO0003
GCCCTGTAGTCCCAATGAGAATGTTAGAATTAGAGTTGCTAGTATGATGAAAGTTGTTAGAACTAG
TCCTGTTAGGAATGAGAAATGGAACATGCCAATCCCGAAAGGATGATTACCATTGATTAGCTTCTT
GAAGGGGCCAGGCATGCCTCCACCGCCGACTAGAACGATGAAGAAAGTACCTAGTAT

>GAMAO0004
GCCACCTAGGATTAGAGCATGTGATGTCATGCCAGTGGCAGAGCTTGTATTGCCTCC

Nota: Considere el primer marco de lectura y los codones UGA y UAG para la pirrolisina (O) y selenocisteina (U), respectivamente.
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1. Resumen

En los océanos hay mas que solo peces, mucho mas. Esta enorme biodiversidad se encuentra
principalmente representada por microorganismos eucariontes y procariontes, como son los
protistas, bacterias, arqueas e incluso, los virus. En conjunto, dichos grupos regulan los ciclos
biogeoquimicos del ecosistema, asi como de la Tierray forman la base de las cadenas tréficas
gue soportan a practicamente cualquier otra forma de vida, incluidos nosotros y nuestras
sociedades. En los Ultimos seis afios, el Consorcio de Investigacion del Golfo de México ha
generado los primeros registros microbioldgicos detallados de cuenca ocednica del Golfo de
México correspondientes al territorio mexicano. Sin embargo, aln no han sido analizados los
datos metagendmicos generados, los cuales permiten conocer detalles sobre la
biodiversidad de microorganismos y los respectivos roles que desempefian en sus

comunidades sin la necesidad de cultivarlos en el laboratorio.

En esta tesis se analizaron datos metagendmicos con el objetivo reconstruir los genomas de
los procariontes presentes en muestras metagendémicas de la columna de agua y en
sedimentos que fueron colectadas en profundidades y regiones diferentes dentro de la

cuenca ocednica del Golfo de México.

Se identificd la composicion de las comunidades de procariontes aplicando métodos
bioinformaticos permitiendo observar patrones similares de biodiversidad a los patrones
globales previamente identificados en otros megaproyectos oceanicos. Ademas, se
reconstruyeron un total de 116 genomas reconstruidos a partir de metagenomas, 28 de los
cuales representan categorias taxondmicas a nivel de familia, género y especie sin previo
registro en la Genome Taxonomy Database. Entre ellos, solo cinco genomas fueron lo
suficientemente completos para realizar estudios metabdlicos detallados que permitieron
proponer hipodtesis sobre el contexto ecolégico de dichos microorganismos, abarcando
posibles habitos parasitarios y formas de vida libre con un metabolismo bien articulado y que

ademas, representan un valioso recurso para las bases de datos gendmicas.



2. Abstract

There are more than just fish in the oceans, much more. This huge biodiversity is mainly
represented by eukaryotic and prokaryotic microorganisms like protists, bacteria, archaea
and even viruses. Altogether, these groups regulates the biogeochemical cycles both
ecosystem and the Earth and form the basis of the trophic chains that support practically any
other life form, including us and our societies. In the last six years, the Consorcio de
Investigacion del Golfo de México has generated the first detailed microbiological records of
the ocean basin of Gulf of Mexico for the Mexican territory. However, the metagenomic data
generated has not yet been analyzed, which allows us to know details about the biodiversity
of microorganisms and the detailed roles that play in their communities without the need of

culture them in the laboratory.

In this thesis, metagenomic data was analyzed with the purpose of reconstructing the
genomes of prokaryotes present in metagenomic samples of the water column and sediments
that were collected in different depths and regions within the oceanic basin of the Gulf of

Mexico.

The composition of the prokaryotic communities was identified by applying bioinformatic
methods allowing to observe similar patterns of biodiversity to the global patterns previously
identified in other oceanic megaprojects. Additionally, a total of 116 metagenome assembled
genomes was reconstructed, 28 of which represent taxonomic categories at the family, genus
and species level without prior registration in the Genome Taxonomy Database. Among them,
only five genomes were complete enough to carry out detailed metabolic studies that made
it possible to propose hypotheses about the ecological context of these microorganisms,
covering possible parasitic habits and free life forms with a well-articulated metabolism and

that also represent a valuable resource for genomic databases.



3. Introduccidn

Las actuales tecnologias de secuenciacidén permiten capturar informacion genémica de varios
de los microorganismos en un habitat, permitiendo conocer qué tipo de microorganismos
estan ahi y qué es lo que podrian estar haciendo®?. Sin embargo, no todos los
microorganismos son faciles de cultivar, debido a sus complejas condiciones de crecimiento.
Uno de los primeros enfoques que surgid para conocer la presencia los microorganismos sin
necesidad de cultivarlos en el laboratorio fue la secuenciacién del gen ribosomal 16S, que
ademas se ser ampliamente usado actualmente, puede ser utilizado como un reloj molecular
evolutivo®. Posteriormente, a inicios del siglo XXI surgié la metagenémica cuyo objetivo es
identificar todo el contenido gendmico de una comunidad microbiana presente en tiempo y
espacio especificos*. Con la metagendmica es posible conocer parte de la biodiversidad de
un ambiente en términos de sus taxa y/o sus respectivas capacidades metabdlicas mediante
la reconstruccién de los genes asi como de los genomas de los microorganismos que ahi
residen y a los que usualmente se refiere como genomas Unicos amplificados o genomas
reconstruidos a partir de metagenomas (SAGs y MAGs, por sus siglas en inglés,

respectivamente) segln la forma en que sean procesados® (Fig. 1; Fig. 2).
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por shotgun —_—
o) o A~ — —
O 0O o} P o — —
O —

Comunidad microbiana DNA (genomas)

/ Binning —— ——
/\ — Ensamble

(o) " =

O S

Metagenome assembled Genomes (MAGs) Contigs

Figura 1. Descripcion general del proceso para reconstruir genomas a partir de metagenomas (MAGs). Se muestra
en el diagrama con letras azules los procesos y en negritas los tipos de datos que tienen que ser analizados
(Reproducido de la ref. 6). El binning es un proceso exclusivo en la reconstruccion de MAGs, en los SAGs se
excluye este paso debido a su proceder.



La idea es simple y se soporta por una serie de fundamentos bioquimicos, informaticos y
matematicos detras de ellos’. Comienza con el muestreo y extraccion del DNA a partir de las
comunidades bioldgicas, el cual tiene que ser fragmentado aleatoriamente y a cada uno de
los fragmentos, adicionar secuencias adaptadoras mediante ligacién para facilitar su uso.
Posteriormente, se preparan, amplifican y secuencian las librerias gendmicas, generando
millones de lecturas de secuencias (reads) de longitudes entre 75 a 300 pares de bases (pb)
usualmente almacenadas en formato de archivo FASTQ, el cual incluye secuencias de
nucledtidos y su respectiva calidad (en cddigo ASCII)®. Los reads pueden ser analizados o
bien, pueden ser ordenados en estructuras de mayor tamafio conocidas como contigs
mediante el su ensamble®19, Los contigs pueden ser analizados o pueden ser agrupados en
grupos (bins) mediante el proceso de binning, el cual se basa en la composicién de las
secuencias (frecuencias de tetranucledtidos, dinucledtidos, GC%), la profundidad de las
secuencias (cobertura de los reads en los contigs) y su perfil filogenético, entre otras
caracteristicas genémicas**?. Un bin puede contener uno o varios contigs de diferentes
tamafios. Cuando el tamafio y/o nimero de estos contigs es muy pequefio (por ejemplo, de
uno a 10 contigs de 500pb) el bin representa un conjunto de contigs que se agruparon por
su similitud; cuando un bin contiene uno o varios contigs de gran tamafio (por ejemplo, de
uno a 10 contigs con longitudes entre 50kpb a 2Mpb) y ademas se identifica la presencia de
genes de copia Unica dentro de él, representa un MAG*>!4, Por su naturaleza, los MAGs
presentan errores que hay que reconocer y que principalmente se generan durante el
ensamble o el binning, sin embargo, también pueden representar el genoma de un linaje
recuperado a partir de sus poblaciones naturales y ademas, brindan una oportunidad Unica

para conocer la biodiversidad en términos taxondmicos y gendmicos'® (Fig. 2).

Respecto al avance cientifico en esta area, en el afio 2004 se reporté el primer MAG
reconstruido a partir de un metagenoma aislado de un biofilm con una comunidad bioldgica
definida y poco diversa®, y aunque el proceso de ensamble fue logrado mediante un
ensamblador disefiado para genomas eucariontes, se logré demostrar que la reconstruccion

de genomas era posible.
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Figura 2. Modelo binomial empleado en CheckM del nivel de sesgo de las estimaciones del completeness y
contaminacion de un genoma (Reproducido de la ref. 14). Estas dos métricas influyen en la interpretacion de la
informacién y se basan en la presencia y repeticiones de genes de copia Unica en un genoma, los cuales pueden
ser conjuntos universales para procariontes como los propuestos en la Enveomics collection’ e implementados
en MiGA®8, conjuntos para los tres dominios como los identificados por Hug et al.® o conjuntos taxdn-
especificos como es implementado en CheckM**. En cualquiera de los casos, el estdndar actual establecido para
reportar MAGs (MIMAG) y SAGs (MISAG) es que no cuenten con >10% de contaminacion, clasificandolos en
categorias de baja, media y alta calidad en funcién la presencia del aparato ribosomal (genes 5S, 16S y 23S),
numero de tRNAs y de sus porcentajes de completeness y contaminacion®.

En 2011 se publica Genovo, el primer meta-ensamblador para comunidades microbianas®?°;
en 2013, se publica uno de los primeros enfoques de binning metagendmico que daria paso
a los algoritmos automatizados de la actualidad?’. La metagendmica es un drea en continuo
desarrollo y actualmente se estan integrando algoritmos de inteligencia artificial asi como
enfoques de la epigenética e inmunologia, que junto con las nuevas tecnologias de
secuenciacién como PacBio® y Nanopore® permitirdn conocer con mayor exactitud vy

precision el genoma de los microorganismos?>72°. Con dichos recursos, se han podido
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caracterizar comunidades microbianas simples y complejas a partir de ecosistemas de facil y
dificil acceso, como los son los ambientes extremos?®?’, productos lacteos?®, el microbioma
humano?®73!, suelos agricolas®? e incluso algunos trabajos abarcan biomas tan grandes como
mares>3 y océanos**** que buscan dilucidar la diversidad del microbioma de la Tierra3®. En
conjunto, todos estos trabajos han permitido proponer detalles sobre la topologia del arbol
de la vida y sus grandes dominios'®37=3°  |levando a proponer a las bacterias como el grupo
mas diverso; y aungue se han podido registrar grandes grupos nuevos e interesantes de
bacterias*®y arqueas*!, la mayor parte de la biodiversidad de los procariontes atin no ha sido

registrada®?*3 (Fig. 3).
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Figura 3. Registros y estimaciones de los procariontes cultivados y no cultivados en diferentes ambientes
(Reproducido de la ref. 43). El analisis se basa en 1,135,799 secuencias del gen ribosomal 16S de procariontes
presentes en bases de datos de amplicdnes, metagendmicas y metatranscriptdmicas para un total de 8,260
estudios. Notese los registros y estimaciones realizadas para los ambientes de aguas y sedimentos marinos, de
los cuales se desconoce una gran parte en comparacidén con otros ambientes como el microbioma humano del
cual se tiene un registro relativamente bueno.

