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Abstract

Marine sediments are the largest long-term storage for carbon on Earth. Microorganisms
residing in these sediments facilitate the conversion of fixed oceanic carbon, but their exact
role in the carbon cycle remains unclear. Earlier studies using culture-independent methods
have highlighted the crucial role of carbohydrates in the carbon cycle. In this research, we
use two metagenomic approaches; first, a gene-centric approach to examine the distribution
and abundance of carbohydrate-active enzymes (CAZymes) across 37 marine sediment sites.
These sediments show different levels of oxygen availability and were collected from various
regions of the world. Our comparative analysis focusses on the metabolic potential for
oxygen utilization, based on genes identified in both oxic and anoxic environments. We
found that secreted CAZyme families involved in the degradation of plant and algal detritus,
necromass, and host glycans were prevalent in all metagenomic samples. The analysis
suggests that oxic/anoxic conditions not only influence the taxonomic composition of
microbial communities, but also affect the presence of CAZyme families related to the
breakdown of necromass, algae, and plant detritus (LOpez-Sanchez et al., 2024). The second
approach was genome-centric to better understand the microbial taxa in the sediments, so we
reconstructed metagenome-assembled genomes (MAG) and analyzed the presence of
primary secreted carbohydrate-active enzyme (CAZyme) families. Our findings indicate that
the primary CAZyme families and CAZyme Gene Clusters (CGC) identified in our
metagenomes were prevalent in the Bacteroidia, Gammaproteobacteria, and
Alphaproteobacteria classes. When comparing these MAGs with organisms of the same
taxonomic classes in the soil, we found similar CAZyme repertoires, although the soil MAG
contained a more abundant and diverse CAZyme content. Furthermore, the data suggest that
the abundant classes in our metagenomic samples, specifically Alphaproteobacteria,
Bacteroidia, and Gammaproteobacteria, play a crucial role in carbohydrate transformation
within the upper few meters of the sediments (LOopez-Sanchez et al., 2024).

Resumen

Los sedimentos marinos son el mayor reservorio de almacenamiento de carbono a largo
plazo en la Tierra. Los microorganismos que residen en estos sedimentos facilitan la
conversion del carbono oceénico fijado, pero su papel exacto en el ciclo del carbono ain no
esta claro. Estudios anteriores que utilizaron métodos independientes del cultivo han
destacado el papel crucial de los carbohidratos en el ciclo del carbono. En esta
investigacion, utilizamos dos enfoques metagendmicos; primero, un enfoque centrado en
los genes para examinar la distribucion y abundancia de enzimas activas en carbohidratos
(CAZymes) en 37 sitios de sedimentos marinos. Estos sedimentos muestran diferentes
niveles de disponibilidad de oxigeno y fueron recolectados en varias regiones del mundo.
Nuestro analisis comparativo se centra en el potencial metabdlico para la utilizacién de
oxigeno, basado en genes identificados en ambientes tanto 6xicos como andxicos.
Descubrimos que las familias CAZyme secretadas involucradas en la degradacién de
detritos de plantas y algas, necromasa y glicanos del huésped prevalecian en todas las
muestras metagenomicas (LOpez-Sanchez et al., 2024). El analisis sugiere que las
condiciones dxicas/andxicas no solo influyen en la composicion taxonémica de las
comunidades microbianas, sino que también afectan la presencia de familias CAZyme
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relacionadas con la descomposicion de necromasa, algas y detritos vegetales. El segundo
enfoque se centrd en el genoma, para comprender mejor los taxones microbianos en los
sedimentos, por lo que reconstruimos genomas ensamblados en metagenomas (MAG) y
analizamos la presencia de familias de enzimas primarias activas en carbohidratos
secretadas (CAZyme). Nuestros hallazgos indican que las familias primarias de CAZyme y
los grupos de genes CAZyme (CGC) identificados en nuestros metagenomas prevalecian en
las clases Bacteroidia, Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria. Al comparar estos
MAG con organismos de las mismas clases taxonémicas en el suelo, encontramos
repertorios de CAZyme similares, aunque el MAG del suelo contenia un contenido de
CAZyme mas abundante y diverso. Ademas, los datos sugieren que las clases abundantes
en nuestras muestras metagenémicas, especificamente Alphaproteobacteria, Bacteroidia y
Gammaproteobacteria, desempefian un papel crucial en la transformacién de carbohidratos
dentro de los pocos metros superiores de los sedimentos (Lépez-Sanchez et al., 2024).
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1 Introduccion

El océano constituye un ambiente que impone numerosos desafios para la investigacion
cientifica. Este ecosistema se caracteriza por una escasez de compuestos organicos y una
tasa metabdlica microbiana reducida, lo cual es consecuencia directa de las condiciones
extremas prevalecientes, que incluyen altas presiones hidrostaticas y temperaturas
considerablemente bajas. Estos factores intrinsecos de la bidsfera de los océanos hacen que
el estudio y la comprensién de sus dindmicas y poblaciones sean una tarea compleja
(Moran et al., 2017).

A pesar de ser ambientes pobres en nutrimentos, es decir oligotréficos, los sedimentos son
el repositorio de més del 70% del carbono secuestrado en la materia organica disuelta y es
un reservorio global muy grande en el ciclo del carbono (Moran et al., 2017). Debido a
esto, los sedimentos marinos son criticos para el almacenaje a largo plazo de carbono y el
reciclado de la materia organica en estos nichos. Los microorganismos que viven en los
sedimentos marinos controlan el almacenaje de cantidades masivas de carbono y tienen un
importante rol en los ciclos biogeoquimicos (Orsi 2018).

Los grados de sedimentacion dependen de la produccion primaria de la superficie del
océano, que es controlada por la entrega de nutrimentos como lo son el nitrato, el fosfato y
el hierro que limitan el crecimiento del fitoplancton. El fitoplancton es la primera fuente de
materia organica y de carbohidratos en los sistemas marinos. Alrededor del 5-30% de la
produccién del fitoplancton es directamente liberada como carbono orgéanico disuelto o
particulado (Biersmith & Benner 1998). Cerca de la costa, en los méargenes continentales,
las corrientes transportan agua fria rica en nutrientes del océano profundo a la superficie y
esto incrementa la produccion de fitoplancton y asi las tasas de sedimentacién (Orsi 2018).

En estos ecosistemas de sedimento marino del océano profundo, los metabolismos
microbianos son determinados por la deposicién de carbono organico proveniente de
procesos fotosintéticos de la superficie del océano (Tully et al., 2016). Las particulas y
agregados (“nieve marina”) estan presentes en toda la columna de agua y las particulas que
rapidamente se hunden jugando un papel muy importante en el transporte de la materia
organica al sedimento. (Arnosti 2011). La deposicion de nieve marina, los detritos y las
particulas biodegradables proveen muchos nutrimentos para los organismos del sedimento
(Flemming et al., 2019).

En general, la remineralizacion de materia organica esta en su mayoria controlada por
procariotes usando enzimas extracelulares que se encuentran secretadas fuera de la célula
para hidrolizar la materia organica particulada y disuelta de alto peso molecular en
moléculas de bajo peso molecular antes de la incorporacion a las células. Asi las
actividades enzimaticas extracelulares son el paso limitante en el ciclo del carbono marino
(Zhao Z. et al., 2020). Las especificidades del sustrato de las enzimas extracelulares, los
factores que controlan la produccién y distribucion de los mismos, son centrales al
reciclado de carbono en sistemas marinos (Arnosti 2011).



Los sedimentos pueden ser clasificados por su disponibilidad de oxigeno en 6xicos y
anoxicos. Los sedimentos marinos tipicamente se convierten en andxicos debido a que el
oxigeno se consume en los primeros centimetros del sedimento y por debajo esta el
metabolismo anaerobico, incluyendo la reduccién del sulfato que es responsable de una
cantidad sustancial de la remineralizacion. En una de las capas bajas, el sulfato es
convertido en el altamente tdxico sulfuro de hidrégeno que se acumula y envenena el
ambiente para la gran mayoria de microorganismos que consumen oxigeno (Nealson et al.,
2010).

Se ha estimado que el microbioma del océano consiste en mas de cien mil diferentes
taxones bacterianos, arqueanos y eucariéticos con estrategias ecoldgicas y metabolicas
diversas para la produccion y el consumo de carbono fijado. (Moran et al., 2017). La
limitacidn de energia tanto en sedimentos 6xicos como anoxicos lleva a tasas bajas de
actividad y reciclado de biomasa en el subsuelo marino y se ha estimado que los
microorganismos del subsuelo tienen tiempos de generacion que van de los meses a los
millones de afios. El recambio de la biomasa microbiana del subsuelo esta regulado por los
virus que proveen un mecanismo de regeneracion de nutrimentos y son vectores potenciales
para la transferencia horizontal de genes y la recombinancion (Orsi 2018).

Los restos de células microbianas (necromasa) como la lisis de productos celulares o restos
de las paredes celulares de bacterias y endoesporas, se pueden acumular a través del tiempo
y pueden contribuir al pool de material organica de sedimentos. Ya que una fraccion
considerable de la materia organica se degrada por microorganismos enterrados de hace
millones de afios, el total de la produccion de biomasa microbiana integrada a través del
tiempo puede ser una fraccion significativa de la materia orgénica inicialmente enterrada
(Arndt et al., 2013).

Estudios recientes de genes, transcritos y metagenomas de procariotas han destacado la
importancia de los polisacaridos y sus transformaciones para el metabolismo del carbono en
el océano (Teeling et al., 2012; Teeling et al., 2016). Los carbohidratos, cuyas
transformaciones juegan un papel clave en los sedimentos marinos, representan una
fraccion significativa del carbono disuelto marino (15-30%) y son activamente liberados
por el fitoplancton creciente (Biersmith & Benner 1998). Todas las clases mayores de
carbohidratos ocurren en la materia orgéanica disuelta y particulada, incluyendo los amino
azucares, los acidos urénicos y las aldosas. A pesar de que los polisacaridos constituyen
una gran fraccion de los cuerpos de fitoplancton y macroalgas (Biersmith & Benner, 1998),
asi como de la materia orgénica disuelta y particulada, se sabe poco acerca de su
procesamiento biogeoquimico (Lee et al., 2001).

En esas circunstancias, el entendimiento de las fuentes, transformaciones y destinos de los
carbohidratos en los ambientes marinos puede darnos panorama general del reciclado
fotosintético del carbono organico (Biersmith & Benner 1998).

Para ello existen las enzimas activas sobre carbohidratos (CAZymes) que son proteinas con
actividades conocidas involucradas en la sintesis y degradacion de glicoconjugados, oligo-
y polisacéridos. Tipicamente corresponden al 1-5% de los genes de un organismo. La
coleccion de CAZymes codificadas por el genoma de un organismo (“CAZoma”)



proporciona una idea de la naturaleza y el alcance del metabolismo de los carbohidratos
complejos de la especie y es debido a la enorme variabilidad quimica, estructural y
funcional de los carbohidratos, que los analisis y comparaciones de CAZomas resaltan
diferencias significativas entre las mismas (Lombard et al., 2013).

Las CAZymes son enzimas clave para la degradacién de carbohidratos que son la mayor
parte de macromoléculas en organismos incluidos procariotes que habitan en el detrital
marino organico que es la nieve marina (Zhao Z. et al.,2020). Una variedad de
microorganismos procesan estos polisacaridos por la secrecién de un conjunto de enzimas
digestivas, conocido en conjunto como el secretoma. Estas enzimas degradan los
compuestos complejos en el entorno extracelular y permiten la absorcion del material
procesado hacia el interior celular. Una via significativa para la translocacién de proteinas a
través de las membranas celulares involucra secuencias especificas en los extremos amino
(N) terminales de las proteinas denominados péptidos sefial. Estos péptidos sefial dictan la
exportacién de proteinas utilizando la ruta de secrecién celular conocida como la via Sec.
Dichos peptidos presentan patrones de secuencia de aminoacidos conservados, que pueden
ser reconocidos en proteinas tedricas mediante el uso de algoritmos de bioinformatica
especializados (Orsi et al., 2018). Al igual que otras enzimas que transforman la nieve
marina, las CAZymes pueden ser secretadas y son una gran fraccion del total de enzimas
extracelulares que se encuentran en el ambiente, las cuales proveen una nueva y valiosa
informacion de la ecologia marina de procariotes y el reciclado de materia orgénica (Zhao
Z. et al.,2020).

Las CAZymes han sido clasificadas y anotadas en la base de datos CAZy desde 1998. Esta
es una base de datos especializada dedicada a la visualizacion y andlisis de informacion
gendmica, estructural y bioguimica sobre enzimas activadas por carbohidratos (Lombard et
al., 2014). Las CAZymes son extremadamente importantes para la investigacion en la
nutricion humana, la microbiota, bioenergia, las enfermedades de plantas y el reciclado
global del carbono (Zheng et al., 2022).

Para esta tesis se llevd a cabo un estudio gen-céntrico de metagenomas de sedimento
ubicados en varias partes del mundo, asi como un acercamiento genoma-céntrico para la
reconstruccién de especies abundantes en los metagenomas descritos y las anotaciones
funcionales de ambos acercamientos para la busqueda de la diversidad y abundancia de las
CAZymes en los mismos.



2 Antecedentes

2.1 Metagenomica

En la ecologia microbiana, las preguntas ;qué microorganismos estan ahi? y ¢qué estan
haciendo? (Figura 1) se pueden contestar con la metagenomica. (Escobar-Zepeda et al.,
2015). La metagendmica se refiere al uso de métodos genémicos modernos para analizar
comunidades de microorganismos en sus entornos naturales, lo que elimina la necesidad de
aislar y cultivar especies individuales en el laboratorio (Chen et al., 2005). EIl analisis
metagendmico, principalmente basado en la secuenciacion de DNA, revela el potencial de
actividades en una comunidad microbiana (De Filippis et al., 2017). Descifrar la diversidad
microbiana de un metagenoma puede ser importante para entender su potencial metabolico.
Esto puede obtenerse mediante un acercamiento metagenémico donde el total del DNA de
una muestra se utiliza para preparar bibliotecas metagenémicas (Escobar-Zepeda et al.,
2015).
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Figura 1. Preguntas que contesta la metagenémica. Imagen obtenida de la pagina https://es.slideshare.net/slideshow/presentacin-

sobre-importancia-de-la-diversidad-biolgica-del-suelo/61714850#16



Un ejemplo de esto es la secuenciacion del tipo shotgun que esta transformando nuestra
comprension de los microbiomas asociados a humanos y otros entornos, facilitando la
comparacion de perfiles funcionales y taxonémicos mediante anélisis computacional de
comunidades microbianas. En la metagendémica shotgun, se pretende generar secuencias, 0
"lecturas”, de todos los genomas presentes en una muestra, conjunto que denominamos
metagenoma. Todos los anélisis metagendmicos empiezan con el control de calidad de las
lecturas en el cual se remueven secuencias que contienen bases mal anotadas y
contaminantes que no son fuente de los ambientes secuenciados. (Tas et al., 2021).
Tipicamente la secuenciacion tipo shotgun arroja resultados de una amplia cobertura de
especies dominantes y menos lecturas de especies poco abundantes. (Kunath et al., 2017).
Estos conjuntos de datos incluyen millones de lecturas cortas (fragmentos gendmicos) que,
idealmente, representan todos los microorganismos en una muestra ambiental (Segata et al.,
2014). A pesar de la complejidad y el desafio de analizar estas bibliotecas metagendmicas,
pueden ser utilizadas para determinar qué microorganismos estan presentes y sus
actividades, mediante la cuantificacion de taxones o genes especificos (Nayfach et al.,
2016).

Existen dos enfoques a la hora de hacer metagenémica del tipo shotgun; el analisis gen-
céntrico y el analisis genoma-céntrico.

El andlisis gen-céntrico es la identificacion de los genes a partir de datos de los
metagenomas, directamente de la diversidad de la comunidad microbiana (Boyd et al.,
2018). Este enfoque se centra en comprender la biologia a un nivel colectivo, avanzando
maés alla del estudio de un solo organismo para explorar como los genes dentro de una
comunidad interacttan y afectan las actividades de otros, contribuyendo a funciones
conjuntas (Handelsman et al., 2007). La informacion que nos da el andlisis gen-céntrico
provee un entendimiento de los procesos microbianos que gobiernarn a los ciclos
biogeoquimicos en los ecosistemas. Investigar los ecosistemas terrestres y marinos con
andlisis metagendémicos es una ardua tarea, pero estos analisis pueden dar un panorama
muy completo de la funcion microbiana en la ecologia (Tas et al., 2021).

Usualmente, el primer paso en el estudio de estas comunidades implica la identificacion de
los organismos presentes y su abundancia, proceso que se realiza mediante anotacion
taxonémica. La anotacion taxondmica es un proceso computacional que permite inferir los
clados taxondmicos presentes en una comunidad microbiana y determinar su abundancia
relativa. Para obtener una vision completa del material genémico de una muestra ambiental,
se necesitaria recuperar los genomas completos de cada individuo de la muestra.
Claramente esto es idealista, pero mediante la utilizacién de técnicas de ensamblado de
novo, las lecturas del metagenoma tipo shotgun pueden ser primeramente ensambladas y
posteriormente analizadas. Después del proceso de ensamblado, las secuencias
reconstruidas son regiones largas consenso de DNA (contigs) del pool de secuencias cortas
y se buscan los marcos de lectura abiertos (ORFs por sus siglas en inglés), esto con la
finalidad de asignar funciones a los genes. Los acercamientos basados en ensamblado son
particularmente buenos para microbiomas que incluyen una amplia proporcion de
microorganismos no secuenciados (Segata et al., 2014).



Con los recientes avances en las tecnologias de secuenciacion y las herramientas
computacionales, ha llegado el otro método de analisis de la metagendmica tipo shotgun; el
genoma-céntrico. Este analisis se ha hecho mediante el ensamble de genomas a partir de
metagenomas (MAGs por sus siglas en inglés) (Yang et al., 2021). Los contigs que derivan
de los ensambles estan altamente fragmentados y pueden ser redundantes, lo cual hace que
no puedan ser agrupados en genomas. Sin embargo por algoritmos de binning que usan una
variedad de propiedades gendmicas como la composicion del DNA, el contenido de GC y
la frecuencia de tetranucle6tidos en combinacion con la cobertura secuenciada y la
abundancia, se pueden agrupar los contigs en MAGs (Tas et al., 2021). Un MAG se refiere
a un grupo de contigs gque representan un genoma microbiano. Los MAGS que tienen un
alto grado de completitud y bajos niveles de contaminacién en base a la cantidad de genes
marcadores de copia Unica que tienen, son usados para anotacion funcional y taxonémica
(Yang et al., 2021). La incorporacion de los MAGs al arbol de la vida ha incrementado el
numero de fila microbianos conocidos y también ha revelado nuevas perspectivas en la
diversidad metabdlica microbiana y la diferenciacion por nichos. (Yang et al., 2021).

Es mediante estos enfoques que la metagendmica comparativa permite a los investigadores
identificar la abundancia diferencial de caracteristicas (vias metabolicas, subsistemas o
roles funcionales) entre dos o méas condiciones siguiendo un procedimiento estadistico con
alguna etapa de normalizacion. Esto es posible para proyectos completos de metagenomas
shotgun, donde la informacion sobre la codificacion de genes proteicos esta disponible.

2.2 El ciclo del carbono en los océanos

El carbono es un blogue esencial de construccion para moléculas orgénicas y es uno de los
elementos méas abundantes en el ambiente. La abundancia de carbono y la diversidad Unica
en la que se presenta en compuestos organicos, permiten que este elemento sirva como un
elemento comun de toda la vida conocida (Frieden 1972).

“Considerado de forma global, el carbono recircula por todos los reservorios principales de
la Tierra como son la atmosfera, los suelos, el mar, los ambientes de agua dulce, las rocas,
la biomasa y los sedimentos y lo hace en forma de CO2. Adicionalmente, todos los ciclos
de nutrientes se enlazan al ciclo del carbono. Las principales areas de interés del ciclo del
carbono son la magnitud de los dep6sitos de carbono en la Tierra, la velocidad del reciclado
del carbono dentro de los reservorios y entre reservorios distintos, y como se acopla el ciclo
del carbono a los ciclos de otros elementos nutritivos” (Madigan et al., 2010).

“La manera mas rapida de transferencia de carbono a la atmosfera es mediante el COz: este
se retira de la atmosfera principalmente por la fotosintesis de las plantas terrestres y de
organismos marinos y vuelve a la atmosfera por la respiracion de los animales y de
microorganismos quimioorganoétrofos. El aporte més importante de CO: a la atmdsfera
procede de la descomposicién microbiana de la materia organica muerta” (Madigan et al.,
2010).



En la Tierra, los nuevos compuestos organicos sintetizados bioldgicamente proceden solo
de la fijacion de COz2 por los organismos fototrofos y quimilitétrofos. La fotosintesis es uno
de los procesos biologicos mas importantes de la tierra para obtener energia de la luz,
requiere de ATP y consiste en convertir el CO2 en agua y materia organica (Kappelman
et.,2019). “La mayor parte de los compuestos organicos derivan de la fotosintesis; por
tanto, los organismos fototrofos se encuentran en la base del ciclo del carbono. Sin embargo
estos organismos abundan en la naturaleza solo en los habitats donde hay luz disponible.
De ahi que en las profundidades marinas, en el subsuelo profundo y en otros hébitats
permanentemente oscuros no haya fotétrofos autéctonos. Hay dos grupos de organismos
fototrofos oxigénicos: las plantas y los microorganismos. Las plantas son los organismos
fototrofos que predominan en los ambientes terrestres, mientras que los microorganismos
fototrofos predominan en ambientes acuaticos” (Madigan et al., 2010). La mitad de la
produccidn neta de esta materia organica generada a partir de la fotosintesis es llevada a
cabo principalmente por el fitoplancton marino (Kappelman et.,2019).

La materia organica disuelta en los océanos es uno de los mas grandes reservorios de
carbono en la Tierra, comparable en tamafio al reservorio de CO2 atmosférico. Un gran
nimero de componentes que estan presentes en la materia organica disuelta (DOM por sus
siglas en inglés) juegan un papel importante en los mayores elementos de los ciclos,
contribuyendo al almacenaje de CO2 atmosférico en el océano, dando soporte a los
ecosistemas marinos y facilitando las interacciones entre organismos. El flujo de carbono a
través del cimulo de DOM marina es mediado principalmente por la actividad microbiana.
(Moran et. al 2016). El aporte mas importante de CO2 a la atmdsfera procede de la
descomposicion microbiana de la materia organica muerta. Por consiguiente, casi todo el
carbono de los compuestos organicos termina convirtiéndose de nuevo en CO: con lo que
se completa el ciclo (Madigan et al., 2010).

El carbono organico puede entrar al océano en un ciclo rapido o en un ciclo lento. El ciclo
rapido consiste principalmente en la fotosintesis y la subsecuente DOM y la materia
organica particulada para sedimentacion a través de la bomba bioldgica, mientras que el
ciclo lento es mediado por la bomba microbiana de carbono, prolongando la residencia del
carbono. El loop microbiano es una ruta en la que la red acuatica de alimento en donde
bacterias y arqueas toman la DOM y la materia orgéanica particulada (POM por sus siglas
en inglés), que es consumido por protistas y que estos a su vez son consumidos por
metazoarios. La deriva viral provoca la lisis de los microorganismos lo que devuelve el
carbono particulado y disuelto al océano (Jiao et al. 2010; Figura 2).
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Figura 2. Interacciones entre los ciclos rapidos y lentos del carbono orgénico en el océano y sedimentos (Jiao et. al. 2010).

La biomasa marina representa una fuente rica de nutrimentos para los microorganismos.
Esta es la principal razon por la que comunidades microbianas juegan un papel clave en el
ciclo del carbono mediante la transformacion de esta amplia variedad de moléculas
orgénicas (Andrade et al., 2017).

Un conductor critico del ciclo del carbono en el océano es el flujo hacia el fondo de las
particulas orgénicas que se hunden, cuya funcion es bajar la concentracion de dioxido de
carbono atmosférico. Este flujo hacia abajo se reduce en mas del 70% en la zona
mesopelagica (100 a 1000 metros de profundidad), pero esta pérdida no puede contarse de
manera completa con las medidas actuales. Por décadas se ha supuesto que la pérdida
desconocida se puede explicar mediante la fragmentacion de grandes agregados en
pequefas particulas, a pesar de que faltan datos sobre esta hipétesis (Briggs et al., 2020).

La eficiencia de transferencia de materia organica a través de la zona mesopeléagica esta
controlada por la temperatura y el oxigeno, con una mayor eficiencia en regiones con
latitudes altas y zonas minimas de oxigeno. En contraste, la eficiencia de transferencia en el
océano (debajo de los 1000 m) esté controlada por la velocidad del hundimiento de
particula con la mayor eficiencia en el océano profundo debajo de los giros subtropicales
(De Vries and Weber 2017).



2.3 Tipos de sedimento marino

En las Gltimas dos décadas, los cientificos han explorado la naturaleza y la extension de la
vida del subsuelo a través del taladrado de varios sitios oceanograficos. EI nimero total de
celulas microbianas en el sedimento es aproximadamente del 0.18 al 3.6% del total de la
biomasa celular. La abundancia de las células normalmente decrece con la profundidad y el
incremento de la edad del sedimento. El sedimento del subsuelo incluye ecosistemas
aerdbicos y anaerdbicos, que persisten con bajos flujos de energia biodisponible a través de
los tiempos geoldgicos. La riqueza microbiana del sedimento es comparable a la riqueza del
agua y del suelo (Hoshino et al., 2020).

Los sedimentos marinos pueden ser divididos en tres zonas de arriba hacia abajo; 6xica,
anoxica y reducida. La respiracion aerobia y la nitrificacion toman lugar en la zona 6xica.
La reduccidn de sulfato, toma lugar en la zona anoxica. La reduccion disimilitoria de
sulfato toma lugar en la parte de arriba de la zona reducida y después de eso se lleva a cabo
la reduccion del dioxido de carbono por medio de la metanogénesis (Raggi et al., 2020;
Figura 3).
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Figura 3. Tipos de sedimento marino en base a la profundidad y cercania a la costa (Orsi 2018).

