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RESUMEN

La metagendémica es un término que describe tanto un campo de la biologia como
una serie de herramientas que permiten, entre otras cosas, el analisis de
comunidades microbianas sin la necesidad de cultivar dichos microorganismos. El
constante avance de la eficiencia y certeza de estas técnicas han convertido a la
metagendmica en una poderosa herramienta para estudiar la biodiversidad
microbiana de una zona en particular. En este estudio, se investigd el potencial
metabdlico y la diversidad de comunidades microbianas de diez muestras de suelo
de distintas localidades de la antartica mediante un alcance metagendémico de
secuenciacion de escopeta. Se observd que la distancia geografica no se
correlaciona con el nimero de diferencias significativas en metabolismo entre las
muestras; a pesar de que algunas localidades fueron agrupadas segun lo esperado
en base a sus distancias, la mayoria de los agrupamientos no muestran una relacién
entre distancia y similitud metabdlica. Sin embargo, se encontré que la mayoria de
los médulos metabdlicos son compartidos entre localidades, no observandose
ninguno que no estuviera en al menos dos localidades. Ademas, en el conjunto de
diez muestras se observaron 17 filos, 177 familias y 297 géneros bacterianos y 5 filos,
53 familias y 72 géneros flngicos. Tanto la diversidad como abundancia de fungi
observada fue menor que la bacteriana en todas las localidades. Se presentaron
diferencias notables en la diversidad presente en cada localidad a varios niveles
taxonémicos, habiendo solo un pufiado de localidades con diversidades similares.
Adicionalmente, se encontré6 que la disimilitud en términos de diversidad no se
correlaciona con las diferencias significativas en metabolismo entre cada localidad.
Finalmente, este trabajo permiti6 dar un primer paso en cuanto a identificar qué
organismos estan presentes en estas localidades y cuales funciones y procesos

metabdlicos ocurren a nivel de comunidad microbioldgica en los suelos estudiados.



ABSTRACT

Metagenomics is a concept that encompasses a field of biology as well as a set of
tools that allow for, among other things, the analysis of microbial communities with
culture-free approaches. The ongoing advances in both efficacy and accuracy of
these techniques have allowed metagenomics to become a powerful tool in the study
of microbial biodiversity of a given zone. In this study, the metabolic potential and
diversity of microbial communities of ten soil samples of distinct Antarctic locales were
analyzed with a shotgun sequencing metagenomic approach. It was determined that
geographic distance does not correlate with the number of significant differences in
metabolism between samples; despite some of the locales grouping as expected
based on distance, most of them do not show a link between distance and metabolic
similarity. Nonetheless, we found that most of the metabolic modules are indeed
shared between all locales, with none being found in fewer than two locales. From ten
soil samples we observed a total of 17 phyla, 177 families and 297 genera of bacteria
and 5 phyla, 53 families and 72 genera of fungi. We found that fungi had both lower
abundance and diversity metrics than bacteria in all the locales. Notable differences
were observed in terms of diversity at multiple taxonomic levels, with just a handful of
locales having comparable diversities. Additionally, we found that these differences in
diversity between samples do not correlate with the dissimilarity in metabolism
observed previously. Lastly, this study allows for a first step regarding the
identification of both diversity and metabolic potential of the microbial communities

present in the sampled soils with a culture-free approach.



1. INTRODUCCION

1.1 La metagendmica, su definicion y aplicaciones

La metagendémica es una rama de la biologia molecular que engloba distintas técnicas y
alcances, pero cuyo propésito principal se basa en el analisis comprensivo de todas las
secuencias de DNA de una muestra ambiental (Marchesi & Ravel, 2015). El desarrollo
de estas técnicas ha permitido dar pasos enormes en cuanto a la comprension de
comunidades microbianas completas, ya que la gran mayoria de los microorganismos
no han sido (o derechamente no pueden ser) cultivados y aislados con las técnicas
actuales de laboratorio (Liu y col., 2022). En algunos estudios se ha estimado que esta
“‘materia oscura microbiana” representa incluso un 99% de los microorganismos del
planeta (Solden y col., 2016). Las aproximaciones metagendmicas, que no requieren el
aislamiento ni cultivo de microorganismos, han abierto las posibilidades en cuanto al
descubrimiento de nuevos taxones, interacciones metabdlicas e incluso compuestos
novedosos de interés industrial (Bikel y col., 2015; Waschulin y col., 2022). Es mas, estos
descubrimientos gatillaron un cambio de paradigma en la microbiologia, haciéndonos
entender qué tan poco se conocia realmente acerca de los microorganismos y su
importancia metabdlica en distintos ambientes, incluyendo las interacciones entre
microbiomas y sus huéspedes eucaridticos (Handelsman, 2004; Gilbert y col., 2018).
Gracias a estos avances es que en las ultimas décadas se han realizado cada vez mas
estudios con el fin de vislumbrar la biodiversidad de comunidades microbianas de
distintos ambientes, en conjunto con los procesos metabdlicos que realizan sus

integrantes (Peterson y col., 2009; Gilbert y col., 2014; Sunagawa y col., 2015).

