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RESUMEN
Los microorganismos termdfilos conocidos por vivir en ambientes con altas temperaturas presentan una

amplia diversificacion debido a la estrecha relacion con los ambientes en los que se encuentran. Siendo
un ejemplo son los ambientes geotérmicos, como es el campo geotérmico Los Azufres. Debido a las
limitaciones para poder cultivarlos en laboratorio, los estudios metagendmicos han sido una de las
principales herramientas para comprender la evolucion e interacciones de estos microorganismos como
también para comprender el origen de la vida en la Tierra. En el desarrollo de este estudio, estas
herramientas fueron aplicadas para realizar un andlisis de la diversidad de bacterias y la recuperacion de
genomas bacterianos de diversos ambientes en el campo geotérmico de Los Azufres. Para ello, se
realizaron muestreos de sedimentos en fumarolas cercanas al spa de Los Azufres (FLA) y los
manantiales hidrotermales de Maritaro (MM). Se usaron técnicas de secuenciacion masiva de ADN
ambiental y andlisis bioinforméaticos con el fin de recuperar genomas de bacterias extremdfilas poco
estudiadas presentes en este campo geotérmico. Como resultado, se identificaron varios géneros de
bacterias relacionados con los filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Acidobacteria, y Nitrospirae tanto para FLA como para MM. Adicionalmente, se detectaron
comunidades de arqueas y eucariontes previamente reportadas en FLA y comunidades de eucariontes
poco conocidas en MM. Utilizando genémica comparativa, se recuperaron dos genomas relacionados
con los géneros Acidibrevibacterium y Aciditerrimonas en FLA y dos genomas relacionados con los
géneros Acidobacterium y Metallibacterium en MM. Ademas, se reconstruyeron 38 genomas a partir de
metagenomas (MAGS) para FLA y 44 MAGs para MM. A pesar de las diferencias a nivel taxonémico,
se encontraron grandes similitudes a nivel funcional entre FLA y MM, donde se hallaron adaptaciones
de resistencia al choque térmico, metales pesados, biosintesis y resistencia a diferentes compuestos
antimicrobianos. Esto nos indica que las capacidades funcionales se han conservado dentro de distintas

comunidades bacterianas de Los Azufres. Este trabajo provee informacion para comprender mejor las



adaptaciones de las bacterias que residen en ambientes extremos, posiblemente analogos a las

condiciones de la Tierra primitiva.



ABSTRACT
Thermophile microorganisms occurring in high temperature environments, there are highly diverse

because of their close relationship with the environment where they inhabit, such as is the case of the
geothermal environments, being an example Los Azufres geothermal field. Due to culture-dependent
methods limitations, metagenomic analysis represents a main tool to understand microbial evolution and
interactions, as well as to understand the origin of life on Earth. In this study metagenomic aproaches
were employed for a several analyses of bacteria and to recover bacterial genomes from different
environments within Los Azufres geothermal field. Sediment samples were obtained from the inside of
steam vents nearby to Los Azufres Spa (FLA) and hot springs in the Maritaro area (MM). Massive
environmental DNA sequencing techniques and bioinformatic analysis were used to recover genomes of
minimally studied extremophilic bacteria present in this geothermal field. As a result, several bacterial
genera related to the phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Acidobacteria,
and Nitrospirae were identified for both FLA and MM. Besides, previously reported archaea and
eukaryotic communities and little-known eukaryotic communities were detected in FLA and MM,
respectively. Using comparative genomics, we recovered two genomes related to the genera
Acidibrevibacterium and Aciditerrimonas in FLA and two genomes related to the genera
Acidobacterium and Metallibacterium in MM. In addition, we reconstructed 38 MAGs for FLA and 44
MAGs for MM from the obtained metagenomes. Despite differences at the taxonomic level, great
similarities were found at the functional level between FLA and MM, where adaptations of resistance to
heat shock, heavy metals, biosynthesis and resistance to different antimicrobial compounds were found.
This could indicate that functional capacities have been conserved within different bacterial
communities of Los Azufres. This work provides information to understand better the adaptations of
bacteria that reside in extreme environments, which may be analogous to the conditions found in the

primitive Earth.



1. INTRODUCCION
Los microorganismos termdéfilos son aquellos que requieren de altas temperaturas para vivir (desde 50°C

a 80°C) en esta categoria se encuentran tambien los hipertermdfilos, los cuales llegan a vivir en
temperaturas desde 80°C hasta 121°C. Ademas de esta caracteristica, estos organismos han desarrollado
una resistencia a otro tipo de condiciones, tales como valores de pH &cidos y alcalinos extremos y
tolerancia a elementos tdxicos como metales pesados. Estos microorganismos pueden ser encontrados en
algunos sitios volcanicos donde se presentan manifestaciones geotérmicas, incluyendo; manantiales
termales, géiseres, fumarolas y volcanes de fango. Dichas manifestaciones presentan generalmente
condiciones extremas de acidez y altas temperaturas (Kawarabayasi, 2013; V. Kumar & Satyanarayana,

2013; Merino et al., 2019; Satyanarayana et al., 2005; Urbieta et al., 2015).

Al ser considerados como ambientes extremos, el estudio de su microbiota nativa por medio de técnicas
dependientes de cultivo es limitado para estimar la diversidad real presente en estos lugares
(Handelsman, 2005; Moroenyane & Yergeau, 2019; Panda et al., 2018). Una solucidn a este problema
han sido los estudios metagendémicos acoplados a la secuenciacién masiva, los cuales permiten la
secuenciacion de grandes cantidades de ADN a partir de muestras ambientales. Este enfoque no depende
de la realizacion de cultivos de manera convencional, por lo que su implementacion ha permitido una
interpretacion mas amplia de la diversidad microbiana presente en estos ambientes (Escobar-Zepeda et
al., 2015; Kunin et al., 2008; Olson et al., 2018). Ejemplos de este tipo de estudios fueron los realizados
por Baker y Banfield, (2003) en sedimentos de drenajes &cidos de minas, en el cual se recuperaron
genomas relacionados con los géneros Leptospirillum y Ferroplasma. Esto abrio las puertas a estudios
mas profundos de la diversidad de ambientes considerados reconditos, en los cuales se asumia la
existencia de una diversidad microbiana escasa. De esta manera, los estudios metagenomicos han

permitido describir funciones y adaptaciones de comunidades microbianas en ambientes generalmente



hostiles, como es el caso del estudio de Guazzaroni et al., (2013) en el cual se identificaron genes de
resistencia a la acidez en comunidades microbianas provenientes de Rio Tinto en Espafa. El trabajo de
Lau et al., (2014) en ambientes subterraneos profundos en Sudéafrica, se hallaron genes involucrados en
el ciclo del nitrogeno (nif, nar) replanteando la relevancia de las comunidades microbianas presentes en
estos ambientes en los ciclos biogeoquimicos. La investigacion de Klatt et al., (2011) en muestras de
tapetes microbianos provenientes de afluentes hidrotermales localizados en el Parque Nacional
Yellowstone, lograron recuperar genomas de microorganismos cloro-fotétrofos anoxigénicos

pertenecientes al filum Chloroflexi.

Los ambientes geotérmicos no han estado exentos de las limitaciones relacionadas con las tecnicas
dependientes de cultivo. Por lo que los primeros analisis de diversidad microbiana en manifestaciones
geotérmicas utilizaron métodos independientes de cultivo, en los que se secuenciaron y se analizaron
genes de subunidades ribosomales directamente de muestras de ADN ambiental y se identificaron
microorganismos poco conocidos pertenecientes a los dominios Bacteria y Arquea (Huber et al., 2000).
De acuerdo con Strazzulli et al. (2017) el uso de tecnologias de secuenciacion masiva han permitido
acceder a la composicion genética de las comunidades microbianas y su funcion, otorgando una
descripcion filogenética mas profunda de la que ofrecen otras tecnologias como la amplificacion de
marcadores moleculares como el gen ribosomal 16S rARN. Con el paulatino desarrollo y maduracion de
las tecnologias de secuenciacion masiva, ha sido posible el incremento del estudio del microbioma en
este tipo de ecosistemas en diferentes partes del mundo tales como: el Parque Nacional Yellowstone en
EEUU, zonas geotérmicas en Islandia, la peninsula de Kamchatka en Rusia, el valle Furnas localizado
en el archipiélago de Azores, los yacimientos termales de Sungai Klah en Malasia, la zona termal de

Tenchong en China, los campos de Phlegraean en lItalia, el parque volcanico de Lassen en EEUU, las



ventilas termales en aguas someras de Tor Caladra y la isla Vulcano en Italia (Antranikian et al., 2017;

Patwardhan et al., 2021) y la isla Kueishantao en Taiwan (Tang et al., 2018).

En México, se encuentra el Eje Volcanico TransMexicano, una cordillera rocosa que une las sierras
Madre Occidental y Oriental y que se extiende desde el Estado de Veracruz hasta el Estado de Nayarit.
Dentro de esta extension orogréfica, existen diferentes lugares con manifestaciones termales entre las
que estan: el campo Los Géiseres ubicado en el valle de Querétaro (Gonzalez-Guzman et al., 2019), el
campo geotérmico de Los Humeros localizado en el estado de Puebla (Carrasco-Nufiez et al., 2017), los
manantiales termales ubicados en Arard (Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018) La Escalera, Agua
Caliente-Tzitzio (Jacome-Paz, 2019) y el campo geotérmico de Los Azufres, ubicados en el Estado de

Michoacan, México.

El campo geotérmico de Los Azufres posee una gran cantidad de manifestaciones geotérmicas de origen
natural. Principalmente se encuentran manantiales termales y fumarolas que pueden alcanzar
temperaturas mayores a los 90 °C y un pH menor a 4.0 (Arriaga Suarez et al., 2000), en los que se
acumulan sedimentos que como se hablard mas adelante, y las cuales albergan comunidades
microbianas. De acuerdo con (Damer & Deamer, 2020) los sitios los lugares con alta actividad volcanica
como Los Azufres son similares a los encontrados en los primeros afios de la tierra, debido a la

presencia de fuentes hidrotermales con altas temperaturas y valores de pH entre 2 y 5.

1.1 Antecedentes
Se han realizado estudios microbioldgicos en Los Azufres a través de microscopia electronica de barrido
0 mediante pruebas bioquimicas para determinar el tipo de microorganismos presentes sobre metales
corroidos y dentro de tuberias empleadas para la generacion de energia geotérmica. En estos estudios se

evidencid la presencia de arqueas y bacterias (Alfaro-Cuevas-Villanueva et al., 2006; Castorena et al.,



2006; Navarrette-Bedolla et al., 1999; Torres-Sanchez et al., 1996; Valdez Salas et al., 2000). Afios mas
tarde, Brito et al. (2014) analizo la diversidad microbiana presente en muestras de lodos acidos de Los
Azufres. Brito et al. (2014) obtuvieron y analizaron secuencias de genes ribosomales 16S rARN vy se
detectaron poblaciones de los géneros Acidithiobacillus, y Desulfurella, asi como los fila Cianobacteria,

Firmicutes, Acidobacteria, Thermotogae junto a secuencias relacionadas con Proteobacteria.

Recientemente, se han elaborado investigaciones de diversidad microbiana utilizando enfoques
metagendmicos de manantiales termales de Los Azufres. Derivado de estos estudios, se logrd obtener el
genoma consenso casi completo de una poblacion de arqueas no caracterizada y relacionada
filogenéticamente con arqueas pertenecientes al orden Sulfolobales (Servin-Garciduefias & Martinez-
Romero, 2014). En estos trabajos se secuenciaron de muestras de ADN ambiental sobrepasando las
limitantes inherentes a la amplificacion de genes ribosomales y de cultivo microbiano. Fue por medio de
este estudio metagendmico que se logro la deteccion de bacterias poco estudiadas y pertenecientes a

linajes filogenéticamente novedosos en manifestaciones termales de Los Azufres.

El estudio de Servin-Garciduefias y Martinez-Romero (2014) también analiz6 la diversidad microbiana
de muestras de sedimentos circundantes a fumarolas del mismo campo geotérmico. En las muestras de
sedimentos se detectaron comunidades microbianas integradas por abundantes poblaciones de bacterias.
Recientemente, también se reportd la obtencidn de genomas y la versatilidad metabdlica de poblaciones
poco estudiadas de arqueas acidofilas a partir de datos metagenémicos (Chen et al., 2018). Entre las
principales se encuentran genomas pertenecientes al género Cuniculiplasma (Marin-Paredes & Servin-

Garciduefias, 2020).

Como antecedente directo a este estudio, en el Laboratorio de Microbiomica de la ENES-Morelia se han
logrado identificar bacterias termoacidofilas a partir de tres metagenomas de sedimentos termales del

campo geotérmico de Los Azufres. En estos metagenomas se han detectado poblaciones de bacterias

7



pertenecientes a los géneros Leptospirillum, Alicyclobacillus y Sulfobacillus mediante la asignacion
taxonomica de genes ribosomales. Estos generos bacterianos son comunes en sitios termales con
temperatura elevada y valores de pH bajo. Sin embargo, y de forma relevante, las poblaciones de
bacterias mas abundantes pertenecieron a grupos filogenéticos que no han sido descritos, que han sido

poco estudiados, o que cuentan con informacion gendémica limitada.

1.2 Justificacion
A la fecha, no se han obtenido ni analizado genomas parciales o completos de bacterias de sedimentos
superficiales provenientes de fumarolas y manantiales termales del campo geotérmico de Los Azufres.
Los anélisis metagendmicos que se han realizado se han enfocado en analizar la diversidad taxondémica
y el potencial genético de arqueas, a pesar del conocimiento previo de la existencia de comunidades

bacterianas en este ambiente.

Las comunidades bacterianas procedentes de ambientes hidrotermales pueden ofrecer un gran potencial
biotecnoldgico, especialmente en ramas como la industria farmacéutica y la biorremediacion, ya que
pueden ser fuente de obtencidn de nuevos compuestos antimicrobianos y tienen a capacidad de asimilar
0 secuestrar elementos toxicos para otros organismos (Prieto-Barajas, Valencia-Cantero, et al., 2018;
Ranawat & Rawat, 2018; Tulasi Satyanarayana et al., 2013). También se ha propuesto su uso en
procesos de fermentacion y degradacion de materia organica a altas temperaturas (G.-Q. Chen & Jiang,

2018).

Adicionalmente, en los Gltimos afios, el estudio de este tipo de ambientes ha sido de gran interés para la
astrobiologia, puesto que se considera que, en los primeros afios de la formacion de la Tierra, pudo
existir una amplia cantidad de ambientes geotérmicos tanto terrestres como marinos, en los cuales pudo

llevarse a cabo el origen de los primeros organismos vivos. Razén por la cual, se considera que los



ambientes geotérmicos terrestres actuales pueden ser un vestigio de como fueron las primeras
actividades bioticas en la tierra (Cavalazzi et al., 2018; Damer & Deamer, 2020). Ademas, tras los
hallazgos recientes de rastros de actividad geotérmica en la edad temprana de Marte (Ruff et al., 2020),
se ha propuesto el uso de estos ambientes como posibles analogos para el descubrimiento de biofirmas
que ayuden a determinar si hubo actividad bioldgica en los ambientes geotérmicos del planeta rojo
durante sus primeros afios de formacion (Cockell et al., 2019; Rodriguez & Van Bergen, 2016).
2. HIPOTESIS

Bajo las condiciones ambientales adversas propias de los sedimentos termales de Los Azufres, las
comunidades bacterianas presentes poseen atributos funcionales potenciales de resistencia a condiciones
ambientales extremas; como temperaturas mayores e iguales a 40 °C, valores de pH inferiores a 5,
tolerancia a metales pesados y mecanismos alternativos de obtencion de energia, lo que favorece la

presencia y abundancia de comunidades bacterianas endémicas en sedimentos termales.

3. OBJETIVOS

3.1 General
Analizar la diversidad bacteriana presente en sedimentos termales colectados de areas poco exploradas
del campo geotérmico de Los Azufres, asi como su metabolismo potencial a través de enfoques

gendémicos y metagendmicos.

3.2 Especificos

1. Realizar el ensamble y la anotacion de las secuencias gendmicas y metagendmicas con énfasis en
la obtencion de genomas bacterianos.

2. Realizar un perfil taxondmico de las comunidades bacterianas presentes en las muestras de

sedimentos termales.



3. Determinar y analizar el metabolismo potencial contenido en las secuencias genomicas Yy
metagendmicas.

4. ldentificar genes bacterianos que sirvan como marcadores clave para determinar posibles
mecanismos de resistencia a las condiciones extremas que presentan los sedimentos.

5. Analizar y comparar ensambles de genomas obtenidos a partir de las secuencias genomicas y
metagendmicas de los sedimentos termales contra genomas de referencia utilizando gendémica

comparativa.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencion de muestras ambientales
Se colectaron dos muestras de sedimentos termales superficiales que se acumulan sobre rocas alrededor
de fumarolas del campo geotérmico Los Azufres. En la zona del balneario de Los Azufres 19.7816° N
100.6577° W (56°C, pH 3.8) (Figura 1) (FLA) y en los Manantiales termales de Maritaro 19.8221° N
100.6681° W (43°C, pH 4.5) (Figura 2) (MM). Los sedimentos se tomaron frotando cajas Petri estériles

sobre las rocas.

Figura 1. Fumarolas cercanas al balneario de Los Azufres (FLA). A) Fumarolas activas ubicadas en la
zona de muestreo (Flechas rojas) B) Sedimentos microbianos presentes en la salida de una de las
fumarolas.
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4.2 Purificacion y secuenciacion de ADN metagenomico
Se extrajo y purific6 ADN mediante el kit comercial PowerMax Soil Kit (QIAGEN, Carlsbad, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN ambiental se secuenciaron en la
comparfiia Macrogen Inc., en Corea del Sur utilizando la técnica de secuenciacion masiva de Illumina

HiSeq 2500 para obtener lecturas pareadas de 250 pares de bases.

Figura 2. Manantiales termales de Maritaro (MM). A) Arroyo termal que corre en la zona. B y C)
sedimentos microbianos encontrados en zonas aledafias al arroyo los cuales fueron colectados para el
presente estudio.

4.3 Ensamble y anotacion de metagenomas
Las lecturas pareadas de cada metagenoma fueron evaluadas usando FastQC v. 0.11.8 (Brown et al.,

2017). Posteriormente se filtraron las lecturas por calidad usando Trimmomatic v. 0.39 (Bolger et al.,
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2014). El ensamble de las lecturas metagendmicas en contigs se realizé con SPAdes v.3.8.2 (Bankevich
et al., 2012). Posterior a ello, se realizé una comparacion de los diferentes contigs ensamblados a través
del programa QUAST v.4.4 (Gurevich et al., 2013). Por ultimo, la anotacion de los contigs
metagendmicos se realizo en las plataformas en linea de MG-RAST v.4.0.3 (Meyer et al., 2008) e
IMG/ER (I. M. A. Chen et al., 2017).
4.4 Anélisis de diversidad taxondmica de los metagenomas con base en genes ribosomales 16S
rARN

Los contigs metagendmicos resultantes del ensamblaje de las lecturas fueron procesados con la version
en linea de comandos de RNAmmer v.1.2 (S. Wu et al., 2011). Para identificar, extraer y curar las
secuencias de genes ribosomales 16S rARN de bacterias. Por dltimo, se procedié a la identificacion
taxondmica de las secuencias ribosomales 16S rARN obtenidas de los contigs metagenémicos por
medio de la plataforma de BLASTN en GenBank usando la base de datos de la coleccion de nucle6tidos

no redundante nr/nt y por medio de la plataforma SILVANgs (Quast et al., 2012).

4.5 Recuperaciéon de Genomas
Tras la identificacion taxonomica, se llevaron a cabo dos vias para la recuperacion de genomas:
Primeramente se hizo la busqueda de genomas de referencia en GenBank a partir de genes ribosomales
16S rARN teniendo en cuenta su alto porcentaje de identidad y la cantidad de genomas reportados en
esta base de datos. Se seleccionaron los genomas de Acidibrevibacterium fodinaquatile G 45-3 con
numero de acceso: GCA003352165, Aciditerrimonas ferrireducens JCM15389 con numero de acceso:
GCA001311945, para el metagenoma de FLA y Acidobacterium capsulatum ATCC51196 con numero
de acceso: GCF000022565, Metallibacterium scheffleri DKE6 con nimero de acceso: GCF002077135,
para el metagenoma de MM. Posteriormente, se llevaron a cabo alineamientos usando el programa

Mauve v.2015.02.13 (Darling et al., 2004) con el fin de determinar la similitud de los contigs con los
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genomas de referencia, los genomas que tuvieron una alta similitud con los contigs del metagenoma se
usaron para realizar mapeos con las lecturas del metagenoma usando Bowtie2 v.2.3.5 (Langmead et al.,
2009) las lecturas mapeadas fueron extraidas usando Samtools v.1.7 (Li et al., 2009). Finalmente, las
lecturas fueron nuevamente ensambladas usando SPAdes y se corroboraron por genémica comparativa a

partir de alineamientos en Mauve.

Segundo, por medio de la recuperacion de genomas ensamblados a partir de metagenomas (Metagenome
Assembled-Genome MAG) usando programas como Maxbin v.2.2 (Y.-W. Wu et al., 2015), MetaBAT
v.2.12.1 (Kang et al., 2015) y CONCOCT v. 1.1.0 (Alneberg et al., 2014), los MAGs recuperados de los
tres programas fueron filtrados usando DASTool v.1.1.2 (Sieber et al., 2018). Se examind su
completitud y porcentaje de contaminacién con CheckM v.1.0.13 (Parks et al., 2015). Finalmente se
realizd un perfil taxonomico de los MAGs a través de la herramienta CAT/BAT v.5.1.2 (Von
Meijenfeldt et al., 2019). La cual usa DIAMOND (Buchfink et al., 2014) y Prodigal (Hyatt et al., 2010)

como herramientas de prediccion y blsqueda de genes para asi ejecutar su algoritmo correctamente.

4.6 Anotacion de genomas e identificacion taxondmica
La anotacion de los genomas recuperados se realizd a partir de la plataforma RAST (Aziz et al., 2008;
Brettin et al., 2015; Overbeek et al., 2014). Las anotaciones fueron visualizadas por medio del programa
ARTEMIS v.16.0.17 (Carver et al., 2011). La determinacion de similitud de los genomas recuperados
con su respectivo genoma de referencia se obtuvo por medio del uso de diferentes métricos de identidad
de secuencia tales como; el calculo de promedio de identidad de nucledtido (Average Nucleotide
Identity ANI) y por hibridacion digital de ADN-ADN (in silico DNA-DNA hybridization DDH) por
medio de las plataformas JspeciesWS (Richter et al., 2016), y Genome-to-Genome Distance Calculator

(GGDC) (Meier-Kolthoff et al., 2013). Los estudios filogenomicos se realizaron con el uso de la
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herramienta PhyloPhlAn v.3.0 (Segata et al., 2013), la visualizacion de los arboles se hizo por medio del

uso del software MEGAX v. 10.1.8 (S. Kumar et al., 2018).

5. RESULTADOS

5.1 Secuenciacién de metagenomas
se obtuvieron dos metagenomas del procesamiento de las muestras ambientales de sedimentos termales
de Los Azufres (Tabla 1). Teniendo en cuenta la informacion procedente del laboratorio de
secuenciacion y la generacion de las lecturas, es posible determinar que en general un alto porcentaje de

las lecturas poseen una alta calidad (Q =>30).