Los sedimentos pueden ser clasificados por su disponibilidad de oxigeno en 6xicos y
anoxicos. El microbioma del océano ha sido estimado en consistir en mas de cien mil
diferentes taxas bacterianos, arqueanos y eucarioticos con estrategias ecolégicas y
metabolicas diversas para la produccion y el consumo de carbono fijado (Orsi 2018) . Las
concentraciones celulares usualmente son 6rdenes de magnitud mayores en los sedimentos
anoxicos ricos en materia organica de los margenes continentales que en los sedimentos
Oxicos pobres en materia organica del océano abierto. Los factores que pueden limitar la
bidsfera sedimentaria no estan restringidos a la falta de nutrientes o la escasez de sustratos.
Los factores limitantes pueden incluir la temperatura, la presion, el pH, la salinidad, la
disponibilidad de agua, la porosidad del sedimento y su permeabilidad (Hoshino et al.,
2020).



El oxigeno de la capa superior de agua se difunde en la primera capa del sedimento (la zona
oxica), donde es reducido por bacterias para formar agua. Los sedimentos marinos
tipicamente se convierten en anoxicos porque las bacterias entre estos consumen oxigeno
mientras se difunde hacia abajo en la capa suprayacente del agua. Esto produce una serie
de capas sedimentarias en las que diferentes tipos de moléculas como hierro aceptan
electrones del oxigeno que es consumido para obtener productos reducidos (Orsi 2018). En
la siguiente capa el sulfato se convierte en sulfuro de hidrégeno que se acumula y envenena
el ambiente para los microorganismos consumidores de oxigeno. Este sulfuro de hidrogeno
se puede convertir en sulfato y otras formas oxidadas del azufre por bacterias que utilizan
ese material como fuente de energia. (Nealson 2010).

Como ya se menciono, los sedimentos de subsuelo andxicos tienen alto grado de entrega de
materia organica, usualmente cerca de la costa, donde la estimulacion del fitoplancton por
la surgencia de agua rica en nutrientes es comun. Por contraste el sedimento del subsuelo
oxico tiene comunidades aerobias de aguas subyacentes con bajas tasas de sedimentacion
de materia organica y que tienden a estar lejos de la costa, donde la disponibilidad de
nutrientes a fitoplancton es limitada. En algunos casos el Oz se predice que penetra mas de
100 metros en el suelo marino extendiéndose en la corteza oceanica subyacente. Asi de
manera similar a la distribucién de sulfato en sedimentos anoxicos, la profundidad de
penetracion del oxigeno en el lodo sedimentado Oxico abisal es controlada por la tasa de
sedimentacion, que correlaciona con la distancia de la costa. En las regiones con altas tasas
de sedimentacion, el metabolismo de los microorganismos bénticos agota la disponibilidad
del oxigeno répidamente y estos sedimentos se convierten en andxicos. Sin embargo, en el
plano abisal donde el océano suprayacente es extremamente oligotréfico, el oxigeno
penetra muy profundamente, a veces hasta la corteza subyacente del océano. La abundancia
del Oz en este lodo abisal esta directamente conectada con un grado de sedimentacion muy
bajo y la cantidad de materia organica que se deriva de las regiones con pocos nutrimentos.
(Orsi 2018).

Estudios de mediciones de oxigeno disuelto en el sedimento en el Giro del Sur del Pacifico
(SPG por sus siglas en inglés) encontraron una baja tasa de respiracion y un sedimento
muy delgado, lo cual hace que este sea 0xico en toda la columna del sedimento en casi toda
la region. Consecuentemente, la comunidad sedimentaria del SPG es predominantemente
aerobica, a diferencia de comunidades previamente exploradas. Las de respiracion y las
concentraciones de células en el sedimento del subsuelo a traves de la mitad del mundo
pueden ser iguales a los del SPG (D'Hondt et al., 2009). La implicacion de este nuevo
descubrimiento es que entre el 9y el 37% de los sedimentos a nivel global estan
oxigenados y por lo tanto soportan comunidades microbianas aerdbicas. (Orsi 2018).

Los sedimentos anoxicos por su parte, tipicamente tienen una zona de transicion de sulfato-
metano, por debajo donde el sulfato es generalmente indetectable y se acumulan
microorganismos metano, metanogénicos y fermentativos. Los sedimentos an6xicos ocupan
un volumen del suelo marino més grande que los 6xicos. Como contraste los sedimentos
anoxicos de aguas subyacentes con alta productividad, tienen concentraciones mucho mas
altas de carbon (Orsi 2018).
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Las reacciones redox estan ampliamente separadas por capas de sedimentos marinos que
estan acopladas entre ellas. Esto sugiere que son los microorganismos los que median el
flujo de electrones entre capas. (Nealson 2010).

La diversidad microbiana de sedimentos Oxicos y andxicos difiere de manera marcada. Los
sedimentos andxicos tienen células con érdenes de magnitud mucho mayores que los
sedimentos Gxicos y estan enriquecidas con grupos estrictamente anaerobicos, como lo son
las bacterias sulfato-reductoras y también las arqueas metanogénicas y metanotroficas. La
produccion primaria en el suelo del océano 6xico esta soportada por arqueas amonio-
oxidantes, mientras que en los sedimentos an6xicos, grupos nuevos y no cultivables tienen
el potencial de producir hidrégeno y metano que potencian la fijacion del carbono (Orsi
2018). El andlisis estadistico revela correlaciones significativas entre la taxonomia
composicional, el carbono sedimentario organico y la presencia o ausencia de oxigeno
disuelto. Estudios de secuencias del 16S ribosomal han demostrado que diversas taxa de
arqueas Yy bacteria son ubicuas en sedimentos anoxicos organicos, las comunidades
microbianas estan estratificadas por profundidad de sedimento y las propiedades
geoquimicas y sedimentoldgicas influyen en la composicién de la comundidad. En el caso
de las arqueas, comunidades anaerdbicas Crenarchaeota, que incluye Bathyarchaeia
prevalecen. En contraste a las comunidades anaerobicas, las comunidades aqueanas
aerdbicas son dominadas por Thaumarchaeota (Orsi 2018,Hoshino et al.,2020). Miembros
de Hadesachaeaota forman parte de méas del 70% de las comunidades arqueanas y su
abundancia relativa incrementa segun el incremento en la profundidad del sedimento.

La composicion de la comunidad bacteriana pone a miembros de Proteobacteria, incuyendo
Alphaproteobacteria y Betaproteobacteriales (Gammaproteobacteria), como predominantes
junto con miembros de Firmicutes en el sedimento 6xico del subsuelo. En contraste,
miembros de Atribacteria, Chloroflexi y Planctomycetes son prevalecientes en el sedimento
anoxico (Orsi 2018, Hoshino et al., 2020).

Los sedimentos de la placa continental han sido objeto de muchos estudios de la vida del
subsuelo y son generalmente andxicos inmediatamente abajo del suelo del océano. Nuestra
comprension de la biogeoquimica de los sedimentos andxicos se ha expandido
draméaticamente en las décadas recientes, en parte debido a que son de acceso mucho mas
facil que los sedimentos que residen en las aguas relativamente poco profundas (Orsi 2018).

A pesar de que la disponibilidad de aceptores de electrones y donadores de electrones es
importante para la supervivencia de los microorganismos en el suelo marino, hay ciertos
sedimentos donde las comunidades depositadas originalmente, también conocidas como
paleomas, permanecen sin cambios. Estudios recientes de las relaciones composicionales
entre los sedimentos poco profundos y el agua de mar han demostrado que los sedimentos
del subsuelo profundo estan poblados por descendientes directos de las comunidades del
subsuelo que se vuelven predominantes a traves de supervivencia preferencial, ya que las
comunidades son enterradas por miles a cientos de afios (Hoshino et al., 2020).Los
paleomas surgen de la supervivencia de comunidades completas después de estar enterradas
en una particular subsuperficie estratificada, por ejemplo, en las lutitas negras. Mientras los
microorganismos se entierran méas profundo en el suelo marino, el tamafio de la poblacion
decrece exponencialmente (Orsi 2018).
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2.4 Metabolismo en los sedimentos

Las tasas de sedimentacion se relacionan de manera positiva con las tasas de metabolismo
microbiano en la superficie. El flujo resultante de materia organica que se hunde y su
entrega al suelo del océano se refiere a la bomba bioldgica y la eficiencia de esa bomba es
clave para la produccién béntica.

La eficiencia de la bomba biol6gica describe cuanta de esa materia organica ultimamente
alcanza el suelo marino y es controlada por la disponibilidad de nutrimentos al fitoplancton
y la subsecuente remineralizacion de lo que resulte de la produccién primaria fotosintética
(Orsi 2018).

Los microorganismos que utilizan los nutrimentos organicos pueden tener una ventaja
significativa sobre aquellos que no (Moran et al., 2016). Se cree que el recambio de
carbono esta impulsado mediante la secrecion de enzimas de organismos microbianos que
pueden descomponer macromoléculas en mondémeros constitutivos que pueden ser
transportados a las células (Orsi et. al., 2018). En general la remineralizacion del carbono
organico disuelto y particulado (DOC y POC por sus siglas en inglés) esta en su mayoria
controlada por procariotes usando enzimas extracelulares para hidrolizar POC y DOC de
alto peso molecular en moléculas de bajo peso molecular antes de la incorporacion a las
células. Asi las actividades enzimaticas extracelulares (EEASs por sus siglas en inglés) son
el paso limitante en el ciclo del carbono marino (Zhao Z. et al., 2020). Estas comunidades
producen enzimas extracelulares con la correcta especificidad estructural para hidrolizar
sustratos para gue tengan tamafios suficientemente pequefios para ingresar en la célula. La
hidrolisis extracelular enzimatica asi inicia el ciclo del carbono heterotréfico (Arnosti 2011,
Figura 4).
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Figura 4. Metabolismo extracelular en los sedimentos marinos (Arnosti 2014).
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Las enzimas extracelulares se encuentran principalmente disueltas en el ambiente mas que
asociadas a la célula. En estudios cultivo dependientes se ha visto que las enzimas libres
pueden ser originadas por la actividad de liberacion de las células (Antranikian et al., 1987,
Albertson et al., 1900, Alderkamp et al., 2007). Vetter et al., (1998) exploro las
circunstancias bajo las que las enzimas libres pueden ser una estrategia beneficiosa para los
microorganismos en ambientes ricos en particulas como son los agregados de los
sedimentos y la nieve marina, demostrando que las enzimas libres pueden proveer
suficiente sustrato para crecimiento en células microbianas. Un estudio de las zonas meso y
batipelagicas del Océano Atlantico encontraron que del 50 al 100% de la actividad
enzimatica total se debe a enzimas libres (Baltar et al., 2010). Se supone que las enzimas de
origen microbiano se pegan a las particulas o coloides del océano profundo (Arnosti 2011).
La abundancia, porcentaje y diversidad de genes que codifican para procesos secretorios
como lo son las enzimas disueltas, consistentemente aumenta en aguas del epipelagico y el
batipelagico, indicando que el corte de materia organica, y por ello el metabolismo es
mediado principalmente por procariotes asociados a particula que liberan sus enzimas
extracelulares en el reino del batipelagico de difusién limitada de particulas (Zhao Z. et al.,
2020).

En sedimentos, sin embargo, la heterogenicidad de organismos y sustratos es mucho mas
grande (Burdige 2006), asi que la variabilidad natural en actividades microbianas
correspondientes es mayor. La gran mayoria de las medidas reportadas en sedimentos son,
de hecho, realizadas en sedimentos mezclados con agua de mar (Arnosti 2011). A pesar de
estas limitaciones, las actividades enzimaticas han sido medidas utilizando sustitutos en
sedimentos de la costa, asi como sedimentos profundos y polares (Hoppe et al., 2022)
Tipicamente los grados de hidroliss son mas altos en la superficie o cerca de la superficie
del sedimento y estos decrecen con la profundidad (Meyer-Reil 1986, Poremba & Hoppe
1995), debido posiblemente a la afluencia de materia organica fresca que estimula las
actividades de las superficies del océano (Boeticus & Lochte 1994). Las tasas de hidrdlisis
en los sedimentos son entre dos y tres 6rdenes de magnitud superiores a las del agua
(Hoppe et al., 2002), lo que se explica por un factor de escalamiento que refleja las
diferencias en los conteos de células que cominmente se observan entre el agua de mary
los sedimentos. La observacion indica que el espectro de actividades enzimaticas en
sedimentos (incluyendo los andxicos) es en muchos casos mucho mas amplia que en el
agua (ejemplo, sustratos no hidrolizados en agua de mar, se hidrolizan en el sedimento
suprayacente (Arnosti 2000, 2008)).

Para que una enzima pueda ser secretada desde su sitio de sintesis que son los ribomosomas
al exterior de la célula debe pasar por un sistema de secrecion en el cual estas enzimas son
sintetizadas con una secuencia de 15 a 20 amino&cidos al principio (en el extremo N-
terminal) llamada péptido sefial (Madigan et al., 2010). Los péptidos sefial se encuentran en
muchas cadenas de polipéptidos nacientes en practicamente todos los organismos y dirigen
proteinas a las maquinas de exportacion incrustadas en membranas en Bacteria, Archaea y
Eukarya (Armenteros et al., 2019). Los péptidos sefial dirigen las correspondientes enzimas
a la ruta de secrecion para la translocacién transmembrananal. Asi podemos distintinguir
entre las enzimas secretadas o no secretadas (ejemplo entre las que son libres de célula 'y las
que son asociadas a la célula) (Zhao Z. et al., 2020).
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2.5 Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas que contienen atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno.
En el siglo X1X, las sustancias basadas en azUcar se referian como carbohidratos, o
"hidratos de carbono”, basados en la formula general Cx(H20)n, que también poseen un
grupo carbonilo, ya sea un aldehido o una cetona ( Seeberger et al., 2017). Los
carbohidratos son parte de las cuatro clases mayores de biopolimeros encontrados en las
celulas y estos tienen estructuras muy versatiles (Zhang et al., 2018). Estdn ampliamente
distribuidos en la naturaleza y median una multitud de funciones bioldgicas, como son las
reservas de carbono, moléculas estructurales y como mediadores de reconocimiento intra e
intercelular entre organismos y en un organismo (Lombard et al., 2013).

Como ejemplo de esto, los carbohidratos forman parte de los componentes de las paredes
celulares del fitoplancton o pueden ser moléculas secretadas como sustancias extracelulares
exopoliméricas (Kappelman et., 2019).

Los carbohidratos méas sencillos son los denominados monosacaridos, los cuales sirven
como moléculas oxidables o componentes de los seres vivos (Styer et al., 2012). Los
monosacaridos son los mas simples de estos compuestos carbonilicos poli-hidroxilados
(sacérido se deriva de la palabra griega para azucar o dulzura) (Seeberger et al., 2017). Los
monosacaridos mas pequefios estan compuestos de tres moléculas de carbono. La union de
varios monosacaridos mediante los enlaces glicosidicos forma los polisacaridos. También
los azucares pueden unirse de forma covalente a las proteinas y formar polisacaridos
(Stryer et al., 2012). Los monosacéridos se unen entre si para dar lugar a oligosacéridos o
polisacaridos. Tipicamente, el término "oligosacarido” se refiere a cualquier glicano que
contenga menos de 20 residuos de monosacaridos conectados por enlaces glicosidicos. El
término "polisacarido” se utiliza tipicamente para denotar cualquier polimero lineal o
ramificado que consista en residuos de monosacaridos, un ejemplo de esto es la celulosa
(Seeberger et al., 2017).

A pesar de tener una composicién quimica similar, los carbohidratos pueden formar un
enorme nimero de combinaciones a través de una variedad estereoquimica de grupos
hidroxilo. Lo anterior puede llevar, a través de muchas posibilidades, al ensamblaje de
monosacaridos uno tras otro y, mediante la riqueza de sustituyentes no carbohidratos, a
decorar los resultantes oligo y polisacaridos (Lombard et al., 2013). EI término
"glicoconjugado™ se utiliza a menudo para describir una macromolécula que contiene
monosacaridos covalentemente ligados a proteinas o lipidos. El prefijo "glico" y los sufijos
"sacarido™ y "glicano™ indican la presencia de componentes de carbohidratos (por ejemplo,
glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos). Al igual que se observa con las proteinas en
la naturaleza, la diversidad estructural adicional puede ser impartida a los glicanos
modificando sus grupos hidroxilo con fosfato, sulfato o ésteres de acetilo y/o sus grupos
amino con grupos acetilo o sulfato. Un carbohidrato puede denominarse "complejo" si
contiene més de un tipo de unidad de construccién de monosacarido. El polimero basado en
glucosa, la celulosa, es un ejemplo de un carbohidrato "simple”, mientras que un
polisacarido galactomanano, compuesto de galactosa y manosa, es un ejemplo de un
carbohidrato complejo (Seeberger et al., 2017).

14



2.6 CAZymes

En virtud de la extrema variedad de estructuras monosacaridas, la variedad de uniones inter
azucares y el hecho de que virturalmente todo tipo de moléculas pueden ser glicosiladas, la
gran cantidad de enzimas actuando en estos glicoconjugados, oligo- y polisacaridos
probablemente constituye uno de los mas diversos sustratos estructurales de la Tierra.
Colectivamente designadas como Enzimas Activas a Carbohidratos (CAZymes), estas
enzimas construyen y rompen carbohidratos completos y glicoconjugados para distintos
roles biologicos (Cantarel et al., 2008).

Las CAZymes se refieren a un vasto panel de actividades cataliticas que se involucran en la
transformacion de azucares o derivados de azlcares para asegurar el ensamblado de
monosacaridos en la forma de oligo o polisacaridos asi como la conjugacion de acidos
nucléicos, proteinas, lipidos, polifenoles y otros compuestos naturales.

Las CAZymes son las responsables de la sintesis (a través de las glicosil transferasas
[GTs]), la degradacion (glicosil hidrolasas [GHs], polisacarido liasas [PLs], carbohidrato
esterasas [CEs] y enzimas de Actividades Auxiliares [AAs]) y el reconocimiento (modulos
de unidn a carbohidratos [CBMs]) de todos los carbohidratos de la Tierra (Huang et al.,
2018; Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion CAZymes (Cantarel et al.,2008).

Glicosil hidrolasas (GHs) Incluyen glicosidasas y transglicosidasas. Estas
enzimas constituyen familias que son responsables de
la hidrdlisis y translglicosilacion de enlaces
glicosidicos.

Glicosiltransferasas (GTs) Estas son enzimas responsables de la biosintesis de
enlaces glicosidicos de donadores de aztcares fosfo-
activados.

Polisacarido liasas (PLSs) Rompen uniones glicosidicas de polisacaridos que
contienen &cido urénico por un mecanismo de beta
eliminacion.

Carbohidrato esterasas (CES) Estas remueven modificaciones basadas en esteres
presentes en mono-, oligo y polisacaridos y gracias a
esto facilitan la accion de GHs de polisacaridos
complejos.

Modulos de Unidn a Carbohidratos (CBMs).  Estos son fragmentos auténomos de plegado y
funcionalidad de proteinas que no tienen actividad
enzimatica per se, pero que se sabe que potencian la
actividad de muchas actividades enzimaticas descritas
mediante la direccion y promocion de la interaccion
prolongada con el sustrato.

Actividades Auxiliares (AAs) Enzimas redox que actdan en conjunto con las
CAZymes
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Las CAZymes no son solo las mas importantes enzimas en las industrias de bioenergia 'y
agricultura, sino que también son muy importantes en la salud humana, ya que la
microbiota humana codifica centenares de genes CAZyme en sus genomas para la
degradacion de varios carbohidratos de la dieta y de los huéspedes. La razén es que un gran
numero de CAZymes son necesarias para construir (en plantas) y degradar (en microbios)
los carbohidratos complejos de la pared celular de las plantas. En particular, los
microorganismos que habitan en los intestinos de los animales codifican el mayor
porcentaje de CAZymes, enzimas responsables de la degradacion de diversos carbohidratos
provenientes tanto de la dieta como del huésped. Modificar los carbohidratos de la dieta
puede tener un impacto significativo en la estructura de la microbiota intestinal humana, lo
que a su vez puede influir en la salud (Huang et al., 2018).

Las CAZymes pueden funcionar solas o como clusters de genes CAZyme (CGCs por sus
siglas en inglés). Definimos como un término mas general a los genes de clusters CAZyme
(CGCs) por ser clusters que estan fisicamente. Ademas de las CAZymes, los CGC también
deben contener al menos uno de los otros tres tipos de genes caracteristicos: transportadores
(TC), proteinas de transduccion de sefiales (STP) y factores de transcripcion (TF). Todas
estas enzimas trabajan juntas para ensamblarse como una maquinaria en una cadena de
procesamiento y transporte de sustratos, lo que permite una degradacion eficiente de los
carbohidratos complejos (Zheng et al., 2023).

2.7 CAZy

La base de datos CAZy es un recurso de conocimiento especializado en enzimas que
construyen y rompen carbohidratos complejos y glicoconjugados. Las familias que existen
son creadas basadas en proteinas experimentalmente caracterizadas y son pobladas con
secuencias de las bases de datos publicas con similitud significativa. La informacion
bioguimica de proteinas es continuamente curada basada en la literatura e informacion
estructural. La clasificacion refleja las caracteristicas estructurales de estas enzimas mejor
que su sola especificidad en sustrato y ayuda a revelar relaciones evolutivas entre enzimas y
asi proporcionar un mejor entendimiento de sus propiedades mecanisticas (Cantarel et al.,
2009). La base de datos de CAZy comenz6 a colectar de manera experimental proteinas
caracterizadas CAZyme de la literatura y a clasificarlas en familias de proteinas basadas en
similitud de secuencia desde los afios 1990s. Posteriormente pobl6 cada familia incluida
con homélogos de las proteinas semilla caracterizadas de las bases de datos del GenBank,
UniProt y PDB (Cantarel et al., 2009).

La primera caracteristica definitoria en la clasificacion de las CAZyme es que las familias
estan definidas basadas en similitud de secuencia de aminoacidos y por lo menos un
miembro fundador bioquimicamente caracterizado (Lombard et al.2013). De manera
adicional es clave para la clasificacion de CAZy la diseccion de los marcos de lectura
abiertos para revelar una discreta y a veces compleja, organizacion modular de las
CAZymes, lo que incrementa de manera significativa la precision del analisis
bioinformatico (Grondin et al., 2017).
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Por esta razon, una segunda carécteristica definitoria es que nuestra clasificacion se hace
modulo por modulo. Las CAZymes son frecuentemente proteinas modulares con un
maodulo catalitico que albergan un nimero variable de otros mddulos discretos, que pueden
ser cataliticos 0 no. Asi una CAZyme modular puede ser asignada a varias familias si su
modulo constitutivo pertenece a familias separadas. Su tercera caracteristica importante es
que sélo se analizan secuencias de proteinas liberadas diariamente del GenBank (Lombard
et al., 2013). Las tres tareas primarias de los curadores de Cazy son: mantener y actualizar
la clasificacion de familias de esta clase de enzimas, clasificar secuencias recién salidas de
GenBank y de Protein Data Bank y capturar y presentar la informacién funcional de cada
familia (Drula et al., 2022).

El uso de las herramientas bioinformaticas, combinado con los alineamientos multiples de
secuencia y los analisis filogenéticos se han vuelto un reflejo de la ingenieria de proteinas
para investigar la variabilidad de secuencia, las relaciones ancestrales y para identificar
firmas o secuencias consenso relacionadas putativamente de las propiedades deseadas
(Drula et al., 2022). Diferentes herramientas para comparar proteinas han sido utilizadas
para definir familias de enzimas, particularmente BLAST y HMMER utilizando modelos
ocultos de Markov (HMMs) hechos para cada familia lo que continuamente mejora la
calidad de la anotacion gendmica, metagenémica y metatranscriptomica. Todas las
secuencias correspondientes a las enzimas cataliticas o de union activas de carbohidratos
son extirpadas de la secuencia completa de proteinas y agrupadas en una libreria de
BLAST.

Aproximadamente del 1 al 5% de las proteinas codificadas en un genoma tipico
corresponden a las CAZymes (Lombard et., al 2013). Esto ha permitido avances para
empezar a decodificar las relaciones entre la especificidad del sustrato y la secuencia
CAZyme y crear un numero creciente de subfamilias en las bases de datos de CAZy. El uso
de herramientas computacionales combinado con la informacion estructural 3D de las
secuencias de datos es otra alternativa que fortalece la prediccion de modelos de guia'y
disefio de enzimas (Andre et al., 2014). Menos del 1% de las secuencias referenciadas en
las bases de datos de CAZy, CAT y dbCan provienen de organismos no cultivables
deseados (Drula et al., 2022).

En cualquier familia, los sitios activos claves de residuos, el mecanismo catalitico y el
plegamiento tridimensional general estan estrictamente conservados (excepto unas pocas
excepciones (Grondin et al.,2017). Asi, el poder predictivo de la clasificacion de CAZy ha
probado ser bastante robusto ya que la informacién funcional y estructural es afiadida y
curada regularmente basandose en la literatura disponible (Lombard et al., 2013).

El sistema de clasificacion de CAZy permite en algunos casos algun tipo de prediccion en
la amplia categoria de sustratos de carbohidratos, basados en la asignacion de una familia.
Esto acarrea el potencial de inferir un perfil glicobiolégico de un organismo (0 comunidad)
basado en su secuencia de DNA (Lombard et al., 2013). La especificidad de sustrato, sin
embargo, es menos clara debido a que muchas familias grandes son poliespecificas y
contienen miembros con distintos perfiles de actividad, normalmente debido a la estructura
de los carbohidratos complejos (Grondin et al., 2017). A pesar de que la especificidad del
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sustrato es variable en las familias, se ha encontrado que el mecanismo catalitico es
extremadamente bien conservado y asi predecible una vez establecido para un miembro de
la familia. En el caso de familias multifuncionales, la tarea de buscar en la literatura para
miembros funcionalmente caracterizados puede hacer que estas se dividan en subfamilias
para acotar la especificidad e incrementar el poder de prediccion funcional (Drula et al.,
2022).

La base de datos de CAZy describe dos tipos de componentes comunes en las CAZymes:

e Modulos Cataliticos (Enzimas): Subdivididos en varias clases de enzimas y sus
familias que catalizan la degradacion, biosintesis y/o modificacion de
glicoconjugados, oligosacaridos y polisacaridos (www.cazy.org).

e Moddulos Asociados: Familias de modulos que se encuentran adheridas a los
modulos cataliticos (www.cazy.org).