Actualmente, la dimension y complejidad de los proyectos metagendmicos es muy variable,
sin embargo, uno de los grandes hitos y su consecuente popularizacién surgié con el primer
metagenoma masivo, el cual se obtuvo en 2004 con la secuenciacion del mar del Sargazo®:.

Desde entonces la metagendmica marina ha sido una de las areas con mayor interés debido
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al potencial de las enzimas y proteinas con nuevas y/o con mejor rendimiento en procesos
biotecnoldgicos, industriales o en procesos como la biorremediacion, permitido conocer
paralelamente los roles que juegan las comunidades microbianas en los ciclos

biogeoquimicos de la Tierra asi como en la regulacion y resiliencia de los ecosistemas

marinos>333>4447 (Fig 4).
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Figura 4. Progreso histérico de la metagendmica marina en relacidon con los principales descubrimientos,
desarrollo de tecnologias de secuenciacidn y proyectos a escala local y global (Reproducido de la ref.44).

3.1 Antecedentes

Uno de los ambientes marinos que ha resultado de particular interés en la ultima década ha
sido la cuenca ocednica del Golfo de México, debido a que en ella se encuentra una
considerable presencia de hidrocarburos provenientes de fuentes naturales vy
antropogénicas, entre otros factores*. Debido a ello y demds motivos, en el 2014 se fundd

el Consorcio de Investigacion del Golfo de México (CIGoM) cuyo objetivo general es conocer
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cuales son las condiciones fisicas, quimicas, geoldgicas y bioldgicas del de la region Golfo de
México que corresponde a los Estados Unidos Mexicanos, sentar una linea base de
investigaciéon y recabar informacién para la prevencion de escenarios de contingencia
ambiental®®. Mediante colectas de muestras de sedimentos profundos, someros y de la
columna de agua, se ha generado un perfil taxondmico base de las bacterias presentes en la
region sur-oeste del Golfo de México mediante el analisis de un fragmento de las secuencias
ribosomales 16S, asi como su relacién con varios factores abioticos®°. Con dicho enfoque, fue
posible determinar que la concentracion de hidrocarburos aromaticos, contenido de materia
organica y profundidad, son los principales factores abidticos que afectan al distribucién de
los microorganismos®. Sin embargo, para conocer mas al respecto de sus capacidades
metabdlicas, se colectd informacién de muestras de agua y de sedimentos donde se aplico
el enfoque metagendmico con lo cual se espera poder conocer mas acerca de la parte bidtica

del Golfo de México a través de sus microorganismos®?.

3.2 Colecta y procesamiento de las muestras

En esta tesis se analizaron los seis metagenomas de Raggi et al.>! de alto rendimiento de
extraccion de DNA en los que las cantidades fueron suficientes para para realizar
metagendmica. Todos los procedimientos de extraccion, preparacion y secuenciacion de las
muestras fueron realizados por la Unidad Universitaria de Secuenciacién Masiva y
Bioinformatica en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM vy fueron colectadas en dos
expediciones marinas realizadas en el buque oceanografico Justo Sierra de la UNAM en los
afios 2015 y 2017 por miembros del CIGoM. Las muestras provienen de la region “Perdido”
frente a la costa del estado de Tamaulipas y una region del sur frente al estado de Campeche.
La colecta se realizd usando rosetas con botellas de Niskin y un perfilador CTD(SBE-9)

acoplados para evaluar las condiciones fisicoquimicas (Fig. 5y 6).
Los metagenomas de la columna de agua corresponden a zonas de maxima fluorescencia

(MAX), minima oxigenacion (MIN) y 1,000m de profundidad (MIL). Una vez colectadas, se

concentraron y se reservaron 100mL para pasarlos a través de un filtro Sterivex y otros

13



100mL a través de una membrana de policarbonato de 0.22um Merck Millipore. Los filtros
se almacenaron en congelacion hasta que se procesaron. Las muestras de sedimentos fueron
colectadas a profundidades entre 1,200m a 3,000m, se congelaron y almacenaron hasta su
procesamiento (Fig. 5). Se uso el kit de aislamiento de DNA Power Water (MO BIO-QIAGEN)
para las muestras de agua, mientras que para las muestras de sedimentos se uso kit DNA
PowerSoil (MO BIO-QIAGEN) a partir de 0.5g de sedimento superficial. Se prepararon las
bibliotecas con el kit TruSeq DNA PCR-Free HT Library Prep de Illlumina® y la secuenciacién
de los reads paired-end se realizd con la plataforma lllumina® NextSeq500 con una
configuraciéon de 75 o 150 ciclos®l. En los siguientes andlisis Unicamente se evalla a los
procariontes presentes en los metagenomas, descartando a los eucariontes, virus o viroides
gue pudieran estan presentes, sin embargo, no hay que olvidar su importancia en los

ecosistemas marinos2.
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Figura 5. Ubicacidn de los sitios de muestreo en el Golfo de México. (A) Regiones y plataformas donde fueron
colectadas las muestras. En un circulo rojo se sefiala las zonas especificas de las muestras que se usaron en este
trabajo (Raggi et al.>?). (B) Diagrama de la ubicacidn espacial de las muestras en la columna de agua de las tres
diferentes plataformas: D18 MAX en la zona de méaxima florescencia, D18SED en el lecho ocednico de Campeche
(circulos marrones), AOAMIN en la zona de minima oxigenacién, AO4AMIL en la zona de 1000m de profundidad,
AOASED y EO3SED en el lecho ocednico de la region de Perdido (tridngulos azules). Se indica en cada figura las
aproximaciénes de profundidad y temperatura registradas con el perfilador (Fig. 6).
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Figura 6. Clinas de las condiciones fisicoquimicas registradas por el perfilador CTD(SBE-9) durante la colecta de
las muestras biolégicas en el buque Justo Sierra (A. Escobar, comunicacion personal).

Con la finalidad de identificar qué microorganismos estan presentes en las diferentes
muestras de fracciones de la columna de agua, asi como de sedimentos del Golfo de México,
en esta tesis se reconstruyeron MAGs utilizando una variedad de herramientas
bioinformaticas. Con ello, se espera conocer mas acerca de la biodiversidad del microbioma
del Golfo de México y que caracteristicas metabdlicas presentan, un aspecto que es
necesario para la comprension del funcionamiento del ecosistema y que ademas representa

un valioso recurso para las bases de datos gendmicas.
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4. Planteamiento

4.1 Justificacién

Conocer la biodiversidad del microbioma del Golfo de México es necesario para la
comprension de como funciona dicho ecosistema. Los procariontes estan estrechamente
vinculados al sustento de los ecosistemas marinos y ciclos biogeoquimicos que en ellos
tienen lugar. Aunado a que vya se tiene una linea base™®, contribuir con genomas
reconstruidos de procariontes del Golfo de México es un valioso recurso que permitird
conocer sus capacidades metabdlicas e interpretar su posible relacion con el ecosistema. Asi
mismo, la identificacion y reconstruccion de taxa nuevos o ya registrados, proporciona un

recurso Util con que trabajar en proyectos de gendmica comparativa.

4.2 Objetivo general
Reconstruir genomas a partir de seis metagenomas obtenidos por whole-genome shotgun

sequencing de aislamientos de muestras marinas de agua y sedimentos del Golfo de México.

4.3 Objetivos particulares
1. Analizar la calidad las lecturas (reads) y determinar su asignacién taxondmica.
2. Ensamblar las lecturas para reconstruir fragmentos (contigs).
3. Clasificar por propiedades de composicion de nucledtidos y optimizacion de los
ensambles para reconstruir los MAGs.
4. Realizar la identificacion taxonémica de los MAGs y construir un arbol filogenético.
5. Realizar la anotacion funcional de los MAGs vy evaluar su posible papel ecoldgico en

los metagenomas.
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5. Método

5.1 Softwarey hardware empleado

Los procedimientos aqui descritos se realizaron en el servidor de computo del laboratorio 12

(FOS) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM que cuenta con 56 nucleos Intel Xeon® y

500 GB de memoria RAM. La descripcion de los programas, sus versiones y respectivas

referencias se presentan en la Tabla 1. Los comandos empleados para todos los andlisis se

resumen en el apartado 9.1 del Anexo y se detallan para quienes no cuentan con previa

experiencia en el tema en el repositorio en GitHub asociado a la referencia 53.

Tabla 1. Software empleado para el procesamiento, andlisis y visualizacién de la informacion.

Software Breve descripcion Ref.
(Version)
FastQC Andlisis y control de calidad de secuencias nucleotidicas almacenadas en diferentes formatos basado 54
(0.11.5) principalmente en el parametro de calidad Phred que permite evaluar la cantidad de informacion que cumple
con estandares de calidad y cual otra podria generar sesgos en posteriores analisis.
Kraken2 Sistema de clasificacién taxonémica de reads cortos basado en la identificacion de k-meros en los reads y cuya 55
(2.0.8) asignacién ocurre mediante el algoritmo Lowest Common Ancestor. La clasificacion de los reads se realiza a
partir de bases de datos estructuradas en k-meros y comprimidas en hashes creadas a partir de genomas; por
ejemplo, usando genomas de la RefSeq o cualquier otro conjunto determinado por el usuario, lo cual permite
realizar la clasificacién con una alta precision y velocidad.
Pavian Plataforma interactiva para el anélisis, comparacion y visualizacion de resultados de clasificacién taxonémica 56
(1.0) de reads generados por herramientas como Kraken, Centrifuge o MetaPhlAn.
IDBA-UD Ensamble metagendmico de novo e iterativo basado en graficos de Brujin disefiado para el ensamble de reads 57
(1.1.1) paired-end cortos. Realiza un preprocesamiento de la calidad de los reads y se considera la
cobertura/profundidad de estos para la construccién de los grafos, los cuales se construyen con diferentes
longitudes de k-meros, se procesan y optimizan para generar los contigs finales.
Megahit Ensamble metagendmico de novo con un proceder similar a IDBA pero que implementa graficos de Brujin 58
(1.1.1.2) sucintos en la resolucién de los grafos, permitiendo un procesamiento de las secuencias ultrarrdpido y
eficiente en la utilizacién de memoria.
Quast Paqueteria de utilidades para la evaluacion y comparacién de ensambles genémicos mediante el célculo de 59
(5.0.0) métricas relacionadas como N50, L50, numero de contigs y pares de bases contenidas, asi como longitud de
los ensambles y que puede realizarse con o sin referencia gendmica.
Minimus2 Ensamblador modular basado en Minimus disefiado para la para la union de ensambles mediante el paradigma 60
(3.1.0) de solapamiento y grado de identidad de secuencias que hace uso de nucmer (NUCleotide MUMmer) como
herramienta para determinar los alineamientos.
Bowtie2 Herramienta de alineamiento de secuencias cortas contra secuencias de referencia de mayor tamafio que 61
(2.3.4.1) implementa las estrategias de creacion de indices a partir de estas y su compresion mediante el algoritmo de
Burrows-Wheeler para el anélisis de conjuntos masivos de datos y permitiendo la optimizacion del proceso en
términos de memoria y tiempo.
SamTools Paqueteria de utilidades para el post procesamiento de alineamientos de secuencias almacenados en formatos 62
(1.9) SAM, BAM y CRAM que permite la visualizacion, edicidn, creacion de indices y conversidn entre estos formatos.
Binsanity Paqueteria de scripts disefiados para el procesamiento, analisis y binning automatizado de contigs generados 63
(0.2.7) a parir del ensamble de reads de metagenomas que implementa el algoritmo de propagacion por afinidad y
un enfoque bifasico. Este Ultimo considera la cobertura de los contigs como parametro principal de
agrupamiento seguido de un refinamiento basado en el contenido de GC asi como frecuencias de k-meros.
CheckM Herramientas para la evaluacion de la calidad de genomas procariontes reconstruidos a partir de aislamientos, 14
(1.0.13) células individuales (SAG) o metagenomas (MAGs). La calidad de determina principalmente a partir el
posicionamiento de la consulta dentro de un arbol gendmico de referencia, permitiendo evaluar la presencia,
ausencia o duplicacion de conjuntos de genes de copia Unica propios de un determinado linaje filogenético.
Rfam Base de datos de 2687 familias de RNA representadas por alineamientos mdltiples de secuencias, estructuras 64
(14.1) secundarias consenso y modelos de covarianza. Estos ultimos son perfiles probabilisticos de secuencias de

RNA vy sus respectivas estructuras secundarias que en conjunto permiten la identificacion de secuencias
homologas en las consultas de manera precisa.
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Tabla 1. Continuacion.