Tabla 1. Caracteristicas de los metagenomas obtenidos de los sitios muestreados de los azufres.

Muestra Bases totales Lecturas totales | %GC | %AT | %Q20 %Q30
Fumarolas Los | 21,579,531,228 85,974,228 52,547 | 47.45 | 96.375 | 93.135
Azufres (FLA)

Manantiales de | 22,618,252,560 90,112,560 58.933 | 41.07 | 95.393 | 91.010
Maritaro (MM)

5.2 Ensamble de metagenomas
De los tres ensamblajes realizados para el metagenoma de FLA (Tabla 2), el ensamblaje hecho en
SPAdes con los k-meros 21, 33, 55, 77, 99, fue el seleccionado de acuerdo con sus valores de nimero de
contigs, secuencia y valor de N50. El ensamblaje seleccionado contiene 177,623 contigs, que
representan 215,215,420 pb de secuencia. El valor de N50 del metagenoma es de 6,519 pb. Por otra
parte, para el metagenoma de la muestra MM, de los 3 ensamblajes realizados (Tabla 2, Tabla S4) se
selecciond el que fue elaborado con SPAdes con los k-meros 21, 33, 55, 77, 99 debido a sus valores de
nimero de contigs, nimero total de secuencia ensamblado y de N50. Este ensamblaje posee un total de

391,625 contigs que representan 486,892,674 pb de secuencia y cuyo valor de N50 es de 5,421 pb.
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5.3 Fumarolas de Los Azufres (FLA)

5.3.1 Estructuray diversidad

El metagenoma de FLA esta compuesto por bacterias, seguido de eucariotas y arqueas (Figura 3A). Los
filos de bacterias méas abundantes en el metagenoma corresponden a Actinobacteria, Proteobacteria, y
Firmicutes, junto con la abundancia de filos de arqueas correspondientes a Euryachaeota y

Crenarchaeota (Figura 3B).

Tabla 2. Valores derivados de los ensamblajes de secuencias de los metagenomas provenientes de FLA
y MM con el software de ensamblaje SPAdes, los valores fueron obtenidos al evaluar los contigs con
QUAST. En rojo se resaltan los ensamblajes seleccionados.

Estadisticos Contigs Contigs Contigs Contigs Contigs Contigs
FLAK21 99 FLAK33 111 | FLAK55 127 | MMK21 99 MMK33 111 | MMKH55_127
K-meros 21,33,55,77, | 33,55,77,99, | 55,77, 99, 21, 33, 55, 77, 33,55, 77,99, | 55,77,99, 111,
99 111 111, 127 99 111 127
# contigs (>= 0 bp) 177,623 166,817 146,374 391,625 363,915 311,327
Longitud total (>= 0 bp) 215,215,420 211,084,537 199,739,366 486,892,674 474,025,919 440,966,402
N50 6,519 6,373 6,740 5,421 5,259 5,263
GC (%) 55.95 56.03 56.09 55.31 55.46 55.76
A B
100% " " 100% ———— m unclassified (derived from Viruses) (0,28)

® Verrucomicrobia (0,32)

% 90%

90% N ® Acidobacteria (0,35)
Bacteroidetes (0,48)

80% 80%

Arthropoda (0,48)

70% 70% Deinococcus-Thermus (0,53)

® Cyanobacteria (0,60)
60%

60% ® Chordata (0,74)

® unclassified sequences (0,05)
Viruses (0,2)
m Eukaryota (14,33)

u Streptophyta (0,93)
50%
50%

® Planctomycetes (0,93)

40% m Chlorofiexi (1,34)
40% ® Archaea (13,01) ’

Abundancia relativa
Abundancia relativa

m Ascomycota (3,62)
m Bacteria (72,4) 30%

30% ® Crenarchaeota (4,22)

50% ® Nitrospirae (5,50)
6
20% w unclassified (derived from Eukaryota) (6,54)

10% 10% Firmicutes (10,72)
o

® Euryarchaeota (12,21)
0%

0% ® Proteobacteria (22,06)

FLA FLA m Actinobacteria (26,29)

Figura 3. Proporcion de grupos taxondmicos encontrados en el ensamblaje del metagenoma de FLA,
obtenidos de la anotacién en la plataforma MG-RAST usando el algoritmo de contigLCA
(LastCommonAncestor).
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A nivel de género, el analisis de MG-RAST muestra una abundancia de Acidithiobacillus (8.48 %),
Leptospirillum (8.46%), Mycobacterium (4.39%), Acidimicrobium (3.9%), Conexibacter (2.04%),
Streptomyces (2.94%), Frankia (2.0%), y Alicyclobacillus (1.69%), Mientras que los géneros mas

abundantes de arqueas estan relacionados con Ferroplasma (5.89%), Thermoplasma (3.7%) y Sulfolobus
(3.31%) (Figura 4).
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Figura 4. Abundancias de géneros de microorganismos encontrados en el metagenoma de FLA,
resultado de la anotacién en la plataforma de MG-RAST usando el algoritmo de contigLCA

(LastCommonancestor). En azul se sefialan los microorganismos pertenecientes al dominio Bacteria, en
naranja el dominio Arqueay en rojo el dominio Eucariota.
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5.3.2 Diversidad funcional

En cuanto a diversidad funcional, se encontré que el metagenoma de FLA posee un total de 316,278
genes codificantes para proteinas, de los cuales 173,778 tienen una anotacion funcional conocida
(54,3%). 3724 genes de ARN y 939 CRISPRs (Tabla 3). Dentro del total de genes codificantes fue
posible hallar 165267 genes ort6logos los cuales se distribuyen en las funciones mencionadas en la

Tabla 4.

Tabla 3. Caracteristicas del metagenoma recuperado de las fumarolas de Los Azufres (FLA), obtenidos
a partir de la anotacion en la plataforma IMG.

Caracteristica N° de fragmentos
de genes

CRISPR 939

Genes ARN 3,724

Genes rARN 327

5S rARN 69

16S rARN 97

18S rARN 13

23S rARN 124

28S rARN 24

Genes tARN 3,136

Genes codificantes de 316,278

proteinas

Genes con nombre de 173,778

producto

Tabla 4. Abundancia relativa de categorias de genes ortélogos (COG) encontrados en los metagenomas
de Los Azufres (FLA) enumerados por nimero de genes y porcentaje frente al total del metagenoma.

Categoria COG N° Genes Porcentaje
Transporte y metabolismo de aminoacidos 18,473 9.50%
Transporte y metabolismo de carbohidratos 13,001 6.68%
Control del ciclo celular, division celular, particion 2,728 1.40%
cromosomica

Motilidad celular 2,696 1.39%
Pared celular/membrana/biogénesis de envoltura 10,279 5.28%
Estructura y dindmica de la cromatina 148 0.08%
Coenzimas de transporte y metabolismo 9,948 5.11%
Citoesqueleto 202 0.10%
Mecanismos de defensa 5,535 2.85%
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Tabla 4. Abundancia relativa de categorias de genes ortélogos (COG) encontrados en los metagenomas
de Los Azufres (FLA) enumerados por nimero de genes y porcentaje frente al total del metagenoma
(continuacién).

Categoria COG N° Genes Porcentaje
Produccion y conversion de energia 12,704 6.53%
Estructuras extracelulares 974 0.50%
Funcion desconocida 7,951 4.09%
Funcion general 21,686 11.15%
Transporte y metabolismo de iones inorganicos 10,021 5.15%
Trafico extracelular, secrecion y transporte vesicular 2,787 1.43%
Transporte y metabolismo de lipidos 8,939 4.60%
Mobiloma: profagos, transposones 6,604 3.39%
Transporte y metabolismo de nucle6tidos 4,912 2.52%
Modificacion postranscripcional, recambio proteico, 7,619 3.92%
chaperonas

Procesamiento y modificacion de ARN 112 0.06%
Replicacion recombinacion y reparacion 10,027 5.15%
Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y 5,553 2.85%
catabolismo

Mecanismos de transduccion de sefial 7,223 3.71%
Transcripcion 10,956 5.63%
Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis 13,459 6.92%

Se observé que la mayoria de los genes detectados (Tabla 4), estan concentrados en determinadas taxa
de microorganismos. En el caso de FLA la mayoria de los grupos de genes estdn concentrados en el
grupo Euryarcheota, seguido de Proteobacteria y Nitrospirae, y en menor medida en los grupos

Firmicutes, Actinobacteria, Crenarcheota y Ascomycota (Figura 5).

Al observar de manera detallada los resultados de la anotacidn, se encontraron genes clave para ciclos
biogeoquimicos dentro de las funciones metabdlicas de la comunidad (Tabla 5). Dentro de los
principales se destacan genes relacionados con la fijacion de carbono (asociados a las rutas de CBB y
RTCA), genes involucrados en el metabolismo del nitrégeno que intervienen en procesos de
desnitrificacién, principalmente en la respiracion de nitrato y nitrito. Para el metabolismo del fésforo fue

posible encontrar diversos transportadores de fosfatos, genes encargados en la asimilacion y en la
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regulacién ante la escasez de fosforo. También se detectaron genes relacionados con el metabolismo del
azufre, donde se detectaron genes involucrados en la asimilacion de sulfatos y con el sistema SOX y

genes involucrados en el uso de sustratos inorganicos como hierro.
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Figura 5. Mapa de calor que representa de forma general la diversidad funcional de metagenoma de
FLA, las barras indican la cantidad de genes ortélogos identificados a través de la plataforma de IMG.

Tabla 5. Lista de genes relacionados con procesos metabolicos en FLA obtenida a partir del proceso de

anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG Orthology (KO).

1200

1000

- 800

- 600

400
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Metabolismo KO ID Nombre Producto N° genes
Azufre K17222 SOXA sulfur-oxidizing protein SoxA [EC:2.8.5.2] 5
K17223 SoxX sulfur-oxidizing protein SoxX [EC:2.8.5.2] 6
K17224 soxB sulfur-oxidizing protein SoxB [EC:3.1.6.20] 7
K17226 soxY sulfur-oxidizing protein SoxY 5
K17227 soxZ sulfur-oxidizing protein SoxZ 5
K00380 cysJ sulfite reductase (NADPH) flavoprotein alpha-component | 8
[EC:1.8.1.2]
K00381 cysl sulfite reductase (NADPH) hemoprotein beta-component | 10
[EC:1.8.1.2]
K00390 cysH phosphoadenosine phosphosulfate reductase [EC:1.8.4.8] 49
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Tabla 5. Lista de genes relacionados con procesos metabélicos en FLA obtenida a partir del proceso de
anotacién en IMG utilizando las bases de datos de KEGG Orthology (KO) (continuacion).

Metabolismo KO ID Nombre Producto N° genes
Azufre K00860 cysC adenylylsulfate kinase [EC:2.7.1.25] 9
K00955 cysNC bifunctional enzyme CysN/CysC [EC:2.7.7.4 2.7.1.25] 12
K00956 cysN sulfate adenylyltransferase subunit 1 [EC:2.7.7.4] 3
K00957 cysD sulfate adenylyltransferase subunit 2 [EC:2.7.7.4] 24
K02045 CysA sulfate transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.25] 1
K02046 cysU sulfate transport system permease protein 2
K02047 cysw sulfate transport system permease protein 1
K02048 cysP, shp sulfate transport system substrate-binding protein 1
K13811 PAPSS 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase [EC:2.7.7.4 | 1
2.7.1.25]
K00958 sat, met3 sulfate adenylyltransferase [EC:2.7.7.4] 58
K00392 Sir sulfite reductase (ferredoxin) [EC:1.8.7.1] 20
K00394 aprA adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2] 11
K00395 aprA adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2] 7
Carbono K01601 rbcL ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39] 33
(Fijacion) K01602 rbcS ribulose-bisphosphate carboxylase small chain [EC:4.1.1.39] 19
K00174 korA, oorA, | 2-oxoglutarate/2-oxoacid ferredoxin oxidoreductase subunit | 102
oforA alpha [EC:1.2.7.31.2.7.11]
K00175 korB, oorB, | 2-oxoglutarate/2-oxoacid ferredoxin oxidoreductase subunit beta | 83
oforB [EC:1.2.7.31.2.7.11]
K00176 korD, oorD | 2-oxoglutarate  ferredoxin  oxidoreductase subunit delta | 1
[EC:1.2.7.3]
K00177 korC, oorC | 2-oxoglutarate ferredoxin oxidoreductase subunit gamma | 2
[EC:1.2.7.3]
Nitrégeno K00367 narB ferredoxin-nitrate reductase [EC:1.7.7.2] 1
K00370 narG nitrate reductase alpha subunit [EC:1.7.99.4] 29
K00371 narH nitrate reductase beta subunit [EC:1.7.99.4] 19
K00372 nasA assimilatory nitrate reductase catalytic subunit [EC:1.7.99.4] 8
K00373 narJ nitrate reductase delta subunit 11
K00374 narl nitrate reductase gamma subunit [EC:1.7.99.4] 16
K07684 narL two-component system, NarL family, nitrate/nitrite response | 2
regulator NarL
K10534 NR nitrate reductase (NAD(P)H) [EC:1.7.1.11.7.1.2 1.7.1.3]
K15576 nrtA, nasF, | nitrate/nitrite transport system substrate-binding protein 6
CynA
K00362 nirB nitrite reductase (NADH) large subunit [EC:1.7.1.15]
K00363 nirD nitrite reductase (NADH) small subunit [EC:1.7.1.15] 3
K00366 nirA ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1] 10
K00368 nirk nitrite reductase (NO-forming) [EC:1.7.2.1] 6
K02575 NRT, narK, | MFS transporter, NNP family, nitrate/nitrite transporter 10
nrtP, nasA
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Tabla 5. Lista de genes relacionados con procesos metabélicos en FLA obtenida a partir del proceso de
anotacién en IMG utilizando las bases de datos de KEGG Orthology (KO) (continuacion).

Metabolismo | KO ID Nombre Producto N° genes
Nitrégeno K17877 NIT-6 nitrite reductase (NAD(P)H) [EC:1.7.1.4] 1
K00491 nos nitric-oxide synthase, bacterial [EC:1.14.13.165] 3
K02164 norkE nitric oxide reductase NorE protein 1
K04561 norB nitric oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5] 4
K04748 norQ nitric oxide reductase NorQ protein 14
K05916 hmp, YHB1 | nitric oxide dioxygenase [EC:1.14.12.17] 5
K13125 NOSIP nitric oxide synthase-interacting protein
K13771 nsrkR Rrf2 family transcriptional regulator, nitric oxide-sensitive | 6
transcriptional repressor
K00376 nosZ nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4] 1
K07218 nosD nitrous oxidase accessory protein 1
K19339 nosk NosR/Nirl family transcriptional regulator, nitrous oxide | 1
reductase regulator
Faosforo K01077 E3.1.3.1, alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] 3
phoA, phoB
K01078 E3.1.3.2 acid phosphatase [EC:3.1.3.2]
K01113 phoD alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] 3
K01507 ppa inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] 63
K02036 pstB phosphate transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.27] 30
K02037 pstC phosphate transport system permease protein 34
K02038 pstA phosphate transport system permease protein 33
K02039 phoU phosphate transport system protein 40
Fésforo K02040 pstS phosphate transport system substrate-binding protein 26
K02445 glpT MFS transporter, OPA family, glycerol-3-phosphate transporter 3
K03306 TC.PIT inorganic phosphate transporter, PiT family 51
K08176 PHO84 MFS transporter, PHS family, inorganic phosphate transporter 44
K14430 PHO87_91 phosphate transporter 1
K06217 phoH, phoL | phosphate starvation-inducible protein PhoH and related | 46
proteins
K06653 PHO81 CDK inhibitor PHO81 1
KO07175 phoH2 PhoH-like ATPase 14
K07636 phoR two-component system, OmpR family, phosphate regulon sensor | 29
histidine kinase PhoR [EC:2.7.13.3]
K07637 phoQ two-component system, OmpR family, sensor histidine kinase | 1
PhoQ [EC:2.7.13.3]
K07657 phoB two-component system, OmpR family, phosphate regulon | 13
response regulator PhoB
K07658 phoB1, phoP | two-component system, OmpR family, alkaline phosphatase | 10
synthesis response regulator PhoP
K07660 phoP two-component system, OmpR family, response regulator PhoP 1
K15640 phoE uncharacterized phosphatase 1
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Tabla 5. Lista de genes relacionados con procesos metabélicos en FLA obtenida a partir del proceso de
anotacién en IMG utilizando las bases de datos de KEGG Orthology (KO) (continuacion).

Metabolismo | KO ID Nombre Producto N° genes

Hierro K18683 rus rusticyanin 1
K02274 COXA cytochrome ¢ oxidase subunit | [EC:1.9.3.1] 80
K02275 coxB cytochrome ¢ oxidase subunit Il [EC:1.9.3.1] 56
K02276 coxC cytochrome c oxidase subunit 11 [EC:1.9.3.1] 21
K04755 fdx ferredoxin, 2Fe-2S 9
K05524 fdxA ferredoxin 13

Adicionalmente, se encontraron genes involucrados en diversos sistemas de resistencia a metales
pesados, entre los que se hallaron genes relacionados con transportadores Ni/Cd, transportadores
cationicos Co/Zn/Cd, transportadores Zn/Cd, genes de resistencia a Ni, As, Cr, Cd y Hg, y genes de

resistencia a multiples metales (Tabla 6).

Tabla 6. Lista de genes relacionados con resistencia a metales pesados presentes en FLA obtenida a
partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
Arsénico K00537 ARSC1, arsC arsenate reductase [EC:1.20.4.1] 3
K03741 ARSC2, arsC arsenate reductase [EC:1.20.4.1] 15
K03893 arsB arsenical pump membrane protein 92
K11811 arsH arsenical resistance protein ArsH 5
K08356 aoxB arsenite oxidase large subunit [EC:1.20.9.1]
K08355 aoxA arsenite oxidase small subunit [EC:1.20.9.1] 4
K03325 TC.ACR3 arsenite transporter, ACR3 family 18
K01551 arsA, ASNA1 arsenite-transporting ATPase [EC:3.6.3.16] 33
Cromo K07240 chrA chromate transporter 23
K19784 chrR chromate reductase 27
Mercurio K00221 E4.99.1.2 alkylmercury lyase [EC:4.99.1.2] 5
K00520 merA mercuric reductase [EC:1.16.1.1] 102
K08363 merT mercuric ion transport protein 2
K08364 merP periplasmic mercuric ion binding protein
K08365 merR MerR family transcriptional regulator, mercuric resistance | 9
operon regulatory protein
K19058 merC mercuric ion transport protein 7
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Tabla 6. Lista de genes relacionados con resistencia a metales pesados presentes en FLA obtenida a
partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO)
(continuacién)

KO ID Nombre Producto N° genes

Niquel K00518 sodN nickel superoxide dismutase [EC:1.15.1.1] 13
K02031 ABC.PE.A peptide/nickel transport system ATP-binding protein 119
K02032 ABC.PE.Al peptide/nickel transport system ATP-binding protein 180
K02033 ABC.PE.P peptide/nickel transport system permease protein 347
K02034 ABC.PE.P1 peptide/nickel transport system permease protein 312
K02035 ABC.PE.S peptide/nickel transport system substrate-binding protein 703
K04651 hypA, hybF hydrogenase nickel incorporation protein HypA/HybF 11
K04652 hypB hydrogenase nickel incorporation protein HypB 4
K07241 nixA high-affinity nickel-transport protein
K07722 nikR CopG family transcriptional regulator, nickel-responsive | 13

regulator

Multi-metal | KO2006 chiO cobalt/nickel transport system ATP-binding protein 1
K02008 chiQ cobalt/nickel transport system permease protein 1
K06189 corC magnesium and cobalt transporter 7
K08970 rcnA nickel/cobalt exporter 1
K15725 czcC outer membrane protein, cobalt-zinc-cadmium efflux system 1
K15726 CZCA cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA 22
K15727 czcB membrane fusion protein, cobalt-zinc-cadmium efflux system 2
K16264 czcD, zitB cobalt-zinc-cadmium efflux system protein 45
K16267 zZipB zinc and cadmium transporter 1

También se detectd una amplia gama de genes que participan en la tolerancia al choque térmico, genes
de adaptaciones a la acidez e incluso genes involucrados en funciones de comunicacién y desarrollo de
comunidades bacterianas tales como quorum sensing, formacion de biopeliculas y una amplia cantidad

de transportadores ABC (Tabla 7).

Por dltimo, se identificaron diversos genes involucrados en la sintesis y defensa de compuestos
antimicrobianos tales como: la sintesis de estreptomicina y cefalosporina, tetraciclinas, beta-lactamasas,

vancomicina, cloranfenicol y mecanismos de multi-resistencia a antibidticos (Tabla 8).
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Tabla 7. Lista de genes relacionados con el choque térmico, la formacion de biopeliculas y de
comunicacion bacteriana en FLA obtenida a partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases
de datos de KEGG Orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
Choque térmico K03705 hrcA heat-inducible transcriptional repressor 48
K03708 CtsR transcriptional regulator of stress and heat shock | 16
response
K03799 htpX heat shock protein HtpX [EC:3.4.24.-] 54
K04762 hsIR ribosome-associated heat shock protein Hsp15 3
K09419 HSFF heat shock transcription factor, other eukaryote
K09487 HSP90B, heat shock protein 90kDa beta 2
TRAL
K09489 HSPA4 heat shock 70kDa protein 4
K09490 HSPADS, BIP heat shock 70kDa protein 5 [EC:3.6.4.10]
K13640 hspR MerR family transcriptional regulator, heat shock | 17
protein HspR
K19369 HSPB11 heat shock protein beta-11 1
K19765 HSBP1 heat shock factor-binding protein 1 1
K03704 CSpPA cold shock protein (beta-ribbon, CspA family) 43
Resistencia a acidez | K01580 gadB, gadA, | glutamate decarboxylase [EC:4.1.1.15] 57
GAD
K01584 adiA arginine decarboxylase [EC:4.1.1.19] 3
Formacion de | K11931 pgaB biofilm PGA synthesis lipoprotein PgaB [EC:3.5.1.-]
biopeliculas K11936 pgaC biofilm PGA synthesis N-glycosyltransferase PgaC | 3
[EC:2.4.1.]
K19336 bdcA cyclic-di-GMP-binding  biofilm dispersal mediator | 1
protein
K19449 sinR XRE family transcriptional regulator, master regulator | 1
for biofilm formation
Quorum sensing K07782 sdiA LuxR family transcriptional regulator, quorum-sensing | 4
system regulator SdiA
K07173 luxS S-ribosylhomocysteine lyase [EC:4.4.1.21] 1
K01243 pfs adenosylhomocysteine nucleosidase [EC:3.2.2.9] 12
K10439 rbsB ribose transport system substrate-binding protein 87
Transportadores K01990 ABC-2.A ABC-2 type transport system ATP-binding protein 636
ABC K01992 ABC-2.P ABC-2 type transport system permease protein 426
K02003 ABC.CD.A putative ABC transport system ATP-binding protein 94
K02004 ABC.CD.P putative ABC transport system permease protein 108
K02021 ABC.MR putative ABC transport system ATP-binding protein
K02069 ABC.X2.P putative ABC transport system permease protein
K05832 ABC.X4.P putative ABC transport system permease protein
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Tabla 8. Lista de genes relacionados con procesos de sintesis y resistencia a antibioticos presentes en
FLA obtenida a partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG
Orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
Sintesis de | KO1060 | cah cephalosporin-C deacetylase [EC:3.1.1.41] 8
cefalosporina
Resistencia a | KO7552 | ber MFS transporter, DHA1 family, | 3
cloranfenicol bicyclomycin/chloramphenicol resistance protein
K18554 | cpt chloramphenicol 3-O phosphotransferase [EC:2.7.1.-] 3
K19646 | fexA_B MFS transporter, DHA2 family, florfenicol/chloramphenicol | 1
resistance protein
Sintesis de | KO4343 | strB streptomycin 6-kinase [EC:2.7.1.72] 6
estreptomicina
Resistencia a | KO7576 | KO7576 metallo-beta-lactamase family protein
beta-lactamasas ; : Fo—
K08218 ampG MFS transporter, PAT family, beta-lactamase induction signal | 8
transducer AmpG
K17836 penP beta-lactamase class A [EC:3.5.2.6] 20
Multi resistencia | K05595 | marC multiple antibiotic resistance protein 51
Resistencia a | K08151 | tetA MFS transporter, DHA1 family, tetracycline resistance | 3
tetraciclina protein
K08168 | tetB MFS transporter, DHA2 family, metal-tetracycline-proton | 1
antiporter
K18220 | tetM, tetO ribosomal protection tetracycline resistance protein 2
Resistencia a | K03862 | vanA vanillate O-demethylase monooxygenase subunit | 13
Vancomicina [EC:1.14.13.82]
K03863 | vanB vanillate O-demethylase ferredoxin subunit [EC:1.14.13.82] 1
K07260 | vanY D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase [EC:3.4.16.4] 2
K08641 | vanX D-alanyl-D-alanine dipeptidase [EC:3.4.13.22] 3
K15739 | vanB, vanA, | D-alanine---(R)-lactate ligase [EC:6.1.2.1] 1
vanD
K18347 | vanH D-specific alpha-keto acid dehydrogenase [EC:1.1.1.-] 1

5.3.3 Diversidad taxonémica

Se obtuvieron 29 secuencias de genes ribosomales 16S rARN del metagenoma de FLA. De estas
secuencias, 17 corresponden a bacterias (Tabla 9), siete corresponden a arqueas (Tabla S1), y cinco
corresponden a organelos de eucariotas (Tabla S2). Estos resultados coinciden con lo inicialmente
encontrado en el proceso de anotacion (Figura 4) y con el anélisis taxonomico realizado en SILVANgs

(Figura 6).

