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RESUMEN

El desarrollo actual permite enfrentar de forma mas sencilla la descripcion de
vinculos entre las propiedades generales de una comunidad bacteriana compleja y las
caracteristicas de su ambiente. El paso siguiente debiera ser el determinar cuél es la
contribucién relativa de los miembros a la funcion global de la comunidad. Una forma
de acercarse a este objetivo es lograr una descripcién mas detallada de la comunidad, por
ejemplo, mediante la descripcion de miembros de la comunidad, permitiendo distinguir
capacidades taxa-especificas que se relacionen de forma directa con propiedades del
ambiente. Para abordar este desafio realizamos una caracterizacion fisicoquimica y
taxonomica de la comunidad bacteriana de suelo de 3 sitios cercanos del altiplano del
Desierto de Atacama que presentan diferencias significativas en su nivel de pH. Luego
utilizamos y perfeccionamos diferentes métodos bioinformaticos a fin de recuperar
genomas individuales desde cada metagenoma para finalmente evaluar la existencia de
sesgo en sus capacidades metabdlicas en relacion a mecanismos de homeostasis de pH.
Como resultado logramos reconstruir 74 genomas de suelo en calidad borrador: 14 de
sitio acido (pH 5,88), 39 de sitio neutro (pH 7,48) y 21 de sitio alcalino (pH 8,51). Al
comparar sus capacidades funcionales es posible distinguir diferencias significativas en
categorias asociadas de forma directa o indirecta a mecanismos de homeostasis de pH.
Nuestro trabajo revela que el ambiente ejerce una seleccion sobre los componentes

gendmicos de estas comunidades bacterianas. Estos nuevos métodos nos ayudaran a

entender los procesos que dirigen la adaptacion de organismos a ambientes extremos.




ABSTRACT

Current developments allow the easy description of associations between general
properties of a complex bacterial community and features of their environment. The next
step should be to determine the relative contribution of different community members to
the global function of the bacterial community. A way to asses this goal is to obtain a
more detailed community description, for example, through the description of
community members and the ability to distinguish taxa-specific features related directly
with environmental features. To face this challenge, we did a physicochemical and
taxonomical characterization of soil bacterial community that belong to 3 near sites of
the Atacama Desert plateau that shows significant differences in their pH level. Then we
used and improved different bioinformatics methods to recover individual genomes form
each metagenome to finally, evaluate the bias existence in their metabolic capacities
related to pH homeostasis mechanisms. Be obtained 74 draft soil genomes: 14 of acid
soil (pH 5.88), 39 of neutral soil (pH 7.48) and 21 of alkaline soil (pH 8.51).
Comparisons of functional capabilities resulted in significant differences in categories
directly or indirectly associated to pH homeostasis mechanisms. Our work revealed that
environment drives a selection over the genomic component of these bacterial
communities. This new methods will help to understood processes that drive organism’s

adaptations to extreme environments.




INTRODUCCION

1. Metagenémica como herramienta para estudiar la diversidad y funcionalidad

microbiana

Estudios basados en el marcador ribosomal 16S han redefinido e incrementado
nuestro conocimiento sobre la diversidad microbiana. Calculos simples de la diversidad
microbiana del suelo permiten estimar un rango promedio de 3.000 a 11.000 genomas
distintos por gramo de suelo, el cual incluye 10° células microbianas individuales. Se
considera que los microoganismos contenidos en el suelo pueden conformar un universo
de 10" especies bacterianas en el planeta (Torsvik & Ovreas, 2002; Torsvik y col.,
2002; Curtis & Sloan, 2004; Cowan y col., 2005; Gans y col., 2005; Hirsch y col., 2010;
Hug, Baker, y col., 2016; Locey & Lennon, 2016). En general, menos del 1 % de las
células observadas por conteo directo es accesible mediante técnicas de cultivo lo cual
limita las opciones de identificar y caracterizar esta gran diversidad de especies (Skinner
y col, 1952; Alain & Querellou, 2009; Hirsch y col., 2013). En é4reas con alta
disponibilidad de nutrientes el nimero de especies cultivables puede aumentar 10 %
(Serensen, 1997), y porcentajes similares se han obtenido utilizando nuevas estrategias
en el disefio de medios de cultivo (Davis y col., 2005; Alain & Querellou, 2009). Sin
embargo, la cantidad de bacterias sin aislar es enorme y por lo tanto conocemos solo una

pequefia fraccion de las caracteristicas genéficas, fisiologicas y bioquimicas de los
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miembros de las comunidades bacterianas del ambiente (Hirsch y col., 2010, 2013). Si
bien técnicas como la secuenciacion del RNA ribosomal 168 y el analisis de fosfolipidos
de membranas celulares (Zelles y col., 1992; Glaser y col., 2004) permiten determinar
cambios globales en la composicion taxonomica de comunidades bacterianas, ninguno
de estos métodos tiene la capacidad o la resolucion para describir en detalle la diversidad
funcional de sus miembros.

En este escenario, la metagenémica surge como una estrategia experimental que
facilita el acceso a la informacion contenida en los genomas de los microorganismos
(Handelsman, 2004; Pettit, 2004; Streit y col., 2004; Streit & Schmitz, 2004). La
metagenomica o genémica ambiental ha sido definida como “el anélisis genoémico de los
microorganismos por extraccion directa de ADN a partir de ensamble de
microorganismos” (Handelsman y col., 1998). En términos generales, la metagenémica
consiste en la extraccion, clonamiento (segin la técnica) y secuenciacion del DNA total
(metagenoma) de un ecosistema el cual, a priori, es considerado como un solo ser vivo
(Handelsman y col., 1998). Este tipo de acercamiento permite el estudio de la amplia
diversidad de genes individuales codificados en el DNA del conglomerado microbiano y
de sus productos, asi como el analisis de operones completos (Brady y col., 2001;
Courtois y col., 2003). Con esta herramienta es posible responder preguntas ecoldgicas
claves al poder relacionar potenciales funciones metabélicas con el conjunto de
individuos que componen la comunidad o sus partes componentes (Torsvik & Ovreas,
2002; Cowan y col., 2005; Lozupone y col., 2012; Steven y col., 2012; Nyyssonen y

col., 2013).
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Con el advenimiento de la secuenciacién masiva a partir del afio 2000, se abri6 la
posibilidad de analisis e interpretaciones genomicas a escala ecologica (Tyson y col.,
2004; Venter y col., 2004). En la actualidad y gracias al desarrollo de las tecnologias de
secuenciacion masiva de segunda y tercera generacion basadas en el fraccionamiento
total del DNA, ya no es necesario el paso de clonamiento del DNA en un organismo
intermediario (Ronaghi, 2001; Ronaghi & Elahi, 2002; Ahmadian y col., 2006; Lauber y
col., 2009). Esto permite evitar las restricciones asociadas a la técnica de clonacion y a
la transformacién, y disminuir la manipulacion total de la muestra, obteniendo una mejor
representacion del genoma de la comunidad y de la abundancia relativa de los miembros
la comunidad. Lo anterior se ve reforzado por la gran cantidad de DNA que es posible
secuenciar hoy en dia con menores costos (Kim y col., 2012; Hou y col., 2013; Kilpinen
& Barrett, 2013; McCormack y col., 2013). Asi, la metagendmica esta revolucionando la

microbiologia con una gran cantidad de informacion disponible a un bajo costo relativo.