Software Breve descripcion Ref.

(Version)

Infernal Herramienta de busqueda e identificacion de secuencias de RNA no codificantes, sus estructuras secundarias 65
(1.1.2) y similitudes mediante la implementacién de modelos de covarianza de Rfam y modelos ocultos de Markov

que sirven como set de entrenamiento al algoritmo y permiten el andlisis, alineamiento y anotaciéon de RNAs
homologos en secuencias de consulta.
tRNA-Scan-SE  Herramienta especializada en la deteccidon y anotacion de tRNA en genomas de los tres dominios. Implementa 66
(2.0.2) el algoritmo de Infernal v1.1y algoritmos de post procesamiento, asi como modelos de covarianza especificos
de tRNAs construidos a partir de 155, 4016 y 182 genomas de referencia de 110, 647 y 75 géneros de
eucariontes, bacterias y arqueas, respectivamente.
GtoTree Pipeline automatizado para andlisis filogendmicos. Por defecto, realiza la prediccién de genes con Prodigal, 67
(1.4.2) identifica conjuntos de genes de copia Unica de diversos linajes filogenéticos de acuerdo con la consulta con
HMMER, filtra las secuencias y genomas de mala calidad para reducir sesgos, realiza el alineamiento y trimming
de las secuencias con Muscle y Trimal, respectivamente, afiade informacién taxonémica para visualizarse en
los drboles con TaxonKit y finalmente construye el drbol filogenético con FastTree.
GTDB-Tk Herramienta para la clasificacion taxogendmica de procariontes basada en la Genome Taxonomy Database 68
(0.3.2) (GTDB) que utiliza Prodigal, HMMER, pplacer, FastTree, FastANI y Mash para procesar las consultas. En su
actual version (R04-RS89), la GTDB se compone de 145,904 genomas representativos de 1248 y 23,458
especies de arqueas y bacterias, respectivamente. Para la clasificacion, utiliza una combinacién de valores ANI,
divergencia evolutiva relativa y la asignacién de la consulta en la topologia de un arbol filogendmico de
referencia inferido por el alineamiento de 120 o 122 genes de copia Unica para bacterias y arqueas,
respectivamente.

iTOL (4.0) Herramienta online para la visualizacién, manipulacién y anotacion de érboles filogenéticos. 69
RStudio (3.5) Entorno de desarrollo integrado disefiado bajo lenguaje de programacion R. 70
ggplot2 (3.2) Paquete de R para la visualizacién de datos basado en la gramatica de los graficos. 71

Anvi'o Plataforma interactiva de andlisis, visualizacidn, exploracién, manipulacién y reporte de datos 6micos parala 72
(5.5) caracterizacién de genomas microbianos que implementa diferentes pipelines que integran herramientas

bioinformdticas consideradas el estado del arte actual.
GhostKOALA Servidor online de anotacién automética de genomas y metagenomas que permite la caracterizacion de las 73
(2.2) funciones individuales de los genes mediante el analisis de las relaciones de ortologia utilizando el algoritmo
de busqueda de homologia GHOSTX a partir de la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Orthology (KEGG Orthology). Esta Ultima representa funciones moleculares en términos de ortdlogos

funcionales.
KEGG Herramienta que integra y analiza las anotaciones funcionales de los genes realizadas por los algoritmos 74
Decoder BlastKOALA, GhostKOALA o KOFAMSCAN para evaluar la integridad de vias metabdlicas de acuerdo con los
(1.0) elementos que las conforman de acuerdo con los mapas metabdlicos de la base de datos KEGG.
antiSMASH Pipeline automatizado para la Identificacion, anotacion y analisis de clisters de genes biosintéticos (BGC) del 75
(5.0) metabolismo secundario a partir de genomas. Infiere la presencia e identidad de entre 52 tipos deferentes de

BGCs al identificar patrones de coocurrencia de enzimas conservadas clave de estos, asi como su vecindad
gendmica utilizando perfiles curados creados con modelos ocultos de Markov.

5.2 Anadlisis de los reads

En la Figura 7 se resumen los procedimientos realizados en el analisis de los metagenomas,
desde los reads hasta los MAGs. Se evalud la calidad de los reads para determinar si era
necesario o no, un filtro de calidad en funcién de conservar la mayor cantidad posible de
reads con valores de calidad Phred buenos (>28). Para ello se utilizé el script basic_stats.pl
(A. Escobar, comunicacion personal) y FastQC>* (Tab. 2; Fig. 9). Posteriormente, se analizo la
distribucion y asignacion taxondmica de los reads para identificar la composicion taxondmica
general de los metagenomas y tener un atisbo de los taxa que podrian ser recuperados como
MAGs. Se us6 Kraken2> y Pavian’® para evaluar la abundancia e identidad taxonémica de los
reads usando la non-redundant nucleotide database (nt) del NCBI y se obtuvieron las

abundancias relativas de los reads bacterianos por muestra (Figs. 10-12).
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Figura 7. Diagramas del pipeline implementado para la reconstruccion y analisis de los MAGs. (A) Pipeline
empleado para la clasificacion, ensamble y binning de los metagenomas de la fraccién de agua. Se indican en
los laterales con letras los programas utilizados y procedimientos. El mismo proceder fue realizado con los
respectivos contigs de la fraccién de sedimentos, pero con un corte de 3kpb en la longitud minima de los contigs
secundarios debido a los requerimientos de memoria dado el tamafio del ensamble para realizar el binning. A
los lados de los recuadros ‘Binning” y ‘Refinamiento’ se indica el nimero de iteracién (i) y el valor del parametro
de preferencia (-p) que se utilizo; a mayor valor de -p, se hace mas estricta la similitud y se obtienen mas clUsters
mientras que a menores valores de -p se hace mas flexible la similitud y se obtienen menos clisters. Los valores
empleados son los mismos que los autores sugieren para procesar metagenomas marinos*. (B) Criterios de
descarte de los bins generados con Binsanity hasta los MAGs. Se sefiala el nimero de bins/MAGs segun
corresponda provenientes de la fraccion de agua y sedimentos en esferas de color azul y amarillo,
respectivamente. En los recuadros grises se sefiala el criterio de descarte y en la parte inferior se sefiala el
procedimiento realizado para el conjunto de datos. Abreviaciones: GCU (Genes de Copia Unica), Hi-C (High
completeness), Low-C (Low completeness), Hi-R (High redundancy), i (iteracion). Consultar la Tabla 3 para mas
detalles del nimero de contigs y porcentajes de mapeo a los metagenomas.

5.3 Reconstruccion de los MAGs

Para realizar la reconstruccion de los MAGs, se adaptd y modifico el protocolo desarrollado
por Tully et al.*® para el procesamiento de grandes cantidades de datos (Fig. 7A). Se realizo
el ensamble de novo individualmente de los seis metagenomas con IDBA-UD>’ usando
valores por defecto y con Megahit®® usando los ajustes meta, meta-large y meta-sensitive;
los contigs resultantes se usaron para crear un archivo multifasta segun correspondieran a
la fraccion de agua o sedimentos y se evalud el desempefio de los ensambladores con
Quast>?, conservando los contigs del ensamblador con mejor desempefio para los siguientes
analisis y a los que se refiere de aqui en adelante como contigs primarios (Fig. 13; Tab. 3). Se
coensamblardn los contigs primarios de la fraccion de agua y de sedimentos de forma
independiente mediante ensamble por solapamiento usando Minimus2®® con un
solapamiento minimo de 100pb e identidad minima de 95% para cada fraccion, se
combinaron los contigs y singletones (contigs no coensamblados) resultantes del
coensamble para formar un conjunto de contigs de mayor tamafio a los que se refiere de
ahora en adelante como contigs secundarios (Tab. 3). Se utilizo Bowtie2°! para mapear los
reads de los metagenomas de la fraccién de agua o sedimentos contra los contigs
secundarios de las respectivas fracciones, comprimiendo y ordenando los archivos SAM

resultantes con SamTools®2.
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Se descartaron los contigs secundarios menores a 2,000 y 3,000 pb de la fraccion de aguay
sedimentos, respectivamente, con la opcidn megahit_toolkit filterbylen y se sometieron a
seis ciclos de binning, evaluacion y refinamiento. En breve, se realizd el binning con
Binsanity®® y se evalué la calidad de los bins con CheckM', se clasificaron como
hi_completion, hi_redundancy y low_completion con el script checkm analysis®, se
conservaron los bins clasificados como hi_completion y se combinaron los bins de las dos
categorias restantes en un solo archivo multifasta que se refino con Binsanity-refine. Este
ciclo de binning, evaluacidon y refinamiento se realizd durante seis iteraciones y dos Ultimos
refinamientos, cambiando los valores del pardmetro de preferencia (-p) de Binsanity el cual
refleja el grado en que el algoritmo de propagacién por afinidad agrupa o divide los contigs
en bins. Se generaron un total de 424 y 890 bins a partir de los contigs secundarios de la
fraccion de agua y sedimentos, respectivamente; se descartaron los bins de mala calidad y
se conservaron Unicamente 41 bins de la fraccién de agua y 75 bins de la fraccién de

sedimentos referidos de ahora en adelante como a MAGs (Fig. 7B).

Se adaptd la metodologia desarrollada por de Almeida et al.?° para la identificacion de la
presencia de los genes ribosomales 5S, 16S y 23S en los MAGs. En breve, se ordenaron los
MAGs en nuevos directorios segln correspondieran a bacterias o arqueas, se descargaron
los respectivos modelos de covarianza desde la Rfam® de los genes codificantes de las
subunidades ribosomales 55 (RFO0001), 16S (Bacteria: RF02541; Arquea: RF02540), 23S
(Bacteria: RF00177; Arquea: RF01959) y se realizd la prediccion con Infernal®”’,
considerandolos presentes en los MAGs siempre y cuando presentaran >80% de la longitud
de la secuencia esperada en el MAG (Longitudes totales esperadas: Arquea 5S = 119pb, 16S
= 1477pb, 23S = 2990pb; Bacteria 55 = 119pb, 16S = 1533pb, 23S = 2925pb). La prediccion
de los tRNAs candnicos se realizé con tRNAscan-SE®® usando los respectivos modelos de
covarianza para bacterias (-B) y arqueas (-A) y con parametros por defecto (A. Almeida,
comunicacién personal)?. Finalmente, se clasificaron los MAGs en categorias de alta,

mediana y baja calidad de acuerdo a los estandares de MIMAG® e incluyendo las categorias
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“casi completos” y sub categorias del grupo de calidad media basadas en valores de Quality

Score sugeridas por Parks et al.*’ (QS = Completeness — (5 X contaminacion)) (Fig. 14).