1.2 El impacto de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion



Para comprender el explosivo desarrollo que ha tenido la metagendémica y las disciplinas
relacionadas (metatranscriptdmica, metabolémica, etc.) es necesario mencionar la
importancia de las técnicas o plataformas de secuenciacion de nueva generacion (NGS).
A pesar de que existe una gran variedad de plataformas de secuenciacién con protocolos
totalmente distintos, las NGS son definidas por su capacidad de generar volimenes
enormes de datos en una sola reaccion, siendo un método relativamente econémico y
de alta eficiencia (Metzker, 2010), diferencidndolas entonces de la secuenciacion con
método de Sanger, ahora conocida como secuenciacion de primera generacion. Si bien
la metagendmica, entendida como el estudio del DNA de una comunidad microbiana
completa, surgié incluso antes del desarrollo de las NGS, ha sido el desarrollo de estas
el que ha permitido en gran parte la abundancia de conocimiento y estudios actuales
(Escobar-Zepeda y col., 2015). Algo que hay que tener presente es saber diferenciar
estas técnicas o plataformas de secuenciacion respecto del alcance a utilizar. En este
caso hay dos alcances bastante populares y eficientes, la secuenciacion con amplicones
(amplicon sequencing) y la secuenciacion de escopeta (shotgun sequencing). En el
primer alcance se seleccionan regiones de interés para amplificar previo a la
secuenciacion, especificamente mediante el uso de partidores universales que son
capaces de amplificar dichas regiones. Se han propuesto en la literatura un niamero de
conceptos distintos para encapsular mejor el objetivo y mira de este alcance, tales como
“metaperfilado” o “metataxonémica”, ya que no se secuencia todo el material genético
de una comunidad, sino que solo los genes ubicados en las regiones de interés que, en
la gran mayoria de estudios, corresponden a distintas regiones del gen de rRNA 16S en
bacterias y del espaciador transcrito interno (ITS) o el gen de la subunidad grande
ribosomal (LSU) en eucariontes (Escobar-Zepeday col., 2015; Durazziy col., 2021). Por

otro lado, la secuenciacion de escopeta contempla la secuenciacion de todo el DNA de



la muestra. El proceso consiste en fragmentar el DNA en segmentos pequefios (100-300
bp), los cuales son secuenciados generando lecturas o “reads”. Estos reads son
ensamblados mediante algoritmos computaciones de acuerdo con distintos paradmetros
en secuencias contiguas o “contigs”. Estos contigs pueden ser agrupados para
reconstruir el genoma de un organismo (“binning”) o incluso pueden ser directamente
comparados con una o mas bases de datos para identificar los genes que codifican y su
posible funcion. De esta forma también es posible delinear las distintas especies
presentes mediante la identificacion de los distintos marcadores moleculares
encontrados en estas colecciones de genes. Dichos marcadores (gen rRNA 16S; ITS;
LSU) se han posicionado como tales debido a sus grados de conservacion intra- e inter-
especie, es decir, poseen regiones muy conservadas que permiten identificar taxones
filogenéticamente cercanos, a la vez que poseen regiones hipervariables que permiten
diferenciar entre especies patrticulares (Schoch y col., 2012; Sunagawa y col., 2013;
Johnson y col., 2019; Cortés-Lopez y col., 2020). Finalmente, independiente del alcance
que se utilice, en ambos se pueden utilizar distintas técnicas de NGS disponibles en la
actualidad, aunque un desafio existente es que a pesar de que se han demostrado
consensos entre plataformas, se desconoce el total de diferencias que podrian
generarse por el uso de estas distintas técnicas en cuanto a la cantidad y calidad de
secuencias obtenidas (Luo y col., 2012; Allali y col., 2017). De todas maneras, al existir
un grado de consenso entre las distintas plataformas, y al no haber un método especifico
gue se considere como “estandar dorado”, a lo que se le suele dar importancia en estos
estudios es nada més el alcance utilizado (Zhang y col., 2021). Finalmente, ningun
alcance supera objetivamente a otro, habiendo estudios que demuestran que un alcance
entrega mejores resultados que el otro y viceversa en investigaciones de biodiversidad

microbiana (Ranjan y col., 2016; Tessler y col., 2017).