La clasificacion de CAZy esta dividida en tres niveles: clases, familias y subfamilias
(Figura 5).

e Nivel 1: Las clases se clasifican en las seis categorias de CAZymes (GHs, GTs,
PLs, CEs, CBMsy AAs).

o Nivel 2: Las familias tipicamente se designan utilizando una forma simple que
incluye la clase o categoria del médulo y un nimero que refleja el orden de
creacion.

e Nivel 3: Las subfamilias son subgrupos dentro de una familia que comparten un
ancestro mas reciente y que, por lo general, son mas uniformes en su funcién
molecular.

Nivel 1: Clases Enzimas

=3 EID viver2: Famies

PL9. AA1 Nivel 3: Subfamilias

Figura 5: Distintos niveles de la base de datos de CAZy. www.cazy.org
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2.8 Oxido reductasas

Las oxidasas terminales de cadenas de transferencia de electrones unidas a la membrana de
los organismos aerobicos catalizan la reduccion de dioxigeno a agua, acoplando la energia
redox a la translocacion de protones a través de la mitocondria o la membrana
citoplasmatica. Muchas de las oxidasas terminales pertenecen a la superfamilia de
oxidoreductasas de hemo-cobre (Pereira et al., 2001).

La superfamilia oxidoreductasas de hemo-cobre (HCO) es una gran superfamilia de
enzimas respiratorias terminales que estan ampliamente distribuidas en los tres dominios de
la vida. Las HCOs catalizan la reducciéon de 4 electrones de dioxigeno a agua en un proceso
acoplado a la translocacion a través de la membrana. Debido a que los electrones y los
protones son necesarios en los lados opuestos de la membrana, estas enzimas promueven la
formacion de una diferencia de potencial por separacion de carga. Asi los protones son
sustratos quimicos de todas estas enzimas y deben estar presentes en la subunidad | (Sousa
etal., 2012). Esta familia incluye diversas familias de oxigeno reductasas y 6xido nitrico
reductasas que son enzimas pivotales en las rutas de respiracion aerébica y denitrificacion.
En la respiracion aerobia y la denitrificacion, la reduccion de O20 NO estan usualmente
canalizadas del pool de quinol a través del complejo 111 que reduce reductasas terminales de
la superfamilia de HCO. Sin embargo la adaptacion de HCOs a usar quinol como donador
de electrones en lugar de citocromo c tiene una implicacién en la flexibilidad respiratoria y
eficiencia de las cadenas respiratorias que la incluyen. La superfamilia HCO es
bioquimicamente diversa e incluye muchas oxigeno reductasas muy bien caracterizadas
(Murali et al., 2022).

Analisis filogenomicos y datos metagendémicos han identificado por lo menos seis nuevas
familias que pertenecen a la superfamilia HCO. Estos datos nos muestran que son de
organismos no caracterizados y se encuentran en una gran variedad de ambientes (Murali et
al., 2021). Todos los miembros de la superfamilia HCO tienen en comin homologos en
cada reductasa que es donde ocurre la reaccion catalitica en el sitio activo (Murali et al.,
2022).

Se ha establecido una clasificacién mediante herramientas bioinformaticas de HCOs y
oxido nitrico reductasas (NORSs) que permite clasificarlas con un alto grado de precision
(99.8%) vy ésta se encuentra disponible en la base de datos de proteinas de
www.evocell.org/hco (Sousa et al., 2012).
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2.9 Estudios in silico en sedimentos marinos

El desarrollo de métodos cultivo-independientes para realizar estudios in silico como lo son
las ciencias gendmicas permite a los investigadores estudiar las comunidades microbianas
directamente de sus muestras ambientales y presenta una plataforma en la que genes que
codifican enzimas de interés pueden ser estudiados (Kunath et al.2017).

Especialmente en ecosistemas como los sedimentos marinos donde los grupos microbianos
no son todavia cultivables en su mayoria y solo son conocidos por sus secuencias de DNA,
y ademas cuentan con una gran diversidad, los estudios in silico tienen el poder de mejorar
rdpidamente el entendimiento de la microbiologia ambiental ya que es una técnica para
caracterizar la diversidad genética y microbiana asi como la prediccion de las funciones
bioldgicas potenciales asociadas a las comunidades microbianas (Kerkhof & Goodman
2009).

Debido a los avances en la secuenciacion y el abaratamiento de los costos, se han empezado
a estudiar a mayor profundidad los sedimentos marinos y sus comunidades.

Como ejemplos de estos estudios se encuentran los perfiles taxondémicos de los sedimentos
marinos como el del Consorcio de Investigacion del Golfo de México (CIGOM) cuyos
objetivos fueron determinar un primer perfil taxonémico de las muestras de sedimento del
Suroeste del Golfo de México (Godoy-Lozano et al., 2018; Raggi et al., 2020). El Golfo de
México esta expuesto a una presencia continua de hidrocarburos lo que influye en la
composicién de la comunidad microbiana.

De manera analoga estan también los estudios de la Universidad de Delaware que examind
la respuesta de las comunidades microbianas a las filtraciones naturales de hidrocarburos en
los sedimentos del Golfo de México, a través de un andlisis centrado tanto en genes como
en genomas de los datos de secuenciacion metagendmica (Zhao R. et al, 2020).

Adicionalmente, estudios han caracterizado la diversidad de microorganismos que habitan
en los sedimentos de la Cuenca de Guaymas (Golfo de California), y muchos taxones eran
distintos de aquellos cuyas fisiologias han sido descritas. Se realizaron estudios
metagendmicos de muestras de sedimentos de la Cuenca de Guaymas y se reconstruyeron
genomas microbianos a partir de los datos de secuenciacion generados (Dombrowski et al.,
2017).

De manera global se investigaron por medio de 47 millones de secuencias del gen 16S
ribosomal RNA 299 muestras de nucleos de sedimentos distribuidos globalmente de 40
sitios diferentes a profundidades de 0.1 a 678 m bajo el fondo marino en donde se
obtuvieron correlaciones significativas entre la composicion taxonomica de los sedimentos,
la concentracion de carbono orgéanico del mismo y si son 6xicos o andxicos (Hoshino et al.,
2020).

Se ha visto también la diversidad taxonémica de los virus del sedimento. Algunos de los
genomas identificados similares a pithovirus y marseillevirus pertenecen a ramas profundas
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en el arbol filogenético de los genes. Estudios de los grandes virus de DNA
nucleocitoplasmatico centrales, han ampliado sustancialmente la diversidad y la
profundidad filogenética de los respectivos grupos (Béackstrom et al., 2019). También se
hicieron analisis de genes 16S ribosomales de RNA vy el analisis de lipidos biomarcadores
que proporcionaron informacion sobre las comunidades microbianas que prosperaban
dentro de las estructuras porosas de sulfuro de las fuentes hidrotermales profundas, tanto
activas como inactivas (Jaeschke et al., 2012).

Se han hecho perfiles metabdlicos de los sedimentos como el realizado en el Giro del
Pacifico Sur, un ambiente oligotréfico donde se investigd el impacto de la geoguimica local
del carbono por medio del potencial de los microorganismos presentes en él (Tully et al.,
2016) y por ultimo, el realizado con muestras del sedimento andxico del Margen del Perd
en el cual se hizo una prediccion del secretoma mediante estudios metatranscriptomicos
(enzimas secretadas por microorganismos) y se encontraron muchos genes que expresan
para CAZymes (la mayoria de ellas que apuntan para bacterias), siendo éste el primer
analisis que involucra la prediccion de péptidos sefial en metatranscriptomas de sedimento
marino. (Orsi et al., 2018).

Otros trabajos en los que se involucraba el estudio del secretoma son realizados para la
busqueda de peptidasas y CAZymes en el océano y sedimento, dos grupos clave de enzimas
que inician la asimilacién de materia orgénica, utilizando un enfoque integrado de
metagendmica, metatranscriptdmica y metaprotedmica, es mediado principalmente por
procariotas asociados a particulas que liberan sus enzimas extracelulares al ambiente (Zhao
Z.etal., 2018).

Y por ultimo estd un ejemplo en el cual el estudio in silico se hizo para ver el impacto
ecoldgico de la estacion de Davis mediante la secuenciacion de metagenomas de
sedimentos marinos con diferentes proximidades a la fuente de efluentes de aguas
residuales en la estacion Davis (Antartida), ademas de las heces de animales marinos
cercanos y asi determinar el impacto que tienen las aguas residuales de la estacion de
investigacion sobre las comunidades microbianas ambientales cercanas y el tracto
gastrointestinal de las especies de fauna nativa (Leeming et al., 2015).
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3 Justificacion

El reciclado de la materia organica en sedimentos es un componente importante de los
ciclos biogeoquimicos, debido a que los sedimentos son el principal reservorio para el
almacenaje a largo plazo de carbono. Por otra parte, el papel de las CAZymes en la
comunidad microbiana de los sedimentos no esté bien definido. Suponemos que las
CAZymes de los microorganismos presentes podria influir en la funcién de la comunidad
que vive en los sedimentos.

4 Hipotesis

e Los sedimentos marinos, dada su profundidad y tipo (6xico o anoxico),
determinaran la presencia y abundancia de las CAZymes.

5 Objetivos

General

e Analizar los genes que codifican para CAZymes de los microorganismos que se
encuentran en sedimentos marinos.

Particulares

e Seleccionar metagenomas de buena calidad en el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés) de sedimento marino.

e Proponer el tipo de metabolismo que predomina (an6xico/6xico) en cada
metagenoma analizado.

e ldentificar la presencia y abundancia de los genes que codifican para las familias
CAZymes que se encuentran en los sedimentos marinos.

e Comparar los "MetaCAZomas" (composicion de CAZymes en los metagenomas)
entre si.

e ldentificar las principales CAZymes que forman el secretoma del sedimento.
e Reconstruir MAGs y hacer un analisis de su CAZoma secretado.

e Comparar CAZoma de los MAGs de suelo vs CAZoma de los MAG sedimento.
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6 Metodologia

6.1 Programas

Kraken v.2 (Wood et al.,2019)

LEfSe v.1 (Segata et al. 2011)

FastQC v0.11.7 (Andrews, 2010)

Prodigal v.2.6.3 (Hyatt et al., 2010).

MEGAHIT v1.1.1-2 (Li et al., 2015)

dbCAN v.2 (Zhang et al.,2018)

HMMER v-3.2.1(Eddy et al., 2011)

Trimmomatic v-0.32 (Bolger et al., 2014)

SignalP v-5.0 (Almagro et al. 2019)

GTDB-Tk v-2.1.0 (Chaumeil et al., 2020)

Diamond v0.9.24.125 (Buchfink, Reuter y Drost, 2021)

FetchMG v-1.2 (Kultima et al., 2012)

SqueezeMeta v-1.4 (Tamames y Puente-Sanchez et al., 2019)
Phylophlan v-3 (Asnicar et al., 2020)

MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004),

trimAl v1.4. rev22 (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez y Gabaldon, 2009)
IQ-TREE v2.0.6 (Nguyen, Schmidt, Von Haeseler y Minh, 2015)
RaxML v.8 (Stamatakis, 2006)

iTOL Versidn 6.8.1. (2023). (Letunic et al., 2021)

R-v. 4.2.3 (R Core Team 2023).
e Vegan (Oksanen et al.,2020)
e Geosphere (Hijmans et al., 2020)

6.2 Seleccion de datos gendmicos; muestras metagenéomicas

Una vez identificados los BioProyectos adecuados, se descargaron las secuencias de
metagenoma shotgun de la base de datos del NCBI. Se obtuvieron al final datos crudos de
37 muestras metagendmicas de 12 BioProyectos que representan muestras de sedimento
marino que incluian metadatos. (Tabla 2). Los datos asociados a estas muestras fueron sus
coordenadas de latitud/longitud, metros por debajo del subsuelo marino y metros por
debajo del nivel del mar. Esta informacion adicional proporcioné un contexto importante
para comprender la distribucion espacial y las caracteristicas ambientales de los
ecosistemas marinos muestreados.

Se tomaron muestras de sedimentos de todo el mundo con un rango de profundidad de O a
7942 metros por debajo del nivel del mar (mbsl) y de 0 a 2.23 metros por debajo del lecho
sedimentario (mbsf) (Figura 6). Para reducir el sesgo del secuenciamiento, se descartaron
las muestras que no se secuenciaron con Illumina (Tabla 2).
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6.3 Control de calidad y preprocesamiento de las muestras

Se llevaron a cabo procedimientos de control de calidad utilizando herramientas y software
ampliamente utilizados, como Trimmomatic (Bolger et al., 2014) y FastQC (Andrews,
2010). Todas las lecturas de las muestras que no superaron los filtros de control de calidad
(calidad de lectura >= Q20) fueron descartadas.

6.4 Analisis gen-céntrico

6.4.1 Andlisis taxondmico de las lecturas metagenomicas

Para el analisis taxondmico de las lecturas, utilizamos la base de datos especifica de
Kraken2 basada en espectros k-mer de genomas completos de RefSeq y la base de datos nt
del NCBI (descargada el 7/09/2021) (Wood et al., 2019).

6.4.2 Ensamble de las lecturas metagendémicas

Como en cualquier estudio de metagendmica, se realizé un ensamble de novo para cada
muestra utilizando MEGAHIT v1.1.1-2 con el parametro 'metasensitive’, recomendado para
muestras diversas (Li et al., 2015). Se predijeron los marcos de lectura abiertos (ORFs por
sus siglas en inglés) de cada muestra utilizando la herramienta Prodigal-v2.6.3 (Hyatt et al.,
2010). Se descartaron de este estudio las muestras con menos de un millén de genes.

6.4.3 Andlisis funcional del metagenoma

Para hacer la anotacién de las CAZymes, utilizamos HMMER-3.2.1 (Eddy et al., 2011)
(hmmscan: valor E < 1e-15, cobertura > 0.35) contra la base de datos HMM V9 de
dbCAN2 (Zhang et al.,2018).

Teniendo en cuenta la suposicion de que el reciclaje de carbono en los sedimentos marinos
es llevado a cabo por los microorganismos que lo habitan, mismos que usan enzimas
secretadas (conocidas como “secretoma”) para almacenar carbono a largo plazo (Orsi et al.,
2018), decidimos buscar CAZymes secretadas. Anotamos las secuencias en las seis clases
de la base de datos CAZy, que estan implicadas en la creacion, descomposicién e
identificacion de carbohidratos. Estas clases son Glicosil Transferasas (GTs), Glicosil
Hidrolasas (GHSs), Esterasas de Carbohidratos (CEs), Mddulos de Unidn a Carbohidratos
(CBMs), Liasas de Polisacaridos (PLs) y Actividades Auxiliares (AAs). Las especificidades
de los sustratos de las CAZymes se infirieron por inspeccion manual de CAZy (Lombard et
al., 2013; Lombard et al., 2014). Las CAZymes secretadas se anotaron utilizando SignalP
V-5.0 (Almagro et al., 2019).
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Se analizaron las oxidorreductasas de hemo-cobre (HCO) y las oxidorreductasas de éxido
nitrico (NOR) utilizando Diamond (pardmetros "ultra-sensitive") frente a la base de datos
HCO (Sousa et al. 2011).

La normalizacion de los recuentos de genes entre las muestras de CAZymes y los genes de
oxidorreductasa de hemo-cobre se llevo a cabo utilizando la ecuacion: (NUmero de genes
anotados / NUmero total de genes en la muestra) X 108,

6.4.4 Analisis estadisticos de los metagenomas

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando R-v. 4.2.3 (R Core Team 2023). Utilizando
el indice de disimilitud de Bray-Curtis para calcular matrices de distancia relativas a los
grupos de abundancia taxondmica a nivel de clase y a la composicion de CAZymes, se
realizé un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA). Para buscar correlaciones entre los
metadatos de las muestras y la diversidad taxondmica, se calcularon pruebas de Mantel de
la matriz de abundancia frente a metros por debajo del nivel del mar (mbsl), metadatos de
latitud y longitud de las muestras, y metros por debajo del lecho marino (mbsf). El analisis
del tamafio del efecto de la prueba de discriminacion lineal (LEfSe) de las matrices
taxonomicas de arqueas y bacterias se realizé en la herramienta Galaxy de Hutlab (Segata
etal., 2011) (corte LEfSe: valor alfa de Kruskal-Wallis = 0.05, valor alfa de prueba de
Wilcoxon = 0.05, puntuacion LDA > 3.0). Se realiz6 un andlisis similar en la matriz de
CAZymes extracelulares con una puntuacion LDA > 3.5.

6.5 Analisis genoma-céntrico

6.5.1 Reconstruccion de genomas a partir de metagenomas (MAG)

Los MAG fueron anotados, reconstruidos y refinados utilizando el pipeline Squeeze-Meta
v.1.4.0 (Tamames y Puente-Sanchez et al., 2019) (parametros: modo=secuencial,
ensamble=extension, double pass, low memory). Se eliminaron las agrupaciones gendmicas
con una completitud baja (<75%) y una alta contaminacion (>10%). Los MAG se refinaron
con el programa remove_duplicate_markers.pl del pipeline SqueezeMeta.

6.5.2 Anotacion taxondmica y analisis filogenético MAG

La clasificacion taxondmica de estas agrupaciones se realizé mediante GTDB-Tk v2.1.0
(parametros: classify_wf) frente a la base de datos GTDB v-207 (Chaumeil et al., 2020).
Para el analisis filogenético de los MAGs reconstruidos, asi como los MAGs del suelo,
utilizamos las secuencias de aminoécidos y el pipeline Phylophlan 3.0 para calcular &rboles
(Asnicar et al., 2020). Usamos la base de datos Phylophlan (Segata, Bérnigen, Morgan y
Huttenhower, 2013) que incluye 400 genes marcadores universales y Diamond v0.9.24.125
(Buchfink, Reuter y Drost, 2021) para mapear la base de datos contra nuestros proteomas.
Los alineamientos de multiples secuencias (MSA) se realizaron con MUSCLE v3.8.31
(Edgar, 2004), y el software trimAl v1.4. rev22 (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez y
Gabalddn, 2009) para el recorte de regiones con brechas. Finalmente, para el calculo y
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refinamiento de los arboles, utilizamos la estimacién de maxima verosimilitud con el
software 1Q-TREE v2.0.6 (Nguyen, Schmidt, Von Haeseler y Minh, 2015) y RaxML v.8
(Stamatakis, 2006), respectivamente con 100 bootstraps.

6.5.3 Anotacion funcional MAG

Las familias de CAZymes y los clisteres de genes de CAZymes (CGC) se anotaron
utilizando doCAN2 (Zhang et al., 2018); (cortes hmmscan: valor E < 1e-15, cobertura >
0.35, cortes DIAMOND: valor E < 1e-102, Hotpep (Frecuencia > 2.6, Hits > 6),
CGCFinder (Distancia <= 2, genes caracteristicos = CAZyme+TC). Los genes marcadores
(MG) se anotaron con FetchMG v-1.2 (Kultima et al., 2012). La normalizacion de los
recuentos de CAZymes entre los MAG se llevé a cabo utilizando la ecuacion: [(NUmero del
modulo de CAZyme en el MAG / Numero del mddulo de CAZyme en la muestra de
metagenoma) / Mediana (MGs en la muestra de metagenoma)] X 10°. La lista de MG se
puede descargar desde el sitio web de mOTU https://motu-tool.org/fetchMG.html (Lopez-
Sanchez et al., 2024).

Se seleccionaron aleatoriamente MAG de suelo asignados taxondmicamente a las clases
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Bacteroidia (Nayfach et al., 2021) con los
mismos criterios que nuestros MAG (Completitud > 75% y Contaminacion < 10%). Los
modulos de CAZymes y los clusteres de genes de CAZymes (CGC) se anotaron utilizando
dbCAN2 (Zhang et al., 2018); (cortes hmmscan: valor E < 1e-15, cobertura > 0.35, cortes
DIAMOND: valor E < 1e-102, Hotpep (Frecuencia > 2.6, Hits > 6).

6.6 Graficacion

El mapa con los puntos situados en las coordenadas geogréaficas (latitud y longitud) donde
fueron extraidas las muestras de sedimento fue realizado por medio de la paqueteria de R
marmap (Pante & Simon-Bouhet B 2013) utilizando datos topogréaficos de batimetria y
topografia importados de las bases de datos de la Administracion Nacional Oceéanicay
Atmosférica (NOAA por sus siglas en inglés) (https://www.noaa.gov) y la Carta
Batimétrica General de los Océanos (GEBCO por sus siglas en inglés)
(https://www.gebco.net).

Las matrices integradas obtenidas para el analisis taxonémico de las 37 muestras se
escribieron utilizando R, bash, Perl y Python y la manera de integrarlas esta disponible en
https://github.com/jenniferlu717/KrakenTools. Las matrices de anotacion taxondémica se
formatearon para la biblioteca R ggplot2 (Wickham 2016) para generar graficos de barras
apiladas en diferentes niveles taxondémicos.

Las matrices integradas para las anotaciones de las CAZymes, CAZymes extracelulares y
las CAZymes extracelulares en MAGs se escribieron utilizando programas de Perl que
estan disponibles en http://github.com/Ales-ibt/Metagenomic-benchmark y que
posteriormente fueron modificadas en R. Las matrices completas de anotacion de
CAZymes, CAZymes extracelulares, beta diversidad y CAZymes en MAGS se encuentran
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en el material suplementario del articulo “Metagenomic analysis of carbohydrate-active

enzymes and their contribution to marine sediment biodiversity” (Lopez-Sanchez et al.,
2024).

Las matrices de anotacion funcional se formatearon para la biblioteca R ggplot2 (Wickham
2016) para generar graficos de pie con las familias mas abundantes de CAZyme y las
gréficas de caja con los conteos de las CAZymes en MAGs de alphaproteobacteria,
gammaproteobacteria y bacteroidia en sedimentos y suelos.

La visualizacion de las PCoAs se realizo utilizando los paquetes R vegan, pragma (Oksanen
et al., 2020) y geosphere (Hijmans et al., 2020). La visualizacion del andlisis del tamafio del
efecto de la prueba de discriminacion lineal (LEfSe) de las matrices taxondmicas de
argqueas y bacterias y de CAZymes extracelulares se realizé en la herramienta Galaxy de
Hutlab (Segata et al. 2011).

La visualiacion de los mapas de calor se realizo por medio de R con la paqueteria de
ComplexHeatmap (Gu 2022).

La representacion de los arboles filogenéticos se realizé con Interactive Tree Of Life
(iTOL) Version 6.8.1. (2023). Recuperado de https://itol.embl.de/ (Letunic et al., 2021).
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7 Resultados y Discusion

7.1 Sedimentos Marinos y su localizacion

Se hizo una blsqueda exhaustiva de proyectos de sedimentos marinos que contuvieran
muestras metagendmicas en la base datos del Centro Nacional para la Informacién. Una vez
que se identificaron los BioProyectos adecuados, se procedid a descargar las secuencias de
metagenoma shotgun desde la base de datos del NCBI. Obtuvimos secuencias de 37
muestras metagendmicas que provienen de 12 BioProyectos que representaban muestras de
sedimentos marinos y las cuales incluian informacién valiosa relacionada con cada muestra,
como lo son la localizacion geogréfica (coordenadas de latitud/longitud), profundidad en
metros por debajo del subsuelo marino (mbsf por sus siglas en inglés) y profundidad en
metros bajo el nivel del mar (mbsl por sus siglas en inglés). Esta informacion adicional
ofrecié un contexto importante para comprender la distribucion espacial y las
caracteristicas ambientales de los ecosistemas marinos muestreados.

Se recopilaron muestras de sedimentos de diversas ubicaciones, con una profundidad que
variaba desde 0 hasta 7942 metros bajo el nivel del mar (mbsl) y desde 0 hasta 2.23 metros
bajo subsuelo marino sedimentario (mbsf) (ver Figura 6). Con el fin de minimizar cualquier
sesgo en la secuenciacion, se excluyeron las muestras que no habian sido secuenciadas
mediante la tecnologia Illumina. Veinte muestras se tomaron por debajo de 1000 mbsly 17
por encima (Figura 6 y Tabla 2).

e

S i

1 Sedimento poco profundo [ < 1000 mbsl (20)] (= ==
W Sedimento profundo [ > 1000 mbsl (17)] %

Figura 6. Localizacion de las muestras de sedimento marino. En rojo estan las muestras por encima de la termoclina (< 1000 m) y
en amarillo las que estan por debajo (> 1000 m). El nimero entre paréntesis dice el nimero de muestras.

28



Tabla 2. Metadatos de muestras metagenémicas de sedimentos marinos alrededor del mundo.