25




Tabla 9. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a bacterias
encontradas en el metagenoma de FLA realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI, para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia ambiental, se agrego en la parte inferior el hit mas cercano

con una secuencia de referencia conocida.

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numero de | % %

(pb) acceso identidad | Cobertura

1527 Firmicutes Bacilli Uncultured bacterium clone AY911447 | 99.21 82
NEC03080
Alicyclobacillus contaminans 3- NR041475 | 88.9 98
Al191

1535 Firmicutes Clostridia Sulfobacillus acidophilus TPY CP002901 | 91.74 100

1530 Proteobacteria | y- Uncultured gamma KJ907765 | 100 100

proteobacteria | proteobacterium clone

METASED12
Ectothiorhodospira mobilis DSM NR125567 | 90.15 100
237

1504 Actinobacteria | Acidimicrobiia | Acidithiomicrobium sp. P1 GQ225720 | 98.38 99
Acidimicrobium ferrooxidans DSM | NR074390 | 94.88 98
10331

1531 Firmicutes Clostridia Sulfobacillus acidophilus DSM NRO74758 | 91.83 100
10332

1485 Proteobacteria | o- Acidibrevibacterium fodinaquatile CP029176 | 100 100

proteobacteria | G45-3

1493 Actinobacteria | Actinobacteria | Uncultured actinobacterium clone KJ907766 | 100 100
METASED13
Spirillospora tritici SJ 21 NR169368 | 91.92 100

1535 Firmicutes Clostridia Sulfobacillus acidophilus TPY CP002901 | 91.74 100

1514 Actinobacteria | Acidimicrobiia | Uncultured Acidimicrobiaceae KJ907763 | 100 100
bacterium clone METASED10
Aciditerrimonas ferrireducens JCM | NR112972 | 94.81 97
15389

1514 Actinobacteria | Acidimicrobiia | Uncultured Aciditerrimonas sp. KJ907773 | 100 100
clone METASED20
Aciditerrimonas ferrireducens JCM | NR112972 | 99.93 97
15389

1380 Firmicutes Clostridia Uncultured bacterium clone DQ499175 | 96.82 100
DSJB13
Sulfobacillus acidophilus DSM NRO040943 | 91.8 100
10332

1528 Firmicutes Clostridia Uncultured Clostridia bacterium AM749763 | 91.28 89
clone Tik 17
Thermaerobacter marianensis NRO0O74944 | 85.25 100
DSM 12885

1389 Firmicutes Bacilli Uncultured Alicyclobacillus sp. KJ907769 | 99.93 99
clone METASED16
Alicyclobacillus disulfidooxidans NR040944 | 99.6 99
DSM 12064

969 Actinobacteria | Acidimicrobiia | Uncultured Ferrimicrobium sp. KJ907767 | 100 100
clone METASED14
Ferrimicrobium acidiphilum T23 NR041798 | 98.56 100
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Tabla 9. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a bacterias
encontradas en el metagenoma de FLA realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI, para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia ambiental, se agreg6 en la parte inferior el hit mas cercano
con una secuencia de referencia conocida (continuacion).

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numero de | % %
(ph) acceso identidad | Cobertura
1548 Nitrospirae Nitrospira Leptospirillum ferriphilum ZJ MNO093805 | 99.94 100
1526 Proteobacteria | Acidithiobacillia | Acidithiobacillus caldus MTH-04 CP043926 | 99.93 100
949 Firmicutes Clostridia Uncultured Firmicutes bacterium EF441917 | 94.58 93
clone RT10C_1B_37
Sulfobacillus acidophilus DSM NR074758 | 88.45 99

10332

Figura 6. Andlisis taxonémico de las secuencias de 16S rARN derivadas del metagenoma de FLA
realizado en la plataforma SILVANgs. El grafico fue generado en la plataforma KRONA.
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5.3.4 Recuperacion de genomas

5.3.4.1 Anélisis gendémico comparativo
Teniendo en cuenta los resultados recuperados de la anotacion de genes ribosomales 16S rARN y por
medio de gendmica comparativa, fue posible recuperar dos genomas a partir de este metagenoma, estos
corresponden a microorganismos posiblemente pertenecientes a los géneros Acidibrevibacterium y
Aciditerrimonas. Los cuales fueron denominados como ‘Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLAOL’ y

‘Candidatus Aciditerrimonas sp. FLA02’, respectivamente.

‘Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLA0L’

Es un genoma de 3.8 Mb, con un porcentaje de GC de 65.8% Yy esta compuesto por 625 contigs y cuyo
valor de N50 es de 58,699 pb (Tabla S5). El alineamiento con el genoma de referencia muestra regiones
ampliamente conservadas a lo largo del genoma y una alta variabilidad con los genes ubicados en los

plasmidos presentes en el genoma de referencia (Figura 7).

Acidibrevibacterium_fodinaquatile G45-3
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Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLAO1

Figura 7. Alineamiento gendmico desarrollado en MAUVE entre los genomas de Acidibrevibacterium
fodinaquatile G45-3 (parte superior) y de ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAO1’ (parte inferior). Las
regiones conservadas se muestran en los bloques coloreados.
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Del proceso de anotacion (Tabla 11) se establecié que este genoma tiene 4,203 secuencias codificantes
distribuidas en 290 subsistemas, 72 ARNs y ningin CRISPR. El genoma revela que esta bacteria posee
tolerancia a diversos tipos de estrés, como el choque térmico (grpE) estrés osmotico (ompA), oxidativo
(ahpC, crp, ohr, sod, rbr), radicales libres de monoxido de nitrogeno (nnrS, nsrR) y radicales de azufre
(trxR, bcp, ahpC). Posee diversos mecanismos de defensa y resistencia a metales pesados tales como;
cromo (chrA), cobalto-zinc-cadmio (czcD, cusB/czsB), cobre (cutk, corC, cflA,ccm, copG) mercurio
(merA, mir) y zinc (zraR). La presencia de componentes de resistencia a fluoroquinolonas (gyrA, gyrB)

y beta-lactamasas (phnP), le confiere la resistencia a una amplia gama de compuestos antimicrobianos.

A nivel metabdlico, la presencia de un complejo de fotosistema Il y de un carboxisoma le confiere un
metabolismo probablemente quimioautotrofo, con capacidad para fijar CO2 e incorporar hierro a través
de hemo oxigenasas (hemO), el cual podria ser usado por ferredoxina reductasas (FR) como aceptor
final de electrones. Adicionalmente, a nivel del metabolismo del nitrégeno se encontraron genes
relacionados con la hidrolisis de cianato (cynS) y la asimilacion de amonio (gInABED, amt). En cuanto
al metabolismo del fdésforo, se detectd la incorporacion de fosfatos a partir de pirofosfatos (ppa) y
polifosfatos (ppx, ppk, ppgK), transportadores y mecanismos de regulacion (phoURBQ) y escasez de
fésforo (phoH). Finalmente, para el metabolismo del azufre se encontraron genes ligados a su
adquisicion a partir de glutation (ggt) mostrando las posibles formas por las cuales se estaria

incorporando estos macronutrientes.

A nivel taxonomico, tanto los analisis de ANIs como in silico DDH (Tabla 10) muestran que el genoma
recuperado esta altamente relacionado con el genoma de referencia. Los analisis filogendmicos muestran
que en efecto este genoma tiene una relacion muy cercana al género Acidibrevibacterium, comparandolo

tanto con el genoma de referencia existente para este género como con otros genomas pertenecientes a la
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familia Acetobacteraceae (Figura 10). Y se trata del primer genoma de este microorganismo reportado

en el campo geotérmico de Los Azufres.

Rhodopila globiformis DSM 1617 GCA 002937115.1

100

[ Acidibrevibacterium fodinaquatile G45-3" GCA 003352165.1

99

100 L Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLA01

Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 GCA 000014285.2
Acetobacter aceti NBRC14818 GCA 000963905.1

100

100

Asaia bogorensis NBRC16594™ GCA 001547995.1

Acidocella facilis ATCC35904T GCA 000687875.1 Acetobacteraceae

Roseomonas aerilata DSM19363™ GCA 000711725.1

Roseomonas cervicalis ATCC49957T GCA 000164635.1

Belnapia moabensis DSM16746™ GCA 000745835.1
Rhodovarius lipocyclicus CCUG44693" GCF 009900765.1
100 Rubritepida flocculans DSM14296™ GCA 000425365.1

—— Azospirillum halopraeferens DSM3675" GCF 000429625.1

Rodospirillaceae
100 I Rhodospirillum centenum DSM8284 GCF 014197805.1 H

Figura 8. Analisis filogénomico en el cual se representa la relacion evolutiva predicha entre ‘Ca.
Acidibrevibacterium sp. FLAOL’ y diferentes secuencias de integrantes de la familia Acetobacteraceae.
El arbol fue reconstruido con PhyloPhlAn utilizando 390 alineamientos de marcadores moleculares,
PhyloPhlAn realiza alineamientos individuales de cada set de proteinas recuperados de los genomas
introducidos correspondientes al orden Rodospiriales. Asi, PhyloPhlAn concatena las posiciones mas
discriminativas en cada alineamiento de proteinas en una Unica secuencia larga para reconstruir un arbol
filogenético usando FastTree. La posicion de ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAO1’ se resalta en negrita.
Los nimeros de accesos se encuentran seguidos a cada uno de los nombres de los genomas. Los
nameros en los soportes de ramas representan los valores de probabilidades (basado en 1000
remuestreos). La barra de escala en la parte inferior izquierda representa el nimero estimado de
sustituciones de aminoacidos por sitio por unidad de longitud de rama.

Tabla 10. Métricas de identidad de secuencia utilizados para la identificacion del genoma de ‘Ca.
Acidibrevibacterium sp. FLA0L’.

‘Ca. Acidibrevibacterium sp. Acidibrevibacterium
FLAOL fodinaquatile G 45-3
Numero de contigs 625 4 (1 cromosoma, 3 plasmidos)
Tamario del genoma 3.88 MB 4.03 MB
ANIb 100 98.39
ANIm 100 98.69
In silico DDH 100 87.3
GC% 65.8 65.9
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Tabla 11. Subsistemas detectados en los genomas recuperados de ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLA01’
y ‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLA02’ por medio de analisis de anotacion en RAST.

Subsistema ‘Ca. Acidibrevibacterium | ‘Ca. Aciditerrimonas
sp. FLAQYL’ sp. FLAQ2’
Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, 137 64
pigmentos
Pared celular y cépsula 29 22
Virulencia, enfermedad y defensa 59 72
Metabolismo del K 6 10
Fotosintesis 8 0
Miscelaneos 30 15
Fagos, profagos, elementos transponibles, 13 0
plasmidos
Transporte de membrana 77 30
Metabolismo y adquisicion de Fe 1 0
Metabolismo ARN 36 75
Nucleésidos y nucleotidos 75 67
Metabolismo de las proteinas 194 162
Regulacidn y sefializacion celular 19 12
Metabolismo secundario 4 0
Metabolismo ADN 99 30
Acidos grasos, lipidos, e isoprenoides 97 94
Metabolismo del N 15 26
Dormancia y esporulacién 1 0
Respiracion 117 126
Respuesta a estrés 50 16
Metabolismo de compuestos aromaticos 38 12
Aminoacidos y derivados 249 172
Metabolismo del S 8 10
Metabolismo del P 24 39
Carbohidratos 247 194

‘Candidatus Aciditerrimonas sp. FLA02’

Se compone de un genoma con un tamafo de 2.6 Mb, con un contenido de GC del 71.5% dividido en
1,802 contigs (Tabla S6). Al consultar el Gnico genoma de referencia disponible del género
Aciditerrimonas (Aciditerrimonas ferrireducens JCM15389), se observo que éste no se encontraba

completamente finalizado. Razon por la cual, al realizar los alineamientos con el genoma recuperado a
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partir del mapeo de lecturas, se obtuvo una alta fragmentacion (Figura 9) y una mayor longitud del

genoma recuperado de 2.6 Mb contra los 1.2 Mb del genoma de referencia.

Aciditerrimonas ferrireducens JCM15389
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Figura 9. Alineamiento genomico desarrollado en MAUVE entre los genomas de Aciditerrimonas
ferrireducens JCM15389 (parte superior) y de ‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLAO2’ (parte inferior). Las
regiones conservadas se muestran en los blogues coloreados.

De acuerdo con los datos procedentes de la anotacion (Tabla 8), se observa que el genoma de ‘Ca
Aciditerrimonas sp. FLAO02’ posee 2,879 secuencias codificantes, 68 ARNs y ningin CRISPR. Dentro
del genoma se detectaron genes relacionados con condiciones de resistencia a diversos tipos de
adversidades ambientales como el estrés oxidativo (rbr, sod, ahpC, ahr), radicales de azufre (trxR, bcp),
mecanismos de defensa a sustancias antimicrobianas como fluoroquinolonas (gyrAB), y resistencia a

metales pesados, principalmente cobre (CIA, ccm, cutk, corC) y arsénico (arsABC, acr3).

En cuanto a su metabolismo, se encontraron genes involucrados en el metabolismo del nitrégeno que le
confieren capacidad de asimilar amonio (amt, gInAB) y de hidrolizar cianato (cynS) los cuales revelan
su participacion en la incorporacion de compuestos nitrogenados. Con respecto al metabolismo del
fosforo, fue posible encontrar genes relacionados con la escasez y regulacion de fosfatos (phoHRB)

incorporacion de pirofosfatos (ppa) y polifosfatos (ppgK, ppk). Adicionalmente se hallaron genes dentro
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del metabolismo del carbono relacionados con la fijacion de CO2 (rbcAlS, pcpB, cbbR). Por ultimo, se

detecté la capacidad de usar arseniato como aceptor final de electrones (arsR).

100 I: Ferrimicrobium acidiphilum DSM19497™ GCF 000745905.1
% Acidimicrobium ferrooxidans DSM10331T GCF 000023265.1

Ferrithrix thermotolerans DSM19514T GCA 900128965. 1

91 L Acidithrix ferrooxidans PyF3T GCF 000949295.1

Acidimicrobiaceae

Candid. Aciditerrii sp. FLA02

100
100 Aciditerrimonas ferrireducens JCM15389" GCA_001311945.1

L Acidiferrimicrobium australe DSM106828"™ GCA 009697115.1

Acidimicrobiaceae bacterium TMED 130 GCA 002170115.1

Desertimonas flava SYSU-D60003" GCF 003426815.1
llumatobacteraceae
100 llumatobacter coccineus YM16-304T GCF 000348785.1

Figura 10. Analisis filogénomico en el cual se representa la relacion evolutiva predicha entre ‘Ca.
Aciditerrimonas sp. FLA02’ y diferentes secuencias de integrantes de la familia Acidimicrobiceae. El
arbol fue reconstruido con PhyloPhlAn utilizando 357 alineamientos de marcadores moleculares,
PhyloPhlAn realiza alineamientos individuales de cada set de proteinas recuperados de los genomas
introducidos correspondientes al orden Acidimicrobiales. Asi, PhyloPhlAn concatena las posiciones mas
discriminativas en cada alineamiento de proteinas en una Unica secuencia larga para reconstruir un arbol
filogenético usando FastTree. La posicion de ‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLAO2’ se resalta en negrita. Los
nameros de accesos se encuentran seguidos a cada uno de los genomas. Los nimeros en los soportes de
ramas representan los valores de probabilidades (basado en 1000 remuestreos). La barra de escala en la
parte inferior izquierda representa el nimero estimado de sustituciones de aminoécidos por sitio por
unidad de longitud de rama.

La relacion del genoma recuperado con el genoma de referencia también se ve soportada por medio del
uso de métricas como los ANI e in silico DDH los cuales revelaron una alta semejanza entre el genoma
de ‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLA02’ y Aciditerrimonas ferrireducens JCM15389 (Tabla 12). Dicha
relacidn se encontrd también al realizar los analisis filogendmicos (Figura 12), por lo que existe una alta

probabilidad de que se trate quiza de otro tipo de microorganismo del género Aciditerimonas.
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Tabla 12. Métricas de identidad de secuencia utilizadas para la
Aciditerrimonas sp.FLA02’

identificacion del genoma de ‘Ca.

‘Candidatus Aciditerrimonas | Aciditerrmonas ferrireducens
sp. FLA02’ JCM15389

Numero de contigs 1,802 1,004

Tamario del genoma 2.62 MB 1.17MB

ANIb 100 98.3

ANIm 100 98.5

In silico DDH 100 72.9

GC% 71.5 70.1

5.3.4.2 Construccion de genomas a partir de metagenomas (MAG) via binning
A partir del proceso de binnig, fue posible recuperar 38 MAGs, de los cuales 22 corresponden a
genomas relacionados con bacterias, 15 a arqueas y 2 a eucariontes. Dentro de los genomas
reconstruidos, se puede apreciar que dos de ellos estan repetidos debido a que se lograron reconstruir

independientemente del método de binning.

Por otra parte, de todos los MAGs recuperados, solo 23 poseen una completitud mayor del 90% y 16 del
95 %, siendo el MAG MaxBin_FLA.019 el que posee la mayor completitud, siendo éste del 99% de
acuerdo con los marcadores que usa CheckM (Figura S3A). De acuerdo con el perfil taxonémico
(Tabla 13) dicho MAG, corresponde al género Acidibrevibacterium. Gran parte de los genomas

reconstruidos tienen relacion con los filos Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes y Euryarcheota.

Tabla 13. Perfil taxonémico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccion de genomas del
metagenoma de FLA via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGS con un porcentaje de
completitud igual o mayor al 90%. (n.d) Rangos taxondmicos no determinados.

# bin Dominio Phylum Clase Orden Familia Genero Especie
CONCOCT | Bacteria Nitrospirae Nitrospira Nitrospirale | Nitrospiraceae | Leptospirillum n.d.

FLA15.fa S
CONCOCT | Bacteria Proteobacteri | Acidithioba | Acidithioba | Acidithiobacilla | Acidithiobacillus | n.d.
_FLA30.fa a cillia cillales ceae
CONCOCT | Bacteria Actinobacteri | Acidimicrob | Acidimicrob | Acidimicrobiac | Ferrimicrobium Ferrimicrobium
_FLAA48.fa a iia iales eae acidiphilum
CONCOCT | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.

FLA51.fa a ria
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Tabla 13. Perfil taxondmico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccion de genomas del
metagenoma de FLA via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGSs con un porcentaje de
completitud igual o mayor al 90%. (n.d) Rangos taxondémicos no determinados (continuacion).

CONCOCT | Archaea ‘Candidatus ‘Candidatus | n.d. n.d. n.d. n.d.
_FLAS5.fa Marsarchaeot | Marsarchae
a’ ota group 2’

CONCOCT | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.

FLAG7.fa a ria
CONCOCT | Archaea Crenarchaeot | Thermoprot | Sulfolobales | Sulfolobaceae Acidianus Acidianus
_FLAT71.fa a ei brierleyi
CONCOCT | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
_FLA76 _su a ria
b.fa
CONCOCT | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
_FLAB80.fa a ria
CONCOCT | Bacteria Proteobacteri | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
_FLAG.fa a
MaxBin_FL | Archaea n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
A.001_sub.f
a
MaxBin_FL | Eukaryota | Rhodophyta Bangiophyc | Cyanidiales | Cyanidiaceae unclassified Cyanidiaceae
A.002_sub.f eae Cyanidiaceae sp. MX-AZ01
a
MaxBin_FL | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | n.d. n.d. n.d.
A.002_sub.f a mata matales
a
MaxBin_FL | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | n.d. n.d. n.d.
A.004_sub.f a mata matales
a
MaxBin_FL | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | unclassified n.d. n.d.
A.009_sub.f a mata matales: Thermoplasmat
a ales
MaxBin_FL | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
A.012.fa a ria
MaxBin_FL | Archaea ‘Candidatus ‘Candidatus | ‘Candidatus | ‘Candidatus n.d. n.d.
A.014 sub.f Parvarchaeota | Parvarchaeu | Parvarchaeu | Parvarchaeum
a ’ m’ m acidophilus

acidophilus’ | ARMAN-5’
MaxBin_FL | Bacteria Proteobacteri | Alphaproteo | Rhodospirill | Acetobacterace | Acidibrevibacteri | Acidibrevibacter
A.019.fa a bacteria ales ae um ium
fodinaquatile
MetaBAT | Bacteria Actinobacteri | Acidimicrob | Acidimicrob | Acidimicrobiac | Ferrimicrobium Ferrimicrobium
FLA.10.fa a iia iales eae acidiphilum
MetaBAT | Bacteria Firmicutes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.11.fa
MetaBAT_ | Bacteria Proteobacteri | Acidithioba | Acidithioba | Acidithiobacilla | Acidithiobacillus | Acidithiobacillus
FLA.15.fa a cillia cillales ceae caldus
MetaBAT | Bacteria Actinobacteri | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.16.fa a
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | unclassified unclassified Thermoplasmata
FLA.19.fa a mata matales Thermoplasmat | Thermoplasmatal | les archaeon E-
ales es plasma:
(miscellaneous)

MetaBAT_ | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.21.fa a ria
MetaBAT | Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales unclassified Acidibacillus n.d.
FLA.22.fa Bacillales
MetaBAT_ | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.27.fa a ria
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Tabla 13. Perfil taxondmico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccion de genomas del
metagenoma de FLA via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGSs con un porcentaje de
completitud igual o mayor al 90%. (n.d) Rangos taxondémicos no determinados (continuacion).