2. Desarrollo de estrategias bioinformaticas para enfrentar el desafio de Ia

interpretacion biologica de datos metagenémicos

Uno de los problemas en las investigaciones actuales en metagendmica es la
“escala” a la cual se observan y describien los fenémenos. Como fue mencionado, la
metagenomica permite describir la estructura de la comunidad (conocer los miembros de
la comunidad con sus abundancias relativas) y los procesos funcionales que la definen
en su conjunto (“quiénes estan ahi’ y ‘qué estan haciendo’). Sin embargo, es mucho mas

no logra producir una descripcion en detallada de las comunidades para entender ‘quién
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estd haciendo qué cosa’, informacion esencial para deducir el ajuste al ambiente y las
interacciones entre miembros de una comunidad de microorganismos. Por ejemplo, la
reconstruccion de rutas metabolicas de la comunidad bacteriana tiene como supuesto
tacito que la comunidad funciona como un meta-organismo, por lo cual, cualquier
proteina predicha desde un segmento de DNA secuenciado puede interactuar con una
proteina de otro segmento de DNA, y por lo tanto, se puede construir casi cualquier ruta
metabolica si los genes que codifican estas proteinas estan representados en el
metagenoma. Sin embargo, sabemos que este supuesto no representa necesariamente la
realidad si consideramos que cada microorganismo dentro la comunidad tiene un espacio
finito y discreto que lo define, y que cada microorganismo establece interacciones de
distinta naturaleza con los demas miembros de su comunidad, tanto en el espacio como
en el tiempo. En particular, la existencia de una membrana plasmatica restringe tanto la
interaccion entre proteinas como el flujo de los metabolitos que se producen debido a su
actividad. Por ello, el concepto de interaccion extra organismo es correcto s6lo en ciertos
ambitos celulares como el “quorum sensing”, otros fendmenos asociados a
multicelularidad y en fendémenos de reciclaje de elementos debido al recambio de
individuos de la comunidad.

En atencion a lo expuesto, la presente tesis realizamos una descripcion
metabdlica acabada de la potencialidad metabdlica de una serie de comunidades de
microorganismos, asumiendo un modelo de meta-organismo representado por la
sumatoria de los procesos metabolicos (taxa-especificos) de los diversos miembros que
componen la comunidad. Ciertamente, cada especie bacteriana tiene una serie de

atributos funcionales generales y también ofros taxa-especificos codificados en su
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genoma. Como el proceso habitual de reconstruccién de un metagenoma no distingue el
origen del DNA, estos atributos pasan a formar parte del acervo genético del conjunto, y
nuestra interpretacion nos lleva a construir super-rutas metabolicas juntando atributos
que en su contexto real estan separados.

En ausencia de esta consideracion, los estudios que realizan la comparacioén
funcional de metagenomas obtenidos de distintos ambientes tienden a subestimar Ias
diferencias funcionales pues, al juntar todos los atributos de los miembros de una
comunidad, cualquier ruta parece posible, y se obtiene como resultado que los atributos
son iguales entre comunidades incluso de ambientes contrastantes (T. H. M. P.
Consortium, 2012; Fierer, Lauber, y col., 2012; Lozupone y col., 2012). La solucion a
este problema es poder separar, in silico, el DNA secuenciado de forma taxa-especifica,
para luego ensamblar las secuencias de DNA en genomas que representen cada taxa por
separado (idealmente a nivel de género o especie). Esto representa un enorme desafio
bioinformatico pues significa tratar de reconstruir ‘taxones individuales’ a partir de
secuencias de DNA obtenidas de una mezcla de miembros pertenecientes a diferentes

especies de la comunidad.

Al inicio de esta tesis Doctoral (abril 2014), muy pocos grupos de investigacién
habian reportado estrategias experimentales y/o bioinformaticas que permitieran la
recuperacion de genomas a partir de secuencias metagenomicas complejas. Por ejemplo,
el grupo liderado por la Dra. Banfield en la Universidad de Berkeley, California, separd
49 genomas desde una base de datos de 20 Gb de secuencias de DNA a partir de una

comunidad aislada del drenaje acido minero (Wrighton y col., 2012). Utilizando
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algoritmos de ensamble iterativo, seguido de estrategias de clasificacién de secuencias
basadas en mapas de auto-organizacion, logro recuperar 87 grupos de secuencias o
“bins”, de los cuales 49 pertenecian a genomas de linajes de bacterias no cultivadas y no
caracterizadas previamente (novel). Esta informacion permitio identificar estilos de vida
fermentativos que no habian sido descritos previamente para bacterias. Un enfoque
alternativo es la secuenciacion de genomas obtenidos desde células unicas aisladas
mediante técnicas de citometria o de microfluidos, y cuyo DNA es posible amplificar y
secuenciar gracias a al método de amplificacién por desplazamiento multiple (MDA)
(Lasken, 2012). Este tipo de técnicas ha permitido asignar a ciertos miembros de la
comunidad nuevas funciones relacionadas con la obtencion de energia en
proteobacterias pertenecientes a zonas oscuras del océano (Swan y col., 2011) y
describir el estilo de vida sacarolitico de bacterias potencialmente degradadoras de

celulosa (Dodsworth y col., 2013).

3. Métodos de clasificacion de DNA para la construccién de sub-grupos de
secuencias con propiedades comunes

Un aspecto decisivo en la recuperacion de genomas a partir de secuencias
metagendmicas es el grado de complejidad de la muestra analizada. En comunidades
bacterianas de baja complejidad (< 100 especies) es posible obtener genomas casi
completos de las bacterias dominantes (Tyson y col., 2004; Garcia Martin y col., 2006).
Sin embargo, la probabilidad disminuye en comunidades con un mayor nimero especies,

problema que se acentila cuando la abundancia relativa de una especie cae por debajo
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del 1 % (Tringe y col., 2005; Kunin y col., 2008). Un avance en este ambito han sido las
mejoras de las técnicas de secuenciacion masiva las cuales han aumentado la cantidad
total de secuencia producida o “throughput” por tanda de secuenciacién, han aumentado
el largo de la lectura y ha aumentado la calidad de las secuencias obtenidas. A pesar de
lo anterior, sigue siendo un problema de dificil solucion el ensamble de genomas
individuales desde poblaciones de baja abundancia en comunidades de alta complejidad
(> 100 especies). Por tal motivo, es primordial desarrollar avances en los métodos de
clasificacion de las secuencias de DNA que representen cada taxa por separado en una
muestra metagenomica.

En esta tesis de Doctorado se utilizo la técnica de clasificacién reportada por
Albertsen y colaboradores (2013), la cual permite clasificar secuencias de bacterias que
cambian su proporcion de forma efectiva en dos muestras independientes pero
relacionadas. Por ejemplo, puede ser una misma comunidad cuyo DNA es extraido con
diferentes métodos o distintas comunidades de un mismo ecosistema sujeto a variaciones

y
bidticas o abidticas (ej. diferencia de pH). Esta estrategia de clasificacion abre la
posibilidad de reconstruir genomas individuales y de de analizar la relacion entre sus
atributos funcionales y las caracteristicas del ambiente en que se encuentran. En este
contexto, la propuesta de investigacion contemplé la seleccion de muestras de
comunidades bacterianas que por una parte mantuviesen una comunidad similar en su
composicién y por otra, que presentaran cambios significativos en la abundancia relativa

de sus miembros.



4. Dependencia de la homeostasis de pH en bacterias

Los estudios metagenoémicos en suelos que presentan variaciones de pH muestran
una fuerte dependencia entre las variaciones en el pH del suelo y la distribucion de
taxones bacterianos en dichas comunidades microbianas (Villagran y col., 1981; Bryant
y col., 2008; Rousk y col., 2010; Fierer y col., 2011; Fischer y col., 2011; Wang y col.,
2011; Fierer, Lauber, y col., 2012; Wang y col., 2012). En general, las bacterias son
extremadamente dependientes de la homeostasis del pH debido a que la mayoria de las
proteinas tienen rangos determinados de pH en las cuales funcionar (Slonczewski y col.,
2009a). Ademas, la concentracion de protones alrededor de la membrana plasmatica se
relaciona de forma directa con la capacidad de producir energia de las bacterias
(Krulwich y col., 2011b). En consideracion a estas caracteristicas, en la presente tesis se
propuso realizar un anélisis de comunidades microbianas provenientes de suelo con
distinto pH. Por ello se desarrollaron y aplicaron herramientas bioinformaticas que
permitieran reconstruir genomas de bacterias mediante anilisis de cambios de
abundancia entre dos condiciones de pH. A este propdsito se sumo a nuestro interés por
identificar mecanismos de adaptacion de especies que conforman un sistema microbiano

sometido naturalmente a un gradiente de pH en el Desierto de Atacama.