Proyecto |SRA Etiqueta # mbsl | mbsf | Longitud | Latitud [Referencia
genes
PRJINAG60 | SRR1130 | CIGOMA4 36537 (2966 |0.10 [-95 25.83  |Raggi et al., 2020
9564 8317 15 4
PRJINAG6O | SRR1130 [CIGOMD18 |42009 |1320 |0.10 |-94.41 25.53  [Raggi et al., 2020
9564 8316 51 4
PRJINA83 | SRR1916 | KIGOMA4 33497 |1281 |0- -94.20 19.56 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
5145 0659 39 0.02 PRINA835145
PRJINAB83 | SRR1916 | KIGOM5 36354 | 1281 |0.12- [-94.20 19.56  |https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
5146 0658 96 0.14 PRINA835145
PRJINAS83 | SRR1916 [ KIGOM®6 38644 1281 [0.22- [-94.20 19.56 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
5147 0657 09 0.24 PRINA835145
PRJEB25 | ERR2431 | ART45 11620 |420 |0 -135.34 70.47  |https://www.nchi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 945 120 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 | ART46 79514 |410 |0 -135.34 70.42  |https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 946 92 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 | ART47 58824 | 277 |0 -135.56 70.38  |https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 947 31 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 [ ART48 12680 [848 |0 -136.12 70.51 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 948 711 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 | ART49 14544 11534 |0 -139.02 70.39  |https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 949 454 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 [ ART50 17656 246 |0 -138.21 70.05 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 950 29 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 | KOR52 45191 |0 0 127.62 34.68 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 952 13 PRJEB25358
PRJEB25 | ERR2431 | KOR58 47724 |0 0 126.23 35.08 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
358 958 86 PRJEB25358
PRJINA29 | SRR2133 | HRSPAC47 12515 |600 |O- -125.10 44.67  |Kauffman et al., 2018
0197 847 55 0.12
PRJINA29 | SRR2605 | GYRPAC92 (42370 (5283 |0.00- |-139.8006 |-39.3103 [Tully etal., 2016
7058 792 00 0.05
PRJINA32 | SRR3715 [ SMMPAC33 |12278 |863 |0.06- |-118.67 33.79  |Kauffman etal., 2018
6769 733 742 0.09
PRJINA36 | SRR6301 | GBGOC44 43719 (2000 [0.03-|-111.25 27.04  [Dombrowski et al., 2017
2212 444 37 0.04
PRJINA36 | SRR6301 | GBGOC45 38768 | 2000 |0.0- [-111.25 27.04  [Dombrowski et al., 2017
2212 445 59 0.01
PRJINA36 | SRR6301 [ GBGOCA47 62054 |2000 [0.0- |-111.25 27.04 Dombrowski et al., 2017
2212 447 83 0.03
PRJINA43 | SRR6660 | SMMPAC46 |42042 |860. |0-0.3 |-118.67 33.79  [Dombrowski et al., 2017
1796 646 30 5
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PRJINA48 | SRR7614 | DSANTO06 32563 |0 0- 77.96 -68.58 |Leeming et al., 2015
1090 706 92 0.05
PRJINA48 | SRR7614 | DSANTO08 25591 (1.8 |O- 77.95 -68.58 |Leeming et al., 2015
1090 708 88 0.05
PRJINA48 | SRR7614 | DSANTO09 28070 |0 0- 77.92 -68.60 |Leeming et al., 2015
1090 709 71 0.05
PRJINA48 | SRR7614 | DSANT11 26975 (0.9 |O- 77.86 -68.61 |Leeming et al., 2015
1090 711 62 0.05
PRJINA48 | SRR7614 | DSANT95 27860 |0 0- 77.97 -68.57 |Leeming et al., 2015
1090 695 59 0.05
PRJINASO | SRR8451 | LOKART30 (70990 (3250 |1.26 |8.46 73.76  |Béckstrom et al., 2019
4765 930 40
PRJINASO | SRR8452 | LOKART60 (11504 (3236 |2.23 |8.45 73.75  |Béckstrom et al., 2019
4765 060 903
PRJINASO | SRR8452 | LOKART62 |[73690 (3236 |1.63 |8.45 73.75  |Béckstrom et al., 2019
4765 062 55
PRJINAS5O | SRR8482 | LOKART95 (33167 (3236 |1.03 |8.45 73.75  |Béckstrom et al., 2019
4765 195 08
PRJINA52 | SRR8709 | MARPAC23 |15285 |7942 |0- 144.93 11.91  |https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
6329 623 36 0.01 PRINA526329/
PRJINASS5 | SRR9649 | DELGOM54 17543 (1400 |0.10 [-94.69 26.94  |ZhaoR.etal., 2020
3005 754 39 -

0.15
PRJNAS5 | SRR9649 | DELGOMS5 |26977 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |ZhaoR.etal., 2020
3005 755 11 -

0.15
PRJNAS55 | SRR9649 | DELGOM56 |27238 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |ZhaoR.etal., 2020
3005 756 78 -

0.15
PRJNAS55 | SRR9649 | DELGOM57 19719 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |Zhao R.etal., 2020
3005 757 29 -

0.15
PRJNAS55 | SRR9649 | DELGOM58 | 16587 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |ZhaoR. etal., 2020
3005 758 01 -

0.15
PRJNAS5 | SRR9649 | DELGOM59 |15081 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |ZhaoR.etal., 2020
3005 759 47 -

0.15
PRJNAS55 | SRR9649 | DELGOMG60 |18268 (1400 |0.10 |-94.69 26.94  |ZhaoR.etal., 2020
3005 760 93 -

0.15
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7.2 Analisis Gen-Céntrico

7.2.1 Taxonomia de muestras metagendémicas

Las secuencias crudas de las 37 muestras recolectadas se anotaron taxonémicamente por
medio del programa Kraken2 (Wood et al., 2019) contra las bases de datos de nucledtidos y
la de Secuencias de Referencia (RefSeq por sus siglas en inglés) del NCBI para arqueas y
bacterias. Los resultados muestran que en todas las muestras las secuencias mas abundantes
pertenecientes a bacterias son del filo Proteobacteria (en el rango del 35.14% al 70.99% de
las secuencias de cada metagenoma) de las clases Alfa, Beta, Delta, Gammay Epsilon,
siendo las Gammaproteobacteria y las Alfaproteobacterias las mas abundantes (13.88 al
47.74% y 6.91 al 33.83% respectivamente) (ver Figura 7).
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Figura 7. Abundancia relativa de la bacteria en cada metagenoma analizado a nivel de clase. “OTRO” es cualquier clase que no
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tiene por lo menos el 1% de abundancia en alguno de los metagenomas. Consulte para el recuento completo del porcentaje de los
taxa en todos los metagenomas en https://github.com/RafaelLopez-Sanchez/marine_sediments.
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En el caso de arquea pertenecen a los filos de Euryarchaeota (en el rango del 7.51 al
99.73% de las secuencias de cada metagenoma) de la abundancia relativa y
Thaumarchaeota (0.06 al 91.41% de las secuencias de cada metagenoma) (ver Figura 8) En
el caso de las bacterias la abundancia relativa menor al 1% a nivel de clase va desde 3.96%
a 8.79% lo cual nos habla de una inmensa diversidad taxonémica en las secuencias
consistente con lo reportado en muestras de sedimento marino.
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Figura 8. Abundancia relativa de la arqueas en cada metagenoma analizado a nivel de filo. “OTRO” es cualquier clase que no
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tiene por lo menos el 1% de abundancia en alguno de los metagenomas. Consulte para el recuento completo del porcentaje de los

taxa en todos los metagenomas en https://github.com/RafaelLopez-Sanchez/marine_sediments.
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7.2.2 Correlaciéon de diversidad taxondmica de los sedimentos con los
metadatos asociados

La mayoria de nuestras muestras de sedimento que se encuentran depositadas en el NCBI
no tenian disponibles las variables fisicoquimicas para su comparacién. Sin embargo, todas
provienen de sedimentos superficiales en la interfaz con la columna de agua, para las cuales
se conocen metadatos como pardmetros geogréaficos (latitud y longitud, profundidad en
metros por debajo del nivel del mar mbsl y la profundidad del sedimento mbsf. Esto nos
permitio probar la correlacion entre las variables ambientales y la matriz de diversidad de
abundancia a nivel de clase. Empleamos una prueba de Mantel para verificar si la estructura
de la comunidad taxonémica estaba correlacionada con los parametros geogréaficos y
espaciales (Tabla 3).

Tabla 3. Pruebas de Mantel para ver correlacion de los metadatos contra la matriz de disimilitud de Bray-Crutis de diversidad

taxonémica a nivel de clase realizadas con el paquete de R vegan (Oksanen et al., 2020).

Abundancia vs localizacion geografica 0.1076 0.083 9999
(latitud/longitud)

Abundancia vs mbsl 0.3065 0.00004 9999
Abundancia vs mbsf 0.1343 0.065 9999

Nuestros resultados mostraron una correlacion significativa y positiva entre la profundidad
(mbsl) y la diversidad taxonémica (matriz de disimilitud de Bray-Curtis), mientras que las
distancias geograficas y la profundidad del sedimento (mbsf) no fueron significativas
(Tabla 3). Para analizar aun més esta correlacion positiva entre la profundidad de la
columna de agua y la diversidad taxondmica, realizamos una regresion lineal de ambas
matrices de disimilitud (Figura 9). Un valor bajo de R-cuadrado (0.0404) sugiere que la
profundidad por debajo del nivel del mar no explica gran parte de la variacion en la
disimilitud taxonémica. Por eso, decidimos realizar un perfil metagendmico de las muestras
basado en la diversidad taxondmica de la comunidad en relacion con su potencial
metabolico.
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Figura 9. Regresion lineal de la prueba de Mantel en abundancia vs. matrices disimilatorias de mbsl.

7.2.3 Potencial metabdlico para respirar oxigeno en muestras de
sedimento

Aunqgue existe una correlacion entre una mayor profundidad de la columna de agua y el
grosor del sedimento, debido a que la cantidad de materia organica se agota y la
penetracion de oxigeno se encuentra a lo largo del sedimento, lo que es una caracteristica
que haria diferencias sustanciales en las poblaciones microbianas por su tipo de
metabolismo, muchas de nuestras muestras se tomaron en los primeros centimetros (de 0 a
2,23 mbsf) donde la comunidad utiliza oxigeno. (D’Hondt et al., 2015). Por ello, decidimos
hacer un perfil metagendmico de las muestras basado en la diversidad taxonémica de la
comunidad frente a su potencial metabolico. Dado el hecho de que solo una muestra midio6
oxigeno y entendiendo que todas nuestras muestras superficiales son un gradiente entre las
capas oxicas y anoxicas de los sedimentos, decidimos que la mejor manera de obtener una
comparacion seria ver qué metabolismo respiratorio prevalece en cada muestra. Esto no
recrea las condiciones geoquimicas de cada muestra, pero si hace un buen acercamiento
para entender la estructura comunitaria de los sedimentos marinos. Con este fin, asignamos
categorias a nuestras muestras (ambientes dxicos/an6xicos) basadas en su contenido
genético de reductasas de oxigeno de hemo-cobre (HCO) y reductasas de 6xido nitrico
(NOR). Las HCO y las NOR son enzimas que se encuentran en los tltimos complejos de
muchas cadenas respiratorias en microorganismos (Sousa et al., 2011). Como referencia,
utilizamos cuatro sedimentos encontrados en el Castillo de Loki etiquetados como andxicos
y uno del Giro del Pacifico Sur etiquetado como 6xico y que también tiene mediciones
fisicoquimicas de oxigeno. Todo lo que estaba por encima de los recuentos normalizados de
HCO y NOR en el control 6xico se considerd dxico, y todo lo que estaba por debajo se
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considerd anoxico. Nuestros resultados muestran 18 muestras metagendmicas que pueden
considerarse Oxicas y 13 andxicas (Figura 10).
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Figura 10. Gréfico de dispersion de HCOs y NORs clasificados en cada metagenoma con la base de datos HCO. El eje x muestra
los recuentos de genes normalizados de las lecturas, y el eje y es la profundidad en metros bajo el fondo marino de cada muestra
de metagenoma (mbsf). Cédigo de colores; muestras de metagenoma menores a 1000 mbsl = naranja; muestras mayores a 1000

mbsl = rosa control 6xico = verde; control anéxico = morado.

7.2.4 Beta Diversidad de las muestras metagendmicas en cuanto a su
disponibilidad de oxigeno

Una vez que establecimos la abundancia de HCO y NOR como una condicién en las
muestras, un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la abundancia
taxonomica relativa a nivel de clase (matriz de disimilitud de Bray-Curtis) mostrd una clara
separacion de las muestras etiquetadas como 6xicas y andxicas (62.18% de la varianza
explicada en CoAly CoA2) (Figura 11). Las muestras se agruparon en dos grupos; en el
grupo oxico, muestras profundas del Golfo de México (Godoy-Lozano et al., 2018; Zhao R.
et al., 2020) que no reportaron filtraciones de hidrocarburos o metano (Zhao R. et al.,
2020). El Giro del Pacifico Sur es la Gnica muestra con un nivel 6xico y un metabolismo
oligotréfico (Tully et al., 2016). Muestras de las playas de Corea y la estacion de Davis
ubicada en la Antéartida presentan perturbaciones antropogénicas; los metagenomas de
Corea son muestras de playa, y las de la estacién de Davis son muestras superficiales ricas
en nutrientes, y el oxigeno se consume en los primeros centimetros del sedimento (Leeming
et al., 2015). En el grupo anoxico, muestras del Golfo de México (Universidad de
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Delaware), la Cuenca de Guaymas ubicada en el Golfo de California y el Castillo de Loki
ubicado en el Artico, asi como la Cresta de Hidrato del Pacifico y los Monticulos de Santa
Monica se agruparon juntos. Se ha reportado que estos tienen filtraciones de hidrocarburos
0 compuestos relacionados (Zhao R. et al., 2020), ventilas hidrotermales con metabolismo
anaerobico (Jaeschke et al., 2012; Kauffman et al., 2018; Backstrom et al., 2019) y
volcanes de lodo (Kauffman et al., 2018; Béackstrom et al., 2019) (Figura 11).
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Figura 11. Beta Diversidad a nivel taxonémico de clase. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) de una matriz de

disimilitud de Bray-Curtis de taxones a nivel de clase en muestras de sedimentos. El codigo de colores indica a qué categoria de

metadatos pertenecen (azul = 6xico; amarillo = anéxico).

En base a la observacion de una clara separacion entre las etiquetas, exploramos las
diferencias en la composicidn taxondmica entre las muestras 6xicas y anoxicas a través de
un andlisis LEfSe (Segata et al., 2011) basado en matrices de abundancia de bacterias y
arqueas a nivel de clase y filo, respectivamente (Figura 12 y Figura 13). LEfSe
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proporciona biomarcadores basados en diferentes categorias de metadatos (en este caso,
caracteristicas Oxicas y anoxicas).

Las muestras Oxicas mostraron un enriquecimiento en Alphaproteobacteria. Muchas
alfaproteobacterias codifican varios tipos diferentes de oxidasas terminales, lo que
probablemente refleja la versatilidad ecoldgica con respecto a los niveles de oxigeno
(Cevallos, M. A., y Degli Esposti, M. 2022).

Las muestras anoxicas tuvieron un enriquecimiento en varias clases bacterianas:

Epsilonbacteria, Deltaproteobacteria, Bacilli, Clostridia, Fusobacteriia, Dehalococcoidia,
Bacteroidia, Sphingobacteriia, Cytophagia y Thermodesulfobacteria (Figura 12).
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Figura 12.Analisis Discriminante de Efectos Lineales de Tamafio (LEfSe) para identificar taxones significativos entre muestras
con las clases "anoxicas' y "6xicas’ de bacterias. Los grupos taxonémicos muestran valores de LDA > 3.0 con p < 0.1. El efecto del
tamafio y el poder del andlisis estadistico se calculé con valores alfa de 0.5 y 0.5 para Kruskal-Wallis (clases) y Wilcoxon

(subclases), respectivamente.

Entre los fila de Archaea, Thaumarchaeota esta enriquecido en muestras éxicas, mientras
que Candidatus Bathyarchaeota, Euryarchaeota y Candidatus Lokiarchaeota estan
enriquecidos en muestras anoxicas (Figura 13).

Estos resultados son ademés consistentes con la literatura revisada de sedimentos marinos,
donde se sabe que los sedimentos anoxicos estan enriquecidos con grupos estrictamente
anaerobios como las bacterias sulfato reductoras del filo Chloroflexota (clase
Dehalococcoidia) y Deltaproteobacteria y arqueas metanogénicas, como Euryarchaeota,
mientras que en los sedimentos Oxicos hay prevalencia de la clase Alphaproteobacteria en
bacterias y el filo Thaumarchaeota en arqueas (Biddle et al., 2008; Orsi, 2018; Hoshino et
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al., 2020). Nuestros resultados encontraron que las clases Deltaproteobacteria y
Dehalococcoidia y de los fila Chloroflexota y Proteobacteria junto con otras clases
anaerobicas como Clostridia, Thermodesulfobacteria, Fusobacteriia y las arqueas
Euryarchaeota son indicativas de un ambiente andxico, mientras que la clase
Alphaproteobacteria de bacterias y Thaumarchaeota arqueas (Tully et al., 2016; Hoshino et
al., 2020) fueron indicativas de muestras Oxicas (Figuras 12 y 13).
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Figura 13.Analisis Discriminante de Efectos Lineales de Tamafio (LEfSe) para identificar taxones significativos entre muestras
con los fila ‘andxicas' y ‘oxicas' de archaea. Los grupos taxondmicos muestran valores de LDA > 3.0 con p < 0.1. El efecto del
tamarfio y el poder del andlisis estadistico se calculd con valores alfa de 0.5 y 0.5 para Kruskal-Wallis (clases) y Wilcoxon

(subclases), respectivamente.

7.2.5 Anotacion funcional de CAZymes en muestras de sedimentos

Examinamos la distribucion del contenido de CAZyme (Enzimas Activas de Carbohidratos)
dentro de los metagenomas. Para lograr esto, realizamos un Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA) utilizando recuentos normalizados de todas las familias CAZyme
identificadas dentro de cada muestra de metagenoma. Como en nuestros hallazgos sobre la
beta diversidad, las muestras mostraron una separacion entre condiciones oxicas y anoxicas
(59.18% de la varianza explicada en CoAly CoA2) (Figura 14).
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Figura 14. Beta Diversidad de las CAZymes en sedimentos marinos. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de una matriz
de disimilitud de Bray-Curtis de los recuentos normalizados de lectura de médulos CAZyme de nuestras muestras de sedimentos.

El cédigo de colores indica a qué categoria de metadatos pertenecen (azul = éxico; amarillo = anéxico).

Teniendo en cuenta la suposicion de que el reciclaje de carbono en los sedimentos marinos
es llevado a cabo por los microorganismos que lo habitan, mismos que usan enzimas
secretadas (conocido como “secretoma”) para almacenar carbono a largo plazo (Orsi et al.,
2018), decidimos buscar CAZymes secretadas. Nos fijamos en las CAZymes ya que estas
son enzimas clave para la degradacién de carbohidratos que son la mayor parte de
macromoléculas en organismos incluidos procariotes que habitan en el detrital marino
organico que es la nieve marina (Zhao Z. et al., 2020).

Realizamos una anotacion funcional de familias CAZymes que tenian un péptido sefal
contra la base de datos CAZyme (Lombard et al., 2013). Anotamos las secuencias en las
seis clases de la base de datos CAZy, que estan implicadas en la creacién, descomposicion
e identificacion de carbohidratos. Estas clases son Glicosil Transferasas (GTs), Glicosil
Hidrolasas (GHSs), Esterasas de Carbohidratos (CEs), Mddulos de Unidn a Carbohidratos
(CBMs), Liasas de Polisacaridos (PLs) y Actividades Auxiliares (AAs). Dieciocho familias
de CAZyme secretadas se encontraron en mas del 1% de todas las anotaciones totales de
CAZyme (lo que representa el 55.94% de todas las CAZymes anotadas en nuestras
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muestras de metagenoma). De estos las familias, GH109, GH23 y CE1 fueron las méas
abundantes (Figura 15).
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Figura 15. Grafico de pie con porcentajes de las familias CAZyme secretadas con méas anotaciones en los metagenomas de

sedimento. “OTRO” se refiere a cualquier médulo que es menor al 1% de abundancia.

Su abundancia fue particularmente alta en los siguientes metagenomas: Cuenca de
Guaymas (GBGOC), Estacion Davis de la Antértida (DSANT), playas de Corea (KOR),
Cresta de Hidrato del Pacifico Sur (HRSPACA47), Castillo de Loki (LOKART) del Artico,
Monticulos de Santa Moénica (SMMPAC) y el Golfo de México (CIGOMD18 y KIGOM®6)

(Figura 16).
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Figura 16. Mapa de calor de la abundancia y distribucion de familias secretadas CAZyme en muestras de sedimentos. Médulos
de Uni6n a Carbohidratos (CBMs), Esterasas de Carbohidratos (CEs), Hidrolasas de Glicésidos (GHs) y Transferasas de
Glicosidos (GTs). El cédigo de color de las familias se refiere al sustrato al que las familias estan dirigidas reportados en la
literatura (Lombard et al., 2013; Orsi et al., 2018). El color de la barra superior representa la etiqueta de metadatos
(amarillo=andxico; azul=6xico). El tipo de sustrato se encuentra en la barra lateral en circulos de colores. Consulte para el
recuento completo de genes que codifican CAZymes en todos los sedimentos en https://github.com/RafaelLopez-

Sanchez/marine_sediments.

Los metagenomas tenian un repertorio de CAZymes secretadas, dirigido principalmente a
detritos algales y necromasa (ver Figura 15, Tabla 4 y Tabla 5). Entre las familias
prevalentes involucradas en la descomposicién de detritos algales estaban los mddulos de
glicosidasa hidrolasa GH2, GH3 y GH16_3, asi como la esterasa de carbohidratos CEL. Los
modulos de unién incluian CBM9, CBM44 y CBM67. Estas familias estdn compuestas de
enzimas con actividades de B-galactosidasas, B-glucuronidasas, 3-manosidasas, exo-f-
glucosaminidasas en el caso de GH2 y GH3, donde las glicosidasa hidrolasas y fosforilasas
realizan una amplia gama de funciones que implican la degradacion de biomasa y
remodelacién de paredes celulares de plantas y bacterias. GH16_3 rompe laminarasa, un
carbohidrato encontrado en algas pardas (Qin et al., 2017) mientras que CE1 tiene
actividades de acetil xilano esterasas (EC 3.1.1.72), feruloil esterasas (EC 3.1.1.73) y
muchas otras esterasas como las PHB depolimerasas. CBM9 y CBM44 son modulos que se
dirigen a dominios de union a celulosa principalmente xilano y otros carbohidratos y
dominios de union a celulosay CBM67 se dirige a la union a L-ramnosa, un carbohidrato
producido por microalgas (0 a13.3% de la composicion algal) (Brown, 1990) (Figura 15y
Tabla 4 y Tabla 5) (Lombard et al.,2014).

41



Tabla 4. Familias de los médulos de sintesis de polisacaridos mas abundantes extracelulares encontrados en los metagenomas de
sedimento con sus posibles sustratos y las actividades enzimaticas mas relevantes de cada familia. Entre paréntesis esta el niGmero
EC en caso de tenerlo. La informacidon de esta tabla esta contenida en www.cazy.org, https://www.cazypedia.org y
https://beb.unl.edu/dbCAN sub/data/.

Quitina/Peptidoglicano/Detrito GT2_Glycos_tranf 2 Biosintesis de la
algal capsula bacteriana.

Peptidoglicano GT51 Peptidoglicano
glicosiltransferasa (EC
2.4.1.129)

Detrito algal GT83 [Undecaprenil fosfato-
a-L-Ara4N: 4-amino-4-
desoxi-p-L-
arabinosiltransferasa
(EC 2.4.2.43);

Detrito algal GT4 Hexosiltransferasas
(EC2.4.1.5)

Tabla 5. Familias de las familias mas abundantes extracelulares de reconocimiento y degradacion de polisacaridos encontrados
en los metagenomas de sedimento con sus posibles sustratos y las actividades enziméticas mas relevantes de cada familia. Entre

paréntesis esta el numero EC en caso de tenerlo. La informacion de esta tabla esta contenida en www.cazy.org,
https://www.cazypedia.org y https://bcb.unl.edu/dbCAN_sub/data/.

Glicanos del huésped GH109  alfa-N-acetilgalactosaminidasa
(3.2.1.49); beta-N-
acetilnexosaminidasa (3.2.1.52)

Quitina/Peptidoglicano GH23 quitinasa(3.2.1.14); lisozima tipo
G (3.2.1.17); peptidoglicano liasa
(4.2.2.n1)

Detrito algal CEl feruloil esterasa (3.1.1.73); acetil
xilano esterasa (3.1.1.72)

Detrito algal CBM9 Unidn a celulosa
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https://bcb.unl.edu/dbCAN_sub/data/

Glicanos del huésped

Quitina/Peptidoglicano/Detrito algal

Quitina/Peptidoglicano/Detrito algal

Peptidoglicano

Detrito algal

Detrito algal

Glicanos del huésped

Detrito algal

Detrito algal
Quitina/Peptidoglicano

GH29

GH3

CE4

GH103

GH16_3

GH2

GH33

CBM67

CBM44
CE1l4

alfa-1,3/1,4-L-fucosidasa
(3.2.1.111); alfa-L-fucosidasa
(3.2.1.51); alfa-1,2-L-fucosidasa
(3.2.1.63)

exo-1,3-1,4-glucanasa (3.2.1.-);
beta-1,2-glucosidasa (3.2.1.-);
beta-1,3-glucosidasa (3.2.1.-);
beta-glucosidasa (3.2.1.21);
xilano 1,4-beta-xilosidasa
(3.2.1.37); beta-
glucosilceramidasa (3.2.1.45)
quitina desacetilasa (3.5.1.41);
quitooligosacarido desacetilasa
(3.5.1.-); peptidoglicano GIcNAc
desacetilasa (3.5.1.-)
peptidoglicano transglicosilasa
litica (3.2.1.-)

Endo-B-1,3-
glucanasa/laminarinasa (EC
3.2.1.39); endo-B-1,3(4)-
glucanasa/liquenasa-laminarinasa
(EC 3.2.1.6)

beta-glucosidasa (3.2.1.21); beta-
galactosidasa (3.2.1.23); beta-
manosidasa (3.2.1.25); beta-
glucuronidasa (3.2.1.31)
trans-sialidasa (2.4.1.-) ; sialidasa
0 neuraminidasa (3.2.1.18)
Union a ramnosa

Unidn a celulosa y xiloglucanos
N-acetil-1-D-mio-inositil-2-
amino-2-desoxi-alfa-D-
glucopirandsido desacetilasa
(3.5.1.89); quitina disacarido
desacetilasa (3.5.1.105)

Para la degradacion de necromasa, los médulos GH23 y GH103 contienen familias de
transglicosilasas liticas de peptidoglicano. GH23 también se ha encontrado que tiene
actividad quitinasa. Ademas, las actividades conocidas de las familias CE4 y CE14
incluyen enzimas como acetilxilan esterasas, deacetilasas de quitina, deacetilasas de
oligosacaridos de quitina y deacetilasas de peptidoglicano (CE4) y deacetilasa de
diacetilquitobiosa (EC 3.5.1.-) deacetilasas de disacaridos de quitina (CE14). (Lombard et
al., 2014). Finalmente, para la degradacion de glicanos del huésped, el médulo GH29
contiene a-L-fucosidasas, y las familias GH109 conforman a-N-acetilgalactosaminidasa y
B-N-acetilhexosaminidasa. La sialidasa GH33 o neuraminidasa (EC 3.2.1.18) se dirige al
acido sialico del glicano del huésped (Figura 15y Tabla 5).
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Estd documentado que las comunidades bacterianas dominan los sedimentos someros, que
estan compuestos principalmente por arcilla, envolturas celulares de organismos
planctonicos y materia organica (Bienhold et al., 2016). Se espera que los genes
relacionados con la degradacion de carbono recalcitrante, incluyendo celulosa, quitina o
peptidoglicano, jueguen un papel importante en los sedimentos marinos (Tully et al., 2016;
Bradley et al., 2018; Orsi et al., 2018). La necromasa contribuye significativamente a
satisfacer la demanda energética de hasta el 13% de la comunidad microbiana en
sedimentos someros cuando se oxida bajo condiciones dxicas 0 andxicas. La oxidacion de
una célula por afio puede proporcionar suficiente energia para sostener la demanda de miles
de células en sedimentos con bajos recursos energéticos, posicionando potencialmente la
oxidacion de necromasa como una fuente primaria de carbono para microorganismos
incapaces de sobrevivir en ambientes pobres en energia (Bradley et al., 2018). El hecho de
que la mineralizacién y adsorcion de biopolimeros en particulas de sedimento podria
reducir la accesibilidad de otros carbohidratos (Orsi et al., 2018), podria hacer que las
envolturas celulares, como el peptidoglicano, sean una eleccion preferida para las familias
de CAZyme secretadas que se encontraron mas abundantes (Figura 16). La mayoria de
estas familias de CAZyme se encuentran en un amplio espectro de formas de vida, pero se
concentran en bacterias (Lombard et al., 2014).