# bin Dominio Phylum Clase Orden Familia Genero Especie
MetaBAT_ | Eukaryota | Rhodophyta Bangiophyc | Cyanidiales | Cyanidiaceae Cyanidioschyzon | Cyanidioschyzon
FLA.28.fa eae merolae
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | Ferroplasmace | Acidiplasma n.d.
FLA.30.fa a mata matales ae
MetaBAT_ | Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Alicyclobacillac | Alicyclobacillus Alicyclobacillus
FLA.33.fa eae montanus
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | unclassified unclassified Thermoplasmata
FLA.38.fa a mata matales Thermoplasmat | Thermoplasmatal | les archaeon A-
ales es plasma
(miscellaneous)
MetaBAT_ | Bacteria Actinobacteri | n.d. unclassified | n.d. n.d. Actinobacteria
FLA.39.fa a Actinobacte bacterium
ria 15TR583:
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | unclassified unclassified Thermoplasmata
FLA.42.fa a mata matales Thermoplasmat | Thermoplasmatal | les archaeon I-
ales es plasma
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | unclassified unclassified Thermoplasmata
FLA.43.fa a mata matales Thermoplasmat | Thermoplasmatal | les archaeon A-
ales es plasma
(miscellaneous)
MetaBAT_ | Archaea environmental | uncultured n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.44.fa samples archaeon
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | n.d. n.d. n.d.
FLA.48.fa a mata matales
MetaBAT_ | Archaea Euryarchaeot | Thermoplas | Thermoplas | n.d. n.d. n.d.
FLA.50.fa a mata matales
MetaBAT_ | Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridiale | Clostridiales Sulfobacillus Sulfobacillus
FLA.53.fa (class) s (order) Family XVII. acidophilus
Incertae Sedis
MetaBAT_ | Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridiale | Clostridiales Sulfobacillus n.d.
FLA.8.fa S Family XVII.
Incertae Sedis
MetaBAT | Bacteria Actinobacteri | Actinobacte | n.d. n.d. n.d. n.d.
FLA.9.fa a ria

5.4 Manantiales de Maritaro (MM)

5.4.1 Estructuray diversidad

Al igual que en FLA, en este metagenoma, el dominio Bacteria es el mas abundante con el 80.86%,
seguido de los eucariotas con el 18.56% y apenas aparecen rastros de arqueas y virus (Figura 11A). Los
filos de bacterias mas abundantes corresponden a Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes y Nitrospirae. Con una gran abundancia de eucariotas del filo

Chlorophyta y de grupos sin identificar (Figura 11B).
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Figura 11. Proporcion de grupos de microorganismos encontrados a partir de ndmero de contigs
presentes en el metagenoma de MM, obtenidos del andlisis en la plataforma MG-RAST usando el
algoritmo de contigLCA (LastCommonancestor).
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A nivel de género, se detectaron bacterias relacionadas con Acidobacterium (11.83%), Thiomonas
(8.96%), Clostridium (8.07%), Acidithiobacillus (7.07%), Acidiphilium (6.95%), Burkholderia (2.41%),
Leptospirillum (2.18%) y Alicyclobacillus (1.54%) (Figura 12).
5.4.2 Diversidad funcional

Para este metagenoma (MM), fue posible encontrar un total de 766,315 genes codificantes para
proteinas de los cuales 346,243 poseen un nombre asignado (44.8%), 415 CRISPR y 6,466 genes ARN
de los cuales 667 son genes rARN (Tabla 14). Dentro de los genes codificantes fue posible hallar un
total de 324,092 genes ortdlogos, los cuales se distribuyeron en las categorias mencionadas en la Tabla

15.

Tabla 14. Caracteristicas de los dos metagenoma procedente de las muestras de los manantiales de
Maritaro (MM), obtenidos a partir de la anotacién en la plataforma IMG.

Caracteristica Ndmero de
fragmentos de genes

CRISPR 415

Genes ARN 6,466

Genes rARN 667

5s rARN 146

16S rARN 166

18S rARN 58

23S rARN 237

28S rARN 60

Genes tARN 5,269

Genes codificantes de 766,315

proteinas

Genes con nombre de 346,243

producto
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Tabla 15. Abundancia relativa de categorias de genes ortdlogos (COG) encontrados en los
metagenomas de Maritaro (MM) enumerados por numero de genes y porcentaje frente al total del
metagenoma.

Categoria COG N° Genes | porcentaje
Transporte y metabolismo de aminoacidos 30,134 8%
Transporte y metabolismo de carbohidratos 22,042 5.85%
Control del ciclo celular, division celular, 5,591 1.48%
particionamiento cromosomico

Motilidad celular 8,477 2.25%
Pared celular/membrana/biogénesis de envoltura | 23,481 6.23%
Estructura y dindmica de la cromatina 341 0.09%
Coenzimas de transporte y metabolismo 16,803 4.46%
Citoesqueleto 367 0.10%
Mecanismos de defensa 11,081 2.94%
Produccion y conversion de energia 24,378 6.47%
Estructuras extracelulares 3,076 0.82%
Funcion desconocida 17,586 4.67%
Funcién general 36,634 9.72%
Transporte y metabolismo de iones inorganicos 19,725 5.24%
Trafico extracelular, secrecién y transporte 7,939 2.11%
vesicular

Transporte y metabolismo de lipidos 16,350 4.34%
Mobiloma: profagos, transposones 9,572 2.54%
Transporte y metabolismo de nucleétidos 8,379 2.22%
Modificacion postranscripcional, recambio 16,889 4.48%
proteico, chaperonas

Procesamiento y modificacion de ARN 259 0.07%
Replicacién recombinacion y reparacion 18,672 4.96%
Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte | 9,681 2.57%
y catabolismo

Mecanismos de transduccion de sefial 23,550 6.25%
Transcripcién 21,959 5.83%
Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis 23,773 6.31%

En cuanto a la distribucion de los genes presentados en la Tabla 15, se observa que la mayoria de estos
se encuentran concentrados dentro del filum Proteobacteria, seguido de Acidobacteria, Firmicutes y
Chlorophyta. Con una proporcion mucho mas reducida en los filos Nitrospirae, Actinobacteria y

Bacterioidetes (Figura 13).
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Figura 13. Representacion diversidad funcional del metagenoma MM, las barras indican la cantidad de
genes ortélogos identificados para cada comunidad de microorganismos en el metagenoma hallados a
través de la plataforma IMG/MER.

Observando a detalle las categorias mencionadas en la Tabla 15, se identificaron diversos genes
involucrados en funciones metabolicas relacionadas con ciclos biogeoquimicos, como es el caso de la
fijacion de carbono (relacionados con rutas de CBB y rTCA). Del mismo modo, para el metabolismo del
nitrogeno se hallaron genes relacionados con la fijacién de nitrégeno y la desnitrificacion. En el
metabolismo del fésforo se detectaron genes involucrados en la asimilacion y en la regulacion ante la
escasez de fdsforo y transportadores de fosfatos. Por ultimo, también se hallaron registros de genes
involucrados en la asimilacion y el ciclo del azufre y uso de sustratos inorganicos como hierro (Tabla

16).

Tabla 16. Lista de genes relacionados con procesos metabdlicos en MM, obtenida a partir del proceso
de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
Azufre K17222 SOXA sulfur-oxidizing protein SoxA [EC:2.8.5.2] 25

K17223 SoxX sulfur-oxidizing protein SoxX [EC:2.8.5.2] 22

K17224 soxB sulfur-oxidizing protein SoxB [EC:3.1.6.20] 31
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Tabla 16. Lista de genes relacionados con procesos metabdlicos en MM, obtenida a partir del proceso
de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO) (continuacion).

KO ID Nombre Producto N° genes
Azufre K17225 soxC sulfane dehydrogenase subunit SoxC 26
K17226 soxY sulfur-oxidizing protein SoxY 32
K17227 soxZ sulfur-oxidizing protein SoxZ 21
K00958 sat, met3 sulfate adenylyltransferase [EC:2.7.7.4] 57
K00392 sir sulfite reductase (ferredoxin) [EC:1.8.7.1] 58
K13811 PAPSS 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase [EC:2.7.7.4 | 1
2.7.1.25]
K00394 aprA adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2] 16
K00395 aprB adenylylsulfate reductase, subunit B [EC:1.8.99.2] 13
K00380 cysJ sulfite reductase (NADPH) flavoprotein alpha-component | 44
[EC:1.8.1.2]
K00381 cysl sulfite  reductase (NADPH) hemoprotein beta-component | 58
[EC:1.8.1.2]
K00390 cysH phosphoadenosine phosphosulfate reductase [EC:1.8.4.8] 73
K00640 cyskE serine O-acetyltransferase [EC:2.3.1.30] 108
K00860 cysC adenylylsulfate kinase [EC:2.7.1.25] 17
K00956 cysN sulfate adenylyltransferase subunit 1 [EC:2.7.7.4] 17
K00957 cysD sulfate adenylyltransferase subunit 2 [EC:2.7.7.4] 105
K02045 CysA sulfate transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.25]
K02046 cysU sulfate transport system permease protein
K02047 cyswW sulfate transport system permease protein
K02048 cysP, sbp sulfate transport system substrate-binding protein
K11180 dsrA sulfite reductase alpha subunit [EC:1.8.99.3 1.8.99.5] 10
K11181 dsrB sulfite reductase beta subunit [EC:1.8.99.3 1.8.99.5] 10
Carbono K01601 rbcL ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39] 96
(Fijacion) K01602 rbcsS ribulose-bisphosphate carboxylase small chain [EC:4.1.1.39] 36
K15230 aclA ATP-citrate lyase alpha-subunit [EC:2.3.3.8]
K15231 aclB ATP-citrate lyase beta-subunit [EC:2.3.3.8]
K00174 korA, oorA, | 2-oxoglutarate/2-oxoacid ferredoxin oxidoreductase subunit | 95
oforA alpha [EC:1.2.7.31.2.7.11]
K00175 korB, oorB, | 2-oxoglutarate/2-oxoacid ferredoxin oxidoreductase subunit beta | 95
oforB [EC:1.2.7.31.2.7.11]
K00176 korD, oorD 2-oxoglutarate  ferredoxin  oxidoreductase subunit delta | 14
[EC:1.2.7.3]
K00177 korC, oorC 2-oxoglutarate ferredoxin oxidoreductase subunit gamma | 21
[EC:1.2.7.3]
K00169 porA pyruvate ferredoxin oxidoreductase alpha subunit [EC:1.2.7.1] 26
K00170 porB pyruvate ferredoxin oxidoreductase beta subunit [EC:1.2.7.1] 19
K00171 porD pyruvate ferredoxin oxidoreductase delta subunit [EC:1.2.7.1] 3
K00172 porG pyruvate ferredoxin oxidoreductase gamma subunit [EC:1.2.7.1] | 18
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Tabla 16. Lista de genes relacionados con procesos metabdlicos en MM, obtenida a partir del proceso
de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO) (continuacion).

KO ID Nombre Producto N° genes
Nitrégeno K02586 nifD nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain [EC:1.18.6.1] | 16
K02587 nifE nitrogenase molybdenum-cofactor synthesis protein NifE 10
K02588 nifH nitrogenase iron protein NifH [EC:1.18.6.1] 14
K02591 nifk nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain [EC:1.18.6.1] 12
K02592 nifN nitrogenase molybdenum-iron protein NifN 13
K02595 nifw nitrogenase-stabilizing/protective protein 5
K00370 narG nitrate reductase alpha subunit [EC:1.7.99.4] 65
K00371 narH nitrate reductase beta subunit [EC:1.7.99.4] 37
K00372 nasA assimilatory nitrate reductase catalytic subunit [EC:1.7.99.4] 32
K00373 narJ nitrate reductase delta subunit 31
K00374 narl nitrate reductase gamma subunit [EC:1.7.99.4] 32
K02575 NRT, narK, | MFS transporter, NNP family, nitrate/nitrite transporter 77
nrtP, nasA
KO07673 narX two-component system, NarL family, nitrate/nitrite sensor | 23
histidine kinase NarX [EC:2.7.13.3]
K07674 narQ two-component system, NarL family, nitrate/nitrite sensor | 2
histidine kinase NarQ [EC:2.7.13.3]
K07684 narL two-component system, NarL family, nitrate/nitrite response | 24
regulator NarL
K07685 narP two-component system, NarL family, nitrate/nitrite response | 2
regulator NarP
K10534 NR nitrate reductase (NAD(P)H) [EC:1.7.1.11.7.1.2 1.7.1.3] 17
K15576 nrtA, nasF, | nitrate/nitrite transport system substrate-binding protein 18
CynA
K15577 nrtB, nask, | nitrate/nitrite transport system permease protein 6
cynB
K15578 nrtC, nasD nitrate/nitrite transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.-] | 7
K00362 nirB nitrite reductase (NADH) large subunit [EC:1.7.1.15] 40
K00363 nirD nitrite reductase (NADH) small subunit [EC:1.7.1.15] 21
K00366 nirA ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1] 19
K00368 nirk nitrite reductase (NO-forming) [EC:1.7.2.1] 16
K02598 nirC nitrite transporter NirC 1
K03385 nrfA nitrite reductase (cytochrome c-552) [EC:1.7.2.2] 1
K15876 nrfH cytochrome c nitrite reductase small subunit 1
K02164 norkE nitric oxide reductase NorE protein 4
K02305 norC nitric oxide reductase subunit C 9
K02448 norD nitric oxide reductase NorD protein 5
K04561 norB nitric oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5] 66
K04748 norQ nitric oxide reductase NorQ protein 61
K05916 hmp, YHB1 nitric oxide dioxygenase [EC:1.14.12.17] 25
K13125 NOSIP nitric oxide synthase-interacting protein 3
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Tabla 16. Lista de genes relacionados con procesos metabdlicos en MM, obtenida a partir del proceso
de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO) (continuacion).

KO ID Nombre Producto N° genes
Nitrégeno K13771 nsrkR Rrf2 family transcriptional regulator, nitric oxide-sensitive | 58

transcriptional repressor

K00376 nosZ nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4] 13

K00491 nos nitric-oxide synthase, bacterial [EC:1.14.13.165] 2

K07218 nosD nitrous oxidase accessory protein 4

K13125 NOSIP nitric oxide synthase-interacting protein 3

K19339 nosk NosR/Nirl family transcriptional regulator, nitrous oxide | 4
reductase regulator

Fosforo K01077 E3.1.3.1, alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] 14
phoA, phoB

K01078 E3.1.3.2 acid phosphatase [EC:3.1.3.2] 25

K01113 phoD alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] 19

K01507 ppa inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] 121

K02039 phoU phosphate transport system protein 114

K06217 phoH, phoL phosphate starvation-inducible protein PhoH and related | 95
proteins

KO07175 phoH2 PhoH-like ATPase 50

K07636 phoR two-component system, OmpR family, phosphate regulon sensor | 92
histidine kinase PhoR [EC:2.7.13.3]

K07637 phoQ two-component system, OmpR family, sensor histidine kinase | 12
PhoQ [EC:2.7.13.3]

K07657 phoB two-component system, OmpR family, phosphate regulon | 80
response regulator PhoB

K07658 phoB1, phoP two-component system, OmpR family, alkaline phosphatase | 16
synthesis response regulator PhoP

K07660 phoP two-component system, OmpR family, response regulator PhoP 19

K08176 PHO84 MFS transporter, PHS family, inorganic phosphate transporter 5

K09474 phoN acid phosphatase (class A) [EC:3.1.3.2] 1

K11929 phoE outer membrane pore protein E 1

K14430 PHO87_91 phosphate transporter 3

K15640 K15640, phoE | uncharacterized phosphatase 1

K02036 pstB phosphate transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.27] 120

K02037 pstC phosphate transport system permease protein 110

K02038 pstA phosphate transport system permease protein 107

K02039 phoU phosphate transport system protein 114

K02040 pstS phosphate transport system substrate-binding protein 154

K03306 TC.PIT inorganic phosphate transporter, PiT family 63

K16322 pit low-affinity inorganic phosphate transporter 2
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Tabla 16. Lista de genes relacionados con procesos metabdlicos en MM, obtenida a partir del proceso
de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO) (continuacion).

KO ID Nombre Producto N° genes
Hierro K18683 rus rusticyanin 3
K02274 COXA cytochrome ¢ oxidase subunit | [EC:1.9.3.1] 172
K02275 coxB cytochrome c oxidase subunit Il [EC:1.9.3.1] 122
K02276 coxC cytochrome ¢ oxidase subunit 111 [EC:1.9.3.1] 85
K02277 coxD cytochrome ¢ oxidase subunit IV [EC:1.9.3.1] 2
K04755 fdx ferredoxin, 2Fe-2S 78
K05524 fdxA ferredoxin 75

Se hall6 también una amplia diversidad de genes involucrados en la tolerancia a los cambios abruptos de

la temperatura, la resistencia a la acidez y genes relacionados con procesos de comunicacion bacteriana,

formacidn de biopeliculas y una amplia cantidad de transportadores ABC (Tabla 17).

Tabla 17. Lista de genes relacionados con adaptaciones a resistencia a cambios de temperatura, acidez,
mecanismos de comunicacion bacteriana y transporte presentes en MM obtenida a partir del proceso de
anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
resistencia a altas | KO3668 hslJ heat shock protein HslJ 1
temperaturas K03705 hrcA heat-inducible transcriptional repressor 97
K03708 CtsR transcriptional regulator of stress and heat shock | 9
response
K03799 htpX heat shock protein HtpX [EC:3.4.24.-] 96
K04762 hsIR ribosome-associated heat shock protein Hsp15 40
K09487 HSP90B, TRAL1 | heat shock protein 90kDa beta 19
K09489 HSPA4 heat shock 70kDa protein 4 13
K09490 HSPAS5, BIP heat shock 70kDa protein 5 [EC:3.6.4.10] 31
K11940 hspQ heat shock protein HspQ 1
K13640 hspR MerR family transcriptional regulator, heat shock | 25
protein HspR
K19369 HSPB11 heat shock protein beta-11 1
K19765 HSBP1 heat shock factor-binding protein 1 1
resistencia a bajas | KO3704 CSpA cold shock protein (beta-ribbon, CspA family) 218
temperaturas
Tolerancia a acidez | K01584 adiA arginine decarboxylase [EC:4.1.1.19] 42
K01585 speA arginine decarboxylase [EC:4.1.1.19] 24
K01580 gadB, gadA, | glutamate decarboxylase [EC:4.1.1.15] 37
GAD
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Tabla 17. Lista de genes relacionados con adaptaciones a resistencia a cambios de temperatura, acidez,
mecanismos de comunicacion bacteriana y transporte presentes en MM obtenida a partir del proceso de
anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG orthology (KO) (continuacion).

KO ID Nombre Producto N° genes
formacion de | K11931 pgaB biofilm PGA synthesis lipoprotein PgaB [EC:3.5.1.-] | 4
biopeliculas K11936 pgaC biofilm PGA synthesis N-glycosyltransferase PgaC | 7
[EC:2.4.1.-]
K11937 pgaD biofilm PGA synthesis protein PgaD 1
K12148 bssS biofilm regulator BssS 1
K13654 mchR GntR family transcriptional regulator, colanic acid | 1
and biofilm gene transcriptional regulator
K19334 tabA biofilm protein TabA
K19336 bdcA cyclic-di-GMP-binding biofilm dispersal mediator
protein
K19449 sinR XRE family transcriptional regulator, master | 2
regulator for biofilm formation
K19688 bssR biofilm regulator BssR 1
quorum sensing K07782 sdiA LuxR family transcriptional regulator, quorum- | 4
sensing system regulator SdiA
K13651 mqgsR motility quorum-sensing regulator / GCU-specific | 12
mRNA interferase toxin
K18304 lasR LuxR family transcriptional regulator, quorum- | 1
sensing system regulator LasR
K19731 cciR LuxR family transcriptional regulator, quorum- | 1
sensing system regulator CciR
K01243 pfs adenosylhomocysteine nucleosidase [EC:3.2.2.9] 55
K10439 rbsB ribose transport system substrate-binding protein 165
Transportadores K01989 ABC.X4.S putative ABC transport system substrate-binding | 10
ABC protein
K01990 ABC-2.A ABC-2 type transport system ATP-binding protein 664
K01992 ABC-2.P ABC-2 type transport system permease protein 618
K02003 ABC.CD.A putative ABC transport system ATP-binding protein 255
K02004 ABC.CD.P putative ABC transport system permease protein 534
K02068 ABC.X2.A putative ABC transport system ATP-binding protein 13
K02069 ABC.X2.P putative ABC transport system permease protein 41
K05832 ABC.X4.P putative ABC transport system permease protein
K05833 ABC.X4.A putative ABC transport system ATP-binding protein
K11636 yxdM putative ABC transport system permease protein

Por otro lado, se hallaron genes involucrados en sistemas de defensa como la sintesis de compuestos

antimicrobianos tales como; estreptomicina y cefalosporina. Ademas de mecanismos de resistencia a

diferentes antibioticos, por ejemplo; tetraciclinas, beta-lactamasas, cloranfenicol, vancomicina y

mecanismos de multi-resistencia (Tabla 18).
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Tabla 18. Lista de genes relacionados con sintesis y mecanismos de resistencia de componentes
antimicrobianos presentes en MM, obtenida a partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las
bases de datos de KEGG orthology (KO).

KO ID Nombre Producto N° genes
beta lactamasas | K01467 ampC beta-lactamase class C [EC:3.5.2.6] 13
KO07576 K07576 metallo-beta-lactamase family protein 57
K08218 ampG MFS transporter, PAT family, beta-lactamase induction | 114
signal transducer AmpG
K17836 penP beta-lactamase class A [EC:3.5.2.6] 17
K17837 bla2, blm, | metallo-beta-lactamase class B [EC:3.5.2.6] 5
ccrA, blaB
K17838 oxa beta-lactamase class D [EC:3.5.2.6] 1
cefalosporina K01060 cah cephalosporin-C deacetylase [EC:3.1.1.41] 10
cloranfenicol K05786 rarD chloramphenicol-sensitive protein RarD 17
K07552 ber MFS transporter, DHA1 family, | 83
bicyclomycin/chloramphenicol resistance protein
K08160 mdfA, cmr MFS transporter, DHAL family, multidrug/chloramphenicol | 3
efflux transport protein
K18554 cpt chloramphenicol 3-O phosphotransferase [EC:2.7.1.-] 5
K19271 catA chloramphenicol O-acetyltransferase type A [EC:2.3.1.28] 1
estreptomicina K04343 strB streptomycin 6-kinase [EC:2.7.1.72] 3
tetraciclinas K08151 tetA MFS transporter, DHAL1 family, tetracycline resistance | 22
protein
K18214 tetP_A, tet40 MFS transporter, DHA3 family, tetracycline resistance | 1
protein
K18220 tetM, tetO ribosomal protection tetracycline resistance protein 2
K18476 tetR TetR/AcrR family transcriptional regulator, tetracycline
repressor protein
vancomicina K03862 vanA vanillate O-demethylase monooxygenase subunit | 26
[EC:1.14.13.82]
K03863 vanB vanillate O-demethylase ferredoxin subunit [EC:1.14.13.82] | 36
K07260 vanY D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase [EC:3.4.16.4] 3
K08641 vanX D-alanyl-D-alanine dipeptidase [EC:3.4.13.22] 8
K11475 vanR GntR family transcriptional regulator, vanillate catabolism | 11
transcriptional regulator
K18346 vanwW vancomycin resistance protein VanwW 4
multi resistencia | K03712 marR MarR family transcriptional regulator, multiple antibiotic | 1
resistance protein MarR
K05595 marC multiple antibiotic resistance protein 94

Finalmente, y al igual que en FLA, se encontraron genes relacionados con la resistencia y tolerancia a

metales pesados tales como; transportadores cobalto/niquel, transportadores catidnicos

cobalto/zinc/cadmio y transportadores zinc/cadmio. Junto con genes que codifican a proteinas de
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resistencia a niquel, arsénico, cromo, cadmio y mercurio y mecanismos de resistencia multi metal

(Tabla 19).