1.3 Prediccién de vias metabdlicas y compuestos de interés

Como se ha establecido, con las distintas herramientas de NGS y metagendémica es
posible identificar la composicién taxonémica de una muestra ambiental, sin embargo,
otra gran aplicacion de la metagendémica consiste en predecir genes y sus posibles
funciones dentro de la comunidad microbiana. Por ejemplo, mediante una secuenciaciéon
por escopeta y el uso de algoritmos como BLAST o MG-RAST y bases de datos como
la NCBI-nr o Uniprot es posible alinear las distintas secuencias encontradas a genes
conocidos o putativos. Luego, mediante otras busquedas en bases de datos como la de
Ortologia de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KO;
www.genome.jp/kegg/ko.html) se pueden identificar los procesos en los que estan
involucrados estos genes y de tal manera reconstruir las vias metabdlicas y reacciones,
tanto ubicuas como mas especificas, presentes en las comunidades estudiadas (Raggi
y col., 2020). Ademas, estas secuencias pueden ser agrupadas en médulos, esto es,
unidades funcionales de genes en vias metabdlicas, incluyendo complejos moleculares
capaces de realizar procesos metabdlicos completos
(www.genome.jp/kegg/module.html). Con estos alcances es posible analizar las
diferencias entre los procesos que ocurren en distintas localidades o incluso en
localidades similares que han sido afectadas por eventos como contaminacion con
sustancias fordneas o, en el caso de la microbiota, las condiciones a las que estuvo
expuesto el huésped (Zheng y col., 2015; Feng y col., 2018). Finalmente, una disciplina
gue se ha beneficiado especialmente de estas técnicas es la metagendémica funcional,
facilitando el descubrimiento de nuevos compuestos biol6gicos de interés humano
(Mirete y col., 2016). La creciente facilidad de acceso a herramientas de NGS vy

consecuente aumento de informacion respecto a genes funcionales, especialmente de



organismos no cultivables previamente desconocidos, han permitido expandir las
fronteras del campo de la bioprospeccion y metagendmica funcional (Trindade y col.,

2015)

1.4 MetagenOmicay la biodiversidad de ambientes extremos

Un ambiente es considerado como extremo cuando presenta ciertas condiciones que
dificultan la supervivencia de la mayoria de los organismos. Condiciones de
temperaturas en los extremos o altas concentraciones de ciertos compuestos, tales
como azufre, sal, diéxido de carbono, entre otros, permiten que solo un grupo muy
particular de organismos, los cuales han desarrollado adaptaciones para vivir en estas
condiciones, puedan sobrevivir y desarrollar comunidades. Histéricamente se
consideraba que estos ambientes carecian de vida, incluso microscopica, ya que ni
siquiera esta podria soportar ciertas condiciones ambientales (Morita, 1999). Sin
embargo, con el progresivo descubrimiento de extremofilos desde la década de los 50,
el interés de estudiar estas comunidades no ha hecho méas que aumentar. De hecho, los
avances y nuevas técnicas en NGS delineadas previamente han sido de especial utilidad
en el estudio de estos ambientes, permitiendo abrir una ventana a la diversidad de
especies presente en estos biomas, junto a las interacciones y estructuras de las
comunidades que los habitan (Cowan y col., 2015). Dentro de la gama de ambientes
extremos, los ambientes frios conforman la mayoria de la biésfera del planeta,
concentrando gran parte de su biomasa. Debido a las adaptaciones que poseen estos
organismos, representan un recurso valioso en la busqueda de nuevas especies
psicrofilicas y compuestos con potenciales usos biotecnolégicos (Aliyu y col., 2017,
Dumorné y col., 2017). Urge investigar los aspectos de biodiversidad y potencial

metabdlico de estas zonas debido al especial riesgo que corren debido al calentamiento



global, en especial las regiones polares, que han visto los mayores aumentos de

temperatura proporcionalmente en el planeta (Zucconi & Buzzini, 2021).

1.5 Laimportancia del continente antartico

El continente antértico por un largo tiempo ha llamado la atencién de la comunidad
cientifica debido a que sus condiciones ambientales y geograficas lo han convertido en
uno de los lugares mas inhdspitos y aislados del planeta, donde ademas dichas
condiciones propician la seleccion de cepas y especies de microorganismos capaces de
realizar procesos metabdlicos poco comunes con gran potencial biotecnol6gico
(Doytchinov & Dimov, 2022). Estas ultimas décadas han visto una creciente cantidad de
estudios que buscan describir la biodiversidad microbiana presente en sus distintos
ambientes, tanto para fines biotecnoldgicos (e.g. bioprospeccion) como para el estudio
de la resistencia microbiana, entre otros (Lopatina y col., 2016; Varga y col., 2021;
Marcoleta y col.,, 2022). Si bien la mayoria del continente est4 cubierto por una
permanente capa de hielo y nieve, las regiones libres de hielo, que representan menos
del 2% del area total del continente, abarcan una variada gama de ambientes tanto
marinos como terrestres que concentran la gran mayoria de la biodiversidad del
continente (Cowan & Tow, 2004; Lee y col., 2017). Debido a esta diversidad de factores
abioticos y bidticos que presentan los distintos ambientes antarticos, los suelos de estas
localidades presentan composiciones microbianas igualmente variadas y novedosas
(Lambrechts y col., 2019). El riesgo que corren estos microbiomas debido a presiones
como el cambio climatico y la creciente actividad humana dada tanto por el aumento en
investigaciones como en turismo sefialan mas que nunca la importancia de analizar
estas comunidades y cémo podrian verse alteradas por dichos factores de cambio

(Brooks y col., 2019; Wong vy col., 2021).