Algunas de las familias més abundantes diferian entre las muestras oxicas y anoxicas. Los
modulos CAZyme GH23, CBM9, GH16_3, GT51, CE4 y CE14 fueron significativamente
mas abundantes en muestras oxicas. Por otro lado, CBM44 y GT83 se encontraron
diferentes en relacion con muestras andxicas. Curiosamente, tanto CBM44 como CBM9
pueden unir celulosa (Figura 17). Las familias que estdn mas enriquecidas en los
sedimentos Gxicos tienen como sustratos principales la necromasa y quitina. De manera
adicional la familia de AA7 tiene actividades de oxidacion de quitooligosacaridos
(www.cazy.org)
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Figura 17. Andlisis Discriminante de Efectos Lineales de Tamafio (LEfSe) para identificar familias secretadas CAZyme
significativos entre muestras con las clases '0xicas' y ‘andxicas'. Actividades Auxiliares (AAs), Modulos de Union a Carbohid ratos
(CBM:s), Esterasas de Carbohidratos (CEs), Hidrolasas de Glicésidos (GHs) y Transferasas de Glicosidos (GTs) y Liasas de
Polisacaridos (PLs). Los grupos CAZyme muestran valores LDA > 3.5 con p < 0.1. El efecto del tamafio y la potencia del andlisis

estadistico se calculé con valores alfa de 0.5 y 0.5 para Kruskal-Wallis (clases) y Wilcoxon (subclases), respectivamente.

7.3 Analisis Genoma-Céntrico

7.3.1 Genomas ensamblados a partir de metagenomas (MAG)

Para comprender mejor la comunidad involucrada en el reciclaje de carbohidratos en
sedimentos marinos, recuperamos MAGs de cada muestra de metagenoma. Se
reconstruyeron 494 genomas ensamblados de metagenomas (MAG) reconstruidos a partir
de los 37 metagenomas, cada uno representando una instantanea de las comunidades
microbianas muestreadas de diferentes sedimentos. Casi dos tercios de los genomas estan
sustancialmente completos con una completitud >80% y una contaminacion <10%,
mientras que el resto tienen una completitud >75% y contaminacion <10%. Los tamafos de
los MAG varian de 0.75 a 9.56 Mbps. Los MAG estan distribuidos a lo largo del arbol
filogenético y se agrupan en 443 MAG bacterianos y 51 MAG arqueales comprendidos en
103 y 3 grupos taxondmicos a nivel de clase respectivamente, con 360 MAG
taxondmicamente asignados a nivel de especie basados en una identidad promedio de
nucledtidos (ANI por sus siglas en inglés) del 95%. La gran mayoria de ellos pertenecen a
las clases de los filos Proteobacteria (Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria) y
Bacteroidia. (Figura 18, Tabla Suplementaria 1).
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7.3.2 Anotacion de CAZymes en los MAG

Dado que no es posible reconstruir todos los genomas en muestras de sedimentos, y para
establecer una relacién entre nuestros resultados metagendémicos y la participacion de los
MAG recuperados en el reciclaje predominante de carbohidratos en sedimentos marinos,
nos enfocamos en las familias de CAZymes més abundantes encontradas en nuestras
anotaciones de metagenomas. Esto es especialmente relevante, ya que se ha demostrado
que la necromasa y los detritos algales juegan un papel crucial en este proceso (Orsi 2018).
Nos centramos en mddulos de CAZymes secretadas y familias de CAZymes
correspondientes a Clusteres de Genes de CAZymes (CGCs por sus siglas en inglés)
(Figura 19, Tabla Suplementaria 2).

El moédulo GH23 fue el méas abundante en MAG de sedimentos y no se encontraron
maodulos CBM44 en ninguno de los MAG. MAG de las clases Alphaproteobacteria,
Bacteroidia y Gammaproteobacteria tenian mas de un médulo de CAZymes extracelulares
(Figura 14). Los MAG de Alphaproteobacteria tenian moédulos GH103 y GH23. Los MAG
de Alphaproteobacteria pertenecen a las familias Rhodobacteraceae y Methyloligellaceae
con especies encontradas en ambientes marinos, incluyendo los generos
Pseudorhodobacter, Sulfitobacter, Roseicyclus e Hyphomicrobium (Uchino et al., 2002;
Rathgeber et al., 2005; Yoon et al., 2007; Vuilleumier et al., 2011) y otras especies del
género Methyloceanibacter, que habian sido previamente reportadas en sedimentos del Mar
del Norte (Vekeman et al., 2016, Tabla Suplementaria 2).

Los MAGs de Bacteroidia contenian modulos de CAZymes en al menos un MAG excepto
para la familia GT83; la composicion de CAZymes de los principales modulos encontrados
en nuestras muestras de metagenomas (GH109, GH23 y CBM9) fue mayor en la familia
Flavobacteriaceae donde se asignaron MAG al género Prevotella (DSANT95_maxhin.044),
Maribacter (DSANT06_maxbin.002, DSANT06_maxbin.016 y DSANT95_maxbin.030)
Pricia (DSANT95_maxbin.051, DSANT95 maxbin.024 y DSANT95_maxbin.016)
Eudoraea (DSANT11 _maxbin.017), Aureibaculum (DSANTO06_maxbin.006 y

DSANTO08_ maxhin.008) junto con otros mddulos abundantes (Figura 18, Figura 19 y Tabla
Suplementaria 2 (Lopez-Sanchez et al., 2024).
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Figura 18. Arbol filogenético de los MAGs reconstruidos en sedimentos marinos. Las clases taxondmicas de los 10 MAGs mas
abundantes reconstruidos estan codificadas por colores (Consulte el repositorio de Github para obtener anotaciones taxonémicas
completas en MAG). Los circulos concéntricos muestran A) La clase taxondmica B) La completitud (%6), C) El tamafio del MAG

(Mbps). Las clases de taxonomia se anotaron utilizando la base de datos GTDB v-207 (Chaumeil et al., 2020). Los valores de

bootstrap en las ramas estan coloreados.
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Figura 19. Mapa de calor de las familias méas abundantes de enzimas de activacion de carbohidratos secretadas (CAZymes)

encontradas en nuestras muestras de genomas ensamblados de metagenomas (MAG). La etiqueta de color lateral es para la
taxonomia a nivel de clase anotada al MAG y se lee de arriba a abajo. Para fines de visualizacion, los MAG que no tenian un
minimo de los principales Familias de CAZymes fueron descartados de la figura. Consulte para el recuento completo de genes

que codifican CAZymes en todos los MAG en https://github.com/Rafaellopez-Sanchez/marine_sediments.

Las especies de los géneros Prevotella, Maribacter y Aureibaculum se habian recuperado
de sedimentos marinos del Océano Pacifico y el Mar Amarillo (Reed et al., 2002;
Nedashkovskaya et al., 2004; Zhao et al., 2019). El género Pricia se habia aislado
previamente de una muestra de sedimento intermareal arenoso recogida en la costa antartica
(Yuetal., 2012), lo cual es consistente con el lugar de donde se recuperé (Estacion Davis).
Las especies del género Eudoraea fueron aisladas de las aguas costeras del Mar Adriatico
(Alain et al., 2008).

Finalmente, MAG sin familias GH23 como las clases de Phycisphaerae, UBA2214,
Planctomycetia y Bacteroidia contenian GH109, GH2, GH29 y CBM67. UBA2214 también
estaba enriquecido con médulos GH3. MAG de UBA2214, Phycisphaerae y
Planctomycetia fueron asignados a las familias Zgenome-0027, Anaerohalosphaeraceae y
Thermoguttaceae, respectivamente. Las especies de estas familias se encuentran en
sedimentos marinos y ambientes acuaticos con bajo oxigeno (Dedysh et al., 2020; Pradel et
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al., 2020; Chiciudean et al., 2022). Ademas, cuatro MAG de Bacteroidia asignados al orden
Bacteroidales mostraron un inventario de CAZymes similar abundantes (Figura 18, Figura
19 y https://github.com/Rafael Lopez-Sanchez/marine_sediments).

Los MAG pertenecientes a Bacteroidia y Gammaproteobacteria tienen el mayor nimero de
CGC. MAG de Bacteroidia clasificado como Prevotella (DSANT95_maxbin.044) y
Gammaproteobacteria GCA-001735895 sp009937625 (KOR58_maxbin
012.fasta.contigs.refinado) tuvieron el mayor numero de CGC de todos, con cinco
incluyendo modulos GH3, GH23 y GH2 en el caso de Prevotella y dirigidos a modulos
GH23, GH103, GT51 y CE4. (https://github.com/Rafaell opez-
Sanchez/marine_sediments).

El MAG de Alphaproteobacteria contenia CGC dirigidos a modulos GH23, GH103 y GH3.
Se encontraron CGC de Gammaproteobacteria dirigidos a moédulos CE4, GH103, GT51,
CBM9, GH23 y GH3.

Aunque los MAG ensamblados no pueden cubrir toda la diversidad de los sedimentos,
encontramos un grupo de MAG anotados a clases que eran abundantes en nuestras
muestras, como Bacteroidia, Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Encontramos el
inventario de CAZymes y CGCs que contenian los modulos mas abundantes encontrados
en nuestros metagenomas en estas clases de bacterias. Ademas, los MAG de Bacteroidia,
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria que se encontraron teniendo modulos
importantes de CAZymes pertenecen a géneros o familias encontrados o aislados en
ambientes marinos, lo que hace que estas clases sean algunos de los principales impulsores
de la transformacion de carbohidratos en sedimentos marinos. Es bien sabido que el filo
Bacteroidota se considera el filo primario para la degradacion de carbohidratos (Lapébie et
al., 2019). Todos nuestros MAGs de este filo pertenecian a Bacteroidia. El filo
Proteobacteria fue el mas prevalente en muestras de sedimentos. La mayoria de los taxones
que encontramos pertenecen a Gamma y Alphaproteobacteria (47.75-13.88% y 33.83-
6.91% de abundancia relativa, respectivamente) (https://github.com/RafaelLopez-
Sanchez/marine_sediments).

Logramos identificar y analizar los MAG de muestras de metagenomas (Figura 18,
https://github.com/RafaelLopez-Sanchez/marine_sediments), de las principales familias en
la transformacion de carbohidratos en sedimentos marinos. Estas clases mostraron la
presencia de los familias mas abundantes de CAZymes secretadas y los Clusteres de Genes
de CAZymes (CGCs) que corresponden a la degradacion de carbohidratos en ambientes
marinos. La presencia de estas CAZymes y CGCs en MAG derivados del mar indica su
papel critico en la transformacién de carbohidratos en sedimentos marinos.

Esto resalta la importancia del filo Bacteroidota en la degradacion de carbohidratos,
particularmente la clase Bacteroidia, y las contribuciones significativas de ambos, Gamma
y Alphaproteobacteria, a los taxones observados en muestras de sedimentos marinos.
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7.3.3 CAZymes en MAG de sedimento vs CAZymes en MAG de suelo

Dado que Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Bacteroidia tenian un inventario
tan rico de CAZymes para carbohidratos encontrados en sedimentos marinos, decidimos
explorar cuan diferentes eran los inventarios de CAZymes de nuestros MAG en
comparacion con los de MAG de Alphaproteobacteria, Bacteroidia y Gammaproteobacteria
seleccionados de muestras de suelo publicadas por Nayfach et al., (2021) utilizando los
mismos criterios de seleccion (Completitud > 75% Contaminacion <10%). Los sedimentos
marinos y el suelo son ecosistemas ricos en microorganismos y son componentes cruciales
en el ciclo del carbono, ya que pueden secuestrarlo y desempefiar un papel en su reciclaje.
(Arndt et al., 2013; Bargett et al., 2014).

Los MAG de estas clases eran principalmente de diferentes familias en comparacién con
los MAG de sedimentos que recuperamos, los cuales se agruparon juntos en un arbol
filogenético (Figura 20); los MAG de Gammaproteobacteria encontrados en sedimentos se
agrupan en diferentes clados; el primer grupo comprendia bacterias oxidantes de sulfuro de
la familia Beggiatoaceae, bacterias que viven en sedimentos superficiales y en interfaces de
sedimento-agua (Teske & Salman, 2014); el segundo grupo agrupaba bacterias
principalmente del orden Acidiferrobacterales que tiene géneros no cultivados que realizan
fijacion de carbono oscuro en sedimentos costeros (Dyksma et al., 2016); el tercer clado
reune bacterias de seis ordenes diferentes principalmente de dos familias (UBA4575 y
SZUA-229) cuyas secuencias se han encontrado principalmente en ambientes marinos
(Parks et al., 2022); el cuarto clado tiene bacterias del orden Pseudomonadales que
comprende diferentes familias de microorganismos encontrados en ambientes marinos
como Moraxellaceae, Halomonadaceae, HTCC2089 y Halieaceae (Park et al., 2012;
Matsuyama et al., 2015; Qiu et al., 2021); el quinto clado son bacterias principalmente de la
familia Woeseiaceae (orden Woeseiales) que se ha encontrado en sedimentos marinos
(Hoffman et al., 2020); y finalmente el clUster 7 tiene bacterias de la familia
Nitrosomonadaceae que comprende un grupo de bacterias oxidantes de amoniaco y se ha
encontrado en ambientes marinos (Prosser et al., 2014).

En Alphaproteobacteria hay dos clusteres, uno de bacterias que pertenecen a la familia
Rhodobacteraceae y otro del orden Rhizobiales (familias Hyphomicrobiaceae y
Methyloligellaceae). Los MAG de Bacteroidia de sedimento también se agrupan
principalmente en dos grupos, uno del orden Bacteroidales y el otro en la familia
Flavobacteriaceae, todos ellos con especies aisladas de ambientes marinos
(Nedashkovskaya et al., 2004), como se discutid. También hay un singleton perteneciente al
MAG de la especie Prevotella sp018054505, que muestra una mayor divergencia genética.
Como se menciono anteriormente, este MAG se encontrd que tiene los CGCs mas
numerosos en cuanto a los médulos de CAZymes mas comunes y el hecho de que las
especies del género Prevotella se han encontrado en ambientes marinos debido a la
contaminacion antropogénica de alcantarillas cerca de la playa noruega de Bore (Bagi &
Skogerbg 2022), al igual que en las muestras de sedimentos marinos de la Estacion Davis
(donde se reconstruyo este MAG), podria indicar cambios evolutivos méas extensos en este
MAG en particular.
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El hecho de que los MAG de sedimentos de la misma clase taxondmica se agrupen juntos
sugiere que estos microorganismos a menudo poseen adaptaciones ecoldgicas compartidas.
En la literatura se ha sugerido que las distribuciones de clusteres podrian interpretarse como
evidencia de filtrado de habitat donde un grupo de especies estrechamente relacionadas a
menudo comparten un rasgo que les permite persistir en un habitat dado (Horner-Devine et
al., 2006). Estas adaptaciones podrian incluir respuestas a factores de estrés ambiental,
como las condiciones de oligotrofia en los sedimentos marinos. Las comunidades de
sedimentos marinos se adaptan a condiciones de baja energia y son seleccionadas para
sobrevivir en estas condiciones. Aunque las tasas de mutacion son bajas, la recombinacion
podria afectar a los microorganismos de los sedimentos y provocar variaciones en su
contenido genético (Orsi, 2018). Con el tiempo, esto puede resultar en el agrupamiento
observado en el arbol filogenético. (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético de los MAG asignados a Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Bacteroidia MAGs de suelo
y sedimentos. Los circulos concéntricos muestran A) La clase taxonémica con el entorno B) La completitud (%), C) El tamafio del
MAG (Mbps). Las clases de taxonomia se anotaron utilizando la base de datos GTDB v-207 (Chaumeil et al., 2020). Las lineas
punteadas delimitan los clusters de los MAGs de sedimentos marinos en el Ancestro Coman Mas Bajo con el que se agruparon

(etiquetas de familia u orden). Los valores de bootstrap en las ramas estan coloreados.
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Para ver cuan diferentes eran estos MAG en términos de repertorio de CAZymes, el analisis
de PCoA de los recuentos de todos los médulos de CAZymes encontrados en cada MAG
mostré que la composicion de CAZymes parecia ser similar entre los filos, donde Alfa 'y
Gamma Proteobacteria se agruparon juntos y lo mismo ocurrié con los MAG de
Bacteroidia (explicando el 29.74% de la varianza en CoAl y CoA2) (Figura 21).

Esto podria explicar por qué los MAG de sedimentos marinos poseen un perfil de
CAZymes menos diverso en comparacion con los MAG de suelo.
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Figura 21. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en CAZymes identificadas dentro del MAG de suelo y sedimento.
La aparicion del econsistema y la taxonomia de cada MAG esta codificada por colores. EI nUmero de MAG esta entre paréntesis.
Los recuentos de los médulos CAZyme se normalizaron a porcentajes para construir una matriz disimilatoria de Bray-Curtis. b)
Diagrama de caja que muestra el recuento total de genes CAZy por MAG (abundancia de médulos CAZyme) dentro del tipo de

clase y habitat (suelo versus sedimento).
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La principal diferencia entre las clases recuperadas de los MAG de sedimentos en
comparacion con los MAG de suelo fue el nimero de mddulos de CAZymes encontrados
entre ellos y la diversidad de los modulos de CAZymes: todas las clases de MAG de suelo
tenian un namero total de modulos mayor (Figura 22) y més diverso (Figura 23) en
comparacion con los que recuperamos de sedimentos marinos, donde la clase Bacteroidia
era la que tenia mas recuentos y modulos de CAZymes mas diversos. Esto es consistente
con estudios de MAGs en ambientes donde los mddulos de CAZymes estan
filogenéticamente conservados entre los filos microbianos, pero hay cierta especificidad
hacia el habitat donde el suelo es un ecosistema en el que se ha encontrado riqueza y
diversidad en modulos de CAZymes en contraste con ambientes marinos como los
sedimentos marinos (Lépez-Mondéjar et al., 2022). Ademas, el filo Bacteroidetes al que
pertenece la clase Bacteroidia ha sido reportado como la clase principal para la
transformacion de carbohidratos, ya que posee un gran repertorio de familias CAZymes
(Lapébie et al., 2019).

Familias CAZyme totales por MAG
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Figura 22. Diagrama de caja que muestra el recuento total de genes CAZyme por MAG (abundancia de médulos CAZyme)
dentro del tipo de clase y ecosistema (suelo versus sedimento) Se consideraron todas las clases CAZymes de la clasificacion de la
base de datos CAZy (Lombard et al., 2013). Los diagramas de caja muestran los valores medianos y los cuartiles inferior y

superior. Valores significativos (p -value <0.01)
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Diversidad de Familias CAZyme en MAGs
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Figura 23. Diagrama de caja de la diversidad funcional de CAZyme (nimero de médulos CAZyme por MAG) dentro del tipo de
clase y ecosistema (suelo versus sedimento). Se consideraron todas las clases CAZymes de la clasificacion de la base de datos
CAZy (Lombard et al., 2013). Los diagramas de caja muestran los valores medianos y los cuartiles inferior y superior. Valores

significativos (p -value <0.01)

Esta comparacion entre los MAGs de sedimentos marinos y los genomas ensamblados de
metagenomas de suelo de Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Bacteroidia revela
diferencias interesantes que resaltan los contrastantes roles ecolégicos y presiones
ambientales que estas bacterias experimentan en sus respectivos habitats. El mayor nimero
y diversidad de médulos de CAZymes encontrados en los MAGs de suelo en comparacion
con los MAGs de sedimentos marinos respaldan la idea de que las comunidades
microbianas del suelo estan expuestas a una variedad mas amplia de sustratos organicos,
incluyendo biomasa vegetal, detritos animales y materia organica del suelo compleja. Esta
diversidad de sustratos probablemente impulsa la necesidad de un conjunto mas amplio de
capacidades enzimaticas en los microorganismos del suelo, como se refleja en su repertorio
de CAZymes. Por el contrario, los ambientes de sedimentos marinos pueden ser mas
homogéneos en términos de disponibilidad de sustrato orgénico, posiblemente debido a la
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predominancia de materia organica de origen marino, como el fitoplancton y otros
organismos marinos.

Otra posible explicacion podria ser que el ambiente de sedimentos marinos es mas limitado
en energia en comparacion con el suelo, lo que lleva a una presion selectiva para
organismos que pueden degradar eficientemente la materia organica disponible con un
conjunto mas pequefio de enzimas. Esto podria llevar a un perfil de CAZymes mas
simplificado en las bacterias de sedimentos marinos. Como se describe en la Hipdtesis de la
Reina Negra, la dependencia de bienes comunes en las poblaciones que viven en limitacion
de nutrimentos extrema puede llevar a la reduccion del genoma. En la biosfera profunda
famélica, los microorganismos que usan bienes comunes de manera eficiente pueden tener
una ventaja evolutiva ya que estos guardan energia. La necromasa de las células que
murieron mas rapido que las células que sobreviven en el subsuelo es la mejor fuente de
materia organica reactiva y bienes comunes. Los genomas reducidos de los
microorganismos del subsuelo y la extremada limitacion de energia de la biosfera profunda,
sugiere que los mecanismos de la Reina Negra contribuyen a la evolucion de estos
microorganismos, de manera similar a los microorganismos plancténicos que también
viven bajo condiciones oligotroficas extremas. Es posible que los grupos cosmopolita del
subsuelo experimenten reduccién gendmica del tipo Reina Negra en ambientes
superficiales poco profundos y asi pueden tener sus genomas previamente reducidos antes
de ser enterrados (Orsi 2018).

A pesar de estas diferencias, el hecho de que Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Bacteroidia de suelo y sedimentos marinos se agrupen juntos en el analisis de PCoA
sugiere un conjunto central de médulos de CAZymes que se conservan dentro de estos
grupos taxondmicos, reflejando probablemente historias evolutivas compartidas y
funciones metabolicas centrales.

Este estudio subraya la importancia de considerar el contexto ecoldgico al estudiar las
capacidades funcionales de las comunidades microbianas. Las marcadas diferencias en los
perfiles de CAZymes entre las bacterias de suelo y sedimentos marinos resaltan como los
factores ambientales pueden dar forma al potencial funcional de las comunidades
microbianas. Por lo tanto, es esencial tener en cuenta estos factores al estudiar la ecologia y
funcidn de los microorganismos en diferentes ambientes.

55



8 Conclusiones

En este estudio, clasificamos 37 metagenomas de diferentes lugares del mundo con pocos
metadatos fisicoquimicos al comparar la capacidad de la comunidad para utilizar el oxigeno
como ultimo aceptor de electrones, usandolo como un marcador para clasificarlos en 6xicos
0 anoxicos segun el metabolismo predominante. Encontramos una clara diferencia entre
nuestras muestras de sedimentos en términos de taxonomia y contenido de CAZymes en el
contexto de esta clasificacion.

Para tener una mejor idea de qué polisacaridos se encuentran prevalecientes en el
sedimento marino, establecimos un perfil de las CAZymes secretadas mas abundantes en
nuestras muestras, donde 18 mddulos de CAZymes eran abundantes en todas y se encontrd
que se dirigian principalmente a carbohidratos degradados de necromasa y detrito algal, lo
que es coherente con las condiciones ambientales encontradas en los sedimentos. La
mayoria de las principales familias de CAZymes que encontramos abundantes eran de
origen bacteriano.

Finalmente, logramos recuperar MAGs (Genomas Ensamblados Metagenomicos) de las
muestras, que se asignaron a las clases Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Bacteroidia. Los MAGs contenian modulos extracelulares de las principales CAZymes
anotadas en nuestros metagenomas, asi como CGCs (Clusteres de Genes de CAZyme) que
apuntaban a esas familias, y se encontrd que la familia GH23 estaba presente en casi todos
nuestros MAGs y se dirigia a sustratos de peptidoglicano y quitina. Otros MAG que no
contenian familias GH23 mostraban otros de los principales modulos que se dirigian a
glicanos hospedadores y detritos de plantas. Estos taxones podrian ser las principales
bacterias que impulsan la transformacién de carbohidratos en sedimentos marinos, pero se
necesitan mas estudios para respaldar esto. Nuestros hallazgos proporcionan informacién
valiosa sobre la estructura y funcién de la transformacion de carbohidratos en sedimentos
marinos, enfatizando los roles clave que desempefian clases bacterianas especificas y sus
inventarios de CAZymes y CGCs asociados.