Tabla 19. Lista de genes relacionados con adaptaciones a resistencia a metales pesados presentes en
MM, obtenida a partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG

orthology (KO).
KO ID Nombre Producto N° genes
Arsénico K00537 ARSC1, arsC | arsenate reductase [EC:1.20.4.1] 52
K03741 ARSC2, arsC | arsenate reductase [EC:1.20.4.1] 122
K03893 arsB arsenical pump membrane protein 97
K11811 arsH arsenical resistance protein ArsH 46
K08356 aoxB arsenite oxidase large subunit [EC:1.20.9.1] 22
K08355 aoxA arsenite oxidase small subunit [EC:1.20.9.1] 13
K03325 TC.ACR3 arsenite transporter, ACR3 family 142
K01551 arsA, ASNA1 | arsenite-transporting ATPase [EC:3.6.3.16] 108
Cromo K07240 chrA chromate transporter 134
K19784 chrR chromate reductase 42
Mercurio K00221 E4.99.1.2 alkylmercury lyase [EC:4.99.1.2] 6
K00520 merA mercuric reductase [EC:1.16.1.1] 134
K08363 merT mercuric ion transport protein 62
K08364 merP periplasmic mercuric ion binding protein 41
K08365 merR MerR family transcriptional regulator, mercuric resistance | 111
operon regulatory protein
K19057 merD MerR family transcriptional regulator, mercuric resistance | 5
operon regulatory protein
K19058 merC mercuric ion transport protein 12
K19059 merkE mercuric ion transport protein 9
Niquel K00518 sodN nickel superoxide dismutase [EC:1.15.1.1] 10
K02031 ABC.PE.A peptide/nickel transport system ATP-binding protein 97
K02032 ABC.PE.A1 peptide/nickel transport system ATP-binding protein 92
K02033 ABC.PE.P peptide/nickel transport system permease protein 199
K02034 ABC.PE.P1 peptide/nickel transport system permease protein 177
K02035 ABC.PE.S peptide/nickel transport system substrate-binding protein 316
K04651 hypA, hybF hydrogenase nickel incorporation protein HypA/HybF 48
K04652 hypB hydrogenase nickel incorporation protein HypB 49
K07241 nixA high-affinity nickel-transport protein 112
K07722 nikR CopG family transcriptional regulator, nickel-responsive | 11
regulator
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Tabla 19. Lista de genes relacionados con adaptaciones a resistencia a metales pesados presentes en
MM, obtenida a partir del proceso de anotacion en IMG utilizando las bases de datos de KEGG
orthology (KO) (continuacién).

KO ID Nombre Producto N° genes
Multi-Metal | K02006 chio cobalt/nickel transport system ATP-binding protein 13
K02007 chiM cobalt/nickel transport system permease protein 13
K02008 chiQ cobalt/nickel transport system permease protein 13
K02009 chbiN cobalt/nickel transport protein 5
K06189 corC magnesium and cobalt transporter 40
K15725 czcC outer membrane protein, cobalt-zinc-cadmium efflux system 28
K15726 CzcA cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA 185
K15727 czcB membrane fusion protein, cobalt-zinc-cadmium efflux system 60
K16264 czcD, zitB cobalt-zinc-cadmium efflux system protein 117
K16267 zZipB zinc and cadmium transporter 17

5.4.3 Diversidad taxonémica
Contrario a FLA, en el metagenoma de MM se encontr6 una mayor cantidad de secuencias de genes

ribosomales 16S rARN con 40 registros, de los cuales, 32 corresponden Unicamente a bacterias (Tabla
20) y ocho a organelos de eucariontes (Tabla S3). Aunque, de igual forma como sucedié con FLA, los
resultados del andlisis en BLAST coincidieron con lo hallado en el proceso de anotacion (Figura 7) y

parcialmente con el analisis taxonomico en SILVANgs (Figura 14).

Tabla 20. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a bacterias
encontradas en el metagenoma de MM realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI. Para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia desconocida, se agregd en la parte inferior el hit mas
cercano con una secuencia de referencia conocida.

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numero de | % %
(pb) acceso identidad | cobertura
1161 Proteobacteria | y-proteobacteria | Metallibacterium scheffleri MT605224 | 99.66 100
S30H22
1544 Firmicutes Negativicutes Uncultured bacterium clone HQ660794 | 94.02 98
RABS B58
Pelosinus defluvii SHI-1 NR109398 | 93.18 99
1488 Acidobacteria Acidobacteriia | Acidobacterium capsulatum NR074106 | 99.33 100
ATCC 51196
1517 Proteobacteria | p- Uncultured bacterium clone MT362442 | 97.37 100
proteobacteria IN_ MF 1830
Thiomonas intermedia K12 CP002021 | 96.05 100
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Tabla 20. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a bacterias
encontradas en el metagenoma de MM realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI. Para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia desconocida, se agregd en la parte inferior el hit mas
cercano con una secuencia de referencia conocida (continuacion).

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numerode | % %
(pb) acceso identidad | cobertura
1250 Actinobacteria Acidimicrobiia Uncultured bacterium clone JQ815670 99.43 98
CEM_g6
Acidimicrobium ferrooxidans NR074390 | 94.25 100
DSM 10331
1234 Acidobacteria Acidobacteriia | Acidobacterium capsulatum NR074106 | 99.27 100
ATCC 51196
1230 Firmicutes Bacilli Uncultured Alicyclobacillaceae GU229856 | 99.15 95
bacterium clone S3BC3
Alicyclobacillus pomorum 3A NR024801 | 92.34 99
1479 Proteobacteria | a- Acidiphilium multivorum AP012035 | 96.89 100
proteobacteria AIU301
1243 Proteobacteria | Acidithiobacillia | Acidithiobacillus thiooxidans CP045571 | 98.79 100
ATCC 19377
1524 Proteobacteria | y-proteobacteria | Uncultured bacterium clone DQ480485 | 99.4 98
G51-19
Acidibacter ferrireducens NR126260 | 97.65 80
MCF85
1473 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium clone HM124389 | 97.49 99
proteobacteria STPCL-2
Acidocella aromatica LGS-3 AF253413 | 97.73 95
1475 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium clone HM124389 | 97.15 99
proteobacteria STPCL-2
Acidocella aluminiidurans AL46 | NR112716 | 96.95 99
1550 Firmicutes Clostridia Uncultured bacterium clone FN865191 | 99.89 58
0117206E10
Thermoanaerobacter wiegelii NR075059 | 76.3 55
Rt8.B1
1530 Proteobacteria | y-proteobacteria | Mangrovibacter sp. AB6 JX188076 99.67 100
Mangrovibacter yixingensis NR_136780 | 99.93 95
TULL-A
1152 Proteobacteria | g- Thiomonas cuprina YE4-D1-1- FN870344 | 98.87 100
proteobacteria CH
1480 Actinobacteria Acidimicrobiia Uncultured bacterium, clone HE604016 | 98.85 100
Central-Bottom-cDNA _clone56
Aciditerrimonas ferrireducens NR112972 | 89.46 98
JCM 15389
1481 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium clone RS- | KC541487 | 97.3 99
proteobacteria G27
Acidiphilium iwatense AB561883 | 94.82 100
1519 Phycisphaerae Uncultured bacterium clone KC619551 | 98.73 98
NSCOm-bac_h10
Tepidisphaera mucosa 2842 NR148582 | 79.92 100
1481 Proteobacteria | a- Acidocella aluminiidurans AL46 | NR112716 | 94.87 99

proteobacteria
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Tabla 20. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a bacterias
encontradas en el metagenoma de MM realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI. Para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia desconocida, se agregd en la parte inferior el hit méas
cercano con una secuencia de referencia conocida (continuacion).

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numerode | % %
(pb) acceso identidad | cobertura
1556 Proteobacteria | o- Uncultured proteobacterium EU156151 | 99.15 98
proteobacteria clone pCOF 65.7 H11
Desulfurella acetivorans A63 NR121723 | 98.27 100
1472 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium clone JF800770 96.08 100
proteobacteria BT1028
Phaeospirillum molischianum NR104755 | 95.93 99
DSM 120
1202 Proteobacteria | a- Rickettsiaceae endosymbiont of LC004724 | 99.25 100
proteobacteria Carteria cerasiformis rrs, nlpD2
Rickettsia heilongjiangensis 054 | NR074469 | 94.52 100
1498 Firmicutes Clostridia Uncultured bacterium clone 500- | FR687470 | 98.78 98
69
Clostridium magnum MM5 GU129927 | 98.78 96
964 Firmicutes Clostridia Uncultured bacterium clone 500- | FR687470 | 97.31 100
69
Clostridium magnum OZK30 KT696502 | 97.11 100
1556 Firmicutes Clostridia Desulfosporosinus orientis DSM | CP003108 | 96.41 100
765
1470 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium, clone FR667789 | 99.72 98
proteobacteria IRON_SNOW CB C1 P2
Rhodoplanes cryptolactis AB087718 | 90.72 100
1490 Proteobacteria | a- Uncultured bacterium clone DQ337066 | 96.73 98
proteobacteria EV818SWSAP21
Trojanella thessalonices AF069496 | 86.42 97
1526 Proteobacteria | g- Uncultured bacterium clone G5 DQ480481 | 96.68 98
proteobacteria  ["Ferritrophicum radicicola CCJ | DQ386263 | 95.14 99
1083 Nitrospirae Nitrospirales Uncultured bacterium clone EF446274 99.91 100
placal b9
Leptospirillum ferrooxidans Sy AF356839 | 99.63 100
1512 Bacteroidetes Bacteroidia Uncultured bacterium clone EF515423 96.99 92
24c04
Microbacter margulisiae ADRI NR126316 | 94.9 98
1544 Firmicutes Negativicutes Uncultured bacterium clone HQ660794 | 94.02 99
RABS B58
Pelosinus defluvii SHI-1 NR109398 | 93.18 99
1054 Firmicutes Clostridia Clostridium acidisoli CK74 AJ237756 96.88 100
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Figura 14. Andlisis taxondmico de las secuencias de 16S rARN derivadas del metagenoma de FLA
realizado en la plataforma SILVAngs. El grafico presentado fue generado automaéticamente para ser
mostrado a través de la plataforma KRONA.

5.4.4 Recuperacion de genomas

5.4.4.1 Andlisis gendmico comparativo
De forma similar al caso de FLA, en MM fue posible recuperar genomas parciales de dos bacterias a
partir de genomas de referencia, usando como base los resultados de la anotacion taxondmica de genes
ribosomales 16S rARN. Para este caso fue posible recuperar un genoma parcial de un microorganismo
cercano al género Acidobacterium y otro genoma parcial cercano al género Metallibacterium
denominados; Candidatus Acidobacterium sp. MMO1 y Candidatus Metallibacterium sp. MMO02

respectivamente.
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‘Candidatus Acidobacterium sp. MMO01’
Es un genoma parcial de 5.7 Mb distribuidos en 2,119 contigs con un valor de N50 de 6,753 pb (Tabla

S7), el alineamiento con el genoma de referencia muestra un mayor tamafio del genoma recuperado,
ademas de una elevada fragmentacion. Sin embargo, se alcanzan a denotar algunas regiones conservadas

sin inversiones y algunas transposiciones (Figura 15).

Acidobacterium capsulatum ATCC51196

506000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000 3500000 4000000

e
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4500000 5000000 5500000

Candidatus Acidobacterium sp. MM0O1

Figura 15. Alineamiento global desarrollado en MAUVE entre el genoma de Acidobacterium
capsulatum ATCC51196 (parte superior) y ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO1’ (parte inferior). Las
regiones conservadas se muestran en los blogues coloreados.

La anotacion de este genoma (Tabla 22) muestra que posee 6,409 secuencias codificantes distribuidas
en 240 subsistemas, 78 ARNs y ningun CRISPR, la informacion derivada revela que al igual que los
recuperados en FLA. Esta bacteria posee adaptaciones a condiciones ambientales adversas ya
mencionadas tales como el choque térmico (grpE, hspR), el estrés osmético (ompA) y oxidativo (ahpC,
ohr, sod), tolerancia a altas concentraciones de monoxido de nitrégeno (nnsR, nsrR) y radicales libres
derivados de azufre (bcp). Mecanismos de defensa y resistencia a metales como mercurio (merAT, mir)
cobre (copAB, cutACE, corC) cobato-zinc-cadmio (czcD, cusB/czsB), resistencia a antibioticos

betalactamicos (phnP) y fluoroquinolonas (gyrAB).
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Por otro lado, en el espectro metabdlico, este organismo posee genes relacionados con la asimilacion de
amonio (gInADB, amt). De la misma forma se detectd transportadores y genes relacionados con la
incorporacion de pirofosfato (ppa) polifosfatos (ppx, ppk, ppgK), regulacion y transporte de fosfatos

(phoURB) y escasez de Fosforo (phoH).

100{ Acidipila dinghuensis DHOFO10™ GCF 004123295.1
Silvibacterium bohemicum S157 GCF 001006305.1

100

- [ Acidobacterium capsulatum ATCC51196” GCF 000022565.1

100 Candidatus Acidobacterium sp. MM01

Acidisarcina polymorpha SBC82" GCF 003330725.1
a9 Acidobacteriales

100 Granulicella mallensis MPSACTX8" GCF 000178955.2
i‘;_‘; Bryocella elongata DSM22489T GCF_900108185.1
Edaphobacter aggregans DSM 19364 GCF 000745965.1

Terriglobus roseus DSM18391 GCF 000265425.1

100

_EOccallatibacter savannae AB23 GCF 003131205.1
87 Terracidiphilus gabretensis S55" GCF 001449115.1
— Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076 GCF 000014905.1

Bryobacterales

100 | Bryobacter aggregatus MPL3"T GCF 0007024451
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2

Figura 16. Analisis filogénomico en el cual se representa la relacion evolutiva predicha entre ‘Ca.
Acidobacterium sp. MMO1’ y diferentes secuencias de integrantes del orden Acidobacteriales. El arbol
fue reconstruido con PhyloPhlAn utilizando 376 alineamientos de marcadores moleculares, PhyloPhlAn
realiza alineamientos individuales de cada set de proteinas recuperados de los genomas introducidos
correspondientes a la clase Acidobacteriia. Asi, PhyloPhlAn concatena las posiciones mas
discriminativas en cada alineamiento de proteinas en una Unica secuencia larga para reconstruir un arbol
filogenético usando FastTree. La posicion de ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO1’ se resalta en negrita. LOS
nameros de accesos se encuentran seguidos a cada uno de los genomas. Los nimeros en los soportes de
ramas representan los valores de probabilidades (basado en 1000 remuestreos). La barra de escala en la
parte inferior izquierda representa el numero estimado de sustituciones de aminoacidos por sitio por
unidad de longitud de rama.

A nivel taxonémico, si bien este genoma presenta una clara relacion con el genoma de referencia a nivel
filogendmico (Figura 16), al observar los métricos de ANI y de in silico DDH los resultados son mas
controversiales (Tabla 21), debido a que los valores de estos métricos nos estan indicando que

probablemente no se trate de la misma especie de bacteria.
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Tabla 21. Métricas de identidad de secuencia utilizados para la identificacion del genoma de ‘Ca.
Acidobacterium sp. MM01’

‘Ca. Acidobacterium sp. MMO01* | Acidobacterium capsulatum

ATCC51196

NUmero de contigs 2,119 1 cromosoma

Tamario del genoma 5.75 Mb 4.13 Mb

ANIb 100 90.41

ANIm 100 90.94

In silico DDH 100 39.6

GC% 61.1 60.5

Tabla 22. Subsistemas detectados en los genomas recuperados de ‘Candidatus Acidobacterium sp.
MMO1’ y ‘Candidatus Metallibacterium sp. MMO02’ por medio de andlisis de anotacion en RAST.

Subsistema ‘Ca. Acidobacterium | ‘Ca. Metallibacterium
sp. MMOY’ sp. MM02’
Cofactores, vitaminas, grupos | 138 246
prostéticos, pigmentos
Pared celular y capsula 61 56
Virulencia, enfermedad y defensa 175 85
Metabolismo del K 15 15
Fotosintesis 8 0
Miscelaneos 2 20
Fagos, profagos, elementos | 0 1
transponibles, plasmidos
Transporte de membrana 127 30
Metabolismo y adquisicion de Fe 1 0
Metabolismo ARN 147 75
Nucledsidos y nucledétidos 161 67
Metabolismo de las proteinas 494 162
Motilidad y Quimiotaxis 24
Regulacidn y sefializacion celular 21 12
Metabolismo secundario 14 0
Metabolismo ADN 203 30
Acidos grasos, lipidos, e isoprenoides | 65 94
Metabolismo del N 19 26
Dormancia y esporulacion 2 0
Respiracién 189 126
Respuesta a estrés 22 16
Metabolismo de compuestos | 24 12
aromaticos
Aminoacidos y derivados 389 172
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Tabla 22. Subsistemas detectados en los genomas recuperados de ‘Candidatus Acidobacterium sp.
MMO01’ y ‘Candidatus Metallibacterium sp. MMO02’ por medio de analisis de anotacion en RAST
(continuacién).

Subsistema ‘Ca. Acidobacterium | ‘Ca. Metallibacterium
sp. MMOY’ sp. MM02’

Metabolismo del S 19 10

Metabolismo del P 50 39

Carbohidratos 266 194

‘Candidatus Metallibacterium sp. MM02’
Su genoma esta compuesto por 5.6 Mb distribuidos en 2,062 contigs, con un valor de N50 de 6,309 pb

(Tabla S8). De igual forma que ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO1’, el genoma recuperado posee una
mayor longitud que el genoma de referencia, ademas de encontrarse altamente fragmentado. En
contraste, el alineamiento muestra algunas regiones relativamente conservadas en las partes medias del

genoma, con altos rastros de variabilidad en los extremos (Figura 17).

Metallibacterium scheffleri DKE6
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Candidatus Metallibacterium sp. MM02

Figura 17. Alineamiento gendmico desarrollado en MAUVE entre los genomas de Metallibacterium
scheffleri DKE6 (parte superior) y de ‘Ca. Metallibacterium sp. MMO02’ (parte inferior). Las regiones
conservadas se muestran en los bloques coloreados.
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La anotacion de este genoma (Tabla 22) muestra que posee 6,266 secuencias codificantes distribuidas
en 274 subsistemas, 113 ARNs y ningin CRISPR, al revisar detalladamente los subsistemas se encontrd
que esta bacteria muestra tolerancia a diversos tipos de estrés ambiental como el choque térmico (grpE)
El estrés oxidativo, tanto por radicales de oxigeno (ahpC, sodB, rdr, ahr, oxyR, fur) concentraciones
elevadas de monoxido de nitrégeno (nrsR) y radicales de azufre (trxR, bcp, ahpC), estrés osmotico
(ompA, ndvB), Mecanismos de defensa y resistencia a metales pesados como: mercurio por medio de la
presencia de mercurio reductasas (merAT, mir), el cobre a través de genes relacionados con la
homeostasis y tolerancia (copAB, cutA, corC), la existencia de complejos de resistencia cobalto-zinc-

cadmio (czcAD, cusB/czsB, czrR,) y girasas con resistencia a fluoroquinolonas (gyrAB).

En cuanto a su metabolismo, fue posible detectar genes relacionados con la escasez de carbono (csrA,
sipP, sspAB), y la presencia de un carboxisoma que permite la fijacién de CO2 (rbcS, rbcL, cbbR).
Genes involucrados en la adquisicion de hierro (tonB) y su uso como aceptor final de electrones por
medio de ferredoxina reductasas (FR) y hetero disulfuro reductasas (hdrB). Para el metabolismo del
nitrégeno se observa que hay genes relacionados con la asimilacion de amonio (gInADE, gItAD, amt) y
de nitrificacion (nirK, nor, nnrS). Por ultimo, en cuanto al metabolismo del fosforo, se detectaron
variedad de transportadores y elementos de regulacion para la adquisicion de fosfatos (phoBRU, alkP) y

con la escasez de fosfatos (phoH) y adquisicion de pirofosfatos (ppa) y polifosfatos (ppx, ppk, gppA).

En cuanto a su clasificacion, si bien se denota una alta relacion entre el genoma de referencia y el
genoma de ‘Ca. Metallibacterium sp. MMO02’ (Figura 18), se observé un patrén similar al mencionado
en el genoma anterior, donde los resultados de los métricos ANI e in silico DDH arrojan resultados los
cuales indican que estos dos genomas poseen diferencias entre ellos para considerar que no se trata de la

misma especie de bacteria (Tabla 23).
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Dyella caseinilytica CGMCC1.15434" GCF 014642815.1

Aerosticca soli Dysh456" GCF 003967035.1
Frateuria aurantia DSM6220" GCF 000242255.2
Rhodanobacter fulvus Jip2" GCF 000264315.1

Luteib: rhizovicinus DSM16549 GCF 001887595.1

— L Oleiagrimonas citrea MEBiC09124™ GCF 012395255.1

Mizugakiib. diminis skMP5™ GCF 000953855.2

Rhodanobacteraceae

r Metallibacterium scheffleri DKE6™ GCF 002077135.1

B w0 L Candidatus Metalib ium sp. MM02
L— Dokdonella fugitiva A3T GCF 0043424251
Rudaea cellulosilytica DSM22992" GCF 000378125.1

Tahibacter aquaticus DSM21667" GCF 004363655.1

Abhniella affig D13" GCF 003015185.1

Pseudoful gallinarii DSM21944™ GCF 004343305.1

Chiayiivirga flava DSM24163" GCF 014202825.1

Arenimonas composti TR7-09" GCF 000426365.1
_ Xanthomonadaceae
Luteimonas huabeiensis HB-2" GCF 000559025.1

Figura 18. Analisis filogénomico en el cual se representa la relacion evolutiva predicha entre ‘Ca.
Metallibacterium sp. MMO02’ y diferentes secuencias de integrantes de la familia Rhodanobacteraceae.
El arbol fue reconstruido con PhyloPhlAn utilizando 378 alineamientos de marcadores moleculares,
PhyloPhlAn realiza alineamientos individuales de cada set de proteinas recuperados de los genomas
introducidos correspondientes al orden Xanthomonadales. Asi, PhyloPhlAn concatena las posiciones
mas discriminativas en cada alineamiento de proteinas en una Unica secuencia larga para reconstruir un
arbol filogenético usando FastTree. La posicion de ‘Ca. Metallibacterium sp. MMO02’ se resalta en
negrita. Los numeros de accesos se encuentran seguidos a cada uno de los genomas. Los nameros en los
soportes de ramas representan los valores de probabilidades (basado en 1000 remuestreos). La barra de
escala en la parte inferior izquierda representa el nimero estimado de sustituciones de aminoacidos por
sitio por unidad de longitud de rama.

Tabla 23. Métricas de identidad de secuencia utilizados para la identificacion del genoma de ‘Ca.
Metallibacterium sp. MM02".