Para profundizar el conocimiento de la diversidad microbiana de este continente, en este
estudio se analizaron datos metagendmicos obtenidos de muestras de suelos de cinco
islas del archipiélago Shetland del sur, dos islas de la peninsula antartica y el glaciar
Unién con un alcance de secuenciacion de escopeta. Se identificaron los procesos
metabolicos presentes en las distintas localidades muestreadas ademas de la

composicion taxonomica de las comunidades microbianas de estos suelos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Determinar la diversidad de comunidades microbianas y potencial metabdlico en suelos

de distintas localidades antarticas.

2.2 Objetivos especificos:

1. Determinar las diferencias en vias metabolicas presentes en suelos de distintas
localidades antarticas

2. Analizar los distintos niveles de representacion de las distintas vias y procesos
metabdlicos en cada localidad.

3. Examinar la composicion taxondmica de las comunidades microbianas presentes

en los suelos de las localidades estudiadas.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Prediccién de genes y asignacién de funciones metabdlicas

Los datos metagendmicos utilizados en este estudio provienen del material genético de
diez muestras de suelo de localidades antérticas, el cual pasé por un tratamiento previo
al desarrollo de este seminario de titulo. EI ADN de las muestras fue aislado y
posteriormente secuenciado siguiendo un alcance de secuenciacion de escopeta. Se
predijeron los marcos de lectura de los contigs ensamblados y se alinearon mediante
BLAST contra una base de datos local curada previamente. De tal manera se identificd
la posible proteina codificada por cada marco de lectura y se obtuvo un valor de RPKM
en base al total de lecturas obtenidas en la muestra y el largo de cada secuencia.

Se compararon las proteinas predichas en BLAST contra la base de datos de KO para
determinar la via metabdlica a la que pertenecian. Con esto se alinearon un total de
416.937 marcos de lectura distintos que fueron utilizados para los andlisis de este
estudio (Tabla 1).

Tabla 1. NiOmero de marcos de lectura alineados con la base de datos de KO.

Sitio de Muestreo N° de ORFs ‘

Decep 36.827
Dee 22.925
KG1A 38.879
KG1B 39.449
KG2 58.918
Lago 38.504
Litch 54.529
Nelson 37.285
Snow 42.734
UG 46.887
Total de ORFs 416.937

3.2 ldentificacion de médulos metabdlicos




Ademas de la base de datos KO, previo a este estudio se alinearon los marcos de lectura
predichos con la base de datos de modulos de KEGG (KEGG MODULE), utilizandose
en este estudio solamente los médulos que se encontraron en su totalidad, es decir, si
es que con el alineamiento se encontraron todos los genes que componen la unidad
funcional. Con dicho alineamiento terminaron considerados un total de 175.723 marcos
de lectura que fueron utilizados para analisis posteriores (Tabla 2).

Tabla 2. NOmero de marcos de lectura alineados con médulos completos de la base de

datos KEGG MODULE.
Sitio de Muestreo | N° de ORFs

Decep 14.835
Dee 13.506
KG1A 15.853
KG1B 15.826
KG2 24.367
Lago 16.023
Litch 22.310
Nelson 16.411
Snow 17.673
UG 18.919
Total de ORFs 175.723

3.3 Analisis estadistico de datos metabdlicos

Con los valores de RPKM de las secuencias asociadas a las distintas vias metabdlicas,
se calcularon las diferencias significativas entre la presencia de las vias metabdlicas
encontradas en cada localidad muestreada. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
entre los valores de RPKM de las lecturas, agrupadas segun la via metabdlica a la que
pertenecian; posteriormente se realizé una prueba de método de Tukey para determinar
cuadles localidades especificas presentaban diferencias significativas entre ellas.

Paralelamente se utiliz6 el programa Google Earth para cuantificar las distancias

10



geograficas entre las localidades muestreadas. Los analisis posteriores de estos datos

se realizaron en el programa RStudio.

3.4 Asignacion de taxonomia

Previo a este estudio también se realizé un alineamiento para identificar las secuencias
que codificaran ciertos marcadores moleculares, incluyendo el gen de rRNA 16S, LSU,
ITS, entre otros. Los resultados entregados por el alineamiento fueron importados y
trabajados en este estudio mediante el programa MS Excel, donde se filtraron segin
criterios de largo de secuencia (> 100 bp) y porcentaje de identidad (>80% para fungi y
rRNA 16S y >90% para LSU de procariontes). En el caso de eucariontes, se omitieron
los alineamientos que no correspondieran con fungi (3,28% del total de alineamientos de
eucariontes). Luego, se ordenaron los datos asegurando su correcta clasificacion en los
distintos niveles taxondmicos. Finalmente, se realizaron andlisis de indices de diversidad

beta mediante el paquete vegan del programa RStudio.