5.4 Andlisis de los MAGs

Se descartaron todos los MAGs con completeness <50% de ambas fracciones para realizar la
asignacién taxondmica, conservando un total de 20 y ocho MAGs de la fraccion de agua y
sedimentos, respectivamente (Fig. 7B). Aunque CheckM proporciona una asignacion
taxondmica, no es un software desarrollado para tales fines. Por ello, se utiliz6 GTDB-Tk®,
una herramienta automatizada de clasificacion taxogendmica de procariontes basada en la
Genome Taxonomy Data Base (GTDB)’®. Para evaluar las asignaciones taxogenémicas de los
MAGs inferidas por GTDB-Tk, se utilizé GToTree®”’? usando los pardmetros por defecto para
construir un arbol filogendmico basado en la concatenacién un conjunto de 25 genes de
copia Unica de bacterias y arqueas con los 28 MAGs reconstruidos a partir de los seis
metagenomas y los genomas de referencia inferidos por GTDB-tk. Finalmente, el arbol

resultante se editd y visualizo en iTOL®® (Fig. 15).

De todos los MAGs reconstruidos, solo cinco provenientes la columna de agua tienen un
completeness y contaminacion inferidos por CheckM de >90% y <10%, respectivamente,
(Tab. 4); solo con dichos MAGs se realizaron los siguientes analisis. Para evaluar la
abundancia de los MAGs en los metagenomas, se realizd un analisis del mapeo de reads de
los contigs de los MAGs con el pipeline metagenémico de Anvi'o’? implementado en
SnakeMaKe® (Fig. 16; Ver Anexo apartado 9.2). Para identificar el potencial metabdlico de
los MAGs seleccionados, se obtuvieron sus respectivas secuencias de aminodcidos con
Anvi'o, se anotaron los genes usando GhostKOALA”? y se organizaron y visualizaron en 162
rutas metabdlicas diferentes con KEGG-Decoder’* (Fig. 17). Para obtener mas informacion
de las anotaciones de las secuencias codificantes de los MAGs, ademas de las anotaciones
realizadas usando la base de datos Clusters of Orthologous Groups (COG) con el pipeline de
Anvi'o, se anotaron las secuencias usando la base de datos Pfam (v32.0) y se importaron las
anotaciones de los genes realizadas con GhostKOALA (basadas en la base de datos KEGG) a

las respectivas bases de datos de los MAGs realizadas con Anvi’o (Fig. 8).
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Figura 8. Ejemplo de la visualizacién de las secuencias codificantes anotadas en Anvi’o. Se indica con una flecha
roja en el diagrama circular (desarrollados en la Figura 16A) la division en la que se encuentra el gen con el
identificador 239 (ID) con sus respectivas anotaciones con las bases de datos COG, KEGG y Pfam en el panel a
la derecha. En el panel superior se muestra la cobertura en los tres metagenomas de la division que contiene
al gen 239 asi como otros genes anotados (flechas verdes) y no anotados (flechas grises) con ninguna de las
tres bases de datos. Esta estrategia es Util para poder capturar una mayor informacién respecto funcién de los
genes, ndtese como las anotaciones realizadas con KEGG no con conclusivas, pero con COG y Pfam si lo son.
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6. Resultados y discusion

6.1 Clasificacion de los reads

En esta tesis se evalud la composicién taxondmica de seis metagenomas provenientes de la
columna de agua y de sedimentos marinos colectados en el Golfo de México. Ademas, se
realizaron analisis metabdlicos y filogendmicos en un pequefio grupo de MAGs reconstruidos
a partir de los metagenomas, sin embargo, hay que considerar que los MAGs no representan
la composicion taxondmica completa de los metagenomas, pero si reflejan a los
microorganismos con mayor prevalencia dentro de la comunidad microbiana, un aspecto

gue es alin mas remarcado con el MAG PASS1-11 discutido adelante.

Tabla 2. Estadisticas generales de los reads de los metagenomas (determinadas con basic_stats.pl).

Metagenoma Reads Bases Tamafio de GC Calidad promedio Q20 Q30
totales totales los reads (pb) (%) (Phred score (Q)) (%) (%)
AO4MIL 144 635 708 10 847 678 100 75 51.3 33.98 99.88 91.43
AO4AMIN 83327042 6249528 150 75 44.15 34.28 99.9 92.64
D18MAX 77 396 766 5804 757 450 75 49.59 33.86 99.89 90.97
AO4SED 147151128 22 072 669 200 150 63.8 30.38 98.02 62.17
D18SED 162 961 050 24 444 157 500 150 53.11 30.39 97.93 62.93
EO3SED 208 581 878 15 643 640 850 75 59.75 32.56 98.86 80.39

La composicidn, distribucién y funcidon de las comunidades microbianas se regionaliza en
funcion de una plétora de factores bidticos, abidticos y sus interacciones®!, haciendo de los
océanos uno de los ambientes mas dificiles de analizar®. Entre dichos factores, la
temperatura ha demostrado ser el principal factor que determina la composicién microbiana
hasta la zona fdtica®®; la cual abarca los primeros 200m de profundidad y donde es mas
comun encontrar microorganismos fotoautdtrofos®. Sin embargo, variables como la
presencia de macrofauna o flora marina, fuentes de energia (aire, corrientes marinas, fosas
termales), latitud, pH, salinidad, concentracion de O, disuelto, etcétera, también tienen
efecto y sobre todo a mayores profundidades (zona afética o mesopeldgica, 200m a 1000m
de profundidad)®®4 En estas regiones, los microorganismos quimiétrofos que usan

compuestos organicos e inorganicos como fuente de energia empiezan a ser mas comunes.
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Figura 9. Calidad Phred de los metagenomas de la fraccién de agua y sedimentos. El eje de las ordenadas
representa la calidad Phred de los reads mientras que en el eje de las abscisas se representa por cada posicion
la dispersidn de los valores de calidad Phred en rangos intercuartiles (25% y 75%) en cajas de color amarillo y
los valores mayores y menores en los bigotes (10% y 90%). La linea roja punteada representa la mediana
mientras que la linea azul representa la media.

Por ejemplo, las zonas de minima oxigenacion son regiones anoxicas consideradas sumideros
globales de nitrégeno y metano en donde predominan microorganismos con metabolismo
anaerobio (o anaerobio facultativo)*®. Los océanos profundos son un habitat Unico vy
extremo donde la vida ocurre en cdmara lenta pues se favorece el minimo gasto de energia
al ser un ambiente extremadamente oligotréfico y que ademas se caracteriza por una alta
presion, baja temperatura, falta de luz, salinidad y concentracion de O, variables®®. En la
parte mas profunda de los océanos, los sedimentos se constituyen como uno de los habitats
mas extremos por su caracter oligotréfico y niveles de presion, sin embargo, los primeros

50cm de los sedimentos profundos contienen ~10E29 microorganismos®, los cuales usan
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bicarbonatos, sulfatos y nitratos como fuente de energia®’. Para este tipo de especies a las
gue el movimiento a ambientes mas favorables es imposible, la adaptacion (evolucidn) surge
como mecanismo de supervivencia, y por ello, microorganismos con poblaciones grandes,
plasticidad gendmica y tiempos de reproduccion rdpidos tienen un alto potencial de
adaptacién, promoviendo ecotipos que ocupan un nicho especifico® y surgimiento de
interacciones ecologicas complejas como la sintrofia, permitiendo el intercambio de fuentes

de carbono vy allanando el camino para la adaptacion y colonizaciéon de nuevos ambientes®®.

Para poder evaluar la composicion taxonémica de los seis metagenomas, primero fue
necesario analizar la calidad de los reads con los que se realizaron todos los procesos
posteriores. Se determind una calidad Phred promedio >30 para todos los metagenomas y
asimismo, los valores de la mediana en general se encuentran en valores de Phred >30, tanto
para los metagenomas de agua como de sedimentos, aunque estos Ultimos con una mayor
dispersion de los datos respecto a los primeros (Tab. 2; Fig. 9). Debido a la buena calidad de
los reads en general, se determind que no era necesario realizar un filtro de calidad de las
secuencias. La posterior clasificacion de los reads usando la base de datos nt como referencia
determind que la mayoria de los reads de los seis metagenomas (>60%) no pudieron ser
clasificados. Sin embargo, de los que pudieron ser clasificados, la mayoria corresponde a

procariontes (Fig. 10).

W Clasificados MW No clasificados
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80
g 60
= 86
©
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A04AMIL AO4SED D18MAX D18SED AO4MIN EO3SED

Figura 10. Porcentajes de clasificacién taxondmica de los reads contra la base de datos nt. La clasificacion
completa por categoria taxondmica se encuentra en las Tablas suplementarias 1y 2 3. Dentro de los reads
clasificados, la mayoria se identificé como procariontes, aunque también se identificaron 1.4, 1.53, 1.9, 3.12,
5.18 y 6.28 millones de reads de eucariontes en los metagenomas D18MAX, AO4MIN, AO4MIL, EO3SED, AO4SED
Y D18SED, respectivamente. Ademas, se identificaron 56.2k, 61k, 69.6k 100k, 124k y 165k de reads de virus en
los metagenomas AO4MIL, EO3SED, D18MAX, AO4SED, D18SED Y AO4MIN, respectivamente.
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Al respecto, las arqueas de la fraccion de sedimentos son bastante escasas en relacion con
las secuencias de bacterias que representan <3% y >95% de los reads, respectivamente. Del
pequefio porcentaje de reads de arqueas, los principales phyla representados son
Euryarchaeota y Thaumarchaeota y dentro de este ultimo, el orden de los Nitrosopumilales
(~1.03% de los reads) es el grupo mejor representado. Por su parte, las bacterias se
encuentran representadas principalmente por Proteobacterias, representando en general
>50% de los reads en los tres metagenomas. Aunque también es notable la presencia de las
Actinobacterias, Firmicutes, Bacteroidetes y Cyanobacterias. Dentro de estos grupos
Pseudomonas, Streptomyces, Bradyrhizobium, Azospirillum y Burkholderia son los géneros
mejor representados en los tres metagenomas de sedimentos (con una representatividad

entre 2.2% a 6.8% de los reads).