Ca. Metallibacterium sp. MMO02 | Metallibacterium scheffleri DKE6
Numero de contigs 2,062 5
Tamariio del genoma 5.37 3.76
ANIb 100 95.88
ANIm 100 96.3
dDDH 100 58.5
GC% 66.8 65.8
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5.4.4.2 Construccion de genomas a partir de metagenomas (MAG) via binning
A diferencia de los MAGs reconstruidos en el metagenoma de FLA, en MM la cantidad fue mayor (44
MAGS), todos correspondientes al Dominio Bacteria (Tabla 24). Entre los MAGs recuperados se
encuentran principalmente el filum Proteobacteria, y en menor medida Firmicutes y Actinobacteria. De
todos los MAGs recuperados, 13 poseen una completitud superior al 95%, siendo el MaxBin_MM.005
(Tabla 24) el MAG que posee un 100% de completitud con respecto a los marcadores de CheckM

(Figura S3B), de acuerdo con el perfil taxondmico, este MAG posee relacion con el género Acidisoma.

Tabla 24. Perfil taxonémico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccién de genomas del
metagenoma de MM via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGs con un porcentaje de

completitud del 90%. (n.d) Rangos taxonémicos no determinados.

# bin Dominio | Phylum | Clase Orden Familia Género Especie
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rickettsiales unclassified n.d n.d
MM.100.fa acteria teria Rickettsiales
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidibrevibacteri | Acidibrevibacteriu
MM.116.fa acteria teria es ae um m fodinaquatile
CONCOCT _ Bacteria | Firmicut | Negativicutes Selenomonada | Sporomusaceae | n.d n.d
MM.118.fa es les
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Rhodospirillace | n.d n.d
MM.126_sub. acteria teria es ae
fa
CONCOCT_ Bacteria | Actinob | Acidimicrobiia | Acidimicrobial | Acidimicrobiac | Ferrithrix Ferrithrix
MM.133.fa acteria es eae thermotolerans
CONCOCT_ Bacteria | Firmicut | Clostridia Clostridiales Peptococcaceae | Desulfosporosinu
MM.138.fa es S
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | unclassified unclassified Rhodospirillales
MM.142.fa acteria teria es Rhodospirillale | Rhodospirillales bacterium 20-64-7
S (miscellaneous)

CONCOCT _ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidocella n.d
MM.142 fa acteria teria es ae
CONCOCT _ Bacteria | Actinob | Acidimicrobiia | Acidimicrobial | Acidimicrobiac | Ferrithrix Ferrithrix
MM.15.fa acteria es eae thermotolerans*
CONCOCT _ Bacteria | Firmicut | Clostridia Thermoanaero | Thermodesulfob | Thermodesulfobiu | n.d
MM.17.fa es bacterales iaceae m
CONCOCT_ Bacteria | Bacteria | Patescibacteria | Parcubacteria | n.d n.d n.d
MM.24 fa candidat | group group

e phyla
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Deltaproteobac | Desulfurellale | Desulfurellacea | Desulfurella Desulfurella
MM.30_sub.fa acteria teria S e amilsii
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidiphilium n.d
MM.34 _sub.fa acteria teria es ae
CONCOCT _ Bacteria | Proteob | Gammaproteob | Xanthomonad | Rhodanobacter | Metallibacterium | Metallibacterium
MM.53.fa acteria acteria ales aceae scheffleri
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidiphilium n.d
MM.56 sub.fa acteria teria es ae
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Tabla 24. Perfil taxondmico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccion de genomas del
metagenoma de MM via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGs con un porcentaje de
completitud del 90%. (n.d) Rangos taxondémicos no determinados (continuacion).

# bin Dominio | Phylum | Clase Orden Familia Género Especie
CONCOCT_ Bacteria | Proteob | Acidithiobacilli | Acidithiobacill | Acidithiobacilla | Acidithiobacillus | n.d

MM.62 sub.fa acteria a ales ceae *

CONCOCT _ Bacteria | Proteob | Betaproteobact | Burkholderiale | unclassified Thiomonas Thiomonas sp.
MM.83.fa acteria eria S Burkholderiales FB-6
CONCOCT _ Bacteria | Firmicut | Bacilli Bacillales n.d n.d n.d

MM.84 sub.fa es

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Betaproteobact | Burkholderiale | unclassified Thiomonas n.d

004 _sub.fa acteria eria S Burkholderiales

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidisoma unclassified
005.fa acteria teria es ae Acidisoma
MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidiphilium unclassified
009 sub.fa acteria teria es ae Acidiphilium
MaxBin_MM. | Bacteria | Firmicut | Bacilli Bacillales unclassified Acidibacillus n.d
025_sub.fa es Bacillales

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | n.d n.d n.d n.d
036_sub.fa acteria teria

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | n.d n.d n.d n.d

052 sub.fa acteria teria

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Betaproteobact | Burkholderiale | unclassified Thiomonas n.d
061_sub.fa acteria eria s Burkholderiales

MaxBin_MM. | Bacteria | Proteob | Gammaproteob | Enterobacteral | Enterobacteriac | Mangrovibacter n.d

067.fa acteria acteria es eae

MetaBAT_M | Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | n.d n.d n.d

M.12 sub.fa acteria teria es

MetaBAT_M Bacteria | Actinob | Actinobacteria | n.d n.d n.d n.d

M.15.fa acteria

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Gammaproteob | Xanthomonad | Rhodanobacter | n.d n.d
M.16_sub.fa acteria acteria ales aceae

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidocella unclassified
M.22 sub.fa acteria teria es ae Acidocella
MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidiphilium Acidiphilium sp.
M.25.fa acteria teria es ae 20-67-58
MetaBAT_M Bacteria | Actinob | unclassified n.d n.d n.d n.d

M.26.fa acteria Actinobacteria

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Gammaproteob | n.d n.d n.d n.d

M.38.fa acteria acteria

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Gammaproteob | n.d n.d n.d n.d

M.39 sub.fa acteria acteria

MetaBAT_M Bacteria | Actinob | Acidimicrobiia | Acidimicrobial | Acidimicrobiac | Acidithrix Acidithrix
M.40.fa acteria es eae ferrooxidans*
MetaBAT M Bacteria | Acidoba | Acidobacteriia | Acidobacterial | Acidobacteriace | Acidobacterium Acidobacterium
M.42.fa cteria es ae capsulatum
MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Betaproteobact | n.d n.d n.d n.d

M.43.fa acteria eria

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidocella Acidocella
M.44 fa acteria teria es ae aminolytica
MetaBAT M Bacteria | PVC nd nd n.d nd n.d

M.52.fa group

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | Acetobacterace | Acidocella n.d

M.58.fa acteria teria es ae

MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Alphaproteobac | Rhodospirillal | n.d n.d n.d

M.62.fa acteria teria es

MetaBAT_M Bacteria | Acidoba | Acidobacteriia | Acidobacterial | Acidobacteriace | n.d n.d

M.68 sub.fa cteria es ae
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Tabla 24. Perfil taxondmico de los MAGs recuperados a partir de reconstruccion de genomas del
metagenoma de MM via binning. Los nombres en rojo corresponden a MAGs con un porcentaje de
completitud del 90%. (n.d) Rangos taxondémicos no determinados (continuacion).

# bin Dominio | Phylum | Clase Orden Familia Género Especie
MetaBAT M Bacteria | Actinob | Actinobacteria | n.d n.d nd n.d
M.71.fa acteria
MetaBAT M Bacteria | Acidoba | Acidobacteriia | Acidobacterial | Acidobacteriace | Acidobacterium Acidobacterium
M.79.fa cteria es ae capsulatum
MetaBAT_M Bacteria | Proteob | Deltaproteobac | Desulfurellale | Desulfurellacea | Desulfurella Desulfurella
M.83.fa acteria teria s e amilsii

6. DISCUSION

6.1 Fumarolas de los Azufres (FLA)
A partir de los resultados presentados, se encontraron filotipos presentes dentro del metagenoma de FLA
que fueron reportados en estudios previos Servin Garciduefias y Martinez Romero (2015). Donde se
detectaron integrantes de los géneros Leptospirillum, Aciditerrimonas, Acidithiobacillus,
Ferrimicrobium y Sufobacillus (Tabla 9). El estudio de Servin Garciduefias y Martinez Romero, (2015)
detect6 previamente poblaciones de gammaproteobacterias y alfaproteobacterias no descritas, las cuales
han sido encontradas en este estudio (Tabla 9, Figura 6). Aunque, con la actualizacién de las bases de
datos, se ha podido corroborar con mayor precision el taxa al cual pertenecen algunos de los registros de
estas poblaciones, e incluso, se pudo recuperar un genoma, tal como es el caso de ‘Ca.
Acidibrevibacterium sp. FLA01’, del cual se hablara con mayor detalle mas adelante. Ademas, se
detectd otra gammaproteobacteria cuya relacion mas cercana es con el género Ectothiorhodospira

(Tabla 9).

Adicionalmente, en el trabajo de Servin Garciduefias y Martinez Romero (2015) se han detectado
poblaciones de actinobacterias que estan relacionadas filogenéticamente con los géneros
Ferrimicrobium, Aciditerrimonas, y Conexibacter. En este estudio fue posible detectar la presencia de
estos generos (Figura 4, Tabla 9) y recuperar de manera parcial un genoma correspondiente al género

Aciditerrimonas. Por otro lado, se detectaron otras poblaciones con relacion cercana a los géneros
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Acidithiomicrobium y Spirillospora. Logrando expandir la identificacion de microorganismos de esta
comunidad dentro de los sedimentos presentes en las fumarolas de los Azufres. ElI género
Acidithiomicrobium ha sido hallado previamente en ambientes geotérmicos (Norris et al., 2011), por lo
que no es extraordinario su hallazgo en un lugar como las fumarolas de Los Azufres. Caso contrario
ocurre con el genero Spirillospora el cual se ha encontrado en otro tipo de ambientes extremos, por
ejemplo, cavernas (Nakaew et al., 2009). Teniendo en cuenta que el filum Actinobacteria es el méas
abundante dentro de este metagenoma (Figura 3) y uno de los mas abundantes en diversos ambientes de
acuerdo con su versatilidad y capacidad de producir metabolitos secundarios (Shivlata & Satyanarayana,
2015) su presencia dentro de las fumarolas de los azufres puede ser determinante en la estructura de las

comunidades microbianas en FLA.

El trabajo de Servin Garciduefias y Martinez Romero (2015) reportd algunos integrantes del filo
Firmicutes, los cuales también se encontraron en este estudio, tales como poblaciones de los géneros
Sulfobacillus y Allicyclobacillus (Figura 4, Figura 6, Tabla 9). Sin embargo, en este estudio fue
posible hallar registros cercanos con el género Thermoaerobacter, el cual no ha sido reportado por
estudios previos en la zona. En contraste, en investigaciones de otros ambientes geotérmicos en México
si se han encontrado registros de este género, tal es el caso de las fumarolas presentes en inmediaciones

del volcan Paricutin (Medrano-Santillana et al., 2017; Mora-Gonzalez et al., 2020).

A pesar del uso de los filtros de RNAmmer, se detecto la presencia de Euryarchaeotas y Crenoarhaeotas
en los resultados de identificacion taxonomica (Figura 6, Tabla S1), siendo Euryarchaeota la més
abundante. Aunque las arqueas no son parte del objetivo principal de este estudio, los resultados
presentes en la Tabla S1 coinciden con trabajos previos realizados por (Marin-Paredes & Servin-

Garciduefias, 2020; Servin-Garciduefias & Martinez-Romero, 2014) en los cuales, se describe con
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mayor detalle la presencia y recuperacion de genomas de arqueas del orden Sulfolobales presentes en los

sedimentos de muestras provenientes de fumarolas de Los Azufres.

Tanto la anotacién, los analisis de genes ribosomales como la reconstruccién de MAGs muestran la
dominancia de comunidades de actinobacterias y proteobacterias, las cuales han sido detectadas en
ambientes similares a los presentes en FLA, tal es el caso de las fumarolas presentes en el Volcan
Paricutin en México (Souza-Brito et al., 2019) y en Vulcano, Italia (Fagorzi et al., 2019). Sin embargo,
Mora-Gonzaélez et al. (2020) encontraron una alta dominancia de OTUs pertenecientes al filo Firmicutes
y en menor medida a Proteobacteria en muestras de suelo provenientes de fumarolas ubicadas en el
campo geotérmico de Los Humeros. Ademas, Wall et al. (2015) detectaron una gran abundancia de
OTUs correspondientes a los filos Cloroflexi y Cyanobacteria detectados también en esta investigacion,
pero en abundancias menores. Aunque, es importante agregar que gran parte de los OTUs encontrados
en dicho estudio no pudieron ser identificados. De modo que, es dificil establecer un patrén taxonémico
estatico dentro de las comunidades microbianas que habitan los sedimentos de las fumarolas, aun asi, los
estudios publicados de comunidades microbianas a lo largo del Eje Volcanico Transmexicano, parecen
mostrar tendencias que podrian explicar como se distribuyen estos grupos taxondémicos, pero se
requieren mas estudios en otros ambientes similares dentro de esta region para poder corroborar dicho
patrén.
6.1.1 Diversidad funcional

De acuerdo con los resultados de la anotacion, un gran porcentaje de los genes presentes dentro de FLA
son desconocidos (Tabla 3), esto pudo deberse en parte a las limitaciones propias de las bases de datos
de IMG o de secuencias incompletas dentro del ensamblaje las cuales no pudieron ser identificadas por
los algoritmos de anotacidn, por lo que no es extrafio encontrar porciones de genes no identificados. Sin

embargo, esto abre las puertas a explorar con mayor detalle dichas secuencias en estudios futuros, con el
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fin de detectar genes novedosos. Dentro de los genes detectados, se pudieron catalogar funciones de
relevancia tanto en el metabolismo central de las comunidades que habitan en FLA como en

adaptaciones clave para su supervivencia en este ambiente (Tablas 5-8).

En primer lugar, cabe destacar el hallazgo de genes involucrados en la obtencion de nutrientes
fundamentales como el fosforo, donde se encontraron genes que codifican para la creacion de
transportadores y elementos de regulacion que se activan ante la escasez de fosforo, lo que estaria
reflejando que en estos sedimentos la adquisicion de fdésforo es limitada, por consiguiente, las
comunidades bacterianas han desarrollado adaptaciones para poder hacer frente a la limitacién de
fésforo. Por otra parte, se observé que en el metabolismo del carbono que se esta presentando tanto
fendmenos de fijacion de carbono y otros procesos como la incorporacién de elementos inorganicos
como el hierro (Tabla 5). Procesos como la fijacion de carbono, asi como la incorporacion de elementos
inorganicos suelen ser tipicos de microorganismos que habitan en este tipo de ambientes (Hugler et al.,

2010; llbert & Bonnefoy, 2013; Zhou et al., 2015).

En segundo lugar, se identificaron diversos genes relacionados con la sintesis y defensa ante
componentes antimicrobianos, a la fecha, los estudios realizados en fumarolas presentes en zonas
continentales no han reportado genes o rutas metabdlicas involucradas en la sintesis y mecanismos de
resistencia a componentes antimicrobianos. Contrario a ello, si se ha reportado la presencia de este tipo
de componentes dentro de las comunidades microbianas presentes en fumarolas de sistemas
hidrotermales marinos, tanto someros (Igbalsyah et al., 2019), como profundos (Tortorella et al., 2018;
Ziko et al., 2019). Alli se han encontrado sustancias con actividad antimicrobiana producidas por actino
bacterias (similar a lo presentado en FLA) y hongos. Sin embargo, se trata de compuestos
antimicrobianos diferentes a los encontrados en FLA. La lista de genes presentados en la Tabla 8, es una

evidencia de que dichos compuestos son producidos por las comunidades bacterianas que habitan los
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sedimentos de las fumarolas y por tanto pueden ser una fuente de nuevos antibidticos. Adicionalmente,
la presencia de esta serie de componentes podria ser un indicio de actividad dindmica dentro de las
comunidades de microorganismos, donde podrian estar ocurriendo fendmenos de competencia en

respuesta al espacio o por la busqueda de recursos limitados.

En tercer lugar, se detectaron genes responsables en la adaptacion a cambios extremos de temperatura,
tolerancia a la acidez junto a mecanismos de comunicacion, interaccion y transporte como lo son; la
formacion de biopeliculas, una gran cantidad de transportadores ABC y comunicacion bacteriana a
través de quorum sensing (Tabla 7). Las adaptaciones ante el choque térmico y la acidez han sido uno
de los més estudiados en comunidades bacterianas procedentes de ambientes geotermales, debido a la
gran importancia que han tenido para el desarrollo de aplicaciones biotecnolédgicas (Mehta et al., 2016).
Por otro lado, los transportadores ABC son fundamentales para la obtencion de nutrientes, minerales y
secrecion de componentes antimicrobianos, por lo que una alta cantidad de estos ultimos permitiria a los
microorganismos poder incorporar rapidamente nutrientes necesarios o responder a perturbaciones a su
entorno. Los mecanismos de comunicacion bacteriana, aunque son ampliamente conocidos en bacterias
ambientales y de suelo, aun suele ser desconocidos en microorganismos provenientes de ambientes
termales (Kaur et al., 2018). Por lo que la informacion recopilada de ambientes como FLA son una
evidencia de la presencia de estos mecanismos en las comunidades microbianas que habitan en este tipo
de ambientes y por tanto, abren una puerta para aprender como interactdan las bacterias a la hora de
establecer una organizacion incluso con otros microorganismos presentes en los sedimentos, tales como
arqueas y eucariontes. La formacién de biopeliculas ha sido habitual en ambientes termales (Roy et al.,
2020), por lo que no es de extrafiar la presencia de genes involucrados en este proceso en FLA, la
formacion de estas estructuras contribuye a un manejo eficiente de los recursos presentes en el ambiente

y a aumentar la supervivencia de las comunidades bacterianas en ambientes extremos.
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Finalmente, se evidencid la presencia de genes relacionados con la tolerancia y resistencia a metales
pesados (Tabla 6), la cual es fundamental para la supervivencia de las comunidades bacterianas en
ambientes geotérmicos. El hallazgo de arseniato reductasas, por ejemplo, no solo les permite convertir
los iones de arsénico en componentes mas estables y por tanto menos tdxicos, sino que a su vez son
aprovechados como aceptores de electrones, fundamentales en procesos metabdlicos, la presencia de
transportadores les permite movilizar estos elementos evitando su toxicidad. La existencia de
transportadores de metales permite mantener las concentraciones de estos elementos en cantidades que

no representen niveles de toxicidad (Ranawat & Rawat, 2018).

6.1.2 Genomas recuperados
‘Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLA01’
Para este momento, ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAO1’ es el segundo genoma reportado para el
género Acidibrevibacterium. El primer reporte de un microorganismo de este género corresponde a
Acidibrevibacterium fodinaquatile G45-37, recuperado de una muestra extraida de un drenaje de
residuos acidos en una mina en China (Muhadesi et al., 2019). A excepcidon de este estudio, no existen
articulos que reporten esta bacteria en otras partes, tampoco se han descrito caracteristicas adicionales a

las reportadas en su genoma tipo.

Tanto ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAO1” como el genoma de referencia citado poseen un contenido
de GC similar y un tamafio cercano entre ellos (Tabla 10, Figura 7). Ademas de tener una relacion
filogenética muy cercana (Tabla 10, Figura 8). Entre las 4,203 secuencias codificantes su mayoria se
presentan en el metabolismo de los carbohidratos y de los aminoacidos, seguido por el metabolismo de
las proteinas y la produccion de cofactores, vitaminas y demas compuestos (Tabla 11). Para este
genoma fue interesante el hallazgo de un fotosistema 2 el cual le confiere la capacidad de fijar CO, cabe

recordar que es comun encontrar este tipo de sistemas en proteobacterias (Badger & Bek, 2008) dicho
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sistema también se encuentra incorporado a A. fodinaquatile G45-3". Otro gen de interés es la presencia
de una hemo oxigenasa, la cual suele ser tipica de organismos eucariontes, aunque encontrada hace
algunos afos en bacterias principalmente patdgenas, parece ser una forma alternativa de obtener hierro a
partir de grupos hemo, principalmente de fuente eucariota (Frankenberg-Dinkel, 2004). En este genoma
ha sido posible observar la presencia de transportadores y elementos de regulacion que promueven la
incorporacion de fosforo, lo que parece una adaptacion a su escasez de este elemento esencial dentro de
este ambiente, en cuanto al nitrogeno, la asimilacion de este elemento a partir de cianato le permitiria a

‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAQO1’ tener fuentes alternas de nitrégeno.

En cuanto a la tolerancia al estrés ambiental, ‘Ca. Acidibrevibacterium sp. FLAO1’ parece tener una
serie de mecanismos que le confieren la capacidad de resistir los cambios de temperatura, el estrés
oxidativo y osmético, condiciones que suelen ser fuertemente variables en los alrededores de las bocas
de las fumarolas, donde las emanaciones de vapor son azarosas y abruptas, ocasionando cambios
repentinos de temperatura y humedad. La presencia de genes que le confieren resistencia a antibidticos
betalactamicos le permitiria hacer frente a competidores productores de sustancias antimicrobianas. Por
otra parte, la presencia de trasportadores y genes de resistencia a metales pesados, le permite convertir

estos elementos en formas mas faciles de manejar y por consiguiente reducir su toxicidad.

Finalmente, teniendo en cuenta la informacion procedente de la anotacién del genoma de ‘Ca.
Acidibrevibacterium sp. FLAOL’, se puede concluir que se trata de una bacteria que posee una gran
versatilidad para tolerar diversas presiones ambientales, como las que se presentan en las bocas de las

fumarolas de los Azufres.
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‘Candidatus Aciditerrimonas sp. FLA02’

El genoma de ‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLAQ2’, es el segundo genoma reportado de este género, si bien,
en el trabajo realizado por Servin Garciduefias y Martinez Romero (2015), reporté amplicones
relacionados con este género procedentes del mismo sector de FLA. No habia sido posible recuperar un
genoma parcial o total de un microorganismo cercano a este género hasta la fecha. La primera
descripcion del género Aciditerrimonas fue realizada por Itoh et al. (2011), de muestras extraidas de
solfataras. En dicho estudio, se present6 el genoma de Aciditerrimonas ferrireducens JCM 153897 una
bacteria ligeramente acidotermdfila y aerobia. Estas caracteristicas se asemejan a las del genoma

recuperado en este estudio teniendo en cuenta la informacion recopilada de la anotacion.

‘Ca. Aciditerrimonas sp. FLAO02’, posee un contenido de GC ligeramente superior al genoma de
referencia y un tamafio mucho mayor (Tabla 12, Figura 9). A pesar de estas diferencias, su relacién
filogenética es cercana a Aciditerrimonas ferrireducens JCM 15389" (Tabla 12, Figura 10). Uno de los
aspectos a destacar en este genoma es la presencia de genes que le permite usar iones de arsénico como
aceptor final de electrones. A la fecha se conoce la alta toxicidad de representa el Arsénico en una gran
cantidad de organismos vivos, cada vez es mayor el reporte de la incorporacion de iones de As en el

metabolismo de bacterias (Kumari & Jagadevan, 2016).