5. Hipétesis de Trabajo

La hipétesis de trabajo que se desarroll6 en esta tesis fue:

En comunidades bacterianas de suelo sometidas naturalmente a condiciones
contrastantes de pH, el cambio de abundancia relativa de taxas es una variable que
permite discriminar genomas de taxas particulares dentro del metagenoma, revelando a

su vez mecanismos taxa-especificos de homeostasis del pH.

6. Objetivo general

Determinar si la diferencia de abundancia entre bacterias presentes en suelo con
diferente pH es una herramienta que permite diferenciar de forma eficiente y especifica
genomas individuales dentro del metagenoma y facilitar la identificacion de los

elementos génicos vinculados a la de homeostasis de pH propios de cada comunidad.

7. Objetives especificos

Objetivo 1: Localizacion de sitios contrastantes en propiedades fisicoquimicas en el
Desierto de Atacama y caracterizacion de variables geoquimicas y ambientales.

El objetivo fue determinar las diferencias entre variables abidticas como
temperatura, humedad, pH, salinidad, textura del suelo, contenido de materia orgénica,
micro y macro nutrientes de sitios con micro ambientes fisicoquimicos distinguibles y

seleccionar los sitios con menor namero de variables contrastantes.



Objetivo 2: Caracterizacién taxonémica y funcional de las comunidades de
bacterias de sitios contrastantes para la variable pH de suelo

La caracterizacion funcional y taxondmica se realiz0 mediante secuenciacion,
ensamble y anotacion del DNA total obtenido a partir de la comunidad de
microorganismos del suelo de cada sitio de muestreo, buscando reconstruir genomas
individuales (taxa-especificos) a partir del conjunto de los metagenomas. Esto se realizo
identificando y agrupando los cambios de abundancia de las moléculas de DNA
ensambladas (“scaffold”) en lo que he denominado como “Unidad Taxonbmica
Operativa genémica” (gOTU). Ademas, se realizo la caracterizacion taxonémica de los
ambientes seleccionados mediante amplificacién y secuenciacion del gen codificante

para la unidad ribosomal 16S.

Objetivo 3: Identificar y comparar elementos de homeostasis de pH en los genomas
ensamblados

El objetivo fue identificar los elementos de homeostasis de pH presentes en cada
genoma ensamblado para observar si existe relaciéon entre la abundancia de las taxas
extraidas en suelo con diferente pH, y su potencial de homeostasis de pH segin los

elementos que sean encontrados en cada gOTU.



MATERIALES Y METODOS

1. Descripcion de sitio y caracteristicas generales de sistemas alto andinos

La Puna es un ecosistema altoandino localizado en una planicie desértica sobre
los 3500 m.s.n.m. que comprende parte del noreste de Chile, noroeste de Argentina,
sureste de Peri y oeste de Bolivia. Se caracteriza por la presencia de cuencas
endorreicas, es decir cuencas en las que el agua no tiene salida fluvial hacia el océano y
que normalmente forman salares por evaporacion. En este ambiente se encuentra el
volcan Lascar, uno de los volcanes mas activos del norte de Chile andino, cuya tltima
erupcion fue el 30 de octubre del 2015, produciendo una importante pluma de ceniza. A
sus pies, en la cara sur del volcan se encuentra la laguna Lejia que es un lago oligohalino
de poca profundidad con pH alcalino, ubicado sobre los 4000 m s.n.m. Se encuentra
rodeado de varios volcanes en una cuenca aislada de gran interés cientifico debido a su
singular localizacién. Esta zona ha sido designada por el gobierno de Chile como sitio

prioritario para la conservacion de biodiversidad (Munoz-Pedreros y col., 2013).



2. Sitios de muesireo

Los sitios de muestreo estan localizados en la cara sur del volcan Lascar, cerca de
la laguna Lejia (23°30'S and 67°42'W) (ver Figura 1.1). El muestreo fue realizado el
mismo dia, durante el verano austral de la temporada 2014 (mes de Abril). Después de
una busqueda in siftu evaluando el pH del suelo, seleccionamos tres sitios que
presentaban pH contrastante: sitio con pH 5.88 en coordenadas 23°30°07.4°°S,
67°43°25.6°W denominado S1, sitio con pH 7,48 en coordenadas 23°30’12.0°°S,
67°42°24.0°’W denominado S2 y sitio con pH 8,51 en coordenadas 23°30°12.2°°S,

67°42°22.9°°W denominado S3.

3. Obtencion de muestras

Las muestras fueron recolectadas en los tres sitios seleccionados (ver Figura 1.1).
En cada sitio se seleccionaron tres sub-sitios localizados a menos de un metro de
distancia entre si y en cada uno se recogieron 500 gr de suelo a 10 cm de profundidad.
De cada muestra se destinaron 100 gr de suelo para extraccion de DNA y el resto para
andlisis de composicion. Las muestras de suelo destinadas para extraccion de DNA
fueron recolectadas en condiciones de esterilidad, puestas en tubos plésticos e
inmediatamente almacenadas en hielo seco hasta su llegada al laboratorio donde se

almacenaron a -80°C.




4. Extraccion de DNA

El DNA de suelo fue extraido usando un método en base a CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) siguiendo el protocolo descrito por Zhou y colaboradores
(1996), con las modificaciones indicadas por Prestel y colaboradores (2008). La
integridad del DNA fue evaluada mediante electroforesis y luego en una estacion

Agilent 2200 TapeSation.

5. Amplificaciéon y secuenciacion del gen codificante para la subunidad de DNA

ribosomal 16S (rDNA 16S)

El gen codificante para rDNA 16S fue amplificado entre las regiones variables 1
y 3 desde el DNA extraido de suelo utilizando los partidores (“primers”) 28F (5'-GA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") and 519R (5'-GWA TTA CCG CGG CKG CTG-3")
(Turner y col., 1999) con codigo de barras (“barcode”) en el partidor “sentido” o
“forward”. Se utiliz6 el kit HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen, USA) en las siguientes
condiciones: 94°C por 3 minutos, seguido de 28 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C
por 40 segundos y 72°C por 1 minuto, seguido de un paso de elongacion final de a 72°C
por 5 minutos. Luego de la amplificacion los productos de PCR fueron examinados en
un gel de agarosa al 2 % para determinar la amplificacion exitosa e intensidad de las
bandas. Las muestras de los diferentes sitios con sus réplicas (cada una con su respectivo
codigo de barras) fueron mezcladas en proporciones iguales en base a su peso molecular

y a la concentracion de DNA. Las muestras fueron purificadas usando el sistema
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Agencourt AMPure XP (Beckman, USA). Luego las muestras mezcladas y purificadas
se usaron para preparar las librerias de DNA siguiendo el protocolo TruSeq DNA
sample preparation (Illumina, USA). La secuenciacién fue realizada en el laboratorio
Molecular Research DNA (MR DNA, www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, USA) en
la plataforma Illumina MiSeq con una configuracion de sobrelapamiento de 2x300 pb
siguiendo los protocolos del fabricante para obtener un minimo de 30.000 secuencias por

muestra.