Es importante sefialar que muchos de los MAG que reconstruimos pertenecian a taxones
gue ya se habian encontrado en ambientes marinos y que las clases Bacteroidia, Alphay
Gammaproteobacteria estaban presentes en nuestros metagenomas en abundancia. Estos
taxones se compararon con otros MAGs de muestras de suelo, y observamos un perfil
similar, pero con menos modulos de CAZymes totales y diversos en nuestros MAG de
sedimentos. Esto podria deberse a las condiciones oligotroficas a las que estan sometidas
estas especies en los sedimentos marinos, en contraste con las condiciones del suelo.
Aunque los MAGs que reconstruimos a partir de nuestras muestras nos dan una idea de la
comunidad microbiana, el nimero de MAG recuperados no es suficiente para abarcar la
gran diversidad de la comunidad microbiana de los sedimentos marinos. Ademas, se
necesitan mas estudios en sedimentos subsuperficiales profundos para comprender mejor el
inventario de CAZymes en comparacion con los sedimentos marinos superficiales.
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9 Perspectivas

e Hacer el analisis de las CAZymes para muestras que tengan mayores profundidades
a nivel mbsf.

e Hacer una anotacion de genes marcadores de procesos biogeoquimicos para hacer
mejores inferencias sobre las muestras.

e Hacer andlisis de las CAZymes de metagenomas de muestras de sedimento vs de
muestras de columna de agua de las mismas locaciones.

e Realizar analisis de CAZymes en MAGs las Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria y Bacteroidia de ambientes distintos al suelo.
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Marne sediments consitute the world's most substantial long-term carbon repesitory, The microorganisms dwelling in
these sedimenis mediate the transformation of fixed oceanic carbon, but their contribution to the cabon eycle is not fully
understood. Previous cuture-independent investigations into sedimentary microorganisms have underscored the significance
of carbohvdrates in the carbon evele. In thes study, we employ a metagenomic methodology to investigate the distribation
and sbundance of carbohydrate-active enzymes (CAZymes) in 37 marine sedimests sites. These sediments exhibit varying
onygen availability and were isolated in dverse regions worldwide. Our comparative analysis is based on the metabalic
poteatial for oxygen utilisation, derived fram genes present in both oxic and anoxic environments. We found that extracel-
lolar CAZyme modules targeting the degradation of plant &nd algal detritos, pecromass, and host plycans were abundant
acrois all metagenomic samples. The analvsis of these results indicates that the sxictanoxic conditions not only influerce
the mxonomic composition of the microbial communities, but also affect the occarrence of CAZym: modoles involved in
1he ransformation of necromass, algae and plang detrines. To gain insight into the sediment microblal [axa, we reconsirseied
metigenome assembled genomes (MAG) and examined the presence of primary :xiracellular carbobydrate active cnzyme
{CAZyme)} modules. Our findings reveal ikat the primary CAZyme modules and the CAZyme gene clusters discovered in
our metagenomes wene prevalent in the Bacteroidia, Gammapriteobacteria, and Alphaprotecbacteria classes. We compased
those MAGE to organisms from the same tazonomic classes found in seil, and we found that they were similar in its CAZyme
repetoire, bat the soil MAG contained a more abundant and diverse CAZyme content. Furthermore, the data indicate that
aburdant classes in our metagenomic samgples. namely Alphaprotecbacteria, Bactzroidia and Gammaproteobacteria, play a
piviral role in carbolydrate transformation within the initial fow metres of the sediments.
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Tabla Suplementaria 1. Taxonomia asignada a los MAGs encontrados en sedimentos

marinos.

Identificador

Taxonomia

ART45 max |d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
bin.004 rales;f __Arcobacteraceae;g_ NORP36;s__

ART45 max |d__ Bacteria;p___Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
bin.008 rales;f _Arcobacteraceae;g NORP36;s

ART45 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia
bin.009 les;f _Nitrosomonadaceae;g_ GCA-2721545;s

ART45 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA4486;f
bin.010 _UBA4486;9_ SMWNO01;s__

ART45 max |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobulbia;o__Desulfobulbales;f
bin.050 __BMO004;g__BMO004;s__BMO004 sp012974315

ART45 met |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA4575;f
abat2.83 _UBA4575;g_ JABDMDO1;s

ART46 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o UBA4486;f
bin.016 _UBA4486;9 SMWNO1;s__

ART46_max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia
bin.023 les;f _Nitrosomonadaceae;g GCA-2721545;s

ART46_max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c___Gammaproteobacteria;o__Pseudomona
bin.025 dales;f Halieaceae;g__ Halioglobus;s_

ART46_max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ HK1;f HK
bin.029 1;9_ JAABYTOL;s__

ART46 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o UBA6522;f
bin.038 _UBA6522;9. SMWCO01;s__

ART46_max |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c_ UBA6911;0 RPQKOL1;f ;g ;s
bin.044

ART46_max |d__Bacteria;p__ Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f _UB
bin.050 A5794;9 s

ART46_max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA9214;f
bin.051 _UBA9214;9_ UBA9214;s

ART46_max |d__Bacteria;p__Myxococcota_A;c__UBA9160;0___UBA9160;f _UBA44
bin.055 27:9__UBA4427;s__

ART46 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o UBA4575;f
bin.071 _UBA4575;g_ JABDMDO1;s__
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ART46_max |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;

bin.076 f__llumatobacteraceae;g_ ;s

ART46_met |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomona

abat2.52 dales;f  HTCC2089;g_ ;s

ART47_max |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c_ UBA6911;0 RPQKOL;f ;g ;s

bin.011

ART47 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o HK1;f HK

bin.012 1,9 JAABYTO1;s__

ART47 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia

bin.017 les;f _Nitrosomonadaceae;g GCA-2721545;s  GCA-2721545
sp003230615

ART47_max |d__Bacteria;p__Nitrospirota;c__Nitrospiria;o__Nitrospirales;f UBA863

bin.029 9;0__UBA8639;s__

ART47 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomona

bin.033 dales;f  HTCC2089;g_ ;s

ART47_max |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f ZC

bin.046 4RG35;9_ SZUA-217;s__

ART47_max |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f _E4

bin.052 4-bin32;9_ W1033;s__

ART47 max |d_ Bacteria;p__;c_;0 ;f ;g s

bin.062

ART47_met |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA4575;f

abat2.6 _UBA4575;9_ JABDMDO01;s__

ART47_met |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_ D;c_ UBA1144;0  UBA2774;f UBA

abat2.85 2774,9__CRO02bin9;s _CR02bin9 sp004356555

ART48 max |d__ Bacteria;p__Acidobacteriota;c_ UBA6911;0 RPQKOL;f ;g ;s

bin.021

ART48 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o __Enterobacter

bin.026 ales;f _Alteromonadaceae;g__Thalassomonas;s__

ART49 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia

bin.008 les;f__Nitrosomonadaceae;g_ GCA-2721545;s

ART49 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Arenicellales

bin.019 f RKSHO01;g ;s

ARTS50 _max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia

bin.006 les;f__Nitrosomonadaceae;g_ GCA-2721545;s

ART50 max |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o___Pseudomona

bin.015 dales;f _Halieaceae;g__ Halioglobus;s__
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ART50 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o _ GCA-
bin.018 2729495;f  GCA-2729495;9_ ;s

ART50 max |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Coxiellales;f
bin.109 __Coxiellaceae;g_ 2-12-FULL-42-15;s

ARTS50 _met |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA4575;f
abat2.39 _UBA4575;g_ JABDMDO1;s__

CIGOMA4_ |(d__ Bacteria;p__Methylomirabilota;c__Methylomirabilia;o __Methylomira
maxbin.004 |bilales;f CSP1-5;9 CSP1-5;s CSP1-5sp012974305

CIGOMAA4_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o  GCA-
maxbin.009 |2729495;f GCA-2729495;9 ;s

CIGOMD18 [d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Syntrophobacteria;o_ BM002;f B
_maxbin.001 | M002;g_ BM002;s__

CIGOMD18 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ AKS1;f A
_maxbin.003 |KS1;g_ Sulfuriflexus;s__

CIGOMD18 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ Woeseiales;f
_maxbin.031 | Woeseiaceae;g_ ;S

DELGOMb54 |d__Bacteria;p__Methylomirabilota;c__Methylomirabilia;o__Methylomira
_maxbin.001 | bilales;f _CSP1-5;g_ CSP1-5;s_ CSP1-5sp012974305

DELGOMDS7 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Syntrophobacteria;o BM002;f B
_maxbin.001 | M002;g_ BM002;s__

DELGOMS7 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ PS1;f Thio
_maxbin.002 | globaceae;g_ Ruthia;s__

DELGOMS7 |d__Bacteria;p__Methylomirabilota;c__Methylomirabilia;o__Methylomira
_maxbin.003 |bilales;f CSP1-5;9 CSP1-5;s CSP1-5sp012974305

DELGOMS59 |d__ Bacteria;p_ VGIX01;c_ VGIX01;,0  VGIX01;f VGIX01,g_ ;s
_maxbin.007

DSANTO6_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.002 |obacteriaceae;g_ Maribacter A;s

DSANTO6_ |d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.003 [rales;f _Sulfurovaceae;g__Sulfurovum;s__

DSANTO06_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__ Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.006 |obacteriaceae;g__ Aureibaculum;s__

DSANTO6 _ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o Campylobacte
maxbin.014 (rales;f _Sulfurovaceae;g__ Sulfurovum;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.016 |obacteriaceae;g_ Maribacter;s
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DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
maxbin.019 |[A5794;9 ;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f
maxbin.020 | Woeseiaceae;g_ JAACFBO01l;s

DSANTO6_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o___Rhodobacteral
maxbin.024 |es;f _Rhodobacteraceae;g__ Sulfitobacter;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
maxbin.029 [(A5794;,9 ;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
maxbin.037 |s;f UBA11574;,9_ ;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Gemmatimonadota;c__Gemmatimonadetes;o__Longimicr
maxbin.040 |obiales;f UBA6960;9_ JABDNZO01l;s

DSANTO6_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c___Gammaproteobacteria;o__Xanthomona
maxbin.045 |dales;f SZUA-36;g_ SZUA-36;s

DSANTO6_ |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o_ LZORAL
maxbin.071 |124-64-63;f LZORAL124-64-63;9_ LZORAL124-64-63;s
DSANTO06_ |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o__Krumholz
maxbin.074 |ibacteriales;f _Krumholzibacteriaceae;g_ ;s

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.002 |obacteriaceae;g_ Maribacter A;s

DSANTO08_|d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__ Anaerolineales;f E4
maxbin.006 |4-bin32;9_ E44-bin32;s

DSANTO8_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f
maxbin.007 | Woeseiaceae;g_ UBA1847;s

DSANTO8  |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.008 |obacteriaceae;g__ Aureibaculum;s__

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ SZUA-
maxbin.010 |229;f SZUA-229;9  GCA-2746365;s

DSANTO8_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f
maxbin.017 | _Woeseiaceae;g_ SZUA-117;s

DSANTO08  |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o  UBA5794;f UB
maxbin.018 |[A5794;9 ;s

DSANTO08  |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o_ LZORAL
maxbin.019 |124-64-63;f LZORAL124-64-63;9_ LZORAL124-64-63;s
DSANTO08_ |d__ Bacteria;p__Myxococcota;c__Polyangia;o__Polyangiales;f SG8-
maxbin.020 |38;g  SG8-38;s

72




DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o__Krumholz
maxbin.030 |ibacteriales;f _Krumholzibacteriaceae;g_ ;s

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacteral
maxbin.032 |es;f Rhodobacteraceae;g_ JL08;s

DSANTO8_ |d__Bacteria;p__Fermentibacterota;c__Fermentibacteria;o__Fermentibacte
maxbin.035 |rales;f __Fermentibacteraceae;g__Aegiribacteria;s__

DSANTO8 |d_ Bacteria;p__Atribacterota;c_ JS1;0 SB-45;f 34-128;9 34-128;s
maxbin.037

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.038 |obacteriaceae;g_ QNYLOL;s

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.067 |obacteriaceae;g_ ;s

DSANTO8_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSWWO01;0_ DSWWO01;f _DSWW
maxbin.069 |01;g9 S015-6;s

DSANTO09  |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
maxbin.013 |[A5794;9 ;s

DSANTO09  |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
maxbin.028 |A5794;g_ ;s

DSANTO9 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomona
maxbin.031 |dales;f SZUA-36;g  SZUA-36;s

DSANTO09 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c___Desulfobulbia;o__Desulfobulbales;f
maxbin.042 | Desulfocapsaceae;g_ ;s

DSANTO9_ |d__Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o_ LZORAL
maxbin.069 |124-64-63;f LZORAL124-64-63;9  LZORAL124-64-63;s
DSANTO09 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacteral
maxbin.070 ([es;f Rhodobacteraceae;g Roseicyclus;s

DSANT11_ |d__ Bacteria;p__Myxococcota;c__Polyangia;o__Polyangiales;f SG8-
maxbin.001 |38;g  SG8-38;s

DSANT11_ |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
maxbin.005 |[A5794;9 ;s

DSANT11 |d_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o __ Woeseiales;f
maxbin.012 | Woeseiaceae;g_ UBA1847;s

DSANT11 |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c __Krumholzibacteriao LZORAL
maxbin.015 |[124-64-63;f LZORAL124-64-63;9 LZORAL124-64-63;s
DSANT11 |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__ Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.017 |obacteriaceae;g_ Eudoraea;s
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DSANT11 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales
maxbin.018 |;f Chromatiaceae;g_ ;s

DSANT11_ |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o__Krumholz
maxbin.019 |ibacteriales;f _Krumholzibacteriaceae;g_ ;s

DSANT11_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSWWO01;,0_ DSWWO01;f _DSWW
maxbin.021 |01;9_ S015-6;s

DSANT11 |d_ Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f
maxbin.026 | _Aminicenantaceae;g_ ;S

DSANT11 |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o_ LZORAL
maxbin.029 |124-64-63;f LZORAL124-64-63;9 LZORAL124-64-63;s
DSANT11_|d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f
maxbin.030 | Woeseiaceae;g UBA1847;s

DSANT11_ |d__ Bacteria;p__Acidobacteriota;c__ ;o ;f ;g ;s

maxbin.033

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomona
maxbin.002 |dales;f __Moraxellaceae;g__Psychrobacter;s

DSANT95 |d_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Granulosicoc
maxbin.006 |cales;f__Granulosicoccaceae;g__Granulosicoccus;s__

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.007 |obacteriaceae;g_ QNYLOL;s

DSANT95_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderia
maxbin.009 |les;f Neisseriaceae;g__ Neisseria;s__Neisseria suis

DSANT95_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacteral
maxbin.011 [es;f Rhodobacteraceae;g Roseovarius;s

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;
maxbin.013 (f SZUA-35;9_ SZUA-35;s

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonad
maxbin.014 |ales;f Sphingomonadaceae;g__Parasphingorhabdus;s

DSANT95_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.016 |obacteriaceae;g_ Pricia;s__

DSANT95 |d__ Bacteria;p__ Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o  UBA5794;f JA
maxbin.023 |ENVV01;9_ JAENVVO0l;s

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav
maxbin.024 |obacteriaceae;g__ Pricia;s__

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__ Clostridia;o__Oscillospirales;f __Rumin
maxbin.026 |ococcaceae;g__Gemmiger;s___Gemmiger qucibialis

74




DSANT95  |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav

maxbin.030 |obacteriaceae;g_ Maribacter A;s

DSANT95_ |d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__ Clostridia;o__Oscillospirales;f __Acutali

maxbin.032 |bacteraceae;g__ Ruminococcus_E;s__Ruminococcus_E bromii_B

DSANT95_ |d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f _Lachn

maxbin.034 |ospiraceae;g__Agathobacter;s_Agathobacter rectalis

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Fusobacteriota;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f L

maxbin.035 |eptotrichiaceae;g_ Sebaldella;s _Sebaldella termitidis

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacteral

maxbin.038 |es;f Rhodobacteraceae;g_ Pseudorhodobacter;s

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Bactero

maxbin.044 |idaceae;g__ Prevotella;s__ Prevotella sp018054505

DSANT95_ |d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f __Clostridi

maxbin.050 |aceae;g__ Proteiniclasticum;s__Proteiniclasticum ruminis

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f _Flav

maxbin.051 |obacteriaceae;g_ Pricia;s__

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_I;c__Desulfovibrionia;o__Desulfovibrio

maxbin.067 |nales;f__Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio;s__

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinomycetia;o__Propionibacteriale

maxbin.073 |s;f__Propionibacteriaceae;g__Arachnia;s__

DSANT95_ |d__Bacteria;p__Firmicutes_C;c__Negativicutes;o__Veillonellales;f __Meg

maxbin.075 |asphaeraceae;g_ Megasphaera;s__Megasphaera sp000417505

DSANT95 |d__ Bacteria;p__Firmicutes_C;c__Negativicutes;o __Selenomonadales;f

maxbin.083 |[Selenomonadaceae;g_ ;S

DSANT95 |d_ Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicr

maxbin.085 |obiales;f Akkermansiaceae;g__Akkermansia;s__Akkermansia
muciniphila

DSANT95 |d_ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__ Clostridia;o__Lachnospirales;f _Lachn

maxbin.118 |ospiraceae;g__Fusicatenibacter;s__Fusicatenibacter saccharivorans

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f__ Pi

maxbin.126 |rellulaceae;g__Stieleria;s__

DSANT95  |d__ Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicr

maxbin.134 |obiales;f DEV007;g_ Arctic95D-9;s

DSANT95_ |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinomycetia;o__Nitriliruptorales;f

metabat2.56 | ;g ;s

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__ Gammaproteobacteria;o__Beggiatoales

maxbin.014 |;f_Beggiatoaceae;g_ UBA10656;s_ UBA10656 sp002085445
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GBGOC44 _ [(d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o B4-G1;f B4-

maxbin.033 |G1l;g_ B30-G15;s_ B30-G15 sp003648085

GBGOC44 |d_ Bacteria;p_ UBP14;c_ UBA6098;0  UBA6098;f B30-G16;9_ ;s

maxbin.035

GBGOC44_ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o__ B26-

maxbin.042 |1;f UBAZ233;g_ PIYAOLl;s_ PIYAOQ1 sp003601785

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o_ C00003060;f

maxbin.043 |C00003060;g9_ B23-G16;s_ B23-G16 sp003647435

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__Anaeroferrophillalia;o__Anaerofe

maxbin.047 |rrophillales;f _Anaeroferrophillaceae;g DQWOO0L1;s

GBGOC44 _ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o_ EX4484-217-

maxbin.048 |1;f EX4484-217-1;,9_ EX4484-217-1;s_ EX4484-217-1 sp002254745

GBGOC44_ |d__Archaea;p__Methanobacteriota_B;c__Thermococci;o__Methanofastidi

maxbin.049 |osales;f B48-G16;9_ B48-G16;s_ B48-G16 sp003660605

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f F082;g

maxbin.050 | UBA4459;s UBA4459 sp003648625

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.052 |4660;0__Desulfatiglandales;f _B25-G16;g_ B33-G16;s_ B33-G16
sp003646875

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__Anaeroferrophillalia;o__Anaerofe

maxbin.063 |rrophillales;f __Anaeroferrophillaceae;g_ DQWOO01;s _DQWOO01
sp011042595

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o_ UBA7950;f UBA

maxbin.064 [9294;9 S016-54;s

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o_ JACIWRO01;f _JACI

maxbin.067 |WRO01;,9_ JACIWRO01;s

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p_ WOR-3;c__UBA3072;0_ UBA3072;f _B12-

maxbin.069 |G15;9 B12-G15;s

GBGOC44 |d__Archaea;p__Asgardarchaeota;c__Baldrarchaeia;o__Baldrarchaeales;f

maxbin.070 | DXJGO01;,g_ DXJGO01l;s

GBGOC44_ [d__Archaea;p__Altiarchaeota;c__Altiarchaeia;o__ IMC4;f __ QMZMO01;g_

maxbin.072 | QMZJ01;s

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o_ UBA7950;f  UBA

maxbin.077 |9294;9_ M55B144;s

GBGOC44 |[d__Archaea;p__Thermoplasmatota;c_ E2;0 UBA202;f DSCA01;,9_V

maxbin.081 |BQPO1;s

GBGOC44_ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte

maxbin.083 |rales;f Hydrogenimonadaceae;g Hydrogenimonas;s__
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GBGOC44 _
maxbin.087

d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o_ JGIOTU-
2;f B8-G9;g_ B8-G9;s_ B8-G9 sp003647765

GBGOC44
maxbin.089

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
s;f__Desulfosudaceae;g__Desulfosudis;s__Desulfosudis sp002085115

GBGOC44
maxbin.091

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o _ B26-
1;f  UBAZ233;g_ JdFR-07;s__JdFR-07 sp003601605

GBGOC44 _
maxbin.092

d_ Bacteria;p_ WOR-3;c__32-
111;0_ QNBCO1;f _QNBCO01;9_ QNBCO01;s_ QNBCO01 sp003641665

GBGOC44 _
maxbin.093

d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f UB
A11858;g_ B10-G9;s_ B10-G9 sp003648195

GBGOC44
maxbin.094

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B26-1;f B26-
1,9 B26-1;s_ B26-1sp001593925

GBGOC44
maxbin.096

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__ EX4484-217-
1;f _EX4484-217-1;9__ DRYMOL;s__

GBGOC44 _
maxbin.099

d__ Bacteria;p_ WOR-3;c__UBA3072;0__UBA3072;f B12-
G15;9_ B12-G15;s

GBGOC44 _
maxbin.101

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-
4660;0__ Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g__4484-190-
2;s_4484-190-2 sp002050025

GBGOC44 _
maxbin.102

d_ Bacteria;p_ WOR-
3;c__Hydrothermia;o_ UBA1063;f DRBWO01;g. DRBWO01;s

GBGOC44 _
maxbin.107

d__Bacteria;p__Ratteibacteria;c_ UBA8468;0 B48-
G9;f JAFGKMO1;9_ ;s

GBGOC44
maxbin.110

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-
4660;0__ Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ B46-G9;s B46-
G9 sp003646815

GBGOC44
maxbin.112

d__Bacteria;p__Omnitrophota;c__Koll11;0 4484-171;f B32-
G159 ;s

GBGOC44
maxbin.115

d__Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Kiritimatiellae;o__ Kiritimatiellales
;f__Pontiellaceae;g_ UBA5540;s

GBGOC44
maxbin.117

d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
rales;f _Sulfurovaceae;g__Sulfurovum;s__

GBGOC44 _
maxbin.119

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__ Bathyarchaeia;o  TCS64;f TCS64;
g_B23;s

GBGOC44
maxbin.122

d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Holophagae;o__Thermotomaculales;f
__Thermotomaculaceae;g  UM-FILTER-49-7;s  UM-FILTER-49-7
sp003650445
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GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.124 |rales;f OQNZTO0l;,g  SZUA-1433;s

GBGOC44 |d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale
maxbin.125 |s;f EX4572-44;9 Ethanoperedens;s

GBGOC44_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ BSN033;0_ B13-G15;f ;g ;s
maxbin.127

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f 4484-
maxbin.128 (276;9_ 4484-276;s

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
maxbin.129 |s;f g ;s

GBGOC44 |d_ Bacteria;p_ WOR-

maxbin.137 |3;c__ Hydrothermia;o_ UBA1063;f DRBWO01;,g DRBWO01l;s__
GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__ S145-22;0 S145-22;f S145-
maxbin.142 |(22;g_ S145-22;s

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.144 |rales;f _Hydrogenimonadaceae;g__Hydrogenimonas;s__

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo
maxbin.151 |nadales;f __Geopsychrobacteraceae;g__Desulfuromusa;s__
GBGOC44 _|d_ Bacteria;p_ KSB1;c_ UBA2214;0  UBA2214;f Zgenome-
maxbin.152 |0027;9_ ;s

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ ABY1;0 BM507;f UBA12075;9_;
maxbin.158 |s__

GBGOC44_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f __4484-
maxbin.159 (276;9_ 4484-276;s 4484-276 sp002254335

GBGOC44 _ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Sulfolobales;f N
maxbin.161 |BVNO1;g_ EX4484-204;s

GBGOC44 |d_ Bacteria;p_ B130-G9;c_ B130-G9;0_ B130-G9;f _B130-G9;9_ ;s
maxbin.162

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p_ WOR-3;c__ WOR-3;0___ SM23-42;f SM23-42;9__ 4484-
maxbin.166 |100;s_ 4484-100 sp002049785

GBGOC44 |d_ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.167 [rales;f QNZTOl;,g ;s

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o _;f ;g ;s
maxbin.172 |

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f F082;g
maxbin.177 | JAADIDOl;s
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GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.181 |4660;0 Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ ;s
GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.194 |rales;f _Arcobacteraceae;g_ B24-G6;s_ B24-G6 sp003643835
GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Paceibacteria;o__Moranbacterales;f
maxbin.198 |M55B143;g M55B143;s

GBGOC44 _ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o  B26-
maxbin.209 |1;f UBAZ233;g_ PIYFO1;s_ PIYFO1 sp003601875

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.210 [rales;f Sulfurovaceae;g SZUA-451;s

GBGOC44 |(d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B26-1;f B26-
maxbin.212 |1;g_ PIYBO01;s__PI'YB01 sp003601835

GBGOC44 _ |[d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Thermofilales;f
maxbin.216 |Thermofilaceae;g_ B17-G15;s_ B17-G15 sp003649495

GBGOC44 _|d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.218 |rales;f _Sulfurovaceae;g__Sulfurovum;s__Sulfurovum sp002085305
GBGOC44 _ [d__ Bacteria;p__Omnitrophota;c__ Koll11l;0_ 4484-49;f 4484-
maxbin.229 |49;9_ 4484-49;s_ 4484-49 sp002085265

GBGOC44 |d_ Bacteria;p_ UBP14;c_ UBA6098;0  UBA6098;f B30-G16;9_ ;s
maxbin.236

GBGOC44 |d_ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o ;f ;g ;s
maxbin.240 |

GBGOC44_ |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Thermoproteales;f
maxbin.244 | Thermocladiaceae;g_ ;s

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Latescibacterota;c_ 4484-107;0_4484-107;f _4484-
maxbin.245 |107;9_ 4484-107;s__4484-107 sp002059205

GBGOC44 |d_ Bacteria;p_ UBP14;c_ UBA6098;0  UBA6098;f B30-G16;9_ ;s
maxbin.259

GBGOC44 _ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Sulfolobales;f N
maxbin.264 |BVNO1;g_ EX4484-204;s

GBGOC44 |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o__B26-
maxbin.266 |1;f UBAZ233;g_ UBA233;s_ UBA233 sp003661945

GBGOC44 |d__ Bacteria;p__Poribacteria;c_ WGA-4E;0__B28-G17;f B28-
maxbin.301 (G17;9_ ;s

GBGOC44 _ |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B25;f B25;9 E
maxbin.338 | X4484-218;s EX4484-218 sp002254975