11



4. RESULTADOS
4.1 Disimilitud metabdlica no se relaciona directamente con la distancia

Para determinar qué localidades presentan un mayor grado de cercania en cuanto a los
genes putativos identificados en distintas vias metabdlicas (que llamaremos similitud o
disimilitud metabdlica) las unas con otras, se tomaron los resultados del analisis
estadistico de las diferencias significativas entre las localidades y se utilizé el programa
RStudio para construir un mapa de calor denotando la disimilitud entre ellas (Figura 1a).
De forma paralela, y con el fin de determinar si existe una relacién entre esta disimilitud
y la distancia geografica entre cada localidad muestreada, se construy6 otro mapa de

calor en base a estas distancias (Figura 1b).
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diferencias significativas en metabolismo entre sitios. b) llustra la distancia en kilometros entre
las localidades muestreadas. Los dendrogramas indican los niveles de cercania o similitud entre

localidades segun los criterios estipulados previamente.

Los datos obtenidos no muestran una correlacion directa entre la distancia y similitud
metabdlica; a pesar de estar ubicadas mas cerca del glaciar union (UG, la localidad méas
alejada de todas las demas) las islas Lagotellerie (Lago) y Litchfield (Litch) muestran uno
de los niveles mas altos de disimilitud con UG. Igualmente, a pesar de estar en relativa
cercania, las muestras de las islas Rey Jorge (KG1A; KG1B; KG2), Dee y Nelson se
encuentran en distintas ramas del dendrograma, estando KG1B agrupada con Litchfield
y Nelson agrupada con Lagotellerie. Finalmente, las islas Decepcién (Decep) y Nevada
(Snow) si se encuentran agrupadas de acuerdo con lo esperado segun sus distancias

geogréficas, a diferencia de las demas muestras.

4.2 Abundanciay representacion de modulos metabdlicos

Para determinar qué proceso metabdlico particular se encuentra mas o menos
representado en su totalidad en cierta localidad, se utilizaron los datos correspondientes
a los médulos metabdlicos completos identificados en cada muestra. Estos modulos se
encuentran agrupados en distintas categorias segun el tipo de proceso que llevan a
cabo, esto es, si corresponden a procesos de biosintesis de aminoacidos, resistencia a
antibioticos, procesos fotosintéticos, etc. Ademas, cada médulo identificado por la base
de datos de KEGG es subdividido en tres categorias de distinta especificidad, con el
primer nivel clasificando a grandes rasgos el proceso y el tercer nivel siendo
generalmente la reaccion especifica en la que participa el gen identificado. Para tener
una cantidad trabajable de datos sin perder el grado necesario de precision, se utilizé la

segunda categoria de clasificacion, con lo que se tuvo un total de treinta y dos médulos.
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Luego, con los valores de RPKM asociados a cada secuencia, se calcul6 la abundancia
relativa de cada modulo en las distintas localidades. Para evitar que los valores absolutos
de RPKM crearan una sobrerrepresentacién de ciertas localidades, se calcularon las
abundancias relativas de los médulos de cada localidad por separado. Luego, con el
promedio de estos porcentajes (abundancia relativa promedio) se pudieron discernir los

procesos méas abundantes en el conjunto de todas las localidades (Figura 2).
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Other carbohydrate metabolism 9.3845
Fatty acid metabalism 6.6912
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Figura 2. Abundancias relativas de los médulos metabdlicos en el total de los sitios
muestreados. Las abundancias relativas de cada localidad fueron calculadas por separado y el
promedio entre ellas utilizado para la elaboracion de este gréafico. Los valores de abundancia se

indican al costado del médulo respectivo.

De los treinta y dos procesos identificados, los cinco mas representados concentran mas
del 50% de la abundancia relativa en todas las localidades. Cuatro de estos coinciden

con procesos bastante ubicuos, como el metabolismo de carbohidratos y acidos grasos,
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mientras que el quinto proceso corresponde a la fijacion de carbono, principalmente
asociada a procesos fotosintéticos que no son ubicuos para los organismos heterétrofos.
Inversamente, las tres categorias menos representadas: biosintesis de otros antibidticos
(i.e. kanosamina); biosintesis de otros compuestos bacterianos (i.e. estafiloferrina A'y B)
y biosintesis de terpenoides de plantas (i.e. 4cido abscisico y betacaroteno) solo se
encontraron en una fraccion de las localidades, siendo Decep la Unica localidad en donde
se encontraron los tres; inversamente, en Snow no se encontré ninguno de estos
maodulos en su totalidad. A pesar de esto, no se observd ningn médulo Unico (i.e que
se encuentre en una sola muestra), estando todos los médulos presentes en al menos
dos localidades.