En general, en los tres metagenomas de sedimentos se encontraron 2166 géneros diferentes
de procariontes, 148 de los cuales corresponden al grupo de las arqueas. En los
metagenomas de la fraccion de agua se identificaron 1722 géneros de procariontes, de los
cuales 120 son arqueas. A nivel de filo dentro del grupo de las bacterias, las Proteobacterias
nuevamente son las mejores representadas (>37% de los reads en los tres metagenomas) y
de manera muy marcada en el metagenoma AO4MIL, donde representan el 76.06% de los
reads. Otro filo abundante y casi exclusivo del metagenoma D18MAX son las Cyanobacterias,
representando el 34.55% de los reads, mientras que en AO4MIN y AO4MIL representa tan
solo el 2.14 y 0.36%, respectivamente. Otros phyla considerablemente representados en los
metagenomas de la fraccion de agua son Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes y dentro
de ellos, existen distintos géneros muy bien representados en diferentes metagenomas:
Vibrio en AOAMIL (41.54% de los reads), Synechococcus en D18MAX (33.76%) y Alteromonas
en AO4AMIN (29.05%); Aunque también se identificaron otros géneros no tan marcadamente
abundantes en los metagenomas, como Marinobacter, Ralstonia, Candidatus Pelagibacter,
Prochlorococcus, Pseudomonas, Agrobacterium, Escherichia, Tistrella, Alcanivorax,
Sulfitobacter, Streptomyces, Candidatus Thioglobus, Candidatus Actinomarina y Halomonas

(Fig. 11).
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Figura 11. Diagramas aluviales de la composiciéon taxondémica y sus abundancias de los seis metagenomas
definidas usando Kraken2 contra la base de datos nt. En el eje de las ordenadas se representan las categorias
taxondmicas Dominio (D), Phyla (P), Clase (C), Orden (O), Familia (F), Género (G). En el eje de las ordenadas se
representa la con barras la abundancia de los taxa indicando el nimero de reads identificados, representado a
los grupos con mayores abundancias con conexiones mas anchas.
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A diferencia de los metagenomas de sedimentos, las arqueas se encuentran bien
representadas en la columna de agua, principalmente el filo Thaumarchaeota representando
el 39%%, 16.54% y 11.38% de los metagenomas AO04MIN, D18MAX y AO4MIL,
respectivamente; aunque la presencia del filo Euryarchaeota también es notable a exceptas
del metagenoma D18MAX, donde solo representa el 0.37 de los reads calificados. Dentro de
estos dos phyla, los géneros mejor representados en los metagenomas son Candidatus
Nitrosopelagicus, Candidatus Nitrosomarinus y Nitrosopumilus, aungque es notable que solo
se encuentran bien representados en el metagenoma D18MAX (Fig. 11). Para ilustrar mejor
la abundancia de los géneros bacterianos en los metagenomas y el rendimiento de la
clasificacidon de reads, en la Figura 12 se despliegan las abundancias relativas de los taxa, las
cuales, permiten visualizar que una parte considerable en los metagenomas de la fraccion

de agua y la mayor parte de los metagenomas de sedimentos adn no han sido registradas

usando la base de datos nt del NCBI como referencia.
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Figura 12. Abundancias relativas de los taxa bacterianos identificados usando Kraken2 con la nt (A. Escobar,
Comunicacién personal). En el eje de las abscisas se despliegan los seis metagenomas y en las ordenadas los
porcentajes de abundancias relativas junto con las leyendas para cada taxdn a nivel de filo y género. La lista
con las abundancias y taxa completa se encuentra en las Tablas suplementarias 1y 2 3.
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6.2 MAGs reconstruidos

Los ensambladores metagendmicos tienen distintos rendimientos, siendo los mas actuales
los que tienden a mostrar un mejor desempefio generalmente, sin embargo, también
dependen de la calidad de la secuenciacion, la complejidad de las muestras y demds factores
910891 En este sentido se realizd la breve comparacion entre Megahit e IDBA-UD,
demostrando que este primero logro ensamblar mas pares de bases en contigs de mayores
tamafos con el ajuste ‘meta-senstive’, razdn por la cual fue seleccionado para los andlisis a

posteriori, refiriéndose a tales ensambles como contigs primarios (Fig. 13).

9.00 No. contigs N50
. § Meta 5 a7
8.50 843 8.43 o Meta-large 3 57380793
218 8.18 821 B Meta-sens 6 B
— a0t IDBA-UD I ZE6283
T 8.00
5 7.75 7.74 7.75 7.77
e 7.55 7.55 757
= 7.50
"3 7.27 7.27 75 7.28
t‘x:o 7.00
6.97 6.97 6.96 7
o 7.00 696
—
=
S
oo 6.45
E 6.50
6.00 5.89
5.50
>= 0 bp >= 1k bp >=5k bp >= 10k bp »= 25k bp >= 50k bp
10.00 No. contigs N50 Long. Tot.
= weta

log,o(Longitud total)

955 9.56
s a et e S
892 894 B8.95
9.00 - IDBA-UD 1377442648
850
8.00 789 784 791 787
e 788, 750 750
6.99 7.00 7.06
7.00 6.89
6.48
6.50 I II 637 31

»=0bp »=1k bp »=5k bp >= 10k bp »= 25k bp »= 50k bp

Figura 13. Comparativa del desempefio de ensamble entre IDBA-UD y Megahit en los metagenomas de la fraccién
de agua (en azul) y sedimentos (en marrén). Se representa en el eje de las ordenadas el logio del nimero de
pares de bases contenidas en contigs con tamafio >0pb, >1k pb, >5k pb, >10k pb y =50k pb (eje de las abscisas).
En la esquina superior derecha se muestra el nimero de contigs, N50 y la longitud total de los contigs >0pb.
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Tabla 3. Nimero y tamafio de los contigs primarios, secundarios y de los contigs sometidos a binning. Se muestra
en paréntesis los porcentajes de mapeos determinados con Bowtie2 contra sus respectivos metagenomas.
Notar, especialmente los porcentajes de mapeo de los contigs sometidos a binning.

Ensamble >0 bp (% de mapeo) >1k bp >5k bp >10k bp > 25k bp >50k bp

Fraccion de agua

Contigs primarios 353,306 (54.78) 61,568 4,792 1,627 395 119
Contigs secundarios 303,322 (54.42) 57,367 5,230 1,768 412 120
Binning 21,011 (41.70)

Fraccion de sedimentos

Contigs primarios 6,729,143 (39.49) 530,240 9,334 1,828 257 40
Contigs secundarios 5,868,011 (39.21) 515,236 12,815 2,536 350 64
Binning 44,093 (10.52)

El proceso de coensamble para generar los contigs secundarios con Minimus2 demostro ser
de utilidad al estructurar contigs de mayor tamafo como puede verse en la Tabla 3 con los
contigs de longitud >5kpb, tanto para la fraccion de agua como la de sedimentos. La longitud
y numero de los contigs son factores importantes en el procedimiento de binning debido a
gue el requerimiento de memoria RAM de los algoritmos suele ser exponencial,
particularmente con el algoritmo de propagacién por afinidad implementado en Binsanity,
~100k contigs requieren de ~1TB de memoria RAM®3; ademads, los algoritmos pueden
clasificar erréneamente los contigs de tamafios pequefios®?, razén por la cual es

recomendable someter contigs con longitudes >2000pb*>%3,

Los ciclos de binning y refinamiento implementados generaron 1314 bins, de los cuales no
todos representan MAGs, razén por la cual se realizaron descartes hasta conservar un total
de 116 MAGs en los que se realizé la deteccion del aparato ribosomal (Fig. 7B). De acuerdo
con los estandares de calidad MIMAG vy los valores de completeness y contaminacion
determinados con CheckM, ninguno de los MAGs reconstruidos puede ser considerado de
alta calidad debido la ausencia de alguna de las subunidades ribosomales o la presencia de
<18 tRNAs, sin embargo, cinco MAGs cuentan con un completeness >90% y contaminacion

<10%, los cuales pueden ser considerados para realizar analisis metabdlicos (Fig. 14; Tab. 4).
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Figura 14. Clasificacidon taxondmica y de calidad de los MAGS. (A) Calidad de los MAGs de acuerdo con los
estandares MIMAG. El panel superior corresponde a los MAGs de la fraccién de agua mientras que el panel
inferior a los MAGs de la fraccién de sedimentos. Las figuras se realizaron con el script mags-quality_extfig2.R
del repositorio https://github.com/Finn-Lab/MGS-gut?®. (B) Diagrama aluvial de la clasificacion taxonédmica
basada en la GTDB de los 28 MAGs de calidad media y casi completos. Se sefiala en negro el nimero de linajes
sin previo registro en la GTDB_R04_RS89 y en verde los MAGs con completeness y contaminacion >90% y <10%,
respectivamente. Ambas figuras se realizaron usando ggplot2’! dentro del entorno de desarrollo de R-studio”.
La informacion gendmica detallada de todos los bins y los MAGs se encuentra en las Tablas Suplementarias 3 y
4 asociadas al repositorio en GitHub de la presente tesis®3.
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Tabla 4. Caracteristicas detalladas de los MAGs seleccionados para analisis metabdlico y de mapeo.

MAGs PASS1-11 PASS1-refine-98 PASS1-refine-97 PASS1-refine-69 PASS1-refine-95

Caracteristicas gendmicas generales

Completeness (%) 99.21 95.93 95.3 94.78 91.91
Contaminacién (%) 1.53 0 7.26 2.8 1.34

Strain heterogeneity (%) 0 0 20 0 0

55 (%) 68.91 0 94.96 0 0

23S (%) 99.86 0 99.79 0 0

16S (%) 86.76 0 99.67 0 0

Numero de tRNAs 17 18 16 19 20
Quality Score (%) 91.56 95.93 59 80.78 85.21
Tamafio (Mpb) 4.35 3.43 2.36 2.91 4.93
NuUmero de contigs 127 244 186 114 127
GC (%) 48.9 73.8 52.8 62.9 66.7
Ndmero de genes 4051 3495 2444 2870 4802

Clasificacién taxondmica segun la GTDB

Filo Proteobacteria Actinobacteriota Actinobacteriota Proteobacteria Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria Actinobacteria Acidimicrobiia Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria
Orden Enterobacterales Actinomycetales Microtrichales Parvibaculales Rhodobacterales
Familia Vibrionaceae Quadrisphaeraceae TKO6 Parvibaculaceae Rhodobacteraceae

Genero Vibrio o UBA6944 Parvibaculum Pseudooceanicola_B
Especie o _ UBA6944 _ _
sp002296525

La clasificacion taxogendmica realizada con GTDB-tk solo considero los MAGs con >50%
completeness, particularmente, se evaluaron 20 y ocho MAGs de la fraccién de agua y
sedimentos, respectivamente (Fig. 14B). Los ocho MAGs de la fraccién de sedimentos fueron
clasificados por el método de asignacion en el arbol de referencia de la GTDB y representan
una familia, cinco géneros y ocho especies no registradas en la GTDB. De los ocho MAGs, solo
cuatro cuentan con genomas de referencia determinados por valores de Average Nucleotide
Identity (ANI) y solo un MAG fue clasificado como Arguea. Respecto a los 20 MAGs de la
fraccion de agua, 10 fueron clasificados por el método de asignacion en el arbol de referencia
de la GTDB mientras que los 10 MAGs restantes por el método de asignacion en el arbol de
referencia y con soporte con valores de ANI de sus genomas de referencia. En su conjunto,
los 20 MAGs de la fraccidn de agua representan un género y 10 especies no registradas en la
GTDB y solo dos fueron clasificados como arqueas (Tablas Suplementarias 3 y 4°3). Ademéds,

19 de los MAGs cuentan con genomas de referencia con valores de ANI >80% vy solo el MAG

33



PASS1-refine-98 no cuenta con genoma de referencia inferido por ANI. Considerando el
conjunto de 25 genes de copia Unica para bacterias y arqueas®” empleado en la construccion
del arbol filogendmico, solo 10 MAGs de los 28 clasificados con GTDB-Tk cuentan con un
completeness y contaminaciéon >80% e igual a 0%, respectivamente. Para evitar el mayor
sesgo posible debido a la contaminacion, se descartaron todos los MAGs que no cumplieran
con tales caracteristicas. Como se esperaria, los 10 MAGs evaluados con este enfoque se
agruparon con sus respectivos genomas de referencia, incluyendo el MAG PASS1-refine-98
gue debido a que representa un género sin previo registro en la GTDB no cuenta con
referencias inferidas por ANI, razén por la cual se seleccionaron los Unicos dos genomas
disponibles de familia Quadrisperaceae. Si bien las ramas muestran un buen soporte para la
mayoria de los taxa, la politomia entre los phyla Chloroflexota, Actinobacteriota vy