Por otra parte, Itoh et al. (2011) reportaron que los microorganismos del género Aciditerrimonas se
caracterizan por ser termoaciddfilos lo cual coincide con las caracteristicas presentes en FLA. Ademas,
poseen la capacidad de reducir iones férricos. Sin embargo, para el caso de ‘Ca. Aciditerrimonas sp.
FLAO2’ no se detectaron genes involucrados en este proceso (Tabla 11). A pesar de esta discrepancia,
fundamental en la descripcion de este género, es posible que dichas rutas y genes no estén caracterizados
en las bases de datos, o se requiere realizar mejoras de calidad del genoma recuperado en este estudio

con el fin de lograr anotar genes y reconstruir rutas metabdlicas esenciales en estos microorganismos.
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Se han reportado bacterias relacionadas con este género en otros lugares con caracteristicas volcanicas
como los tubos volcanicos de las Islas Galapago en Ecuador (Miller et al., 2016), la presencia de
bacterias del género Aciditerrimonas en estos lugares es una posible sefial de su capacidad de realizar
procesos de biomineralizacion tal como lo mencionan (Miller et al., 2016). Por lo que se ha tratado de
explotar las caracteristicas de este y otros microorganismos en procesos industriales (Cheng et al., 2018;

Shiers et al., 2016).

6.2 Manantiales de Maritaro (MM)
Dentro de este metagenoma, fue posible encontrar comunidades que no se hallaron en FLA tales como
Acidobacteria, Planctomycetes y Bacteroidetes (Tabla 20, Figura 14). A pesar de que también se
encontraron los mismos filos presentes en FLA (Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria), estos
varian en su composicién. Por ejemplo; en el caso del filo Proteobacteria, fue posible tener registros de
poblaciones correspondientes a Deltaproteobacterias con integrantes del género Desulfurella y
Betaproteobacterias de los géneros Thiomonas y Ferritrophicum, la presencia de estos microorganismos
ha sido previamente reportada en otros estudios de ambientes hidrotermales cercanos como es el caso
del estudio de los manantiales de Arar0 (Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018), y en otros ambientes
hidrotermales presentes en el pais como en el estado de Puebla (Castelan-Sanchez et al., 2020). Tanto en
MM como en los estudios previamente mencionados, se pudo determinar un claro dominio del filo
Proteobacteria, seguido de los filos Firmicutes y Actinobacteria (Tabla 12, Figura 14), este patrén fue
encontrado también en manantiales hidrotermales presentes en los Himalayas (Najar et al., 2020; Roy et
al., 2020) y en los manantiales hidrotermales de Sungaiklah en Malasia (Chan et al., 2015). A pesar de
esta gran similitud, tanto los resultados de la reconstruccién e identificacion de genes rARN 16S (Tabla

20, Figura 14) como la reconstruccion de MAGs via binnig (Tabla 24), muestra que la mayoria de las
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bacterias presentes en este ambiente se trata de microorganismos no identificados y posiblemente

endémicos de esta zona del campo geotérmico de Los Azufres.

6.2.1 Diversidad funcional

La informacion recopilada a partir de la anotacion (Tablas 15-19) muestra que dentro de este ambiente
se estan llevando procesos metabdlicos clave, tales como; la fijacion y asimilacion de nitrogeno. Estas
rutas fueron halladas también por (Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018) en metagenomas provenientes
de tapetes microbianos presentes en manantiales hidrotermales localizados en Arard, cerca de Los
Azufres. De otra mano, al igual que en FLA, la presencia de transportadores de fosfatos mostraria que
existen microorganismos dentro de la comunidad encargados de la asimilacién de fosforo inorgéanico,
que junto con los diferentes elementos de regulacion detectados, evidencian la adaptacion ante la
escasez de este elemento, vital para el desarrollo de actividades biologicas esenciales, la presencia de
estos mecanismos de regulacion también fue encontrada en manantiales termales en India (Badhai et al.,
2015). En MM también se detectaron genes involucrados en la asimilacion de sulfatos, fijacion de
carbono y mecanismos de incorporacién y oxidacion de hierro (Tabla 16) algunos de estos detectados
también por (Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018) en Arar6. Por lo que es evidente la importancia de
este tipo de rutas en ambientes hidrotermales, asi como lo han sido en los diferentes ecosistemas de la

tierra.

La presencia tanto de mecanismos de sintesis, como de elementos de resistencia a sustancias
antimicrobianas (Tabla 18), parece mostrar que existen interacciones de competencia entre las
comunidades de microorganismos, en las que probablemente, algunos microorganismos han
desarrollado mecanismos para hacer frente a la produccion de estreptomicinas, vancomicinas,
penicilinas y cefalosporinas procedentes de microorganismos competidores, entre los cuales estarian las
actinobacterias, conocidas por producir metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (Tulasi
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Satyanarayana et al., 2013; Shivlata & Satyanarayana, 2015) entre las que estan antibioticos
betalactamicos y cefalosporinas (Aharonowitz et al., 1992; Schmitt et al., 2004). La existencia tanto de
mecanismos de sintesis como de resistencia a componentes antimicrobianos abre las puertas a la
posibilidad de encontrar nuevos antibidticos. En estudios previos (Jardine et al., 2019; Mahajan &
Balachandran, 2017) se propone que en los manantiales hidrotermales habitan comunidades microbianas
desconocidas en las cuales existe la posibilidad de recuperar nuevos tipos de antibidticos. El caso de
MM no es una excepcion al presentar comunidades conocidas por su produccién de sustancias
antimicrobianas como los son el filo Actinobacteria, por lo que los microorganismos provenientes de

MM podrian tener el potencial para encontrar nuevos tipos de antibioticos.

Al igual que en FLA, en MM fue posible hallar genes involucrados en la resistencia a las altas
temperaturas, tolerancia la acidez, una amplia cantidad de transportadores tipo ABC, la formacion de
biopeliculas, y mecanismos de comunicacion bacteriana como el quorum sensing (Tabla 17). A
diferencia de ambientes como las fumarolas, en manantiales hidrotermales estas adaptaciones han sido
mas estudiadas y descritas (Prieto-Barajas, Valencia-Cantero, et al., 2018; Ranawat & Rawat, 2017). Sin
embargo, el conocimiento acerca de fendmenos como el quorum sensing en comunidades microbianas

procedentes de estos ambientes es escaso (Kaur et al., 2018).

Por ultimo, la presencia tanto de transportadores, como de elementos de resistencia a metales pesados
(Tabla 19) es una respuesta adaptativa a un ambiente en el cual, estos elementos siempre se han
encontrado presentes a concentraciones que por lo general pueden afectar a otros organismos vivos, en
algunos casos este tipo de elementos proporcionan alternativas metabolicas como es el caso particular
del ion arseniato, usado como aceptor de electrones (Ranawat & Rawat, 2018). Y no solo su presencia,
sino que su biodisponibilidad por las condiciones &cidas del medio, vuelven a los metales un factor

ambiental de potencial toxicidad a los microorganismos. Consecuentemente, varios de estos mecanismos
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de resistencia han sido encontrados en otros ambientes hidrotermales continentales (Badhai et al., 2015;
Jardine et al., 2019), asi como mecanismos de empleo como aceptores y donares de electrones en la

produccidn de energia.

6.2.2 Genomas recuperados
‘Candidatus Acidobacterium sp. MMO01’
Este genoma, contrario a los demé&s recuperados en este estudio, es el que posee mas reportes en
GenBank con un total de 3 registros correspondientes al género Acidobacterium. Adicionalmente se
encuentran reportados 12 registros de ensamblajes de este género sin una identificacion clara. Sin
embargo, no hay registros previos de microorganismos de este género en los estudios previamente

realizados en Los Azufres ni en otros estudios realizados en otros ambientes geotermales de la zona.

El genoma de ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO01’ posee un contenido de GC ligeramente superior al del
genoma de referencia (Tabla 21). Adicionalmente las métricas de identidad de ANI e in silico DDH
muestran una alta discrepancia entre ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO1’ y A. capsulatum, por lo que
podria tratarse de una especie nueva de este género, teniendo en cuenta que se requiere un valor de 95%
de ANI y un valor mayor del 70% de in silico DDH para considerar dos genomas como procedentes de
la misma especie (Chun et al., 2018). A pesar de estas discrepancias, ‘Ca Acidobacterium sp. MMO01’ y
A. capsulatum presentan una gran cercania a nivel filogenémico (Figura 16) lo que quizas podria

indicar que se trata de un microorganismo del mismo género.

Los reportes de este género son mayores y por lo tanto mas antiguos, el primero de ellos es derivado de
muestras de aguas residuales de minas en Japon (Kishimoto et al., 1991). Los organismos de este género
se caracterizan por ser quimiorganotrofos, lo cual coincide con estos estudios teniendo en cuenta como
respaldo la anotacion funcional de ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO01’ (Tabla 22). La gran mayoria de

reportes se ha realizado de drenajes acidos de minas (Carlier et al., 2020; Hedrich & Schippers, 2020) y
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lugares extremadamente acidos como Rio Tinto (Sanchez-Andrea et al., 2011), donde los genes de
resistencia metales pesados como los encontrados en el genoma de ‘Ca. Acidobacterium sp. MMO01’, les
confieren la capacidad de sobrevivir en estos ambientes. Algunos integrantes de este género han sido
hallados también en campos geotermales (Akimov et al., 2013), por ejemplo Acidobacterium ailaaui
(Myers & King, 2016). Esto no es de extrafiar, puesto que el grupo de las acidobacterias es uno de los
mas diversos y extendidos, por tanto posee integrantes de su comunidad en la gran mayoria de
ambientes terrestres, en especial aquellos con valores de pHs acidos (Kalam et al., 2020), como es el
caso del campo geotérmico de Los Azufres. Por lo que se ha sugerido su uso en procesos de restauracion

de suelos impactados por la actividad minera (Roth et al., 2019).

‘Candidatus Metallibacterium sp. MM02’

Este es el tercer reporte de un genoma perteneciente al género Metallibacterium en las bases de datos de
GenBank. Los dos genomas ya reportados pertenecen a Metallibacterium scheffleri, genoma de
referencia usado en este estudio. A pesar de que ‘Ca. Metallibacterium sp. MMO02’ posee una estrecha
cercania con M. scheffleri (Figura 18), las diferencias de contenido de GC, tamafios de genoma junto
con los resultados de las métricas de ANI e in silico DDH, indican que puede tratarse de un
microorganismo de una especie diferente, teniendo en cuenta los valores previamente mencionados

(95% ANI, 70% in silico DDH) (Chun et al., 2018) (Tabla 23).

El primer reporte de un microorganismo de género Metallibacterium fue realizado por Ziegler et al.
(2013) de una muestra proveniente de una mina de pirita localizada en Alemania. Después de la
descripcion de esta bacteria, se han encontrado registros de microorganismos relacionados con este
género en diversas minas, siendo unos de los méas abundantes en estos ambientes (Bartsch et al., 2017,
Ettamimi et al., 2019; Kadnikov et al., 2019; Lukhele et al., 2019) e incluso, se les ha encontrado en
ambientes altamente acidos como Rio Tinto (Bartsch et al., 2017) en cavernas ricas en acido sulfurico
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(D’Angeli et al., 2019) y en ambientes hidrotermales en Rumania (Coman et al., 2013). Por lo que no ha

sido extrafio encontrar microorganismos de este grupo taxonémico en MM.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, es posible observar que los microorganismos pertenecientes
al género Metallibacterium son altamente versatiles (Bartsch et al., 2017) y ‘Ca Metallibacterium sp.
MMO02’ no es la excepcion. Los resultados de la anotacion funcional muestran que se trata de un
microorganismo que posiblemente posee la capacidad de incorporar Fe y reducir Fe, esto es consistente
con la descripcion inicial que realizo (Ziegler et al., 2013) de M. scheffleri DKE6. Sin embargo, (Bartsch
et al., 2017) no encontrd evidencias de dicha capacidad tras realizar una anotacién taxondémica de este
microorganismo con la misma plataforma usada en este estudio. La anotacion de ‘Ca. Metallibacterium
sp. MMO02’ también muestra la capacidad de fijar CO2, algo que tampoco es claro en M. scheffleri, al
cual se atribuye su principal fuente de energia a partir de la degradacion de proteinas, aunque también

fuesen detectados dichos genes por medio de procesos de anotacion (Bartsch et al., 2017).

El hallazgo de genes ribosomales relacionados con el género Metallibacterium en diversos ambientes de
actividad minera, lo han puesto como un probable candidato para procesos de biorremediacion de aguas
residuales de actividades industriales y mineras (H. Chen et al., 2020; Liang et al., 2020; Liu et al.,
2019; Sun et al., 2019; Xia et al., 2019; Yang et al., 2020). El genoma de ‘Ca. Metallibacterium sp.
MMO02’, es por tanto una contribucién adicional que puede ayudar a futuras investigaciones relacionadas
con este grupo de microorganismos y por tanto incorporarlo a actividades aplicadas a la restauracion de
ambientes degradados o perturbados por la actividad minera, especialmente la relacionada con la

extraccion de metales.
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6.3 Consideraciones derivadas de los metagenomas de FLA 'y MM
Los datos presentados en este documento revelan que no solamente ha sido posible hallar nuevos
registros de bacterias en la zona de estudio, especialmente en MM. Adicionalmente, es evidente la
variacion de la composicion taxonomica entre los dos sitios de muestreo, esto debido principalmente al
tipo de habitat en el cual se han desarrollado los sedimentos microbianos. Por lo que fue posible ver un
patrén de ciertas poblaciones bacterianas que parecen estar presentes en ambientes hidrotermales como
es el caso de MM vy las cuales no estan en sedimentos circundantes de fumarolas como sucede con FLA.
Por ejemplo, otros estudios realizados en respiraderos de vapor volcanico muestran un patron
taxonomico similar al presentado en FLA, debido a la alta de dominancia de grupos taxonémicos como
Actinobacteria y Proteobacteria (Benson et al., 2011; Fagorzi et al., 2019; Souza-Brito et al., 2019). En
contraste, las poblaciones bacterianas presentes en MM son similares a las presentes en otros ambientes
hidrotermales continentales (Delgado-Serrano et al., 2014; Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018) Debido
a una clara dominancia de grupos tales como; Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, incluso, al
realizar las comparaciones en bases de datos en GenBank, fue posible observar que algunos de los hits
que tuvieron las secuencias de genes rARN 16S reconstruidas de MM poseen una alta similitud con
secuencias ribosomales encontradas en Rio Tinto, Espafia (Amaral-Zettler et al., 2011; Garcia-Moyano

etal., 2007).

Si bien, existen discrepancias a nivel taxondmico, a nivel funcional se pueden observar importantes
coincidencias en adaptaciones como la resistencia a ciertas condiciones de estrés tales como el choque
térmico, la tolerancia/resistencia la acidez, la produccion de compuestos antimicrobianos y la resistencia
a metales pesados. Este tipo de fendmenos suelen encontrarse también en otros ambientes similares
localizados tanto en el Eje Volcanico Transmexicano (Prieto-Barajas, Alcaraz, et al., 2018; Souza-Brito

et al., 2019) como en otros ambientes geotérmicos del mundo (Chan et al., 2015; Najar et al., 2020). Sin
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embargo, hay evidentes discrepancias funcionales, especialmente en algunos ciclos biogeoquimicos
como el nitrégeno, donde en MM se detectaron genes relacionados con la fijacién de nitrégeno (nif)
(Tabla 16), los cuales no fueron detectados en FLA (Tabla 5), a pesar de que se detecto la presencia de
integrantes del filo Nitrospirae, Firmicutes y Proteobacteria, los cuales tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, pero son mejor conocidos por su capacidad nitrificante, por lo que no se deben
descartar completamente que se estén llevando a cabo este procesos en FLA. Por otra parte, tanto en
FLA como en MM, fue posible detectar la presencia de transportadores de fosfato, y elementos de
regulacién relacionados con la escasez de Fosforo. Lo que estaria indicando la posibilidad de una
presion derivada de la falta de este elemento en ambos ambientes. Aunque se requiere de analisis
fisicoguimicos en las zonas de muestreo para determinar las concentraciones reales de fésforo, estudios
hechos en solfataras ubicadas de Los Azufres (Servin Garciduefias & Martinez Romero, 2015),

mostraron que en efecto, las concentraciones de este elemento en el lugar son bajas (<1.13 mg/L).

Ahora bien, al observar la distribucién entre los diferentes genes ort6logos y su distribucién taxonémica
tanto para FLA como para MM (Figuras 5, Figura 13), se puede ver que solo determinados grupos
taxonomicos tendrian la capacidad de realizar gran parte de las funciones necesarias para la
supervivencia en FLA 'y en MM. Para el caso de FLA, estos microorganismos serian Euryarchaeota y en
menor medida Nitrospirae, Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. En MM serian Proteobacteria
y Acidobacteria. Este patron es consistente con lo reportado por Badhai et al. (2015) y Chan et al.
(2015). Adicionalmente lacono et al. (2020) encontrd un fendmeno similar, aunque con un dominio de
arqueas del filo Crenarchaeota y bacterias del filo Aquificae. Sin embargo, los grupos taxonémicos con
una menor abundancia podrian estar ejerciendo funciones esenciales dentro de las comunidades
microbianas (Kurm et al., 2017). Por ejemplo, responder ante condiciones de estrés o cambios de

estacionalidad (Sanchez-Pérez et al., 2020), fendmenos que actualmente ocurren en Los Azufres.
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Teniendo en cuenta la informacidn presentada previamente, es importante resaltar que si bien, existe una
discrepancia a nivel taxondmico de las comunidades bacterianas que habitan en FLA con respecto a las
que estan establecidas en MM, estas comunidades han logrado resolver su supervivencia en estos
ambientes por medio de adaptaciones similares, lo que podria indicar que se trata de adaptaciones que se
han conservado a lo largo de la evolucién de los diferentes ambientes localizados en el campo
geotérmico de Los Azufres o que existe aun un alto intercambio genético entre los microorganismos alli
presentes. Se podria sugerir, que ambos tapetes microbianos analizados tienen diversidad taxonémica

diferente, pero comparten aspectos de su diversidad funcional.

Finalmente, la informacion taxondémica y funcional recopilada en este estudio se ha podido observar que
dentro de las comunidades microbianas presentes en Los Azufres se han encontrado genes involucrados
procesos con caracteristicas primitivas tales como el ciclo de los acidos tricarboxilicos reductivo (rTCA)
y el metabolismo del azufre (Tabla 5, Tabla 16). Damer y Deamer (2020) han propuesto que los
ambientes hidrotermales continentales son un punto donde posiblemente pudieron llevarse a cabo las
primeras manifestaciones quimicas que permitieron la aparicion de seres vivos en la Tierra. Por otra
parte, Kitadai et al. (2019), Muchowska et al. (2017) y Hickman-Lewis et al. (2020) han propuesto que
algunos de los metales pesados considerados como toxicos en la actualidad tales como; cobalto, cromo,
cobre, niquel y zinc, que junto con otros metales como el hierro pudieron servir como intermediarios de
reacciones de sintesis de compuestos organicos y hubiesen podido propiciar la aparicion de los primeros
ciclos vitales como el ciclo de los acidos tricarboxilicos reductivo (rTCA). Si esto fuese cierto, surge la
pregunta de si la actual resistencia a ciertos metales pesados como los encontrados en este trabajo
(Tabla 6, Tabla 19), es en realidad de un vestigio del papel de estos elementos en un metabolismo

primitivo menos desarrollado, lo cual explicaria el origen de estas adaptaciones las cuales son comunes
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actualmente en ambientes como el campo geotérmico de los azufres, como otros ambientes donde existe
una alta concentracion de estos metales.
7. CONCLUSIONES

A partir del estudio aqui presentado, es posible afirmar que dentro de Los Azufres encontramos una
diversidad bacteriana poco conocida la cual varia dependiendo del tipo de manifestacion termal como lo
son las fumarolas (FLA) y los manantiales termales (MM). La diversidad previamente conocida de
manera parcial en el primer punto de muestreo se pudo estudiar con mayor profundidad gracias al uso de
herramientas de secuenciacion masiva y de analisis bioinformaticos. Este estudio Permitié identificar
nuevos integrantes de las comunidades presentes en FLA y en MM, adicionalmente arrojo patrones en
los cuales es evidente la dominancia de ciertas poblaciones de procariotas presentes en manantiales
hidrotermales, los cuales no se presentan en sedimentos que habitan las bocas de las fumarolas. Los
ensamblajes metagendmicos también permitieron la reconstruccion de genomas via binnig y por medio
de genémica comparativa de los cuales algunos aun poseen una identificacién desconocida o poco clara.
Finalmente, el analisis funcional permiti6é realizar una reconstruccion del metabolismo tanto de las
comunidades presentes en el metagenoma como de los genomas recuperados por medio de gendémica
comparativa. La informacién proporcionada de este analisis muestra una relacion clara con la adaptacion
a condiciones ambientales adversas tales como el choque térmico y la resistencia a los metales pesados.
Ademas de proporcionar informacidon de posibles interacciones de competencia y/o de defensa por
medio de la sintesis o produccion de mecanismos de resistencia de componentes antimicrobianos. Este
conjunto de adaptaciones muestra una relacion estrecha entre las comunidades bacterianas y los habitats
presentes dentro de Los Azufres. Independientemente de que FLA y MM posean una composicion
taxonomica distinta, su diversidad funcional similar es el indicio de un origen ancestral comun de las

comunidades bacterianas presentes en el campo geotérmico de Los Azufres al ser esenciales para su
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supervivencia. O bien, es una evidencia de las presiones selectivas que han sufrido dichas comunidades

en este ambiente.

8. PERSPECTIVAS
El presente estudio ha mostrado la existencia de una diversidad bacteriana aun desconocida. Por lo que

es recomendable continuar trabajando en procesos de curacion de los genomas que se obtuvieron via
Binning, Adicionalmente, seria importante realizar la secuenciacion de genomas de bacterias en cultivo
con el fin de facilitar la identificacion de bacterias procedentes tanto de FLA como de MM, por medio

del uso de tecnologias de nueva generacion como Nanopore o PacBio.

En cuanto a nivel funcional, se espera que los hallazgos presentados aqui se puedan complementar por
medio de analisis fisicogquimicos de las muestras trabajadas, y si es posible de analisis transcriptomicos y
protedmicos. Lo anterior permitira profundizar en las funciones que los microorganismos estan

realizando en este ambiente, en especial en aquellas que aun son desconocidas.
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10. ANEXOS

10.1

Otros grupos de organismos detectados en los metagenomas

Tabla S1. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a arqueas
encontradas en el metagenoma de FLA, realizadas en la plataforma de BLASTN de NCBI, para las
secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia ambiental, se agregé en la parte inferior el hit mas cercano

con una secuencia de referencia conocida.

Longitud Filo Clase GenBank Hit Numerode | % %
(pb) acceso identidad | cobertura
1469 Euryarchaeota | Thermoplasmata | Uncultured Thermoplasmatales KJ907760 100 100

archaeon clone METASEDOQ7

Thermoplasma acidophilum 122-1B2 | NR_028235 | 84.67 100
2533 Euryarchaeota | Methanococci Uncultured archaeon clone FN863102 | 99.88 100

B133706F09

Methanococcus aeolicus Nankai-3 NR_074182 | 74.57 49
1465 Euryarchaeota | Thermoplasmata | Uncultured Thermoplasmatales KJ907755 97.34 100

archaeon clone METASEDQ2

Cuniculiplasma divulgatum S5 NR_144620 | 92.57 100
1465 Euryarchaeota | Thermoplasmata | Cuniculiplasma divulgatum S5 NR_144620 | 99.66 100
1483 Euryarchaeota | Thermoplasmata | Uncultured DPANN archaeon clone MH463114 | 91.41 94

Parys Mountain_Mia_clone 7

Cuniculiplasma divulgatum S5 NR_144620 | 73.94 71
1485 Crenarchaeota | Thermoprotei Uncultured thermal soil archaeon AF391990 | 97.22 94

clone YNPFFA4

Thermogladius calderae 1633 NR_148751 | 84.62 99
1997 Euryarchaeota | Halobacteria Uncultured euryarchaeote clone KJ907762 99.75 100

METASEDOQ9

Halostagnicola alkaliphila 167-74 NR_113016 | 74.65 58

Tabla S2. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a organelos
de eucariontes encontradas en el metagenoma de FLA, realizadas en la plataforma de BLASTN de
NCBI, para las secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia ambiental, se agreg6 en la parte inferior el
hit més cercano con una secuencia de referencia conocida.