Para visualizar de mejor manera los mdédulos menos representados, se seleccionaron
los 12 mddulos con menor abundancia relativa, los cuales concentraban un poco mas

del 5% de la abundancia total en todas las localidades (Figura 3).
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Figura 3. Abundancia relativa de los doce médulos metabdlicos menos representados en
los 10 sitios de muestreo. Los tres médulos menos abundantes solo se encontraron en una
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fraccion de las localidades (abundancia indicada con etiquetas donde corresponda). En conjunto
estos doce mddulos concentran aproximadamente el 5% de la abundancia relativa promedio entre

todas las localidades.

Se pudo notar que de los tres modulos que no se encuentran en todas las localidades,
solamente la biosintesis de otros antibidticos presentd consistentemente la menor
abundancia en todas las localidades en las que se encontr6 completo, a diferencia de
los otros dos médulos, que en muestras como la de la isla Decepcién, presentaron
abundancias mayores incluso que las de otros modulos como la biosintesis de esteroles.
Por otro lado, se ve que las abundancias relativas de procesos como la biosintesis de
azucares policétidos se mantienen relativamente constantes entre las localidades,
mientras que otros como el metabolismo de lipopolisacaridos y metabolismo de nitrégeno

fluctian considerablemente.

4.3 Composicién taxondémica de las localidades muestreadas

Para identificar la composicion taxondmica de las localidades muestreadas, se realizaron
alineamientos mediante BLAST con distintos marcadores moleculares. Del total de estos
alineamientos, ya filtrados segun criterios de largo de secuencia y porcentaje de
identidad, se obtuvo que un total de 873 contigs alinearon a algiin taxén: 755 a bacterias
y 118 a fungi. De igual manera que con los modulos, se calculd la abundancia relativa

segun los valores de RPKM de cada taxén y localidad (Figura 4).
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Figura 4. Abundancia relativa de filos bacterianos y fungi en cada localidad. Los valores de
abundancia relativa fueron calculados en base a los RPKM de cada taxén y el RPKM total de
cada localidad.

Se encontr6 que, si bien los filos mas representados fueron Actinobacteria y
Proteobacteria, estos se observaron en proporciones bastante distintas segin cada
localidad. En sitios como Dee y KG1B Proteobacteria es el filo mas abundante mientras
gue en Snow Cyanobacteria es el segundo filo mas abundante por sobre Proteobacteria.
De los diecisiete filos bacterianos identificados, un total de seis fueron encontrados en
todas las localidades: los dos mas abundantes, Actinobacteria y Proteobacteria junto a
Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia y Planctomycetes.

Inversamente, se encontraron cuatro filos Gnicos en un total de dos sitios, siendo Nelson
el sitio donde se encontro la mayor cantidad: Synergistetes, Tenericutes y Chlamydiae.
A la vez solo en la isla Snow se registré la presencia de Ignavibacteriae. Finalmente, se
encontraron fungi en todas las localidades, sin embargo, en total estos alineamientos
presentaron abundancias relativas en el rango de 0,01% a 8,6% (UG y Dee
respectivamente) del total de secuencias, por lo que para los analisis mas detallados se

decidio trabajar con estos distintos dominios por separado.
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4.4 Diversidad taxondmica de bacterias

Se encontraron un total de 177 familias bacterianas, con las 17 mas representadas
concentrando aproximadamente el 50% de la abundancia relativa en promedio (Figura
5a). A pesar de esto, 100 de las 177 familias se encontraron con mas de un 1% de
abundancia relativa en al menos una de las localidades. En el caso de las familias mas
abundantes de cada localidad, estas no siempre pertenecieron a los filos mas
abundantes de su respectiva muestra y solo en una localidad superaron el 20% de
abundancia relativa (Frankiaceae en UG); en 6 localidades la familia mas abundante
pertenecié a Actinobacteria; en 2 localidades a Proteobacteria; en una localidad a

Cyanobacteria y en una localidad a Gemmatimonadetes.
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Figura 5. Diversidad bacteriana al nivel de familia. a) Abundancia relativa de las 17 familias
mas representadas en promedio. b) Escalamiento multidimensional no métrico basado en el
indice de disimilitud de Bray-Curtis entre sitios al nivel de familia. Los tamafios de las letras en b)
es muy pequefio

Finalmente, se calcul6 el indice de disimilitud de Bray-Curtis entre localidades en base
a las abundancias relativas de las familias bacterianas y se realizé un andlisis de

escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (Figura 5b). De esta manera se
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aprecia que existe un considerable grado de disimilitud entre todos los sitios, quizas a
excepcion de Litch y Nelson. Ademas, Snow parece ser la localidad con la mayor

disimilitud a todos los otros sitios en el contexto de diversidad bacteriana.