Proteobacteria seria un reflejo de la falta de diversidad analizada para el filo Chloroflexota.

a b
GCA 003523055.1 Chloroflexota UBA2588 sp003523055
GCA 002723125.1 Chloroflexota UBA2588 sp002723125
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GCA 002706905.1 Alphaproteobacteria Pseudooceanicola_B sp002706905
GCF 003116585.1 Alphaproteobacteria Pseudooceanicola_B kandeliae
GCA 002691465.1 Gammaproteobacteria UBA11654 sp002691465
GCA 001629325.1 Gammaproteobacteria UBA11654 sp001629325
PASS1-refine-50 (s UBA11654 sp001629325)
PASS1-11 (g_Vibrio)
GCF 001274785.1 Gammaproteobacteria Vibrio hepatarius
GCF 001695575.1 Gammaproteobacteria Vibrio europaeus
GCA 003251795.1 Gammaproteobacteria SZUA-472 sp003251795 ’7
GCA 001643475.1 Gammaproteobacteria SPGG2 sp001643475
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Figura 15. Arbol filogenémico aproximado de maxima verosimilitud con los 10 MAGs seleccionados y sus genomas
de referencia. El arbol se basa en un conjunto de 25 genes de copia Unica especificos de bacterias y arqueas
bajo el modelo de sustitucion JTT+CAT generado con GtoTree (FastTree). Las ramas en verde y morado
representan genomas de bacterias y de arqueas, respectivamente. Se sefiala con numeros los valores de
soporte SH-alLRT (Shimodaira—Hasegawa approximate likelihood ratio test) basado en 1000 remuestreos,
nimero de acceso de NCBI y phyla correspondientes (clase para las Proteobacterias). Se sefiala el nivel y
completeness y contaminacion de todos los genomas determinado por CheckM vy se indica entre paréntesis la
menor categoria taxonémica de los MAGs que pudo ser identificada usando GTDB-Tk (f_: familia; g_genero;
s_especie). Arbol disponible en: https://itol.embl.de/tree/18921615649176521582125549.
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6.3 Inferencias del contexto ecolégico de los MAGs

De los cinco MAGs analizados solo el MAG PASS1-refine-97 se reconstruyo practicamente
del metagenoma DI18MAX, mientras que restantes provienen principalmente del
metagenoma AO4MIL (Fig. 16). Se identifico al MAG PASS1-11 como una especie no
registrada de Vibrio dentro de la GTDB, siendo su referencia mas cercana V. hepatarius (ANI
= 80.14; genoma de referencia: GCF_001274785.1), una especie aislada a partir de camaron
patiblanco®. Vibrio suele ser un género abundante en el océano vy tiene cuatro habitats
principales: vida libre o asociado a organismos/superficies de tamafio grande, mediano o
pequefio, como peces, rotiferos y particulas de materia organica, respectivamente®%; y
pese a su plasticidad gendmica, las especies suelen agruparse en clados asociados a su estilo
de vida®#%®. Una breve inspeccion de la vecindad filogenédmica del MAG mostré que se

agrupo dentro de un clado con especies cuyos aislamientos se obtuvieron a partir

macrofauna marina (Fig. 16B), sugiriendo un mismo habito para esta nueva especie.

La presencia de varias vias metabdlicas guarda relacion con lo anterior al identificarse vias
de secrecion de proteinas (Tat y Sec-SRP), presencia de flagelo y quimiotaxis, lo cual ayudaria
a la identificacion de superficies, motilidad y secrecién de proteasas v lipasas (Fig. 17).
Ademas de la presencia de sistemas de secrecion tipo (SST) |y ll, se identificaron varios genes
asociados a la regulacién y ensamble de proteinas relacionadas a la patogénesis vy
mecanismos de depredacién bacteriana, que en su conjunto sugieren que se trata de un
predador competente y posible patégeno intestinal de fauna marina. Entre dichos elementos
se encuentran: lipopolisacdridos, polisacaridos capsulares, proteinas de ensamble de pili tipo
IV, toxinas (por ejemplo, toxina-Zeta y putativas toxinas AbiEii), una deacetilasa de
peptidoglucano/xilano/quitina, factores de virulencia y el regulador AphA, hemolisinas,
proteinas de unién a penicilina, genes de la biosintesis de lipidos-A (IpxABCDHKLM) y adicién
del antigeno-0. Curiosamente, también se identificd una luciferasa (Pfam ID: PF00296) asi
como el gen NorR que confiere resistencia al éxido nitroso (compuesto altamente toxico),
ambos, elementos empleados durante la colonizacion de V. cholerae y Alivibrio fischeri ®’ en

sus hospederos
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Figura 16. Caracteristicas metabdlicas clave de los MAGs y su distribucién en los metagenomas. (A) Coberturas
de los MAGs en los metagenomas visualizadas en Anvi'o. Del centro a la periferia: (1) dendrograma que
representa la agrupacion jerarquica de los contigs que forman al respectivo MAG en funcién de la composicion
de las secuencias (frecuencia de tetranucledtidos y cobertura promedio); (2) Parent (Origen) representa el
origen de las divisiones de los contigs >20kpb, por defecto Anvi'o realiza este tipo de fragmentacion para
realizar un analisis de composicién de secuencias mds detallado, de no indicarse, el espacio en blanco
representa un contig <20kpb; (3) Length (Longitud) indica el tamafio de cada una de las divisiones; (4) GC con
intervalos de 0 - 1; (5) AO4MIL, AOAMIN y D18 MAX representan la cobertura de una region del MAG en los tres
metagenomas, una mayor intensidad de color en la divisién refleja una mayor abundancia de reads mapeados
alamisma; (5) Ribosomal RNA (RNA ribosomal) sefiala la ubicacién de las secuencias ribosomales en los contigs;
(6) En el anillo mas externo, se resaltan las regiones gendmicas de varias caracteristicas metabdlicas de interés
identificadas en los MAGs y sefialados en las leyendas con recuadros de colores en sus respectivos paneles; (7)
Para cada MAG, se despliega un gréfico de barras debajo de las leyendas indicando el nimero total de reads
mapeados por metagenomay dentro de cada barra su equivalente porcentual de los respectivos metagenomas.
(B) Arbol filogendmico aproximado de maxima verosimilitud de Vibrio. Se seleccionaron los genomas de las
especies representativas del género registradas en la GTDB para un total de 140 especies. Se realizo el arbol
usando GToTree con valores por defecto con base en un conjunto de 172 genes de copia Unica seleccionados
para la clase Gammaproteobacteria bajo el modelo de sustitucion JTT+CAT. Se colapsaron los clados restantes
donde no se agrupo el MAG PASS1-11 asignado como una nueva especie de Vibrio por GTDB-Tk sefialado en
letras rojas. Se indica con esferas rojas los valores de soporte SH-aLRT > 0.9 basados en 1000 remuestreos. De
acuerdo con la literatura, entre los tipos de macrofauna asociada a los aislamientos de las especies se
encuentran crustaceos, peces, poriferos, bivalvos, rotiferos y cnidarios. Arbol con hospederos identificados
disponible en: https://itol.embl.de/tree/189216158494028215783534654.

El MAG PASS1-refine-98 fue identificado como un género no registrado dentro de la familia
y Quadrisphaeraceae dentro del orden Actinomycetales, en donde se encuentran especies
capaces de esporular y sintetizar variedad de productos naturales codificados usualmente
en clusters de genes biosintéticos (BGC)%°. Actualmente, la GTDB solo cuenta con dos
genomas para dicha familia derivados a partir de metagenomas: Quadrisphaera granulorum
y Q. sp900101335. Dicho género ha logrado ser aislado a partir de reactores bioldgicos y
como endodfito de Oryza sativa®1%°; ambas especies se caracterizan por formar tétradas,
presentar un alto contenido de GC (~75%) y formar colonias de color naranja. Debido a que
se identificd en el MAG la ruta de biosintesis de retinal casi completa, se analizd a detalle |a
presencia de BGCs utilizando el servidor de antiSMASH”® y se identificaron seis putativos
BGC, dos de ellos con un 100% de similitud a lipidos resorcindlicos (Alkylresorcinol) y
sioxantina (Sioxanthin), respectivamente. La sioxantina es una carotenoide glicosilado que se
caracterizé por primera vez en la Actinobacteria marina Salinispora, donde ademas de
determinar la pigmentacion naranja de las colonias, cumple funciones biolégicas como
mecanismo contra el estrés oxidativo, estabilidad de la membranay al estar glicosilado, sirve

como un sitio de adhesién®®. Por su parte, los lipidos resorcindlicos se han identificado como

37


https://itol.embl.de/tree/18921615849402821578353465

elementos esenciales para la formacion y resistencia de quistes en la Gammaporobacteria
Azotobacter'®?. Dichas caracteristicas, aunadas a la mediana capacidad de formacion de
biofilms, capacidad de asimilacién de azufre, oxidacién de sulfuro y nitrato, desnitrificacion,
presencia de vias anaplerdticas y fermentaciéon de acidos mixtos, sugieren que el MAG
PASS1-refine-98 es un microorganismo anaerobio facultativo capaz de asociarse a superficies
u organismos y que en condiciones adversas, es capaz de entrar en un estado de dormancia

y dispersién mediante esporas hasta volver a encontrar condiciones favorables.

PASS1-refine-95 fue identificado como una especie no registrada de Pseudooceanicola_B
dentro de la GTDB (ANI = 80.9; genoma de referencia; GCF_003116585.1) dentro de la
familia Rhodobacteraceae de Alphaproteobacterias, dichos grupos son reconocidos como
uno de los principales encargados de metabolizar el azufre organico disuelto a profundidades
epipeldgica y mesopeldgicas'®. Este tipo de metabolitos con azufre derivan de exudados de
organismos, nieve marina (detritos) y del contenido celular de microorganismos vertido en
el medio marino por lisis virales y muerte celular, los cuales se precipitan hasta el lecho
ocednico®”1%. La prospeccion metabdlica identifico un metabolismo bastante versatil de
este organismo respecto a los demas MAGs, incluyendo vias metabdlicas involucradas en la
asimilacion de azufre (sulfito, sulfuro, sulfato, tiosulfato, dimetilsulfoniopropionato/DMSP),
metanogénesis, asimilacion de nitrégeno (DNRA, reduccién de dxido nitroso y amonificacién
de nitrito/nitrato), fijacion de CO, y ademas presenta movimiento flagelar y quimiotaxis. Otro
aspecto interesante del MAG es la presencia de SST |, IV y VI implicados en la adquisicién de
nutrimentos, virulencia, toxicidad, patogénesis, conjugacién bacteriana y como mecanismos
de competencia intraespecifical®. En conjunto, dichas caracteristicas y otras mas
identificadas sugieren que el MAG cuenta con un sistema predatorio bien articulado vy
diversos mecanismos de adquisicion y asimilacion de nutrimentos que lo hacen competente
en su habitat, posiblemente habitandolo como forma de vida libre como
guimioorganoheterdétrofo. Si bien antiSMASH logro identificar la presencia de un BGC que
codifica a una bacteriocina, esta no guarda similitud algin otro BGC, por lo que es necesario