6. Procesamiento de secuencias rDNA 16S

Las secuencias de los amplicones del tDNA 168 fueron procesados y analizados
siguiendo protocolos descritos previamente (Dowd y col., 2008; Hand! y col., 2011).
Brevemente, las secuencias o “lecturas” fueron fusionadas (pares sobrelapados),
agrupadas por muestra y luego se eliminaron los segmentos de secuencias “barcodes”.
Secuencias menores de 150 pb o con asignacion ambigua de bases no fueron
consideradas para anélisis posteriores. Las secuencias aceptadas como validas fueron
agrupadas usando el algoritmo USearch (v6.1.544) con un 4 % de divergencia para
remover quimeras y grupos consistentes de solo una secuencia (i.e. singletons) (Edgar,
2010; Edgar y col., 2011). Finalmente las secuencias fueron filtradas por calidad minima
de 30 (q30) con Mothur v.1.22.2 (Schloss y col., 2009). Las secuencias de rDNA 16S
obtenidas en la presente tesis fueron depositadas en la base de datos Sequence Read
Archive (SRA) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con el

codigo SRP070518.
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7. Analisis de secuencias rDNA 168 y asignacion taxonémica

Las secuencias fueron analizadas utilizando el programa computacional
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIME v1.8.0, Caporaso et al., 2010).
Brevemente, se utilizo el modulo pick closed reference otus.py de QIIME para extraer
todas las secuencias que tuvieran coincidencias en la base de datos Greengenes
(McDonald D, et al. 2012; version gg otus_13_08) con un 97 % de similitud 3 % de
divergencia) y la taxonomia fue asignada directamente desde la coincidencia mas
cercana. El proceso de asignacion de Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs) se
realiz6 usando el programa USearch v6.1.544 (Edgar, 2010; Edgar y col., 2011) con los
parametros predeterminados por QIIME (-s 0.97 —z True --max_accepts 1 —max_rejects
8 --word length 8 —minlen 64 --usearch6l_sort method abundance). El proceso de
asignacion de OTUs mediante “referencia-cercana” gener6 2.296 OTUs que
comprenden 103.031 secuencias desde las 9 muestras (entre 6.447 y 14.752 secuencias
por muestra). Los OTUs sin asignacion o con asignacién a mitocondria o cloroplastos

fueron removidos. Los OTUs con solo 1 secuencia también fueron eliminados.

8. Estimacion de la diversidad

i
En el primer paso del analisis de diversidad alfa (Fierer, Leff, y col., 2012), cada
muestra fue sub-muestreada de forma aleatoria y sin reemplazo usando el modulo

alpha_rarefaction.py de QIIME. El sub-muestreo se realizd a diferentes profundidades

en incrementos de 899 secuencias por iteracion y 10 iteraciones por cada incremento
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hasta alcanzar 6.400 secuencias por muestra. Esta cantidad corresponde al ntimero de
secuencias de la muestra mas pequefia (muestra S1.2). En cada subgrupo se evaluaron
diferentes indices de diversidad alfa (Shannon, Chaol y Faith's Phylogenetic Diversity o

“PD”) obteniendo sus correspondientes curvas de rarefaccion.

9. Anilisis genémico de Ia comunidad de microorganismos de suelo (metagenoma)

En cada sitio las muestras de DNA extraidas desde los triplicados fueron
mezcladas para obtener una muestra representativa de DNA comunitario por sitio. Dicha
muestra fue secuenciada mediante tecnologia Illumina HiSeq 2500 de extremos
apareados (2x150 pb por lectura) en el laboratorio Molecular Research DNA (MR DNA,
www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, USA) siguiendo los protocolos del fabricante

para obtener un minimo de 15 Gb de datos por muestra.

10. Ensamble y sub-ensambles de metagenomas

Las 3 librerias de secuencias de DNA obtenidas desde las 3 muestras de suelo
fueron filtradas por calidad y secuencias adaptadoras mediante el conjunto de programas
FASTX-Toolkit (Hannon Lab, http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). En particular,
se utilizé el modulo fastx clipper para eliminar secuencias adaptadoras exigiendo un
sobrelapamiento minimo de 18 nucledtidos y descartando secuencias de tamafio menor a
51 nucleotidos. De forma similar, la calidad de secuencias fue revisada con el modulo

Jfastq quality filter exigiendo un conteo de calidad (score) minimo de 20 en al menos el
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95 % de la secuencia. Cada muestra fue ensamblada por separado como muestras
metagenomicas utilizando el programa computacional IDBA-UD version 1.1.1 con pre-
correccion activada, uso de k-mers entre 64 y 124 y salto de 20 %-mers (6 pasos de
procesamiento) (Peng y col., 2010, 2011, 2012). Para obtener ensambles hibridos (dos o
mas muestras en conjunto) se utiliz6 el protocolo descrito por Albertsen y col. (2013)
con modificaciones tomadas del protocolo descrito por Alneberg y col (2014) y
adaptaciones segun el tipo de muestras de este proyecto. Brevemente, se realizaron
ensambles utilizando las secuencias generadas en las muestras S1 y S2 (metagenoma
S1+82) y las muestras S2 y S3 (metagenoma S3+S3) lo cual incrementa la probabilidad
de ensamblar “scaffolds” de buen tamafio y que se encuentren secuencias
“sobrelapables” compartidas entre muestras. Posteriormente, las aproximadamente
~1.4x10® secuencias generadas (lecturas) en cada una de las 3 muestras, mediante
tecnologia Illumina HiSeq 2500, fueron ubicadas en los “scaffolds” usando el programa
computacional Bowtie version 2.2.2 (Langmead & Salzberg, 2012). El contenido GC de
los “scaffolds” y la frecuencia de k-mers se calculé mediante los médulos del programa
computaciorllal CONCOCT (Alneberg y col., 2014). Todas las variables son utilizadas
por CONCOCT para disminuir el nimero de dimensiones principales mediante un
Analisis de Componentes Principales (PCA). En el siguiente paso, las secuencias son
agrupadas utilizando un modelo de ajuste de mezcla Gaussiana con una aproximacion
Bayesiana obteniendo alrededor de 150 grupos por metagenoma. Los grupos de
“scaffolds” fueron evaluados en base al nimero de genes esenciales de copia tinica
(SCGs) presentes en cada grupo (Ciccarelli y col., 2006) utilizando como criterio que

cada grupo debe tener como minimo 18 de los 36 genes esenciales de copia unica con un
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méximo de 2 copias presentes por gen. Los grupos seleccionados, denominados OTUs
genomicos (gOTUS), fueron re-ensamblados utilizando el programa computacional
Velvet version 1.2.10 (Zerbino & Bimey, 2008) con 4-mer de 121, cobertura esperada

puesta en modo automatico y tamafio del inserto de 900 pb.

11. Anotacion funcional y determinacion de capacidades funcionales de los

metagenomas y genomas individuales

Para llevar a cabo la anotacion funcional tanto de los metagenomas como de los
genomas individuales se realiz6 una deteccién automatica de los marcos de lectura
abiertos con el programa computacional Prodigal version 2.6.2 (Hyatt y col., 2012).
Luego se realizd la blisqueda por homologia utilizando herramienta MALT version
0.012 de la suite MEGAN version 5.10.6 (Huson y col., 2011) con la base de datos COG
(Clusters of Orthologous Groups) del 2012-2014 (Tatusov y col., 2003; Alneberg y col.,
2014) y el algoritmo BlastP con lo cual se obtiene la clasificaciéon taxonémica y
funcional de cada proteina. El enriquecimiento de las categorias SEED en cualquiera de
los pares de grupos comparados (por ejemplo S1 vs S2) fue calculado con un Test
Exacto de Fisher con la asistencia del modulo FISHERTEST del paquete Real-Statistics
(http://www.real-statistics.com) para Microsoft Excel. Finalmente, para determinar la
presencia de secuencias codificantes para proteinas descritas en mecanismos de
homeostasis de pH se realiz6 BLASTP contra cada genoma reconstruido exigiendo un

E-value méximo de 1x10™°. La lista de proteinas asociadas a pH se realizé manualmente

incorporando informacion experimental reportada en literatura.