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numero de % %

(pb) acceso identidad | cobertura

1554 Heterolobosea Tetramitia Naegleria lovaniensis 7372 AY376155 76.74 31

1534 Discosea n.d Acanthamoeba sp. JPH19 AB795713 80.24 99
mitochondrial

2567 Rhodophyta Bangiophyceae Cyanidiaceae sp. MX-AZ01 KJ569774 99.96 100
mitochondrion

1423 Rhodophyta Bangiophyceae Uncultured Cyanidiaceae clone | KJ907776 100 100
METASED23 chloroplast

3388 Heterolobosea Tetramitia Uncultured organism clone AY897693 87.42 25
MB0515c3
Naegleria gruberi mitochondrial | AF288092 76.88 29
DNA
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Tabla S3. Alineamientos de secuencias de genes ribosomales 16S rARN correspondientes a organelos
de eucariontes encontradas en el metagenoma de MM, realizadas en la plataforma de BLASTN de
NCBI, para las secuencias cuyo mejor hit fue una secuencia ambiental, se agrego en la parte inferior el
hit méas cercano con una secuencia de referencia conocida.

Longitud | Filo Clase GenBank Hit Numero de | % %
(pb) acceso identida | cobertur
d a
4948 Stramenopiles | Hyphochytriomycete | Hyphochytrium catenoides LT578416 | 74.37 20
S mitochondrion

1964 Viridiplantae | Chlorophyta Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01 | JX315601 | 100 94
mitochondrion

1514 Viridiplantae | Chlorophyta Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01 | JX402620 | 99.87 100
chloroplast

1663 Discosea Flabellinia Uncultured bacterium clone FN863845 | 98.6 51
B234806A03
Paravannella minima NCO040955 | 74.8 42
mitochondrion

1577 Discosea n.d Uncultured bacterium clone FJ529933 81.5 92
NBDTU13
Jakoba bahamiensis ATCC50695 | KC35335 | 78.28 78
mitochondrion 4

3874 Stramenopiles | Oomycota Uncultured bacterium FJ524933 | 87.56 22
051011 S1 W T SDP 079
Pythium insidiosum AP014838 | 75.2 19
mitochondrial DNA

1531 Discosea Flabellinia Uncultured bacterium clone FN866364 | 98.28 57
0218706A04
Paravannella minima NCO040955 | 73.6 72
mitochondrion

1579 Discosea n.d Uncultured bacterium clone FN865852 | 100 54
0138106A04
Jakoba bahamiensis ATCC KC35335 | 77.12 81
50695 mitochondrion 4

10.2 Ensamblaje de Metagenomas

Primero se realizd la revision de calidad de los metagenomas con FastQC, con los parametros
predeterminados de software. Posteriormente, los metagenomas fueron filtrados con Trimmomatic con
el fin de descartar contigs con valores de calidad inferiores a Q30 (ILLUMINACLIP:TruSeq3-
PE.fa:2:30:10 LEADING:10 TRAILING:10 SLIDINGWINDOW:4:30 MINLEN:36) para
el metagenoma de FLA y Q33 (ILLUMINACLIP:TruSeg3-PE.fa:2:30:10 LEADING:10
TRATLING:10 SLIDINGWINDOW:4:33 MINLEN:36) para el metagenoma de MM. Se elabord el
ensamblaje de las secuencias con SPAdes usando el pardmetro (—-meta) recomendado para ensamblajes
metagendmicos (Tabla 1, Tabla S4).
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Tabla S4. Valores derivados de los ensamblajes de secuencias de los metagenomas provenientes de
FLA y MM con el software de ensamblaje SPAdes, los valores fueron obtenidos al evaluar los contigs
con QUAST. En rojo se sefiala los ensamblajes seleccionados de acuerdo con sus caracteristicas.

(Continuacion).

Estadisticos Contigs Contigs Contigs Contigs Contigs Contigs
FLAK21 99 | FLAK33 111 | FLAK55 127 | MMK21 99 | MMK33 111 | MMK55_127

K-meros 21,33,55,77, | 33,55,77,99, |55,77,99,111, | 21,33,55, | 33,55,77,99, | 55,77, 99,
99 111 127 77,99 111 111, 127

# contigs 86317 86675 83353 196668 197452 188996

# contigs (>= 0 bp) 177623 166817 146374 391625 363915 311327

# contigs (>= 1000 bp) 31429 31269 29731 73453 73037 70458

# contigs (>= 5000 bp) 4946 4954 4883 11361 10997 10523

# contigs (>= 10000 bp) 2702 2683 2640 5695 5513 5224

# contigs (>= 25000 bp) 994 998 948 2065 2010 1899

# contigs (>= 50000 bp) 364 339 331 745 731 730

Contig més largo 401414 502202 372776 835358 689788 689788

Longitud total 183650729 182405891 176350784 411511324 | 407837617 390528220

Longitud total (>= 0 bp) 215215420 211084537 199739366 486892674 | 474025919 440966402

Longitud total (>= 1000 bp) 146345918 144792772 140081994 328678301 | 324220141 310759309

Longitud total (>= 5000 bp) 97489100 96541710 94530407 210448137 | 206654974 198165047

Longitud total (>= 10000 bp) | 81754437 80646989 78755184 171192594 | 168505562 161331326

Longitud total (>= 25000 bp) | 55353549 54524926 52440737 115059190 | 114027592 109663946

Longitud total (>= 50000 bp) | 33458734 31726093 31065623 69519489 69838184 69029908

N50 6519 6373 6740 5421 5259 5263

N75 1233 1212 1217 1256 1230 1227

L50 3948 4006 3787 10461 10464 9958

L75 23646 23986 22613 55496 56438 54283

GC (%) 55.95 56.03 56.09 55.31 55.46 55.76

10.3 Estructura y diversidad de los metagenomas

El proceso de filtrado y curaduria de las secuencias ribosomales 16S se realizé por medio del programa
RNAmmer con el uso del siguiente comando: rnammer -S bac -m ssu -gff -f.
Posteriormente, la identificacién taxonémica en BLASTN version en linea se llevo a cabo con los
parametros predeterminados usando como base de datos las secuencias nr/nt almacenadas en GenBank.

10.4 Recuperacion de genomas

Tanto para la elaboraciéon de bins, como la recuperacién con genomas de referencia, se realizaron
mapeos usando Bowtie 2. Para ello, se crearon archivos de indexacion con el comando Bowtie2-
build, paso seguido se llevd a cabo el proceso de mapeo con el comando Bowtie?2, para crear los
archivos de cobertura para la elaboracion de bins para MetaBAT y CONCOCT. Los archivos de mapeo
en formato SAM, fueron convertidos en archivos BAM a través del software SAMTOOLS con el
comando samtools view -bS Yy ordenados con el comando samtools sort. Finalmente, para
obtener el archivo con la informacion de la cobertura para MetaBAT se usd un paquete de este programa
llamado jgi summarize bam contig depths, mientras que para CONCOCT se uso el
comando concoct coverage table.py.
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Para la elaboracion de los MAG, se corrieron los programas Maxbin, MetaBAT y CONCOT con su
configuracion predeterminada. Acto seguido, se filtraron usando DASTool, lo cual requirié convertir la
informacion de los MAG en formatos tabulares con el paquete Fasta to Scaffolds2Bin.sh,
después de obtener los archivos tabulados, se procedié a realizar el proceso de filtrado con DASTool
con los pardmetros predeterminados, los resultados del anélisis se pueden observar en la Figura S1 para
FLA 'y en la Figura S2 para MM. Posteriormente los MAG de cada metagenoma fueron analizados para
observar completitud y contaminacion con CheckM con el comando 1ineage wf para poder obtener
la informacion de porcentaje de contaminacion y completitud presentados en la Figura S3.

Score datribution of bins (BinScore > 0.25)

binScore
¥
)

Method

Figura S1. Filtracion por calidad de bins recuperados de las lecturas ensambladas del metagenoma de
FLA con el uso de DASTool, los bins con un puntaje mayor a 0,6 fueron los seleccionados por ser de
mayor calidad entre el total de los bins elaborados con cada uno de los programas (Maxbin, MetaBAT y
CONCOCT).
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Score distribution of bins (BinScore > 0.25)

Method
concoct
* DAS_Tool
maxbin

metabat

binScore

Method

Figura S2. Filtracion por calidad de bins recuperados de las lecturas ensambladas del metagenoma de
MM con el uso de DASTool, los bins con un puntaje mayor a 0,6 fueron los seleccionados por ser de
mayor calidad entre el total de los bins elaborados con cada uno de los programas (Maxbin, MetaBAT y

CONCOCT).
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A B

MaxBin_FLA.002_sub MaxBin_MM.036_sub

CONCOCT_FLA67 MaxBin_MM.052_sub

‘CONCOCT_FLA76_sub CONCOCT_MM.17

MetaBAT_FLA.42 CONCOCT_MM.24

MetaBAT_FLA.44 MaxBin_MM.061_sub

MaxBin_FLA.001_sub MaxBin_MM.004_sub

MetaBAT_FLA.28 MaxBin_MM.025_sub

MaxBin_FLA.014_sub MaxBin_MM.067

CONCOCT_MM.116

MetaBAT_FLA.53

MetaBAT_FLA.43 MetaBAT_MM.26

MaxBin_FLA.009_sub CONCOCT_MM.34_sub

MetaBAT_FLA.38 CONCOCT_MM.100

MaxBin_FLA.004_sub MetaBAT_MM.16_sub

CONCOCT_FLALS MetaBAT_MM.15

CONCOCT_FLA30 MetaBAT_MM.39_sub

\T_MM.i
MetaBAT_FLA.50 MetaBAT_MM.68_sub

MaxBin_MM.009_sub
MetaBAT_FLA.48

ONCOCT_MM.126_sub
MaxBin_FLA.012

MetaBAT_MM.38
CONCOCT_FLAG

MetaBAT_MM.25

MetaBAT_FLA.22

CONCOCT_MM.62_sub
MetaBAT_FLA.10

CONCOCT_MM.53
MetaBAT_FLA.11
MetaBAT_MM.12_sub
CONCOCT_FLAT1
MetaBAT_MM.79
MetaBAT_FLA.19
MetaBAT_MM.40
MetaBAT_FLA.9
CONCOCT_MM.84_sub
CONCOCT_FLABO
MetaBAT_MM.71
MetaBAT_FLA.21
CONCOCT_MM.133
CONCOCT_FLASS
MetaBAT_MM.22_sub
CONCOCT_FLAS1
MetaBAT_MM.83
MetaBAT_FLA.30
CONCOCT_MM.30_sub
MetaBAT_FLA.33
CONCOCT_MM.83
MetaBAT_FLA.8
CONCOCT_MM.56_sub

CONCOCT_FLA48
MetaBAT_MM.43

MetaBAT_FLA.15
MetaBAT_MM.62

MetaBAT_FLA.39
MetaBAT_MM.52

MetaBAT_FLA.16
= MetaBAT_MM.58

MetaBAT_FLA.27 CONCOCT_MM.142

MaxBin_FLA.019

MetaBAT_MM.44

@
i
1 e e e I e e o I O o o o ..I II IIII II

single-copy

1

CONCOCT_MM.138

CONCOCT_MM.15
MetaBAT_MM.42

CONCOCT_MM.118

MaxBin_MM.005
Single-copy Missing C
1 o 2 3 4 5+ 2 3 4 5+

Figura S3. Representacion de la integridad de los MAGs recuperados del ensamblaje del metagenoma
FLA (A), y para el metagenoma de MM (B).
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Para la recuperacion de genomas a partir de genomas de referencia, se descargaron los genomas de
Acidibrevibacterium fodinaquatile G 45-3 con numero de acceso: GCA003352165, Aciditerrimonas
ferrireducens JCM15389 con numero de acceso: GCA001311945, para el metagenoma de FLA y
Acidobacterium capsulatum ATCC51196 con nimero de acceso: GCF000022565, Metallibacterium
scheffleri DKE6 con nimero de acceso: GCF002077135, para el metagenoma de MM. Los cuales fueron
mapeados contra las lecturas de los metagenomas correspondientes usando Bowtie2 como se describid
arriba, posteriormente se extrajo la informacion de las lecturas mapeadas con el uso de SAMTOOLS por
medio del siguiente comando samtools view -S —F4.Luego, los ID de las lecturas mapeadas se
obtuvieron a traves del uso de comandos de UNIX cut -f1 | sort | unigq, para finalmente
recuperar las lecturas con el uso de la herramienta seqtk disponible en (https://github.com/Ih3/seqtk).
Las lecturas se ensamblaron en SPAdes usando el parametro --only-assembler, con los K-meros
(21, 33, 55, 77,99), (33, 55, 77,99, 111) y (55, 77, 99, 111, 127).

Tabla S5. Parametros y resultados de los ensamblajes de ‘Candidatus Acidibrevibacterium sp. FLA01’
realizados en SPAdes. En rojo se sefiala el ensamblaje seleccionado de acuerdo con sus caracteristicas.

Estadisticos ‘Ca. ‘Ca. ‘Ca.
Acidibrevibacterium sp. | Acidibrevibacterium sp. | Acidibrevibacterium
FLAO1’> K21-99 FLAOL1’ K33-111 sp. FLAQ01’ k55-127

# contigs 369 394 1251

# contigs (>= 0 bp) 609 625 1594

# contigs (>= 1000 bp) 259 276 613

# contigs (>= 5000 bp) 98 100 199

# contigs (>= 10000 bp) 67 61 107

# contigs (>= 25000 bp) 36 39 20

# contigs (>= 50000 bp) 18 18 6

Contig mas largo 295112 243461 127122

Total lectura 3759483 3807382 4154289

Total lectura (>= 0 bp) 3839563 3888630 4275341

Total lectura (>= 1000 bp) | 3680110 3724640 3735335

Total lectura (>= 5000 bp) | 3352216 3364327 2830499

Total lectura (>= 10000 3130107 3086421 2190428

bp)

Total lectura (>= 25000 2621178 2733031 933510

bp)

Total lectura (>= 50000 1979655 1950856 474240

bp)

N50 53782 58699 10542

N75 20141 20565 3358

L50 17 18 97

L75 45 45 269

GC (%) 65.79 65.78 65.82
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Tabla S6. Pardmetros y resultados de los ensamblajes de ‘Candidatus Aciditerrimonas FLAQ02’
realizados en SPAdes. En rojo se sefiala el ensamblaje seleccionado de acuerdo con sus caracteristicas.

Estadisticos ‘Ca. Aciditerrimonas sp. | ‘Ca. Aciditerrimonas | ‘Ca. Aciditerrimonas sp.
FLA02> K21-99 sp. FLA02’ K33-111 | FLA02’ K55-127

# contigs 1430 1570 1676

# contigs (>= 0 bp) 1802 1923 1997

# contigs (>= 1000 bp) 874 914 938

# contigs (>= 5000 bp) 66 64 62

# contigs (>= 10000 bp) 5 6 5

# contigs (>= 25000 bp) 0 0 0

# contigs (>= 50000 bp) 0 0 0

Contig mas largo 14875 14875 14875

Total lectura 2470963 2590535 2692830

Total lectura (>= 0 bp) 2621913 2736851 2828225

Total lectura (>= 1000 bp) | 2073118 2124147 2169730

Total lectura (>= 5000 bp) | 449085 436560 429431

Total lectura (>= 10000 60720 72581 62534

bp)

Total lectura (>= 25000 0 0 0

bp)

Total lectura (>= 50000 0 0 0

bp)

N50 2253 2129 2054

N75 1305 1248 1209

L50 313 345 367

L75 683 753 802

GC (%) 715 71.47 71.42
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Tabla S7. Parametros y resultados de los ensamblajes de Candidatus Acidobacterium sp. MMO1

realizados en SPAdes. En rojo se sefiala el ensamblaje seleccionado de acuerdo con sus caracteristicas.

Estadisticos

‘Ca. Acidobacterium sp.
MMO01’> K21-99

‘Ca. Acidobacterium
sp. MMO01’ K33-111

‘Ca. Acidobacterium
sp. MMO01’ K55-127

# contigs 1672 1704 1791

# contigs (>= 0 bp) 2119 2114 2139

# contigs (>= 1000 bp) 1112 1120 1151

# contigs (>= 5000 bp) 246 242 251

# contigs (>= 10000 bp) 107 112 113

# contigs (>= 25000 bp) 26 26 24

# contigs (>= 50000 bp) 3 3 3

Contig mas largo 105539 99908 99908
Total lectura 5571726 5601321 5612048
Total lectura (>= 0 bp) 5755161 5773341 5760919
Total lectura (>= 1000 bp) 5164126 5177647 5147757
Total lectura (>= 5000 bp) 3298803 3284728 3234080
Total lectura (>= 10000 bp) 2340540 2398386 2300618
Total lectura (>= 25000 bp) 1042814 1020081 910389
Total lectura (>= 50000 bp) 218865 213234 208509
N50 7036 7004 6598
N75 2606 2590 2452
L50 160 161 177

L75 493 502 536

GC (%) 61.11 61.1 61.09
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Tabla S8. Parametros y resultados de los ensamblajes de ‘Candidatus Metallibacterium sp. MM02’

realizados en SPAdes. En rojo se sefiala el ensamblaje seleccionado de acuerdo con sus caracteristicas.

Estadisticos ‘Ca. Metallibacterium | ‘Ca. Metallibacterium | ‘Ca. Metallibacterium
sp. MMO02° K21-99 sp. MM02°_K33-111 | sp._ MM02’_K55-127

# contigs 1684 1751 1840

# contigs (>= 0 bp) 2062 2120 2181

# contigs (>= 1000 bp) 1092 1101 1097

# contigs (>= 5000 bp) 192 197 184

# contigs (>= 10000 bp) 76 72 79

# contigs (>= 25000 bp) 30 34 33

# contigs (>= 50000 bp) 10 9 12

Contig més largo 94472 94484 88420

Total lectura 5220289 5325355 5417405

Total lectura (>= 0 bp) 5373112 5477461 5562156

Total lectura (>= 1000 bp) 4794911 4859578 4890598

Total lectura (>= 5000 bp) 2907651 2970008 2996795

Total lectura (>= 10000 bp) 2122339 2129444 2293947

Total lectura (>= 25000 bp) 1433976 1550292 1581259

Total lectura (>= 50000 bp) 713189 639287 836824

N50 6309 6116 6268

N75 2250 2175 2077

L50 140 142 133

L75 498 510 522

GC (%) 66.8 66.81 66.8
10.5 Scripts usados en el estudio

FastQC

Fastgc (Archivos de entrada)

Trimmomatic

trimmomatic-0.39.jar PE Archivo de entrada 1.fastqg Archivo de
entrada 2.fastg Archivo de salida 1 P.fastg Archivo de salida
1 Up.fastqg Archivo de salida 2 P.fastqg Archivo de salida

2 UP.fastqg ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:10 TRAILING:10
SLIDINGWINDOW:4:30 MINLEN:36

SPAdes

Metagenomas

spades.py -k K-meros --meta -1 Archivo 1l.fastqg -2 Archivo 2.fastqg -o
SPADES (K-mero inicial y final)

genomas
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spades.py -k K-meros --only-assembler -1 Archivo 1l.fastqg -2
Archivo 2.fastg -o SPADES (K-mero inicial y final)

Bowtie2
Generacion de archivos de indexacion
bowtie2-build contigs.fasta contings.btindex

Mapeo de lecturas.

bowtie2 --threads 25 -x contings.btindex -g -1 B l.fastqg -2 B 2.fastqg
-S archivo de mapeo.sam

Conversion a archivo BAM

Samtools view -bS -o archivo de mapeo.bam archivo de mapeo.sam
Ordenacion de archivo BAM

Samtools sort archivo de mapeo.bam -o archivo de mapeo.sorted.bam
Maxbin

run MaxBin.pl -contig contigs.fasta -reads Archivo de
lecturas 1.fastqg -reads2 Archivo d electuras 2.fastg -out prefijo de
archivo de salida

MetaBat

Elaboracion de tablas de profundidad de lecturas

Jgli summarize bam contig depths --outputDepth depth.txt --
pairedContigs FLA paired.txt Archivo de mapeo.sorted.bam

Elaboracion de MAG
metabat -1 contigs.fasta -a depth.txt -o Directorio
CONCOCT

fragmentacion de contigs

cut up fasta.py contigs.fasta -c 10000 -o 0 --merge last -Db
contigs 10K.bed > contigs 10K.fa

Elaboracién de tabla de cobertura

concoct coverage table.py contigs 10K.bed archivo de
mapeo.sorted.bam>tabla de cobertura.tsv

Elaboracién de bins

101



concoct --composition file contigs FLAIOK.fa --coverage file
coverage table.tsv -b concoct output/

merge cutup clustering.py concoct output/clustering gtl000.csv >
concoct output/clustering merged.csv

Extraccion de bins

extract fasta bins.py
contigs.fastaconcoct output/clustering merged.csv --
output pathconcoct output/fasta bins

DASTool

Elaboracion de tablas de Scaffold para MaxBin

Fasta to Scaffolds2Bin.sh -i ../MaxBin -e fasta >
maxbin.scaffoldsZ2bin.tsv

Elaboracion de tablas de Scaffold para MetaBAT

Fasta to Scaffolds2Bin.sh -i ../MetaBAT -e fa >
metabat.scaffolds2bin.tsv

Elaboracion de tablas de Scaffold para CONCOCT

perl -pe "s/,/\tconcoct./g;" concoct output/clustering gtl000.csv >
concoct.scaffolds2bin.tsv

Ejecucion de DasTOOL

DAS Tool -1i

maxbin.scaffolds2bin.tsv,metabat.scaffolds2bin.tsv, concoct.scaffolds?
bin.tsv -1 maxbin,metabat,concoct -c ../CONCOCT/contigs.fasta -t 2 --
write bins 1 -o directorio de almacenamiento de MAGs

CheckM
Ejecucion tipica de CheckM

Checkm lineage wf -t 20 -x fa directorio de almacenamiento de MAGs/
CheckM/

Elaboracion de graficos

Checkm bin ga plot --image type png -x fa CheckM/
DASTool Bins DASTool bins/ plots/

RNAmMmer

rnammer -S bac -m ssu -gff -f (Archivo de salida) < (Contigs del
metagenoma)
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Mauve

Mauve.jar org.gel.mauve.contigs.ContigOrderer -output (Carpeta de
salida) -ref (Genoma de referencia) -draft (Genoma borrador)

CAT/BAT
Clasificacion de MAGs

CAT bins -b Carpeta contenedora de MAGs -d base de datos de CAT/BAT -
t Base de datostaxonomica de CAT/BAT -o prefijo de archivos de salida

Asignacion de nombres al perfil taxonomico.

CAT add names -1 Archivo de clasificacidn -o prefijo archivo de
salida -t Base de datos taxonomica de CAT/BAT

Phyloplan

Phylophan.py (Directorio de genomas a analizar)
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