una investigacion mas detallada de la putativa bacteriocina identificada en el MAG.
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PASS1-refine-69 fue identificado como una especie no registrada de Parvibaculum dentro de
la GTDB (ANI = 82.68; genoma de referencia: GCA_002480495.1) correspondiente a la clase
Alphaproteobacteria. Parvibaculum es un género quimioorganoheterétrofo aerobio, capaz
de ser cultivado y que suele encontrarse en ambientes acudaticos con forma motil de vida
libre en sitios donde ocurre la degradaciéon de hidrocarburos, degradando surfactantes e
incluso utilizando hidrocarburos alifaticos (alcanos y alquinos, de 8 a 16 moléculas de C)
como Unica fuente de energial®1%’. Con base en ello, se buscaron e identificaron genes
relacionados a la utilizacién de alcanos y alquinos encontrdndose nueve secuencias
predichas como citocromo P450 (alcano-monooxigenasa), 30 alcohol deshidrogenasas, siete
aldehido deshidrogenasas, 15 acil-CoA sintetasas, 33 acil-CoA deshidrogenasas, 20 enoil-CoA
hidratasas, 11 acil-CoA acetil-transferasas, cinco tioesterasas y 16 putativas acil-CoA tioéster
hidrolasas de cadena larga; sugiriendo capacidades de asimilacion de compuestos alifaticos
similares a P. lavamentivorans®®. Ademds, se identificé la capacidad de quimiotaxis,
movimiento flagelar, SSTIV parcial, vias anaplerdticas parciales, derivacion de glioxilato y

otras vias implicadas en la B-oxidacién de hidrocarburos y dcidos grasos!®8199,

El MAG PASS1-refine-97 fue identificado como la especie UBA6944 sp002296525, familia
TKO6 en el orden de los Microtrichales (Genoma de referencia: GCA_002296525.1; ANI =
97.74%), todas ellas son nuevas categorias taxondmicas definidas a partir de datos
metagendmicos por la GTDB y que se encuentran dentro de la clase Acidimicrobiia, la cual
ha sido recientemente definida mediante analisis de secuencias ribosomales 165'°y ademas
ha sido identificada como uno de los principales grupos encargados de metabolizar el azufre
orgénico disuelto a profundidades mesopeldgicas'®. El MAG se distingue del resto debido a
gue es el Unico que se encuentra bien representado en el metagenoma D18MAX, presenta
un genoma pequefio (2444 genes en 2.36 Mpb) y capacidades metabdlicas reducidas
respecto a los demas MAGs; sus capacidades fermentativas son reducidas, asi como parte
del metabolismo central de azucares y acidos carboxilicos (glucolisis, Entner-Doudoroff,

glioxilato). Sin embargo, destaca por su aparente especializacién en el metabolismo de N con
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genes de varias implicadas en la oxidacion de amoniaco, oxidacion de nitrato y reduccién de
nitrato (dissim nitrate reduction)'**. En los ecosistemas acudticos, este tipo de vias suelen
ocurrir en zonas donde la disponibilidad de O, y nitrato son dindmicas (Fig. 6) y ademas se

suelen asociarse a bacterias que son simbiontes de eucariontes como moluscos, diatomeas,
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Figura 17. Mapa de calor de la integridad de las rutas metabdlicas presentes en los cinco MAGs seleccionados. Se
despliega la escala de integridad de las rutas metabdlicas, asi como las categorias taxondmicas de los MAGs.

Para conocer detalladamente la lista de genes analizados de las rutas metabdlicas consultar el archivo
KOALA_definitions.txt dentro del repositorio en GitHub de KEGG-Decoder (Anexo apartado 9.2).
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6.4 Limitantes

Hasta este punto ha quedado claro como la metagendmica puede ser implementada para
conocer las comunidades microbianas desde diferentes perspectivas, sin embargo, hay que
considerar que aungue resulta una herramienta excepcionalmente util, también lleva
implicita una serie de sesgos logisticos, experimentales y computacionales®*'1>. Por lo tanto,
los resultados aqui expuestos deben de tomarse como meras hipotesis sujetas a validacion
mediante estrategias culturomicas®*!'® y no como demostraciones de la fisiologia de los
microorganismos, la cual al ser una propiedad emergente, resulta dificil de conceptualizar
incluso con aislamientos. Un buen ejemplo de esto y que ademas resalta la dificultad de
trabajar de microrganismos no cultivables es la reciente caracterizacion de la arquea
Asgardiana ‘Candidatus’ Prometheoarchaeum syntrophicum*'’, la cual ha requerido més de
10 afios en lograr ser cultivada en laboratorio asi como otros ejemplos con representantes
de los phyla del grupo CPR Saccharibacteria y Absconditabacteria que al ser relativamente

muy escasos en sus ambientes se habian resistido a ser cultivados®.

Entre los procedimientos bioinformaticos aqui empleados para reconstruir los MAGs
destacan tres puntos clave capaces de determinar los resultados e interpretaciones: (1) la
colecta y procesamiento de las muestras; (2) el ensamble metagendmico y (3) el
procedimiento de binning. Por ejemplo, al haber usado los filtros Sterivex/Millipore de
0.22um de didmetro durante el procesamiento de las muestras, se esta seleccionando solo
aquellos microorganismos con dimensiones adecuadas para el filtro, aunque los procariontes
usualmente se encuentran entre los 0.22—1.6 um3>4%. Otro aspecto para considerar en este
punto es que los metagenomas representan parte de la comunidad microbiana presente en
el ecosistema al tiempo especifico en el que fue muestreado, y que esta estructura
poblacional puede variar en el tiempo a escalas cortas (horas del dia) o largas (estaciones del

afio) en funcion de la dindmica de la comunicad microbiana con su ambiente.

Ademas, una de las principales cualidades de Megahit, el coensamble de los reads, no fue

aprovechada debido a la estrategia de optimizacion de memoria implementada,
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sustituyendo este paso con el coensamble de los contigs secundarios realizado con
Minimus2. El coensamble a nivel de reads ha demostrado ser una estrategia que aprovecha
los patrones de cobertura y profundidad de secuenciacion a través de varias muestras para
reconstruir genomas de microorganismos con baja abundancia en las muestras
21,29,30,4647,92118 119 En  este sentido, la cantidad de muestras analizadas resultan
relativamente escasas para aprovechar tales enfoques y un mayor niumero seria necesario®?;
pese a ello, los trabajos realizados por parte del CIGoM resultan pioneros en el drea y han
sorteado variedad de retos ofreciendo informacion valiosa con la cual trabajar a futuro

conforme se vaya invirtiendo mas en investigacion y desarrollo*=! (Anexo apartado 9.2).

Respecto al binning, Binsanity implementa el algoritmo de propagacion por afinidad y utiliza
la cobertura de los contigs como parametro principal para realizar el clustering y
posteriormente, refinamientos basados en la composicion de las secuencias®®. Dicha
estrategia, al menos en teoria, elude el sesgo que otras herramientas de binning pueden
generar al utilizar Unicamente pardmetros de composicién, como incluir especies
estrechamente relacionadas en un mismo bin. Sin embargo, comparaciones realizadas entre
este tipo de herramientas'>'?% han demostrado que algoritmos como MetaBAT y MaxBin
tienen un mejor desempefio y alin mas, herramientas como DASTool, Binning_refiner o dRep
gue integran los genomas generados por diferentes herramientas han sido altamente
recomendados en la reconstruccion de MAGs. De hecho, resultados generados usando el

pipeline de SqueezeMeta'?!

gue hacen uso de dicha estrategia aunada a el coensamble de
las muestras con Megahit, demostraron reconstruir un nimero mayor de MAGs de buena
calidad llegando a reconstruir mayores porcentajes de los RNA ribosomales (Resultados no
mostrados). Con este enfoque fue posible reconstruir MAGs con >290% de completeness de
géneros como Synechococcus, Pseudomonas, Leeuwenhoekiella, Nitrosopelagicus entre

otros, los cuales habian sido identificados como potenciales candidatos a reconstruirse con

una buena calidad mediante el analisis de los reads.
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La identificacién de la identidad de los microorganismos es un aspecto rutinario vy
fundamental en los estudios metagendmicos que llega a cobrar alin mas importancia cuando
se trata de microorganismos patdgenos en casos clinicos. En esta tesis, la herramienta
seleccionada para este fin fue GTDB-Tk, un algoritmo automatizado que integra la
taxogenémica de procariontes propuesta por la GTDB*”’® que ha sido adoptada por una
considerable parte de la comunidad de cientificos dentro del drea metagendmica desde su
planteamiento, sin embargo, como propuesta taxondmica que refleje la biologia de los
microrganismos, genera una inflaciéon de hasta 128 phylas de bacterias y arqueas para
resolver las relaciones polifiléticas, un rasgo que aunado al desarrollo matematico de la
normalizacion de los rangos taxondmicos hace lucir su naturaleza un tanto mas operacional
que bioldgica®®. Pese a ello, requiere de menos decisiones subjetivas respecto al tipo de
informacion gendmica que analizar asi como del tiempo de trabajo que ello implica e incluso
suele coincidir con la mayoria de los resultados generados por analisis ad hoc utilizando
genes de copia Unicos asi como del gen 16S de taxa particulares'??. Este fue el principal
motivo por el cual fue seleccionada, y aunque este tipo de software automatizado resulta
bastante Util cuando se cuenta con conocimientos y experiencia en el drea limitada al
ajustarse a un amplio rango de variedad de datos, podrian no ser adecuadas para resolver

ciertos problemas que necesitan de un mayor detalle analitico.

6.5 Perspectivas

Recientemente se pudo identificar que la profundidad, el contenido de materia organica, asi
como la concentracion de hidrocarburos aromaticos, son los principales factores que
determinan la composicion de las comunidades microbianas en el Golfo de México®. Sin
embargo, resulto un hecho curioso que solo uno de los MAGs evaluados, PASS1-refine-69
clasificado como Parvivaculum, se haya relacionado con la capacidad de degradacion de
hidrocarburos alifaticos. Por dicho motivo seria interesante realizar el escrutinio de los contig
secundarios en busca de alguno de los 19 genes claves en la degradacion de alcanos e
hidrocarburos aromaticos policiclicos identificados por Liang et al.!?. Incluso, los reads

podrian ser analizados directamente a nivel de proteina con algoritmos como PLASS'* para
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identificar la diversidad metabdlica de los metagenomas. Ademas, anadlisis de mapeo de los
reads con Anvi'o podrian realizarse usando genomas de microorganismos reconocidos por
su especializaciéon en la degradacion de hidrocarburos aromaticos como Alcanivorax,
Cycloclasticus o Pseudomonas'?>%%. Asi mismo, valdria la pena revisar los MAGs en busca de
secuencias codificantes o motifs que se relacionando con habitos simbiontes con organismos
eucariontes como anquirinas, dominios, WD40, tetratricopeptidos, repeticiones ricas en

leucina y pirrolo-quinolina quinona®?/128,

Debido a la abundancia de microorganismos poco representados en los metagenomas (Fig.
12; Tab. sup. 1-2), otra estrategia interesante a implementar es el algoritmo LSA'?°, el cual al
menos en teoria es capaz de ensamblar genomas bacterianos con abundancias relativas de
hasta 0.00001%. Asi mismo y en linea con las tendencias actuales seria interesante realizar
un estudio masivo de metagenomas provenientes del Golfo de México, un proyecto que de
hecho en las Ultimas etapas de la presente tesis fue publicado por Karthikeyan et al.*3°
qguienes crearon la base de datos Genome Repository of Oiled Systems que incluye 2021
MAGs y SAGs que derivan principalmente de metagenomas analizados a partir del derrame
petrolero Deepwater horizon y otros ambientes con presencia de hidrocarburos con la cual
valdria la pena realizar comparaciones asi como con otras bases de datos especializadas en
hidrocarburos como AnHyDeg!3!. Este proyecto ademas ilustra la poca investigacién dentro
de los limites mexicanos del Golfo de México, que hasta la creacién del CIGoM no habian

sido evaluados a detalle.