12. Anilisis de propiedades fisicoquimicas del suelo

En terreno se midi6 la temperatura y la humedad relativa usando el sensor
portatil iButton DS1923 Hygrochron el cual fue localizado a 10 centimetros de
profundidad. Las muestras de suelo de cada sector fueron secadas, tamizadas (2 mm) y
se les midié pH (G. W. Thomas, 1996) y conductividad eléctrica (Rhoades, 1996) en
agua desionizada en proporcion 1:1 w/w. El contenido de materia orgénica y carbono
total fue determinado por el método de pérdida de peso con oxidacion quimica en
dicromato de sodio (Sadzawka, 2006). El N, NH4 y NO3 fueron determinados por el
método de destilaciéon de Kjeldahl (Bremner & Mulvaney, 1982; Sadzawka, 2006). La
composicion elemental fue determinada mediante dispersion de energia de rayos X
(EDXRF) luego que las muestras fueran molidas y tamizadas en malla de 75 um
(Vanhoof'y col., 2004). Las mediciones se realizaron en un equipo Shimadzu EDX-720,
disponible en el Laboratorio de Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X,
Departamento de Geologia de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la
Universidad de Chile gracias a la colaboracion del Dr. Diego Morata. El equipo fue
operado a 15 kV (region de energia Na-Sc) y 50 kV (region de energia Ti-U) con una
cordentg de 1 mA bajo presién de 30 Pa y un tiempo de adquisicion de 100 s por
muestra. La fraccion biodisponible de metales del suelo fue determinada usando
Espectroscopia Optica de Emision con Plasma Acoplado de forma Inductiva (IOS-ICP)
en el Laboratorio de Servicios Suelo y Foliar de la Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal de la Pontificia Universidad Catélica de Chile, de acuerdo a Ettler et al., (2007),

Queralt et al., (2005) y métodos establecidos por la Comision de Normalizacion y
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Acreditacién (CAN) de la Sociedad Chilena de Ciencia del Suelo (Zagal & Sadzawka,

2007).

13. Analisis multivariados

Para los analisis multivariados se utilizaron los 2.296 OTUs identificados en las 9
muestras y 18 variables ambientales evaluadas en las mismas 9 muestras. Todos los
calculos se realizaron usando el paquete estadistico R version 3.1.3 (RCoreTeam, 2015).
Para los analisis de varianza se us6 anélisis de componentes principales (PCA) mediante
la funcién “prcomp” del paquete “stats” version 3.1.3. Se realiz6 agrupamiento de OTUs
mediante mapas auto-asociativos (SOM) utilizando el paquete “kohonen” version 2.3.5
para R. Se utilizé6 el paquete “vegan” version 3.2.4 para realizar un Anélisis de
Correspondencia Canénica (CCA) utilizando como base de ordenamiento de la muestras
(sitios) una matriz de datos compuesta por la abundancia a nivel de filo de los OTUs
identificados, la abundancia de los OTUs seleccionados por andlisis SOM y la
abundancia de los gOTUs. Se superpuso a dicho ordenamiento la matriz de datos

compuesta por las variables ambientales mediante ajuste candnico.
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BRRA G

RESULTADOS

1. Caracterizacion de variables fisicoquimicas del sitio de muestreo

El sitio de muestreo comprende una planicie ubicada a 4000 m s.n.m. en la ladera
sur del Volcan Lascar, a unos 200 m al Oeste de la Laguna Lejia en el altiplano del
Desierto de Atacama, Chile. El primer objetivo de mi trabajo de tesis tuvo como
finalidad inspeccionar las caracteristicas fisicoquimicas y ambientales generales del
lugar para elegir sitios con caracteristicas fisicoquimicas contrastantes para el estudio.
Para ello se analizaron 40 sub-zonas de la planicie buscando diferencias de pH dado que
es una variable facil de medir en terreno y que influye fuertemente en la composicién de
las comunidades bacterianas. Ademas, se midio la temperatura y la humedad relativa del
suelo. A partir de esta informacién se selecciond un transecto de 2 Km de longitud que
exhibe un gradiente de pH entre 5.88 (sitio 1, S1) y 8.51 (sitio 3, S3) (Figura 1.1). Se
recolectaron 3 muestras de suelo por cada sitio a 10 cm de profundidad, las cuales
fueron procesadas como se indica en la seccion Materiales y Métodos. La Tabla 1.1
contiene los valores medidos de las variables determinadas en los sitios S1y S3 y un
sitio con pH intermedio denominado S2. En atencion a la manera en que pueden afectar
el funcionamiento de los miembros de las comunidades de microorganismos, las
variables fueron agrupadas en las categorias fisicoquimicas y nutricionales (esta Gltima
dividida en micro y macronutrientes). Las variables seleccionadas representan aquellas
reportadas en la literatura como las mas influyentes en la estructuracién de comunidades

bacterianas de suelo (Fierer & Jackson, 2006; Andrew y col., 2012; Bachar y col., 2012;
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Fierer, Lauber, y col., 2012; Crits-Christoph y col., 2013; Colombo y col., 2014). Aun
cuando el anélisis en terreno indica que los sitios del transecto no presentan diferencias
significativas en variables como altitud, temperatura (Figura 1.2, panel A), humedad .
relativa (Figura 1.2, panel B) y composicion granulométrica de suelo, 13 de las 17
variables del suelo medidas poseen diferencia significativa entre S1 y S3 (Tabla 1.1). En
particular, el valor de pH y el contenido de Mg, Ca, Mn y Na en el suelo presentan
diferencias significativas en cualquiera de los pares de sitios comparados. Como no
existe una norma general respecto a los requerimientos nutricionales de bacterias de
suelo desértico, hemos utilizado una norma de requerimientos nutricionales de plantas a
fin de obtener una idea de escala entre la disponibilidad y el requerimiento de nutrientes.
Esto considerando que la zona posee practicamente nula vegetacion la cual, en otros
sistemas, es un factor importante en la estructura de las comunidades bacterianas. De
esta forma se observa que los suelos presentan déficit nutricional en P, K, Mg, y Cay un
exceso de B.

La Figura 1.3 grafica el circulo de correlacion que se genera del analisis de la
relacion entre las variables mediante analisis de componentes principales. Este analisis
considera el comportamiento de las variables en los 3 sitios y nos permite encontrar
cuales poseen una tendencia similar. Se observa que el pH y Zn, Cu, Fe, Mn y P poseen
un comportamiento similar pero inverso, lo cual estd dentro de lo esperado pues el pH
modula la solubilidad de estos elementos. Estas variables en general poseen un
comportamiento de gradiente entre los 3 sitios (ver Tabla 1.1). Otro grupo de variables

son Na, Ca, CE, B, S y C las cuales, segiin se puede observar en la Tabla 1.1, presentan

una mayor sefial en S3 respecto de los otros 2 sitios.