79




GBGOC44_ |[d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ EX4484-
maxbin.354 |135;f EX4484-135;9 EX4484-135;s EX4484-135 sp011040545
GBGOC44_ |d_ Bacteria;p_ RBG-13-66-14;c_B26-G2;0__B26-G2;f _B26-

metabat2.19
0

G2;9.__B26-G2;s__B26-G2 sp003647715

GBGOC44
metabat2.23
0

d__ Bacteria;p_ JdFR-76;c__ JdFR-76;0_ JdFR-76;f 4484-219;g_ 4484-
219;s  4484-219 sp002085035

GBGOC44 _
metabat2.23
7

d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f JAADJ
AO0l;g_ JAADJAOL;s

GBGOC44 _
metabat2.25
0

d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Desulfurellia;o__;f ;g ;s

GBGOC44 _
metabat2.27
9

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobaccia;o__Desulfobaccales;f
__Desulfobaccaceae;g__Desulfobacca B;s__Desulfobacca B
sp002049795

GBGOC44 _
metabat2.29
3

d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o___Aminicenantales;f
__Aminicenantaceae_A;g_ JdFR-80;s_ JdFR-80 sp011042725

GBGOC44_ |[d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Sulfolobales;f D

metabat2.4 |esulfurococcaceae;g EX4484-58;s EX4484-58 sp002254665

GBGOC44_ |(d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Sulfolobales;f ;g

metabat2.47 | ;s

GBGOC44 _ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Syntrophobacteria;o_ B119-

metabat2.72 |G9;f __B119-G9;g_ B119-G9;s_ B119-G9 sp003646715

GBGOC44 |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Thermofilales;f _;

metabat2.80 (g_ ;s

GBGOC45 |d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale

maxbin.024 |s;f__Methanogasteraceae;g__Methanogaster;s__Methanogaster
sp003601535

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Beggiatoales

maxbin.025 |;f Beggiatoaceae;g UBA10656;s UBA10656 sp002085445

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__ Thermodesulfobacteria;o_Thermod

maxbin.029 |esulfobacteriales;f __Thermodesulfobacteriaceae;g__Thermodesulfobacteri
um;s__

GBGOC45 |d_ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o_ C00003060;f

maxbin.030 |C00003060;g_ B23-G16;s_ B23-G16 sp003647435
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GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ UBP14;c_ UBA6098;0 UBA6098;f B30-G16;9_ ;s

maxbin.031

GBGOC45 |[d_ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.032 |4660;0 Desulfatiglandales;f B25-G16;g_ B33-G16;s_ B33-G16
sp003646875

GBGOC45_ |[d__ Archaea;p__Methanobacteriota_B;c__Thermococci;o__Methanofastidi

maxbin.034 |osales;f B48-G16;9 B48-G16;s_ B48-G16 sp003660605

GBGOC45_ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o__ B26-

maxbin.035 |1;f UBAZ233;g_ PIYAOl;s_PIYAO01 sp003601785

GBGOC45  |d__Archaea;p__Altiarchaeota;c__Altiarchaeia;o _ IMC4;f  QMZMO01;g9_

maxbin.036 | QMZJ01;s

GBGOC45 |d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale

maxbin.038 |s;f_ EX4572-44;9 Ethanoperedens;s__

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__ JGIOTU-

maxbin.046 |2;f B8-G9;g_ B8-G9;s B8-G9 sp003647765

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Omnitrophota;c__4484-213;0 4484-213;f 4484-

maxbin.052 |213;g9_ 4484-213;s__4484-213 sp002085025

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o__ UBA7950;f _UBA

maxbin.058 [9294;9 S016-54;s

GBGOC45 |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o__Thermofilales;f

maxbin.059 |B20-G17;9_ B20-G17;s__

GBGOC45_ |[d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f F082;g

maxbin.060 | UBA4459;s UBA4459 sp003648625

GBGOC45 |d_ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__Anaeroferrophillalia;o__Anaerofe

maxbin.071 |rrophillales;f _Anaeroferrophillaceae;g DQWOO0L;s

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Omnitrophota;c__Koll11;0_4484-171;f B32-

maxbin.073 |G15;g ;s

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__Anaeroferrophillalia;o__Anaerofe

maxbin.074 |rrophillales;f __Anaeroferrophillaceae;g_ DQWOO01;s_ DQWOO01
sp011042595

GBGOC45_[d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.089 |[4660;0_ Desulfatiglandales;f __Desulfatiglandaceae;g_ B46-G9;s__ B46-
G9 sp003646815

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f __UB

maxbin.092 |A11858;9_ B10-G9;s_ B10-G9 sp003648195

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.099 (s;f UBA11574;g  S5133MH16;s
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GBGOC45
maxbin.102

d__Archaea;p__Methanobacteriota B;c__Thermococci;o__Thermococcal
es;f _Thermococcaceae;g__Thermococcus_A;s__Thermococcus_A
sp003663525

GBGOC45
maxbin.103

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B26-1;f B26-
1;,0_ B63;s_ B63 sp003601695

GBGOC45
maxbin.105

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
s;f _4bel3;g ;s

GBGOC45
maxbin.106

d__Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o_ UBA7950;f _UBA
9294;9  M55B144;s

GBGOC45
maxbin.107

d__Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o__Bipolaricaulales;f
Bipolaricaulaceae;g_ UBA3571;s

GBGOC45
maxbin.115

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobaccia;o__Desulfobaccales;f
__Desulfobaccaceae;g__Desulfobacca B;s_Desulfobacca B
sp002049795

GBGOC45
maxbin.117

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o B26-1;f B26-
1;,0_ B26-1;s_ B26-1sp001593925

GBGOC45
maxbin.118

d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o___Aminicenantales;f
__Aminicenantaceae_A;g_ JdFR-80;s JdFR-80 sp011042725

GBGOC45
maxbin.123

d_ Bacteria;p_ WOR-
3;c__Hydrothermia;o_ UBA1063;f DRBWO01;g_ DRBWO01;s

GBGOC45
maxbin.129

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o  EX4484-217-
1;f  EX4484-217-1;9  EX4484-217-1;5s EXA4484-217-1 sp002254745

GBGOC45
maxbin.130

d__Archaea;p__Methanobacteriota B;c__Thermococci;o __Thermococcal
es;f _Thermococcaceae;g_Palaeococcus;s__Palaeococcus sp003663695

GBGOC45
maxbin.139

d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__Cloacimonadales;
f_TCS61;9_ 4484-275;s 4484-275 sp002085205

GBGOC45
maxbin.140

d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
rales;f Hydrogenimonadaceae;g__Hydrogenimonas;s__

GBGOC45
maxbin.147

d__Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Kiritimatiellae;o__ Kiritimatiellales
;f__Pontiellaceae;g_ UBA5540;s

GBGOC45
maxbin.149

d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f UB
A11858;9_ G519;s_ G519 sp011176615

GBGOC45
maxbin.151

d_ Bacteria;p__ JdFR-76;c__JdFR-76;0_ JdFR-76;f 4484-219;9_ 4484-
219;s_ 4484-219 sp002085035

GBGOC45
maxbin.153

d_ Bacteria;p_ B130-G9;c_ B130-G9;0_ B130-G9;f B130-
G9;9_ B130-G9;s_ B130-G9 sp003647755

GBGOC45
maxbin.155

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo
nadales;f _Geopsychrobacteraceae;g_Desulfuromusa;s__
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GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ WOR-3;c_ WOR-3;0__ SM23-42;f SM23-42;q9_ 4484-
maxbin.158 |100;s__ 4484-100 sp002049785

GBGOC45_ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B25;f B25;9 E
maxbin.161 |X4484-218;s EX4484-218 sp002254975

GBGOC45_ [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B26-1;f B26-
maxbin.166 |1;g PIYBO0l;s_ PI'YB01 sp003601835

GBGOC45 [d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o  TCS64;f TCS64;
maxbin.174 |g_ B23;s

GBGOC45_ |[d_ Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o__Bipolaricaulales;f
maxbin.193 |Bipolaricaulaceae;g  UBA3574;s

GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ UBP14;c__ UBA6098;0  4484-93;f 4484-93;9  4484-
maxbin.199 |93;s_ 4484-93 sp002085385

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c___Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.201 [rales;f _Arcobacteraceae;g_ B24-G6;s

GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ WOR-

maxbin.238 |3;c__ Hydrothermia;o_ UBA1063;f  DRBWO01;,9_ DRBWO01;s__
GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
maxbin.245 |rales;f__Sulfurovaceae;g_ SZUA-451;s

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o_ ;f ;g ;s
maxbin.254

GBGOC45 |d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Thermoproteia;o  EX4484-217-
maxbin.298 |1;f EX4484-217-1;,9  EX4484-217-1;5_

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _S143-
metabat2.15 (33;9_ ;s

GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ KSB1;c UBA2214;0  UBA2214;f Zgenome-

metabat2.15
4

0027;,9_;s

GBGOC45
metabat2.17
8

d__ Bacteria;p__Spirochaetota;c_ B62-G9;0_ B62-G9;f B62-
G9;9_ B62-G9;s__

GBGOC45
metabat2.19
0

d__Bacteria;p__Omnitrophota;c__Koll11l;0 4484-49;f 4484-
49;9_ 4484-49;s 4484-49 sp002085265

GBGOC45
metabat2.21
5

d__Bacteria;p__ Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f
__Aminicenantaceae_A;g_ JdFR-80;s_JdFR-80 sp003648765
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GBGOC45
metabat2.22
7

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _F082;g
__JAADIDO1;s__

GBGOC45_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
metabat2.23 |s;f SURF-3;9_ ;s
GBGOC45_ |d_ Bacteria;p__Omnitrophota;c__ Koll1l;0_;f ;9 ;s

metabat2.23
5

GBGOC45
metabat2.25
7

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-
4660;0__ Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g ;s

GBGOC45
metabat2.28
1

d__Bacteria;p__B130-G9;c__B130-G9;0__B130-G9;f__B130-G9;9__;s__

GBGOC45
metabat2.28
4

d__Archaea;p__Asgardarchaeota;c__Heimdallarchaeia;o_ JABLTIOL;f
JABLTIO01;g_ JABLTIOL;s_ JABLTIO1 sp019056785

GBGOC45
metabat2.28
7

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-
4660;0 _Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g__4484-190-
2;s_4484-190-2 sp002050025

GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ RBG-13-66-14;c_ B26-G2;0 B26-G2;f B26-
metabat2.29 (G2, B26-G2;s  B26-G2 sp003647715

8

GBGOC45  |d__Archaea;p__ Asgardarchaeota;c__ Heimdallarchaeia;o  UBA460;f U
metabat2.47 [BA460;9 ;s

GBGOC45 |d__ Bacteria;p__Zixibacteria;c_ MSB-5A5;0  UBA10806;f 4484-
metabat2.54 |95;9_ 4484-95;s_ 4484-95 sp002085375

GBGOC45 |d_ Bacteria;p_ KSB1;c_ UBA2214;0  AABM5-25-91;f AABMS5-25-
metabat2.82 (91,9 ;s

GBGOC45 [d_ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

metabat2.9 |4660;0 Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ ;s
GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Beggiatoales
maxbin.001 |[;f Beggiatoaceae;g QNESO01;s QNESO01 sp003645255

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f 4572-
maxbin.016 |128;9  4572-128;s_ 4572-128 sp002084355

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f UBA12
maxbin.017 [170;9_ ;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o_ 4572-78;f _4572-
maxbin.032 |78;9_ 4572-78;s__4572-78 sp002084875
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GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Beggiatoales

maxbin.036 |;f Beggiatoaceae;g  UBAL10656;s UBA10656 sp002085445

GBGOC47_ |(d_ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.037 |[4660;0 Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ NaphS2;s_

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f __F082;g

maxbin.041 |  UBAA4459;s  UBA4459 sp003648625

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Spirochaetota;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales E;f D

maxbin.043 [SM-19205;9 ;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo

maxbin.045 |[nadales;f Desulfuromonadaceae;g Desulfuromonas;s__Desulfuromona
s sp002084665

GBGOC47_ |d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale

maxbin.046 |s;f__Methanogasteraceae;g__Methanogaster;s__Methanogaster
sp003601535

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Dissulfuribacteria;o__Dissulfuribact

maxbin.053 |erales;f  UBA3076;9_ UBA3076;s__ UBA3076 sp003194485

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Fusobacteriota;c__Fusobacteriia;o___Fusobacteriales;f F

maxbin.055 |usobacteriaceae;g__Psychrilyobacter;s _Psychrilyobacter sp002084825

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte

maxbin.058 |rales;f _Sulfurovaceae;g__ Sulfurovum;s__

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__Cloacimonadales;

maxbin.059 |f ;g ;s

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte

maxbin.062 |rales;f _Sulfurospirillaceae;g__Sulfurospirillum_A;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia;o__Tissierellales;f __Caldisali

maxbin.065 |nibacteraceae;g_ ;s

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__UBA12

maxbin.066 |170;9  UBA12170;s__

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__Cloacimonadales;

maxbin.070 (f ;g ;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.071 |s;f_ Desulfobacteraceae_A;g_ NBLS01;s  NBLS01 sp002084385

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.076 |s;f__Desulfobacteraceae;g_ 4572-130;s__4572-130 sp002084425

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota_C;c__Anaeroferrophillalia;o__Anaerofe

maxbin.077 |rrophillales;f _Anaeroferrophillaceae;g DQWOO01;s  DQWOO01

sp011042595
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GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.080 (s;f UBA2174 A;g_ ;s

GBGOC47_ |(d_ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

maxbin.081 |[4660;0 Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ NaphS2;s_

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Kiritimatiellae;o__Kiritimatiellales

maxbin.082 |;f_Pontiellaceae;g UBA5540;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__ Atribacterota;c_ JS1;0 SB-45;f 34-128;9 34-

maxbin.083 |128;s_ 34-128 sp002084865

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Spirochaetota;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales E;f S

maxbin.089 |pirochaetaceae B;g_Oceanispirochaeta;s Oceanispirochaeta
sp002084805

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o_ 4572-78;f 4572-

maxbin.091 |78;9_ DUEHO01;s_ DUEHO01 sp011192195

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.092 |s;f_Desulfobacteraceae;g__ Desulfobacula;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__4572-55;c__4572-55;0_4572-55;f 4572-55;9_ 4572-

maxbin.096 |55;s 4572-55 sp002084765

GBGOC47_ |[d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__ DSM-

maxbin.098 |4660;0 Desulfatiglandales;f B25-G16;g_ B33-G16;s_ B33-G16
sp003646875

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f __4484-

maxbin.101 |276;9 4484-276;s_ 4484-276 sp002254335

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__Cloacimonadales;

maxbin.102 |f_TCS61;9_ B137-G9;s_ B137-G9 sp003647825

GBGOC47_ |(d_ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f NBLHO

maxbin.107 |1;9_ NBLHO1;s_ NBLHO01 sp002084525

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Izemoplasmatales;f _UBA5603

maxbin.108 |;g_ 4572-104;s

GBGOCA47_ |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o__Sedimentisphaeral

maxbin.115 |es;f__Anaerohalosphaeraceae;g  4572-13;s_ 4572-13 sp002084585

GBGOC47_ (d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o_ B4-G1;f _B4-

maxbin.120 |G1;g9_ B4-G1;s_ B4-G1 sp003648025

GBGOC47_ |d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Syntropharchaeia;o  ANME-

maxbin.125 |1;f ANME-1;g_ ANMEla;s ANMEla sp003194425

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

maxbin.126 |s;f_4572-123;9_ 4572-123;s_ 4572-123 sp002084545

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo

maxbin.131 |nadales;f _Geopsychrobacteraceae;g__Desulfuromusa;s__
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GBGOCA47_
maxbin.160

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
s;f _Desulfobacteraceae;g NBMLO1;s  NBMLO1 sp002085465

GBGOC47_
maxbin.167

d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
rales;f __Sulfurimonadaceae;g__Sulfurimonas;s__

GBGOC47_
maxbin.172

d__ Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Kiritimatiellae;o__Kiritimatiellales
;f__Pontiellaceae;g_ UBA5540;s

GBGOC47_
maxbin.182

d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Dissulfuribacteria;o__Dissulfuribact
erales;f QOALOL;g_ S144-17;s

GBGOCA47_
maxbin.192

d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacte
rales;f _Sulfurovaceae;g__Sulfurovum;s__

GBGOC47_
maxbin.193

d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o__Sedimentisphaeral
es;f_0_s__

GBGOC47_
maxbin.198

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-
4660;0__ Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g__ Desulfacyla;s

GBGOC47_
maxbin.200

d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Bathyarchaeia;o_ B26-
1:;f _UBA233;g_ PIYAOLl;s_ PIYAO1 sp003601785

GBGOCA47_
maxbin.204

d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
A5794;9_ ;s

GBGOC47_
maxbin.208

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfofervidia;o__Desulfofervidale
s;f _DG-60;9_ ;5

GBGOC47_
maxbin.217

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo
nadales;f _Geopsychrobacteraceae;g Desulfuromusa;s__

GBGOC47_
maxbin.219

d__Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c__Krumholzibacteria;o  LZORAL
124-64-63;f  LZORAL124-64-63;9  LZORAL124-64-63;s

GBGOC47_
maxbin.224

d__Bacteria;p__Myxococcota;c__Bradymonadia;o_ REDHO1;f_;g_ :s_

GBGOCA47_
maxbin.246

d__Bacteria;p__Patescibacteria;c__ ABY1;0  UBA2591;f ;g ;s

GBGOC47_
maxbin.260

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c_ SZUA-567;0__;f ;9 ;s

GBGOC47_
maxbin.274

d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
s;f_JAABTS01;,g_ ;s

GBGOC47_
maxbin.299

d__ Bacteria;p__Cloacimonadota;c__Cloacimonadia;o__Cloacimonadales;
f TCS61;g DRTCO1:s_DRTCO1 sp011372345

GBGOCA47_
maxbin.311

d__Bacteria;p__Thermotogota;c__Thermotogae;o __Thermotogales;f DS
M-5069;9 B6-G13;s_ B6-G13 sp003641785
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GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobulbia;o__Desulfobulbales;f

maxbin.325 | Desulfurivibrionaceae;g_ ;s

GBGOC47_ |d_ Bacteria;p_ KSB1;c_ UBA2214;0  AABM5-25-91;f ;g ;s

maxbin.338

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacter

maxbin.345 |ales;f _Moritellaceae;g_ ;s

GBGOC47_ |(d__ Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c __Krumholzibacteria;o LZORAL

maxbin.373 |124-64-63;f |LZORAL124-64-63;9_ LZORAL124-64-63;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Fermentibacterota;c__Fermentibacteria;o__Fermentibacte

maxbin.377 |rales;f Fermentibacteraceae;g_ ;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Bipolaricaulota;c__Bipolaricaulia;o_ UBA7950;f  UBA

maxbin.393 (9294;9 M55B144;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Zixibacteria;c_ MSB-

maxbin.413 |5A5;0  GN15;f PGXBO01;g_ PGXB01;s_ PGXBO01 sp003641425

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p_ KSB1;c_ UBA2214;0  UBA2214;f Zgenome-

metabat2.40 (0027;9_ ;s

3

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p_ KSB1;c_ UBA2214;0__UBA2214;f _Zgenome-

metabat2.41 (0027;9_ ;s

3

GBGOC47_ |d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia;o__Peptostreptococcales;f

metabat2.7 | Acidaminobacteraceae;g_ ;s

GBGOC47_ |d__ Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f

metabat2.96 | Aminicenantaceae_A;g_ JdFR-80;s JdFR-80 sp011042725

HRSPAC47_|d__Archaea;p__ Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale

maxbin.011 |s;f Methanocomedenaceae;g_Methanomarinus;s__Methanomarinus
sp002926195

HRSPACA47_|d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia;o__Eubacteriales;f __Eubacter

maxbin.033 |iaceae;g__ Acetobacterium;s__

HRSPAC47_|d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo

maxbin.034 |[nadales;f Desulfuromonadaceae;g Desulfuromonas;s__Desulfuromona
s sp001751155

HRSPAC47_|d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo

maxbin.071 |[nadales;f Desulfuromonadaceae;g Desulfuromonas;s__Desulfuromona
s sp002084665

HRSPAC47 _|d__ Bacteria;p__Firmicutes_A;c__ Clostridia;o__Tissierellales;f _Dethiosu

maxbin.076 |Ifatibacteraceae;g__Dethiosulfatibacter;s__
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HRSPACA47_
maxbin.084

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o UBA6429;f
_UBA6429;9__ ;s

HRSPACA47_
metabat2.19

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f UBA
1820;9_ JADGDTO1;s_

HRSPAC47_
metabat2.53

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomona
dales;f _Halomonadaceae;g_ Halomonas;s__Halomonas sedimenti

KJ4_maxbin
.001

d__Bacteria;p__Methylomirabilota;c__Methylomirabilia;o__Methylomira
bilales;f CSP1-5;9 CSP1-5;s CSP1-5sp012974305

KJ5_maxbin
.003

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f
__Woeseiaceae;g_ ;s

KJ5 maxbin
.008

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Acidiferroba
cterales;f SPGG2;9_ SPGG2;s

KJ5_ maxbin
.009

d__Bacteria;p__Nitrospinota;c_ UBA9942;0  ;f ;g ;s

KJ5_maxbin
.010

d__Bacteria;p__ Zixibacteria;c__ MSB-
5A5;0__UBA10806;f UBA10806;9_ ;s__

KJ5_maxbin
.032

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Brocadiae;o__Brocadiales;f _Scalin
duaceae;g_ ;s

KJ6_maxbin
.007

d__ Bacteria;p__ Zixibacteria;c_ MSB-
5A5;0__UBA10806;f UBA10806;9_ ;s

KJ6_maxbin
.015

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Syntrophobacteria;o_ BM002;f B
MO002;g__ BMO002;s__

KJ6_metaba
t2.15

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c_ JACQVX01;0 ;f ;g ;s

KOR52_max
bin.001

d__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o SZUA-
229;f SZUA-229;9_ JABDQWO1;s

KOR52_max
bin.002

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ GCA-
001735895;f GCA-001735895;9  GCA-001735895;s

KOR52_max
bin.004

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ SZUA-
229;f _SZUA-229;9_ JABDQWO1;s__

KOR52_max
bin.011

d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobulbia;o__Desulfobulbales;f
__Desulfocapsaceae;g_ JABDQAO1;s_ JABDQAO1 sp905479735

KOR52_max
bin.020

d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f _Cyclob
acteriaceae;g_ JAGTVGO01;s

KOR52_max
bin.027

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Chromatiales
;f _Sedimenticolaceae;g_ 41T-STBD-0c-0la;s__
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KOR52_max|d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o___Pseudomona

bin.116 dales;f HTCC2089;9. UBA4421;s

KOR52_met |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f

abat2.201 __Woeseiaceae;g_ ;S

KORS58_max|d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Woeseiales;f

bin.006 __Woeseiaceae;g_ JAACFEOL;s_ JAACFEO1 sp009937505

KOR58 max|d__Archaea;p__Thermoproteota;c__Nitrososphaeria;o__Nitrososphaerales

bin.010 ;f__Nitrosopumilaceae;g__Nitrosopumilus;s__

KOR58 max|d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o _ GCA-

bin.012 001735895;f  GCA-001735895;9g_ GCA-001735895;s  GCA-
001735895 sp009937625

KOR58 max|d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Syntrophobacteria;o_ BM002;f B

bin.016 MO002;,g__ BM002;s__

KOR58 max|d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfuromonadia;o__Desulfuromo

bin.017 nadales;f BM103;g_ MO0040;s

KOR58_met |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacteral

abat2.14 es;f _Rhodobacteraceae;g__Roseobacter;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Paceibacteria;o__Paceibacterales;f R

_maxbin.038 | BG-13-36-15;9_ RBG-13-36-15;s  RBG-13-36-15 sp011050465

LOKART30 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Acidiferroba

_maxbin.040 | cterales;f _SZUA-150;g_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o__Sedimentisphaeral

_maxbin.045 |es;f __Anaerohalosphaeraceae;g  B28-G16;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f _Vermiphilac

_maxbin.061 |eae;g_ ;S

LOKART30 |d__Bacteria;p__Myxococcota A;c__ UBA9160;0 UBA9160;f SMWR

_maxbin.065 |01;9_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o_ SM23-28-

_maxbin.066 | 2;f  RBG-16-64-32;0_ RBG-16-64-32;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Spirochaetota;c_ B62-G9;0_ B62-G9;f B62-

_maxbin.069 |G9;g_ DRHNO1;s_ DRHNO1 sp011049595

LOKART30 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o_SM23-

_maxbin.072 |33;f _SM23-33;9__ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o__ UBA2766;f _;g_

_maxbin.077 | _;s__

LOKART30 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale

_maxbin.079 |s;f __UBA2156;9_ UBA2156;s UBA2156 sp011049715
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LOKART30 |d__Bacteria;p_ BMS3Abinl4;c_ BMS3Abinl4;0_ BMS3Abinl4;f JA
_maxbin.081 |FGWOO01;g ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p_ AABM5-125-

_maxbin.083 | 24;c_ BMS3BBINO4;0__BMS3BBINO04;f _BMS3BBINO4;g_ ;s
LOKART30 |d__Bacteria;p__Abyssubacteria;c_ SURF-5;0_;f ;g ;s
_maxbin.084

LOKART30 |d__Bacteria;p__Nitrospinota;c_ UBA7883;0 JACRGQO1;f ;g ;s
_maxbin.085

LOKART30 |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f SM23-
_maxbin.087 | 62;9_ SM23-62;s_ SM23-62 sp011053095

LOKART30 |d__Bacteria;p__Gemmatimonadota;c__Glassbacteria;o_ GWA2-58-
_maxbin.092 (10;f ;g ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o__Sedimentisphaeral
_maxbin.097 |es;f __Anaerohalosphaeraceae;g_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f T
_maxbin.099 | hermoguttaceae;g_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Myxococcota;c__Polyangia;o JAAYKLO1;f ;g ;s
_maxbin.107

LOKART30 |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f GCA-
_maxbin.109 | 2748055;g_ GCA-2748055;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Hydrogenedentota;c__Hydrogenedentia;o __Hydrogenede
_maxbin.114 |ntiales;f SLHBO01;g_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobactera
_maxbin.122 (les;f ;g9 ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__ ;o ;f g ;s

_maxbin.146

LOKART30 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Aquicultoria;o__;f ;g9 ;s
_maxbin.153