La interpretacion ecolégica de los microrganismos a partir de MAGs se ve menos sesgada en
cuanto a mayor sea su calidad, siendo el ideal recuperar genomas circularizados
(cerrados)'®132. Si bien es posible reconstruir MAGs con tales caracteristicas, resulta
relativamente poco probable al existir en la actualidad solo 59 MAGs de este tipo pese a la
cantidad masiva de metagenomas®®. La calidad de un MAG no solo depende de los valores
de completeness y contaminacion que presente, en este sentido, los analisis realizados en

esta tesis con los MAGs <90% completeness deberdn de evaluadas detalladamente e incluso,
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vale la pena que se realice el refinamiento manual de los cinco MAGs seleccionados para el
analisis metabdlico para valorar si las inferencias aqui vertidas se encuentran sesgadas. Esto
se puede realizar mediante comparaciones con microorganismos similares para evaluar la
presencia de contigs quiméricos, asi como la sintenia de los taxa y la taxonomia de los genes
gue los componen. Esta misma idea puede aplicarse a los MAGs reconstruidos usando
SqueezeMeta respecto a los reconstruidos con Binsanity. Finalmente, un punto que tiene
gue ser considerado de la presente tesis es la unicidad de su caracter meramente descriptivo
al no incluirse comparaciones estadisticas entre las muestras. Usualmente los estudios
metagendmicos emplean métricas de disimilitud de Bray—Curtis acompafiados de analisis de
componentes principales y sus variantes asi como indices de diversidad como Simpson o
Shannon-Weaver y a, B o y diversidad para evaluar la composicién microbiana entre
muestrast®133. Asi mismo, los andlisis metabdlicos pueden llevarse a cabo con herramientas
como EnrichM, METACyc, o redes de correlacion que permiten conocer vias metabdlicas
enriquecidas e incluso las posibles redes de interaccion que existen entre las comunidades.
Sin embargo, hay que tomar dichas inferencias con cautela debido a que la tan sola presencia

de los genes puede no ser reflejo de los fendmenos reales entre las comunidades!®.
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7. Conclusiones

La metagendmica es una herramienta excepcional para conocer la biodiversidad de
procariontes en términos de sus taxa y sus respectivas capacidades metabdlicas sin
necesidad de cultivarlos laboratorio. Se demostrd que es posible reconstruir MAGs a partir
de los metagenomas analizados y mediante el analisis filogendmico se lograron identificar
microorganismos que en su conjunto representan una familia, seis géneros y 18 especies sin

previo registro en la GTDB.

Ademas, la prospeccion metabdlica de cinco MAGs ayudo a inferir su posible papel ecolégico,
encontrando metabolismos especializados tal es el caso de Parvivaculum en la degradacion
de hidrocarburos alifaticos o Vibrio como un posible patdgeno de macrofauna marina. Dichos
MAGs a su vez también representan un valioso recurso a las bases de datos gendmicas,
permitiendo integrarlos en estudios posteriores con analisis mas detallados que diluciden

mas respecto a la biologia de estos microrganismos.

La clasificacion de los reads realizada permitid describir brevemente la composicion de las
comunidades microbianas presentes en la columna de agua y sedimentos del Golfo de
México, los cuales resultan muy similares a los patrones globales identificados a partir de
otros proyectos marinos. Sin embargo, un gran porcentaje de los reads no pudieron ser
clasificados usando bases de datos meticulosamente curadas como lo es la nt del NCBI.
Particularmente la fraccién de sedimentos cuenta con una composicion mas diversa y
representada por microorganismos con baja abundancia respecto a las comunidades de las
muestras provenientes de la fraccidn la columna de agua. Debido a ello y con los métodos
implementados en la presente tesis, no fue posible reconstruir MAGs casi completos a parir
de las muestras de sedimentos, por lo que un mayor muestreo seria necesario para
aprovechar las estrategias actuales de cémputo, asi como considerar otros enfoques

disefiados para la reconstruccion de MAGs.
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9. Anexo

9.1. Lineas de comando (ver ref. 53)

Evaluacién de calidad

1s /reads/*R1*.fastq > R1_reads & 1ls /reads/*R2*.fastq > R2_reads
paste rl_reads.txt r2_reads.txt > reads_list.txt

stats.pl reads_list.txt
fastqc /reads/*.fastq -o /reads/FastQC_results

Clasificacion taxondmica con Kraken?2

kraken2 --db /kraken2/nt_DB/ --threads 20 --report A@4MIL.report --use-names \
--paired /reads/A@4_MIL_1_R1l.fastq /reads/A@4_MIL_1_R2.fastq 2> A@4MIL.out

Ensamble metagendmico y mapeo de secuencias
megahit -t 50 -1 /reads/A@4_MIL_1 Rl.fastq -2 /reads/A@4_MIL_1_R2.fastq -o A@4MIL_megahit_meta

megahit --presets meta-large -t 50 -1 /reads/A@4 _MIL_1 Rl.fastq -2 /reads/A@4_MIL_1 R2.fastq \
-0 A@4AMIL_megahit_large

megahit --presets meta-sensitive -t 50 -1 /reads/A@4_MIL_1 Rl.fastq -2 /reads/A@4_MIL_1 R2.fastq \
-0 A@4MIL_megahit_sensitive
fg2fa --merge /reads/A04_MIL_1 Rl.fastq /reads/A@4_MIL_ 1 R2.fastq A@4MIL_reads_idba_input.fa

idba_ud -r A@4MIL_reads_idba_input.fa -o A@4MI_idba.fa

cat A@4AMIL_idba.fa A@4MIN_idba.fa D18MAX_idba.fa > water_primary_contigs_idba.fa

quast.py -o water_primary_contigs_QUAST_STATS -m © -t 20 water_primary_contigs_idba.fa \
water_primary_contigs_megahit_meta.fa water_primary_contigs_megahit_large.fa \
water_primary_contigs_megahit_sensitive.fa

toAmos -s water_primary_contigs_megahit_sensitive.fa \

-0 water_primary_contigs_megahit_sensitive_input_2_minimus2.afg
minimus2 water_primary_contigs_megahit_sensitive_input_2_minimus2.afg \
-D OVERLAP=100 MINID=95

cat *input_2_minimus2.fasta *input_2_minimus2.singletons.seq > water_secondary_contigs.fa

Binning metagendmico
bowtie2-build *secondary_contigs.fa water_secondary_contigs_index
bowtie2 -x /mapping/water_secondary_contigs_index --very-sensitive --end-to-end --no-unal \

-q --threads 20 -1 \
/reads/A@4_MIL_1 R1.fastq,/reads/A@4_MIN_2_R1l.fastq,/reads/D18_MAX_ 1 Rl.fastq -2 \
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/reads/A@4_MIL_1_R2.fastq,/reads/A@4_MIN_2_R2.fastq,/reads/D18_MAX_1_R2.fastq -S water_RAW.sam
samtools view -Sb water_RAW.sam -o water_RAW.bam

samtools sort -o water_SORTED.bam water_RAW.bam

cat water_secondary_contigs.fa | megahit_toolkit filterbylen 2000 > water_secondary_contigs_2k.fa

qsub -V get_bins.sh

for file in PASS*fna; do
RNA_detect_archaea.sh $file

done

for file in PASS*fna; do
RNA_detect_bacteria.sh $file

done

Clasificacion taxogendmica de los MAGs

gtdbtk classify wf --genome_dir selected_MAGs --out_dir GTDB_MAGs_Taxonomy --cpus 25

GToTree -f my_28_ MAG.txt -H Bacteria_and_Archaea.hmm -N -j 20 -n 4 -o ONLY_MAGs

GToTree -f my_10_selected_MAGs.txt -a MAGs_ref_accessions.txt -H Bacteria_and_Archaea.hmm \
-j 20 -n 4 -t -L Domain\,Phylum\,Class\,Species -o FINAL_10MAGs_TREE

Analisis metabdlico y de cobertura

anvi-run-workflow -w metagenomics -c config.json

for file in ©3_CONTIGS/*.db; do
anvi-run-pfams -c $file --pfam-data-dir /Database/Anvio/pfam -T 20
done

anvi-get-sequences-for-gene-calls -c ©3_CONTIGS/PASS1_11-contigs.db --get-aa-sequences \
-0 PASS1_11_genes.fa

KEGG-to-anvio --KeggDB /GhostKoalaParser/samples/KO_Orthology ko@0001.txt -i KEGG_PASS1-11.txt \
-0 KEGG_PASS1-11_AnviImportable.txt

anvi-import-functions -c PASS1_11-contigs.db -i KEGG_PASS1-11_AnviImportable.txt
KEGG-decoder -i KEGG_PASS1-11.txt -o FUNCTION_OUT_PASS1-11.list -v static
mv function_heatmap.svg decoder_PASS1-11.svg

hmmsearch --tblout PASS1_11_expanderv@.3.tbl -T 75 /KEGGDecoder/HMM_Models/expander_dbve.6.hmm \
PASS1_11-contigs.db_genes.fa

Decode_and_Expand.py FUNCTION_OUT PASS1-11.list HMM_OUT_PASS1 11.1list
mv decode-expand_heatmap.svg heatmap_PASS1_11.svg

anvi-interactive -p ©6_MERGED/PASS1_refine_97/PROFILE.db -c @3 _CONTIGS/PASS1 refine_97-contigs.db
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https://www.ebi.ac.uk/about/people/alexandre-almeida

9.2. Sitios de interés

Webinar “Reconstruccién y andlisis de genomas a partir de metagenomas” impartido por Miguel Angel
Gonzalez Arias para la consultora bioinformatica Winter Genomics.
https://www.youtube.com/watch?v=cklbT93Qhjc

Articulos cientificos publicados por parte de miembros del CIGoM
https://cigom.org/noticias/category/articulos-cientificos/

Repositorio a GitHub de la presente tesis donde se detallan los comandos del apartado 9.1 del anexo
y se disponen individualmente cada una de las figuras para su consulta (ref. 53).
https://github.com/miangoar/Reconstruccion-de-genomas-a-partir-de-metagenomas-del-Golfo-de-
Mexico

Protocolos de ensamble y binning de Tully et al.*®

Ensamble:
https://www.protocols.io/view/assembly-procedure-applied-to-tara-oceans-data-ex-hfgb3mw
Binning:
https://www.protocols.io/view/binning-procedure-applied-to-tara-oceans-dataset-u-iwgcfbw

Protocolos detallados de analisis de Anvi’o”?
http://merenlab.org/2018/01/17/importing-ghostkoala-annotations/#export-anvio-gene-calls
http://merenlab.org/2018/07/09/anvio-snakemake-workflows/#metagenomics-workflow
http://merenlab.org/2016/06/22/anvio-tutorial-v2/

http://merenlab.org/vocabulary/

KOALA_definitions.txt (KEEG-Decoder)’
https://github.com/bjtully/BioData/blob/master/KEGGDecoder/KOALA_definitions.txt
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https://github.com/bjtully/BioData/blob/master/KEGGDecoder/KOALA_definitions.txt
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