Sector
; muestreo
% |1 Laguna Lejia

Elevacién (m.s.n.m)

Figura 1.1. Sitio de muestreo. Se encuentra ubicado en el Desierto de Atacama
(23°30'S y 67°42'0) en un gradiente de pH de 2 km (5.88 en sitio S1, 7.48 en sitio S2 y
8.51 en sitio S3). Recolectamos 3 réplicas por sitio a una profundidad de 10 cm.
A) Posicion del sector de muestreo en recuadro rojo respecto del Salar de Atacama.
B) Ampliacion del recuadro rojo del panel A para mostrar en punto rojo la posicion del
sitio  de muestreo respecto de la Laguna Lejia. C) Panoramica del sector de muestreo

demarcando los 3 sitios seleccionados. De fondo se observa la Laguna Lejia.
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Tabla 1.1. Caracterizacién geoquimica de 3 muestras de suelos seleccionados por su
variacion de pH. Se presentan las caracteristicas fisicoquimicas y contenido de micro y
macro nutrientes disponibles para los 3 sitios. Cada medicion representa un promedio
del triplicado por sitio con su respectiva desviacion estandar. Las letras “a”, “b” y “c”
representan las relaciones entre los 3 sitios considerando cada variable lo cual fue
determinado mediante una prueba T de dos colas con varianza homoscedastica (p<0.05).
Los nombres de los elementos siguen los codigos estandar IUPAC. Se resalta en negro
las mediciones que estan en déficit y en rojo las mediciones que estan por sobre la

norma para cultivos vegetales segiin (Ahlert, 1998; Jones, 2012) lo cual nos entrega una

idea de la riqueza de nutrientes en el suelo a falta de una norma general para bacterias.

Sitio: S1 S2 S3
Fisicoquimicas
pH 588+ 021a 748+ 0.13b 851+ 004c¢
Conductividad Ekctrica (mS/cm) 004+ 0.00a 005+ 001a 013+ 000D
Materia Organica (%) 024+ 003a 017 =001b 025+ 001a
M acronutrie ntes
C (mg/Kg) 243333 + 24944 a 2500.00 + 14142 a 3866.67 + 26247 b
N (mgKg) 2400+ 0.00 a 2550+ 1.50a 2300+ 4.00 a
NH4 mg/Kg) 500+ 0.00a 13.00+ 0.00b 850+ 150a
NO3 (mg/Kg) 19.00 = 0.00 a 1250+ 1.50b 1450+ 2500
P (mg/K g) 1087+ 223a 5.63+ 0.52b 407+ 0740
K mgKyg) 6533+ 1389 a 136.00 + 14.35b 16800+ 13.74 b
Mg (mg/Kg) 6240+ 2482a 30793+ 51470 13208+ 9.79¢
Ca (mg/Kg) 406.14 £ 134.23 a 1507.01 + 113.55b 7054.08 + 199.06 ¢
Micronutrientes
Cu (mg/K g) 361+ 100a 180+ 092b 057+ 0240
Fe (mg/Kg) 1037+ 212a 551+ 184b 301+ 069D
Zn (mg/K g) 065+ 0.32a 034+ 0.20a 010+ 0.05a
Mn (mg/Kg) 728+ 186a 204+ 0430 085+ 0.08 ¢
S (mg/K g) 410+ 161a 283+ 024a 1022+ 1740
Na (mg/Kg) 919+ 188a 1685+ 108D 4213+ 287¢
B (mg/Kg) 180+ 0.05a 186+ 0.05a 391+ 021b
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Figura 1.2. Diagrama de cajas con el perfil de temperatura y humedad relativa de
la primera capa de suelo. La temperatura y humedad relativa fueron medidas en
terreno utilizando el sensor portatil iButton DS1923 Hygrochron posicionado entre 5-10
cm de profundidad durante 2 dias al momento del muestreo. A) Perfil de temperatura. B)
Perfil de humedad relativa. El simbolo + representa en ambos graficos el promedio de la

distribucion.
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Figura 1.3. Circulo de correlacion de variables. Analisis de correlacion de todas las
variables mediante componentes principales o PCA entre los 3 sitios. Se presenta la
relacion de acuerdo al Componente 1 y el Componente 2 los cuales representan 62.6 % y

27.8 % de la varianza total, respectivamente.
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2. Caracterizacion taxonémica y funcional de las comunidades de bacterias
presentes en el suelo del altiplano del Desierto de Atacama: anilisis del efecto

asociado a variaciones en ¢l valor de pH del suelo

2.1 Caracterizacion taxonomica

Como se describe en la seccion Materiales y Métodos, a partir del DNA extraido
de cada uno de los 3 sitios se amplifico una zona del gen codificante para el tDNA 16S
comprendida entre las zonas hipervariables V1 y V3 con los partidores 28F y 519R.
Estos amplicones fueron secuenciados mediante tecnologia MiSeq en formato 2x300 pb
con un minimo de profundidad de 30.000 lecturas. Algunos descriptores estadisticos
generales de los amplicones se incluyen en la Tabla 2.1.1. El nimero de lecturas
obtenidas tras aplicar el filtro de calidad se encuentra entre 30.309 y 44.070, de las
cuales el niimero de secuencias que tienen homologia con la base de datos Greengenes
va desde 6.447 a 14.742 y el nimero de OTUs identificados entre 761 y 1199.

En este punto es importante considerar que el nimero de OTUs identificados
puede estar ligado al niimero de lecturas con homologia Tabla 2.1.1, por lo tanto es
necesario normalizar los datos por muestra antes de proseguir con el andlisis
comparativo. Para ello se realiza un procedimiento denominado “rarefaccion” en el que
el total de lecturas por sitio se analiza mediante sub-muestreos al azar y de tamafio
creciente. Luego se procede a realizar el recuento de OTUs (Figura 2.1.2, panel A) o se
calcula el indice de diversidad alfa de Shannon (Figuras 2.1.2, panel B), valores que se

grafican en funcién del namero de secuencias en los sub-muestreos. Los indices de
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diversidad alfa nos dan una idea de la riqueza de especies en una determinada
comunidad. En particular, €l indice de diversidad alfa de Shannon considera la
probabilidad de encontrar un determinado individuo en un ecosistema considerando su
abundancia relativa en la comunidad. En éste indice la riqueza de especies estd
ponderada por el aporte (abundancia) de cada especie en la comunidad. Su magnitud se
oscila entre 5 y 9 en comunidades bacterianas provenientes de suelo.

El perfil de rarefaccion para el nimero de OTUs permitid determinar un punto de
corte equivalente en los tres sitios analizados (flechas en Figuras 2.1.1, panel A y 2.1.1,
panel B) que considera el mayor nimero de lecturas disponible en la muestra S1 (6400
lecturas). A este niimero de lecturas la cantidad de OTUs aumenta levemente y el valor
de indice de Shannon permanece practicamente constante (Figuras 2.1.1 panel, C y
2.1.1, panel D), posibilitando entonces los anélisis comparativos entre muestras.

La Tabla 2.1.2 contiene los valores de numero de OTUs, diversidad alfa (ntimero
de especies) y diversidad filogenética (nimero de especies ponderado por relacion
filogenética) que describen en su conjunto la comunidad bacteriana presente en los
suelos de los 3 sitios estudiados. S3 en comparacién a S2 y S1 muestra un 12 % mas de
OTUs junto a un indice de Shannon y diversidad filogenética levemente superior. Por
otra parte, cuando se construye un cladograma con distancia de Pearson a partir del
perfil de su abundancia de los OTUs en los tres sitios analizados, se observa que S2 y S3
se agrupan, dejando a S1 en una relacion mas distante, (Figura 2.1.2). La distancia de
Pearson considera la varianza de los datos para reescalar las variables (abundancia de

cada OTUs) y comparar los sitios segtn el perfil de abundancia de OTUs.
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Como se observa en el panel A de la Figura 2.1.3, los 3 sitios comparten 554
OTUs lo cual representa el 35.6 % de las muestras mientras que los OTUs tinicos son
177, 47 y 124 en 81, S2 y S3 respectivamente. Al revisar las abundancias a nivel de filo
por muestra (Figura 2.1.3, panel B) se observa que los taxones predominantes en todas
las muestras analizadas son Acidobacteria, Actinobacteria, y Proteobacteria, que las
réplicas biologicas poseen un buen grado de similitud y que los sitios (S1, S2 y S3)
muestran diferencias evidentes. Las diferencias se manifiestan especialmente en los filos

de menor abundancia relativa (inferior al 10 %).