LOKART30 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f T
_maxbin.158 | hermoguttaceae;g  JAFGRDO01;s

LOKART30 |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f P
_maxbin.175 | ALSA-1355;9_ ;s

LOKART30 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
_maxbin.177 |s;f _UBA2156;9_ ;S

LOKART30 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f UB
_maxbin.190 |A5794;9_ ;s
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LOKART30 |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f _Cyclob
_metabat2.1 |acteriaceae;g_ SZUA-230;s

39

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chlamydiota;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f SM23-
_maxbin.005 |39;9_ JAAKFX01;s_ JAAKFXO01 sp011064875

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales
_maxbin.008 |;f W498;g_ ;s

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o__Sedimentisphaeral
_maxbin.012 |es;f SG8-4;9  CS2-K091;s

LOKARTG60 |d__ Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales
_maxbin.018 |;f _RBG-16-60-22;9_ E44-bin89;s__ E44-bin89 sp004375725
LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Zixibacteria;c_ MSB-5A5;0 GN15;f FEB-12;9 ;s
_maxbin.019

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chlamydiota;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f SM23-
_maxbin.022 |39;9_ JAAKFX01;s__ JAAKFXO01 sp011064905

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

_maxbin.025 |4660;0__Desulfatiglandales;f B25-G16;g_ B33-G16;s__

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__C00003060;f
_maxbin.026 | C00003060;9_ ;s

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o  VGOGO01;f VGOGO
_maxbin.034 |1;,g__ VGOGO01;s__

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Atribacterota;c_ JS1;0  SB-45;f 34-128;9 ;s
_maxbin.042

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f E4
_maxbin.043 | 4-bin32;9__E44-bin32;s__

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Acidiferroba
_maxbin.045 |cterales;f SZUA-150;g_ ;s

LOKART®60 |d__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Humimicrobiia;o___Humimicrobiales;
_maxbin.049 |f__Humimicrobiaceae;g_ M55B120;s__

LOKARTG60 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o_ C00003060;f
_maxbin.052 | C00003060;g__C00003060;s__

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Chlamydiota;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f _Rhabd
_maxbin.054 | ochlamydiaceae;g  JAAKFS01;s JAAKFS01 sp011064965
LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Armatimonadota;c_ UBA5377;0__UBA5377;f _JAAYI
_maxbin.062 |[R01;g_ ;s

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _VadinH
_maxbin.064 | A17;9_ JADFUQOL;s
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LOKARTG60 |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o UBA1845;f UB
_maxbin.066 | A1845;9 ;s

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Omnitrophota;c__ Koll1l;0 B26-G9;f B26-G9;g9_ ;s
_maxbin.071

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__ Zixibacteria;c_ MSB-

_maxbin.080 |5A5;0  UBA10806;f UBA10806;g ;s

LOKARTG60 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c_ DG-23;0__;f ;g ;5
_maxbin.140

LOKARTG60 |d__Bacteria;p_ BMS3Abinl4;c_ BMS3Abinl4;0 BMS3Abinl4;f BM
_metabat2.1 |S3Abinl4;g_ SZUA-178;s__

78

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Acidiferroba
_maxbin.021 |cterales;f SZUA-150;g_ ;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p_ RBG-13-66-14;c_ RBG-13-66-14;0  RBG-13-66-
_maxbin.022 | 14;f _RBG-13-66-14;9_ RBG-13-66-14;s__

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Armatimonadota;c__ CAIYQOO01;0_ WVXJ01;f _DTIZO0
_maxbin.027 |1;9_ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__ RBG-13-66-14;c__B26-

_maxbin.041 |G2;0_ WVWNO01;f WVWNO01l,g WVWNO01;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycetia;o__Pirellulales;f T
_maxbin.042 | hermoguttaceae;g_ ;S

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o__Desulfobacterale
_maxbin.047 |s;f  _UBA11574;9_ ;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p_ BMS3Abinl4;c_ BMS3Abinl4;0 _ BMS3Abin14;f JA
_maxbin.048 |FGWOO01;g_ ;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Chlamydiota;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f _Rhabd
_maxbin.053 | ochlamydiaceae;g_ SZUA-160;s__ SZUA-160 sp011065225
LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o_ C00003060;f
_maxbin.059 | C00003060;9_ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__ ;o _;f ;g ;s

_maxbin.065

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Armatimonadota;c_ UBA5377;0_ UBA5377;f _JAAYI
_maxbin.070 |[RO1;g_ ;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Aerophobota;c__Aerophobia;o__Aerophobales;f AE-
_maxbin.073 |B3A;g_ SOJTOL;s__

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f E4
_maxbin.077 | 4-bin32;9__E44-bin32;s__
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LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f E4
_maxbin.088 |4-bin32;9__;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f
_maxbin.095 | Hyphomicrobiaceae;g__Hyphomicrobium_A;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f
_maxbin.108 | Aminicenantaceae;g_ ;S

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o SM23-28-
_maxbin.111 | 2;f RBG-16-64-32;9_ CF-162;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Krumholzibacteriota;c __Krumholzibacteria;o__Krumholz
_maxbin.119 |ibacteriales;f _Krumholzibacteriaceae;g_ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__ Zixibacteria;c__ MSB-5A5;0 _DSPPOL;f ;g ;s
_maxbin.134

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Humimicrobiia;o__Humimicrobiales;
_maxbin.136 |f __Humimicrobiaceae;g_ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f CAIQNRO01;
_maxbin.143 |g_ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Fermentibacterota;c__Fermentibacteria;o__Fermentibacte
_maxbin.156 |rales;f __Fermentibacteraceae;g_ ;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Chlamydiota;c__Chlamydiia;o__Chlamydiales;f _Rhabd
_maxbin.158 | ochlamydiaceae;g SZUA-160;s_ SZUA-160 sp011065235
LOKARTG62 |d__Archaea;p__Thermoproteota;c_ Bathyarchaeia,o_ TCS64;f TCS64;
_maxbin.164 |g_ RBG-16-57-9;5

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f_
_maxbin.166 | Methyloligellaceae;g ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Vicinamibacteria;o__ Bin61;f ;g ;s
_maxbin.188 |

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o _SM23-
_maxbin.191 |33;f SM23-33;9__ ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Acidimicrobiia;o_ UBA5794;f ZC
_maxbin.222 | 4RG35;9_ SZUA-217;s__

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f
_maxbin.226 | Methyloligellaceae;g__Methyloceanibacter;s

LOKARTG62 |d__ Bacteria;p__Zixibacteria;c_ MSB-

_maxbin.231 [5A5;0 UBA10806;f UBA10806;9 ;s

LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f _Vermiphilac
_metabat2.2 |eae;g_ ;S
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LOKARTG62 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales
_metabat2.6 |;f JAHJRUOL,g_ ;s

4

LOKART95 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales
_maxbin.015 |;f UBA5760;9_ UBA5760;s

LOKART95 |d__ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ GCA-2792135;0_ ;f ;g ;s
_maxbin.017

LOKART95 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

_maxbin.019 |4660;0__Desulfatiglandales;f B25-G16;g_ B33-G16;s__

LOKART95 |d__ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Kazan-3B-28;0 Kazan-3B-
_maxbin.030 | 28;f UBA10110;9_ ;s

LOKART95 |d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

_maxbin.039 |4660;0__Desulfatiglandales;f _B25-G16;g_ B33-G16;s__

LOKART95 |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Thermoanaerobaculia;o__Thermoana
_maxbin.042 |erobaculales;f _FEB-10;9_ JACXWAO1;s

LOKART95 |d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales
_maxbin.043 |;f __E44-bin46;9_ E44-bind6;s_

LOKART95 |d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Humimicrobiia;o__Humimicrobiales;
_maxbin.047 |f__Humimicrobiaceae;g_ M55B120;s

LOKART95 |d__ Bacteria;p___Gemmatimonadota;c__Gemmatimonadetes;o__Longimicr
_maxbin.054 |obiales;f _UBA6960;g_ ;s

LOKART95 |d__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f _Vermiphilac
_maxbin.057 |eae;g_ ;S

LOKART95 |d__ Bacteria;p_ BMS3Abinl4;c_ BMS3Abinl4;0 BMS3Abin14;f ;g_
_maxbin.059 | ;s

LOKART95 |d__ Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ Desulfobacteria;o_ C00003060;f
_maxbin.061 | C00003060;9_ ;s

LOKARTY95 |d__Archaea;p__ Asgardarchaeota;c__Thorarchaeia;o__Thorarchaeales;f
_maxbin.080 | Thorarchaeaceae;g_ MP8T-1;s

LOKART95 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f
_maxbin.092 | _Hyphomicrobiaceae;g__Hyphomicrobium_A;s

LOKART95 |d__ Bacteria;p_ UBP14;c_ ;0 ;f ;9 s

_maxbin.126

LOKART95 |d__Bacteria;p__4484-113;c__;0_;f ;9. ;s

_maxbin.129

LOKART95 |d__ Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phycisphaerae;o_ SM23-
_metabat2.1 |33;f _SM23-33;9_ ;s
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LOKART95 |d__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ UBA1384;0_ XYA2-FULL-43-
_metabat2.1 |10;f XYA2-FULL-43-10;g_ ;5

69

MARPAC23 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ GCA-
_maxbin.015 |001735895;f GCA-001735895;9_ GCA-001735895;s

MARPAC23 |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Vicinamibacteria;o__Vicinamibactera
_maxbin.026 |les;f UBAB8438;9_ NP936;s

MARPAC23 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA6522;f
_maxbin.030 | UBA6522;g. SMWCO01;s__

MARPAC23 |d__ Bacteria;p__Acidobacteriota;c_ UBA6911;0 RPQKOL;f :g ;s
_maxbin.032

MARPAC23 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ UBA6522;f
_metabat2.4 | UBA6522;g_ SMWCO01;s_ SMWCO01 sp004357505

6

MARPAC23 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomona
_metabat2.5 |dales;f HTCC2089;g_ SMWKO01;s_ SMWKO1 sp004356895

6

SMMPAC33 [d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale
_maxbin.009 [s;f Methanocomedenaceae;g_Methanocomedens;s

SMMPAC33 [d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfobacteria;o_ C00003060;f
_maxbin.028 | C00003060;g__S7086C20;s__S7086C20 sp001751075

SMMPAC33 [d__Archaea;p__Asgardarchaeota;c__Heimdallarchaeia;o_ JABLTIOL;f
_maxbin.031 | JABLTIO1;g_ JABLTIOL;s

SMMPAC33 [d__Bacteria;p__Spirochaetota;c__Spirochaetia;o_ DSM-

_maxbin.049 | 27196;f SLST01;9_ JAHOYXO01;s

SMMPACS33 |d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f
_maxbin.077 | __ Aminicenantaceae;g_ ;S

SMMPAC33 |d__Bacteria;p__Planctomycetota;c ;o ;f ;g ;s

_maxbin.131

SMMPAC33 [d__Archaea;p__Asgardarchaeota;c__Heimdallarchaeia;o_ JABLTIOL1;f
_metabat2.1 |JABLTIO1;g_ JABLTIOL;s

04

SMMPAC33 [d__Bacteria;p__Desulfobacterota;c_ DSM-

_metabat2.1 |4660;0 Desulfatiglandales;f _Desulfatiglandaceae;g_ ;s

5

SMMPAC33 [d__Bacteria;p_ QNDGO01;c__ QNDGO01;0  QNDGO01;f DSABO01;9_ ;s
_metabat2.1
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SMMPAC33 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f

_metabat2.5 | Methyloligellaceae;g__Methyloceanibacter;s

6

SMMPACA46 |d__Bacteria;p_ WOR-3;c_ WOR-3;0__ SM23-42;f SM23-

_maxbin.019 |42;g__SOIYO0l;s

SMMPACA46 [d__Archaea;p__Halobacteriota;c__Methanosarcinia;o__Methanosarcinale

_maxbin.024 |s;f _Methanocomedenaceae;g__Methanomarinus;s__Methanomarinus
sp002926195

SMMPACA46 [d__Bacteria;p__Chloroflexota;c__Anaerolineae;o___Promineofilales;f U

_maxbin.041 |BA4811;g_ GLR113;s_ GLR113sp013139935

SMMPACA46 |d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_ SZUA-

_maxbin.052 | 229;f SZUA-229;9. JABDQWO1;s

SMMPACA46 |d__Bacteria;p_ RBG-13-66-14;c__B26-

_maxbin.061 |G2;0 WVWNO1;f WVWNO01;,g WVWNOL;s

Tabla Suplementaria 2. Clusters de genes CAZyme (CGC) de los MAGs encontrados
en sedimentos marinos.

ID CGC (Mobdulos CAZyme) Taxonomia(
Class)
ART45 _maxbin | GH23+CBM50 Desulfobulbi
.050 a
ART46_maxbin|GH103 Gammaprote
.023 obacteria
ART46_maxbin |CE4 Gammaprote
.029 obacteria
ART46_maxbin|GH23+CE11 Gammaprote
.029 obacteria
ART46_maxbin | GH23 Gammaprote
.051 obacteria
ART46_maxbin |GT4 UBA9160
.055
ART46_maxbin | GH23+CBM50 Gammaprote
071 obacteria
ART48 maxbin | GH23 Gammaprote
.026 obacteria
CIGOMA4_ma |GH23 Methylomira
xbin.004 bilia
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CIGOMA4 _ma [GT4 Methylomira
xbin.004 bilia
DELGOMS7_ |GH23 Gammaprote
maxbin.002 obacteria
DSANTO06_max | CBM51+GH2 Bacteroidia
bin.002

DSANTO06_max |CE14 Bacteroidia
bin.002

DSANTO06_max |GH3 Bacteroidia

bin.016

DSANTO06_max

GH23

Alphaproteo

bin.024 bacteria
DSANTO06_max | GH3+CBM9 Acidimicrob
bin.029 IF:!
DSANTO06_max | GH23 Gammaprote
bin.045 obacteria
DSANTO08 max | GH29+GH163+CBM14+GH18+CBM54+GH92+CBM9 |Bacteroidia
bin.002 +CBMO0+GH130+GH92+CBM47

DSANTO08 max [GT4+GT4 Anaerolinea
bin.006 e
DSANTO08 max |GT4 Gammaprote
bin.010 obacteria
DSANTO08_max |GT4 Polyangia
bin.020

DSANTO08 max |GT51 Krumholzib
bin.030 acteria
DSANTO09_max | GH3 Gammaprote
bin.031 obacteria
DSANTO09_max | GH23+CBM50 Desulfobulbi
bin.042 a
DSANT11 max [GT51 Polyangia
bin.001

DSANT11 max |GT4 Acidimicrob
bin.005 la
DSANT11 _max |GH29 DSWWO01

bin.021
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DSANT11 max |GT2_Glycos_transf 2+GT2 DSWWO01
bin.021

DSANT11 max |CBM9 Aminicenant
bin.026 ia
DSANT95_max |CBM9 Gammaprote
bin.006 obacteria
DSANT95_max |CBM54+GH16_3+CBM4+GH16+CBM54+GH16_3+C |Bacteroidia
bin.007 BM4+GH16+GH2+GH97+CBM6+GH3

DSANT95_max |GH3 Bacteroidia

bin.007

DSANT95_max
bin.011

GH103

Alphaproteo
bacteria

DSANT95_max | GH23 Alphaproteo
bin.014 bacteria
DSANT95 max |GT4 Alphaproteo
bin.014 bacteria
DSANT95 max |GT51 Alphaproteo
bin.014 bacteria
DSANT95 max |CE14 Bacteroidia
bin.016

DSANT95_max | GH109 Bacteroidia
bin.016

DSANT95 _max |GH16_3+GH16+GH13_38+GH65 Bacteroidia
bin.016

DSANT95 max |GT2_Glycos_transf 2+GT2 Bacteroidia
bin.016

DSANT95_max | GHO+GH109 Bacteroidia
bin.024

DSANT95 max |GH117+CBM13+GH29+GH2 Bacteroidia
bin.024

DSANT95_max | GH29+GH110 Bacteroidia
bin.024

DSANT95 max |GT4 Bacteroidia
bin.024

DSANT95_max | GH67+GH2+CBM6+CBM7+CBM6+GH3+CE17+GH4 | Clostridia

bin.026

3+GH43 12
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DSANT95_max
bin.035

CE4

Fusobacterii
a

DSANT95 max | GH2+CBM67 Fusobacterii
bin.035 a
DSANT95_max | GH23 Fusobacterii
bin.035 a
DSANT95 max |GT83 Fusobacterii
bin.035 a
DSANT95_max [CBM32+GH2+CBM71 Bacteroidia
bin.044

DSANT95 max |CBM32+GH43+GH43 28+GH144+CBM6+GH3 Bacteroidia
bin.044

DSANT95 max | CBM50+GH23+GT19+GH5 2+GH5+CES8 Bacteroidia
bin.044

DSANT95 _max | GH2 Bacteroidia
bin.044

DSANT95_max | GH2 Bacteroidia
bin.044

DSANT95 max |GT51 Clostridia
bin.050

DSANT95_max |GH16_3+GH13_38+GH65 Bacteroidia
bin.051

DSANT95_max |GT4 Bacteroidia

bin.051

DSANT95_max
bin.073

GH23+CBM50

Actinomycet
ia

DSANT95_max
bin.083

CE4

Negativicute
S

DSANT95_max
bin.083

CE4+GH153

Negativicute
S

DSANT95_max
bin.083

GT2_Glycos_transf 2+GT2

Negativicute
S

DSANT95_max
bin.085

CBM32+GH2

Verrucomicr
obiae

DSANT95_met
abat2.56

GH3

Actinomycet
ia

100




DSANT95 _met [GT4 Actinomycet
abat2.56 ia
GBGOC44 ma [GH3 Anaerolinea
xbin.033 e
GBGOC44 ma |GT4 Anaerolinea
xbin.033 €
GBGOC44 ma |GT4 Bacteroidia
xbin.050

GBGOC44 ma |GT4 Anaerolinea
xbin.067 e
GBGOC44 ma [GT51 Anaerolinea
xbin.067 e
GBGOC44 ma |GH103 Desulfobact
xbin.089 eria
GBGOC44 ma |GH23 Desulfobact
xbin.089 eria
GBGOC44 ma |GH23+CBM50 DSM-4660
xbin.101

GBGOC44 _ma |GH23 DSM-4660
xbin.110

GBGOC44 ma |GT4+GT4 DSM-4660
xbin.110

GBGOC44 ma |GT4+GT4 Koll11
xbin.112

GBGOC44 ma |GT4+CE14 Holophagae
xbin.122

GBGOC44 ma |GT4 Methanosarc
xbin.125 inia
GBGOC44 ma [GH29 Bacteroidia
xbin.128

GBGOC44 ma [GT4 Hydrothermi
xbin.137 a
GBGOC44 _ma |GT51 S145-22
xbin.142

GBGOC44 _ma |GT83 S145-22
xbin.142
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GBGOC44 ma |CE4 UBA2214
xbin.152

GBGOC44 ma |GH2 UBA2214
xbin.152

GBGOC44 ma |GH3+GH28 UBA2214
xbin.152

GBGOC44 ma |GH92+GH3+GH3+CBM6 UBA2214
xbin.152

GBGOC44 ma |GT4 Campylobac
xbin.167 teria
GBGOC44 ma |GH23 Krumholzib
xbin.172 acteria
GBGOC44 ma |GH8+GH2 Bacteroidia
xbin.177

GBGOC44 ma |GT51 Bacteroidia
xbin.177

GBGOC44 ma |GT4 Paceibacteri
xbin.198 a
GBGOC44 ma |GT4 Bathyarchaei
xbin.212 a
GBGOC44 ma [GT2_Glycos_transf 2+GT2 Campylobac
xbin.218 teria
GBGOC44 met|CBM9 JAFR-76
abat2.230

GBGOC44 _met|CE4 JAFR-76
abat2.230

GBGOC44 met|GH23 Desulfobacc
abat2.279 ia
GBGOC44 met|CBM67+GH2 Aminicenant
abat2.293 ia
GBGOC44 met | GH3+CBM6 Aminicenant
abat2.293 ia
GBGOC44 met|GT51 Syntrophoba
abat2.72 cteria
GBGOC44 met|GT83 Syntrophoba
abat2.72 cteria
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GBGOC45 ma |GH23+GH23 DSM-4660
xbin.089

GBGOC45 ma |GH33+GHO0+CBM6+GH3 Aminicenant
xbin.118 ia
GBGOC45 ma [GT51 Campylobac
xbin.140 teria
GBGOC45 ma |GH3 Anaerolinea
xbin.149 e
GBGOC45 ma |CBM9 JdFR-76
xbin.151

GBGOC45 ma |CE4 JdFR-76
xbin.151

GBGOC45 ma |GH3+GH3 Bathyarchaei
xbin.166 a
GBGOC45 ma |GT51 UBAG6098
xbin.199

GBGOC45 met|GH2+GHS8 Bacteroidia
abat2.227

GBGOC45 met | CBM50+GH23 DSM-4660
abat2.287

GBGOC45 met |GT51 DSM-4660
abat2.287

GBGOC45 met | CBM50+GH23 MSB-5A5
abat2.54

GBGOC47_ma |GH2 Bacteroidia
xbin.017

GBGOC47_ma |GH23 Spirochaetia
xbin.043

GBGOC47_ma |GH103 Campylobac
xbin.058 teria
GBGOC47_ma |CBM50+GH23 DSM-4660
xbin.081

GBGOC47_ma |GH130+GH2+GH38 JS1
xbin.083

GBGOC47_ma |GH2 Spirochaetia
xbin.089
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GBGOC47_ma |GH3 Spirochaetia
xbin.089

GBGOC47_ma |GT51 Spirochaetia
xbin.089

GBGOC47_ma [GH3 Anaerolinea
xbin.091 €
GBGOC47_ma |GH2 DSM-4660
xbin.098

GBGOC47_ma |GH23+CBM50 Bacteroidia
xbin.107

GBGOC47 ma |GH92+GH109 Bacteroidia
xbin.107

GBGOC47_ma |CE4 Bacilli
xbin.108

GBGOC47_ma |GH2 Bacilli
xbin.108

GBGOC47_ma |GT51 Anaerolinea
xbin.120 e
GBGOC47 _ma [GH23 Desulfobact
xbin.126 eria
GBGOC47 _ma |GH103 Desulfurom
xbin.131 onadia
GBGOC47_ma [GH23 Campylobac
xbin.167 teria
GBGOC47_ma |GH23+CBM50 Desulfurom
xbin.217 onadia
GBGOC47 _ma |GT83 Bradymonad
xbin.224 ia
GBGOC47 _ma |GH103 Desulfobulbi
xbin.325 a
GBGOC47_met |GH2 UBA2214
abat2.403

GBGOC47_met |GH3 UBA2214
abat2.413

GBGOC47_met|CBM67+GH2 Aminicenant
abat2.96 ia
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HRSPAC47 m |GT51 Clostridia
axbin.033

HRSPAC47 m |CBM50+GH23 Desulfurom
axbin.034 onadia
HRSPAC47_m |GH2 Bacteroidia
etabat2.19

HRSPAC47 m |[CE4 Gammaprote
etabat2.53 obacteria
HRSPAC47 m |GH23 Gammaprote
etabat2.53 obacteria
KJ6_maxbin.00 | GH23+CBM50 MSB-5A5
7

KJ6_metabat2. [ GH23+CBM50 JACQVXO01
15

KOR58 _maxbi |CE4 Gammaprote
n.012 obacteria
KOR58 maxbi |GH102+GH23 Gammaprote
n.012 obacteria
KOR58 maxbi [GH103 Gammaprote
n.012 obacteria
KOR58_maxbi [GH23 Gammaprote
n.012 obacteria
KOR58 _maxbi [GT51 Gammaprote
n.012 obacteria
KOR58 metab [GH103 Alphaproteo
at2.14 bacteria
LOKART30_m |GH95+GH29 Gammaprote
axbin.040 obacteria
LOKART30 m [GT51 Gammaprote
axbin.040 obacteria
LOKART30 m [GH3+GH163+GH95 Phycisphaer
axbin.045 ae
LOKART30 m [GT51 UBA9160
axbin.065

LOKART30 m [GT51 B62-G9
axbin.069
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LOKART30 m [GH23 BMS3Abinl
axbin.081 4
LOKART30 m |GH23 SURF-5
axbin.084

LOKART30_m |GH23 UBA7883
axbin.085

LOKART30 m [GT51 UBA7883
axbin.085

LOKART30 m [GH2 Bacteroidia
axbin.087

LOKART30 m [GH23 Bacteroidia
axbin.087

LOKART30 m |GT51 Glassbacteri
axbin.092 a
LOKART30 _m [CBM67+CBM42+GH?2 Planctomyce
axbin.099 tia
LOKART30 m [GH2 Planctomyce
axbin.099 tia
LOKART30 m [GH2+GH123+GH123+GH123 Bacteroidia
axbin.109

LOKART30_m [GH3 Bacteroidia
axbin.109

LOKART30_m |GT51 Bacteroidia
axbin.109

LOKART30 m [GH29 Hydrogened
axbin.114 entia
LOKART30 m [GT51 Hydrogened
axbin.114 entia
LOKART30 m [GT51 Unknown
axbin.146

LOKART30_m |GH23+CBM50 Desulfobact
axbin.177 eria
LOKART30 m [GH109+GH130 Bacteroidia
etabat2.139

LOKART30 _m [GH29+CBM13 Bacteroidia

etabat2.139
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LOKART60_m |GH3 Anaerolinea
axbin.034 e
LOKART60_m | GH3+CBM6+GH2+GH4+GH130 Anaerolinea
axbin.034 e
LOKART60 _m |CE4+GH148 UBALG377
axbin.062

LOKART60 m [GH23 UBAbG377
axbin.062

LOKART62 m [CE4+GH148 UBAb5377
axbin.070

LOKART62 m [GH3 Anaerolinea
axbin.077 e
LOKART62_m |GH23 Aminicenant
axbin.108 ia
LOKART95 m [GH20+GH3+CBM2+CBM®6 Thermoanae
axbin.042 robaculia
MARPAC23 m |GH103 Gammaprote
axbin.015 obacteria
MARPAC23 m |GT51 Vicinamibac
axbin.026 teria
MARPAC23 m |GT83 Vicinamibac
axbin.026 teria
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