4.5 Diversidad taxondmica de fungi

De las 118 secuencias alineadas con fungi, 92 (77,97%) correspondieron a Ascomycota,
16 a Basidiomycota (13,56%) y 8 a Chytridiomycota (6,78%) con las dos secuencias
restantes alineando a organismos dentro de las divisiones Mucoromycota Yy
Zoopagomycota respectivamente (0,85% cada uno). Al analizar con mas detalle estos
alineamientos se observa que la distribuciébn de los distintos niveles taxonémicos
inferiores es significativamente desigual entre los sitios de muestreo, no habiendo una

tendencia clara en cuanto a la proporcion de cada clase (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia relativa de fungi a nivel de clase. Los valores de abundancia relativa
fueron calculados en base a los RPKM de cada taxén y el RPKM total de cada localidad.

Se encontraron un total de 15 clases distintas de fungi, siendo Eurotiomycetes la mas

abundante en general. Sin embargo, ninguna de las clases se observé en comdn en
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todas las muestras, con dos clases (Eurotiomycetes y Dothideomycetes) estando
presentes en todas las localidades excepto UG. De las quince clases, siete pertenecen
a Ascomycota, cuatro a Basidiomycota, dos a Chytridiomycota y una a Mucoromycota y
Zoopagomycota respectivamente. A pesar de la distribucion desigual, las cuatro clases
mas abundantes pertenecen a Ascomycota; ademas, la clase mas abundante de cada
localidad siempre fue una de estas cuatro, las cuales son Eurotiomycetes;
Lecanoromycetes; Leotiomycetes y Dothideomycetes. A pesar de lo anterior, entre las
diez muestras no se presenta ninguna clase compartida en su totalidad, con
Eurotiomycetes y Dothideomycetes presentes en nueve de las diez muestras. La
localidad que concentra mas clases Unicas es la isla Litchfield, con dos clases ausentes
en todas las demas comunidades, siendo Decepcién y Lagotellerie las Unicas otras
localidades que contienen una clase Unica para su muestra.

A nivel de familia, se encontr6 que del total de 53 familias observadas solo una no poseia
una abundancia relativa mayor a 1% en al menos una localidad (Powellomycetaceae, de
Chytridiomycota). Ademas, si bien las 15 familias con mayor abundancia en promedio
concentraron mas del 60% de la abundancia relativa promedio, existio un alto sesgo, ya
que en localidades como Dee estas familias concentraban casi el 90% de la abundancia
total mientras que en KG1B solo una familia de estas 15 se veia representada (Figura

7a).
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Figura 7. Diversidad de fungi al nivel de familia. a) Abundancia relativa de las 15 familias mas
representadas en promedio. b) Escalamiento multidimensional no métrico basado en el indice de

disimilitud de Bray-Curtis entre sitios al nivel de familia.

Se observa nuevamente un alto grado de diferencias entre cuales son las familias mas
abundantes e incluso representadas en absoluto entre las distintas localidades, con sitios
como KG1B y UG teniendo solo una familia de las 15 mas abundantes en general

presentes en sus muestras. Para visualizar de mejor manera las diferencias entre
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diversidad al nivel de familia, se realiz6 el mismo tratamiento que con las familias
bacterianas y se realiz6 un andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)
(Figura 7b). Con esto se permite apreciar que a pesar de que existen notables diferencias
en la abundancia entre las familias mas representadas, al considerar el total de las
familias observadas, sitios como KG1A y Snow, junto a KG2 y Nelson presentan
similitudes considerables. Por otro lado, los demas sitios parecen presentar diferencias

notables entre ellos, especialmente KG1B y, en menor medida, UG vy Litch.
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5. DISCUSION Y PROYECCIONES

En este estudio se analizaron datos metagendmicos derivados de una secuenciacion por
escopeta de diez muestras de localidades antarticas. El alcance de secuenciacion de
escopeta utilizado permiti6é tener una vision tanto de la composicion taxonémica como
del “perfil metabolico” de las comunidades microbianas presentes en los suelos de estas
localidades. Nuestros resultados indican que existe un alto grado de disimilitud tanto en
metabolismo como en composicion taxondmica entre las localidades estudiadas. Cinco
de las localidades estudiadas se encuentran en relativa cercania, perteneciendo al
archipiélago Shetland del sur, y aun asi no se encontré un grado significativo de similitud
en los &mbitos estudiados. Este resultado no deja de estar dentro de lo esperado, ya que
es conocido que ambientes de suelo con condiciones biogeoquimicas muy distintas
pueden existir a tan solo centimetros de distancia y con comunidades microbianas muy
distintas acorde a esta diferencia de condiciones ambientales (Fierer, 2017). Sin
embargo, se ha observado que la composicion bacteriana antartica si suele agruparse
en base a latitudes geograficas a gran escala (Chong y col., 2012), lo cual se ve reflejado
en cierta medida en nuestros resultados, estando agrupadas las islas Shetland del sur
principalmente entre ellas antes que con UG o las islas de la peninsula antértica, tanto
en metabolismo como en taxonomia.