Tabla 2.1.1. Estadistica de secuenciaciéon de amplicones rDNA 16S para las
muestras de suelo de cada sitio seleccionado. Cada muestra se secuencié por triplicado
exigiendo un niimero minimo de 30.000 lecturas totales. La técnica utilizada es Illumina
MiSeq amplificando 300 pb por cada extremo del DNA (“sentido” y “antisentido™) en
una configuracién de sobrelapamiento con lo cual se obtiene una lectura final de 500 pb
aproximadamente. Se presenta el total de lecturas utiles luego de aplicar el filtro de
calidad. Las lecturas “mapeadas” corresponden al nimero de lecturas que exhibieron
homologia con alguna de las secuencias contenidas en la base de datos Greengenes,
mientras que el nimero de OTUs corresponde al nimero total de secuencias
identificadas en dicha base de datos mediante este proceso de mapeo por homologia (sin

rarefaccion).

Muestra Lecturas filiradas Lecturas mapeadas Niimero de OTUs
~S1.1 30.309 6.517 779
sl2 29837 6.447 766

. 31.048 6.650 761
42.854 13.345 1.179
44.985 13.987 1.199
43.731 13.596 1.217
40.534 13.448 1.088"
E 43.203 14.289 1.074
$33 44.070 14.752 1.118
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Figura 2.1.1. Promedio de rarefaccion de lecturas para cada muestra. El numero de

OTUs identificados (A) y el Indice de Shannon (B) fueron calculados a partir del

protocolo de rarefaccion utilizando el total de lecturas mapeadas (ver detalles en seccion

Materiales y Métodos). Niimero de OTUs identificados (C) e Indice de Shannon (D) con

secuencias rarefaccionadas hasta 6.400 secuencias en todas las muestras. En todos los

casos, los valores corresponden al promedio y la desviacion estandar calculada a partir

del triplicado de cada sitio.
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Tabla 2.1.2. Indices de diversidad alfa para los OTUs identificados en los 3 sitios.
Cada muestra fue rarefaccionada (normalizada) a 6.400 lecturas por 10 iteraciones. Se
presenta el resultado promediando los triplicados por sitios con su respectiva desviacion
estandar. Las letras “a”, “b” y “c” representan las relaciones entre los 3 sitios

considerando cada indice de diversidad lo cual fue determinado mediante una prueba T

de dos colas con varianza homoscedastica (p<0.05).

Muestra Numero de OTUs (Riqueza) Indice de Shannon (H') Diversidad Filogenética (PD)

S1 761 £ 12 a 739+ 0,05 a 21,77 £ 0,80 a
S2 780 = 10 a 7,56 £ 0,02 b 2325+ 0,12 a
S3 884 £ 17 b 8,01+ 0,04 ¢ 27,80 + 0,67 b
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Figura 2.1.2. Cladograma de las muestras de cada sitio. El cladograma se realizo
utilizando la distancia de Pearson sobre el listado de OTUs identificados y su

correspondiente abundancia relativa mediante rarefaccion a 6.400 secuencias.
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Figura 2.1.3. Caracterizacion los OTUs identificados en las tres muestras de suelo.
A) Diagrama de venn con tamafio proporcional mostrando las intersecciones entre el
mimero de unidades taxonomicas operativas (OTUs) encontradas en muestra S1 (1.012),
muestra S2 (1.154) y muestra S3 (1.152). B) Abundancia relativa a nivel de filo para
cada sitio. Cada barra representa porcentaje de abundancia segiin amplificacion del gen
de la unidad ribosomal 16S con su taxonomia a nivel de filo y su abundancia relativa. La
leyenda ha sido ordenada en considerando los niveles de abundancia relativa de mayor a

menor del sitio S2 (pH=7.48).
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Por otra parte, se realiz0 un analisis de agrupamiento de OTUs mediante mapas
auto-asociativos (SOM) con el fin de encontrar aquellos OTUs que presentan un perfil
de abundancia similar entre los 3 sitios analizados. La distribucion de valores de tres de
los grupos de OTUs que presentan mayor separacion entre los 3 sitios analizados se
muestran en una grafica de radar (o diagrama de arafia) en la Figura 2.1.4. Dichos
grupos representan un porcentaje importante de la abundancia total de los sitios a los
cuales representan, llegando por ejemplo al 69 % para el grupo representante de la
muestra S1. El perfil de abundancia relativa de los grupos gl, g2 y g3 a nivel de filo se
muestra en el panel A de la Figura 2.1.5. Al comparar el patron de abundancia de filos
de la Figura 2.1.5. con la graficada en la Figura 2.1.3 se observada que OTUs de 12 de
los 26 filos presentes en la muestra total no segregan con aquellos que se asocian a sitios
especificos del transecto, incluyendo los filos Armatimonadetes, Chlorobi,
Cyanobacteria, Elusimicrobia, Fibrobacteres, GN02, OD1, Thermi, TM6, TM7, WS2 y
WS3. Al eliminar los 2 filo mas abundantes (Acidobacteria y Actinobacteria) se hace
evidente la magnitud de las diferencias en la contribucién de cada filo a los grupos g1,
g2 vy g3, incluyendo la visualizacién de algunos filos que se presentan en forma

exclusiva en uno u otro de los sitios analizados (Figura 2.1.5. panel B).

35




==ngl (n=93, 69%)
=g (n=108, 63%)
smeng3 (N=93, 40%)

AN s
I
!

|
sz;s" ‘léi.z
Figura 2.1.4. Distribuciéon de la abundancia relativa de 3 grupos de OTUs
seleccionados por presentar un comportamiento diferencial entre los tres sitios del
transecto. Los grupos fueron identificados mediante Mapas Auto-Asociativos
considerando los 3 sitios analizados con sus respectivas replicas. Los ejes radiales
representan desde el centro hacia la periferia el porcentaje creciente de abundancia
relativa de los OTUs en cada grupo. El grupo que se distribuye en el area delimitada por
la linea de color rojo contiene 93 OTUs y representa el 69 % de la abundancia total de
S1. El grupo de color verde contiene 108 OTUs y representa el 63 % de la abundancia

|

total de S2. El grupo de color azul contiene 93 OTUs y representa el 40 % de la

e

abundancia total de S3.
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Figura 2.1.5. Caracterizacion taxondémica a nivel de filo de los 3 grupos de OTUs
seleccionados. Cada barra representa el perfil de abundancia relativa a nivel de filo
ordenada de mayor a menor utilizando como referencia el grupo g2 (pH=7.48). A)
abundancias relativas considerando los 14 filos presentes. B) Abundancias relativas

luego de remover los filos mas abundantes (Acidobacteria y Actinobacteria).
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2.2 Caracterizacion funcional a partir del anilisis metagenémico de la comunidad

bacteriana

La caracterizacién funcional de las bacterias pertenecientes a los 3 sitios
seleccionados se realizd a partir de la secuenciacion total del DNA extraido desde las
muestras de suelo. Se aplicaron dos tipos de analisis: el primero consistié en caracterizar
cada muestra como meta-organismo (metodologia clasica) y el segundo consistié en
discriminar genomas individuales dentro de cada muestra para su posterior

caracterizacion funcional (objetivo general de esta tesis).