En cuanto a la identificacion de procariontes, si bien se realiz6 un alcance de
secuenciacion de escopeta, una vez se aplicaron los filtros correspondientes, solamente
se encontraron lecturas codificantes de regiones de marcadores moleculares de
bacterias. A pesar de que no podemos atribuir la ausencia de lecturas de arqueas a
ningun factor en particular, esta descrito que una de las falencias de la secuenciacion de

genoma completo es la dependencia que presenta con la informacion existente en las
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bases de datos utilizadas, en donde no solo arqueas, sino que también organismos
endémicos poco estudiados podrian no estar presentes (Doytchinov & Dimov, 2022). De
todas maneras, en estudios previos se ha observado que la abundancia y diversidad de
arqueas es considerablemente baja en suelos antarticos (Lambrechts y col., 2019;
Marcoleta y col., 2022). Por otro lado, se ha descrito que los filos bacterianos que se
observaron con mayor abundancia suelen encontrarse altamente representados en una
variedad de suelos antarticos (Chong y col., 2012; Pearce y col., 2012; Wang y col.,
2015). Al mismo tiempo, en todas las muestras existi6 una mayor representacion de
bacterias por sobre fungi, lo cual podria indicar que la biomasa de bacterias supera
considerablemente a la de fungi a pesar del menor tamafo de las células procariontes
(Schenky col., 2019). Si bien la diversidad de Fungi no fue tan alta como la de bacterias,
las proporciones de los filos encontrados (77.97% Ascomycota y 13.56% Basidiomycota)
se condicen con varios trabajos realizados con alcances libres de cultivo en la antartica
y otros suelos polares (Ferrari y col., 2015; Baeza y col., 2017) en donde Ascomycota y
luego Basidiomycota comprenden la mayoria de los fungi identificados.

La mayoria de los estudios que describen la taxonomia de microbiomas antarticos en la
actualidad han sido realizados en base a un alcance de secuenciacion con amplicones,
lo que presenta ciertas ventajas en cuanto a costos monetarios, acceso a conductos de
trabajo preestablecidos y existencia de una mayor cantidad de trabajos similares con los
cuales comparar y apoyarse (Ranjan y col.,, 2015). Sin embargo, si se superan las
dificultades asociadas con realizar un estudio con secuenciacién por escopeta, i.e.
mayores costos de trabajo; necesidad de una mayor cantidad de DNA recolectado y por
consecuencia un mejor trabajo de conservacion de este, este alcance nos permite
identificar una mayor cantidad de taxones poco representados en la muestra, ademas

de entregar una mejor resolucién que la obtenida por alcances de secuenciacion de
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amplicones (Durazziy col., 2021; Doytchinov & Dimov, 2022). Gracias a este alcance es
que en este trabajo fuimos capaces de identificar tanto la composicién microbiana como
ciertos procesos metabdlicos presentes en estos suelos. Sin embargo, no es posible
asegurar que las diferencias en metabolismo estdn dadas netamente por las especies
identificadas en este trabajo, por lo que este trabajo debe ser considerado principalmente
un primer paso en cuanto a la identificacion del potencial metabdlico y composicion
taxondmica de estos suelos. Esto abre una avenida de investigaciéon en cuanto a la
busqueda de compuestos de interés presentes en estos sitios, por ejemplo, mediante un
andlisis mas meticuloso de los genes funcionales encontrados en estas muestras.
Paralelamente, se podria complementar y profundizar la identificacion de la composicion
taxonémica mediante busquedas en otras bases de datos que contengan una mayor
cantidad de taxones no cultivados o endémicos del continente antartico y, de esta forma,

observar qué otras especies podrian estar presentes en estas localidades.
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6. CONCLUSIONES

En conclusion, el andlisis de datos metagendémicos realizado en este trabajo permitid
observar parte de la diversidad microbiana y potencial metabdlico de estos ambientes
antarticos. Los resultados obtenidos se condicen en gran parte con la literatura existente,
con una mayor abundancia de filos bacterianos como Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes, ademas de una relativamente baja representacién de fungi,
con Ascomycota y Basidiomycota como principales taxones encontrados. Por otro lado,
se encontrd que la distancia no corresponde a un factor predominante en cuanto a la
disimilitud metabdlica y taxonémica de estas localidades. Adicionalmente, la mayoria de
los médulos metabdlicos se encontraron en todas las localidades muestreadas, con una
notable abundancia de procesos de fijacién de carbono. Si bien se requieren mas analisis
para determinar las relaciones que existen entre los individuos presentes y los procesos
metabdlicos que ocurren en estos suelos, esta investigacion abre las puertas a la
busqueda de especies y compuestos de interés novedosos contenidos en estas

muestras.
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