En la Tabla 2.2.1 se presentan el resumen de los datos crudos obtenidos luego de

la secuenciacion masiva de DNA extraido desde las tres muestras de suelo y el resultado

del proceso de limpieza por calidad y secuencias adaptadoras.
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Tabla 2.2.1. Estadisticas de secuenciacion metagenémica para las 3 muestras de

suelos seleccionados. Cada muestra se secuencié dos veces para lograr un tamafio total

minimo de 20 Gb (detalles en la seccion Materiales y Métodos). Sufijo “ F” representa

secuenciacion por extremo “sentido” (forward) y sufijo “ R” representa secuenciacion

por extremo “anti-sentido” (reverse).

Datos crudos

Datos procesados (calidad/adaptadores)

Nttt | Nemerode | Vit | prometio | Nomertde | Cloat | promedi
(Gb) (pb) (Gb) (pb)

SI1.1 F 33.087.050 49 148,8

SI1.1 R 33.087.050 49 148.8

Total S1.1 66.174.100 9,8 148.8 62.816.508 8,7 138,2
S12 F 34.211.335 5,1 148.8

S12 R 34.211.335 5,1 148,8

Total S1.2 68.422.670 10,2 148.8 64.977.269 9,0 1383
Total S1 134.596.770 20,0 148,8 | 127.793.777 17,7 138,3
S21 F 36.360.999 5,4 1488

S2.1 R 36.360.999 5,4 148.8

Total S2.1 72.721.998 10,8 148.8 69.330.751 9,6 138,1
S22 F 37.634.627 5,6 148,8

S22 R 37.634.627 5,6 148,8

Total S2.2 75.269.254 11,2 148.8 71.776.738 9,9 138,2
Total S2 147.991.252 22,0 148,8 | 141.107.489 19,5 138,2
S3.1 F 39.313.488 5,8 148,8

S3.1 R 39.313.488 5,8 148.8

Total S3.1 78.626.976 11,7 148,8 75.268.496 10,3 137,0
S32 F 40.759.140 6,1 148,8

S32 R 40.759.140 6,1 148,8

Total S3.2 81.518.280 12,1 148.8 78.022.217 10,7 137,0
Total S3 160.145.256 23,8 148,8 | 153.290.713 21,0 137,0
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En primer lugar se procedio al ensamble de todas las secuencias obtenidas por
sitio. Con este proposito se probaron diversos programas como Velvet, WGS-
Assembler, IDBA-UD y CLC, de los cuales, el que entregd mejores resultados fue
IDBA-UD (Peng y col., 2011). El minimo de secuencias utilizadas por el ensamblador
para construir los “scaffolds” fue de 32.2 % respecto del total disponible para la muestra
a S3 lo cual es superior al estandar del 10 % descrito en publicaciones de metagenomas
(Tabla 2.2.2). La estrategia de ensamble incluyo el uso de secuencias de pares de
muestras (S2 + S1 y S2 + S3). Este ensamble se realizd con el proposito de maximizar
la posibilidad de crear “scaffolds” de mayor tamafio y potenciar el ensamble de

secuencias de DNA que estan presentes en ambas muestras segin se describe unos

parrafos mas adelante.




Tabla 2.2.2. Estadistica de ensambles metagenémicos para las tres muestras de

suelos seleccionados. Todas las muestras fueron ensambladas por separado. Ademas se

realizaron ensambles de pares de muestras “S2 + S1” y “S2 + S3”, en los cuales

utilizaron las secuencias de ambas muestras.

S1 S2 S3 S2 + S1 S2+83 |
Tamaiio total (Mb) 823 830 678 1685 1542
Numero de scaffolds 893.733 892.653 714.882 1.832.894 1.656.500
Tamaiio promedio (pb) 920 929 948 919 931
Tamaio maximo (pb) 306.936 459.495 1.145.089 567.355 1.145.083
NS0 (pb) y % NS0 1.283 (13%) | 1.334 (12%) | 1.384 (11%) | 1.290 (13%) | 1.343 (11%)
% de lecturas utilizadas 38,3% 33,2% 32,2% 36,6% 34,5%
% GC 67,3% 66,6% 64,7% 66,9% 65,7%

Los 3 metagenomas fueron anotados funcionalmente contra la base de datos

COG y el resultado fue comparado mediante el programa computacional MEGAN. En la

Figura 2.2.1 se grafica la proporcion relativa de categorias COG en el metagenoma de

cada sitio.

41




Figura 2.2.1. Caracterizacion funcional (categorias COG) de los metagenomas. Se
representa la abundancia relativa de los genes pertenecientes a las principales categorias
funcionales presentes en los metagenomas tanto desde un analisis directo usando las
secuencias pre-ensamble, y un analisis compuesto que considera los CDSs predichos a

partir de los “scaffolds” generados.

Secuencias CDSs desde
crudas scaffolds

 Funcion desconocida
[R] Funcion general {sélo prediccion)

« [Q] Biosintesis de metabolidos secundarios, transporte and catabolismo
[P] Transporte y metabolismo de iones inorganicos

# [1] Transporte y metabolismo de lipidos

= [H] Transporte y metabolismo de coenzimas

u [F] Transporte y metabolismo de nucleétidos

# [E] Transporte y metabolismo de aminoécidos

® [G] Transporte y metabolismo de carbohidratos

# [C] Produccidn y conversion de energia

= [O] Modificaciones post-traduccionales, recambio de proteinas, chaperonas

= [U] Trafico intracelular, secrecion, y transporte vesicular

® [Z] Citoesqueleto

@ [N] Motilidad celular

® [M] Biogénesis de pared celular/membrana/cobertura

® [T] Mecanismos de transduccion de sefales

# [V] Mecanismos de Defensa

# [D] Control del ciclo celular, division celular, particionamiento de cromatina

® [B] Estructura y dinamica de cromatina

# [L] Replicacion, Recombinacion y Reparacion

® [K] Transcripcion

m [J] Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis




En segundo lugar se procedio a la reconstruccién de genomas individuales. Para
discriminar genomas' individuales se procedié segiin el protocolo descrito por Albertsen
et al (2013). Considerando que dicho método fue elaborado para discriminar genomas en
muestras de baja complejidad (OTUs < 40, crecidas en un bioreactor), en este trabajo de
tesis se realizo un esfuerzo importante en evaluar e implementar diversas modificaciones
a este protocolo orientados a permitir el andlisis de muestra con mayor complejidad
(OTUs > 800). La modificacion que tuvo mejor resultado fue tomar como base un
ensamble hibrido de muestras de dos condiciones a comparar (S2 + S1 o S2 + S3). Este
manejo de los datos fue extraordinariamente Gtil en incrementar el tamafio de los
“scaffolds” y aumentar el nimero de secuencias del ensamble que estan presentes en
ambas muestras. En cambio, al hacer un ensamble hibrido con todas las muestras o con
las muestras S1 y S3 se produjo una gran cantidad de quimeras de dificil resolucién.
Esto nos muestra que juntar poblaciones es una buena estrategia sélo hasta cierto limite
el cual esta determinado por el nivel de similitud de las mismas.

A partir de los ensambles de pares de muestras (S2 + S1 o S2 + S3) se obtuvieron
2 nuevos metagenomas con las caracteristicas descritas en las Gltimas 2 columnas de la
Tabla 2.2.2. Posteriormente las secuencias de los 3 sitios fueron mapeadas por separado

para determinar la cobertura promedio de cada “scaffold” en cada muestra. También se

determino el contenido de GC y la frecuencia de tetrameros de cada “scaffold”. Las 3
variables fueron incluidas en un analisis de componentes principales (PCA) para
identificar aquellos “scaffolds” que segregan juntos siguiendo los procedimientos
descritos anteriormente (Albertsen y col., 2013; Alneberg y col., 2014). En el panel A de

la Figura 2.2.2 se observa como ejemplo el agrupamiento de “scaffolds” de la muestra

43




“S2 + $3” graficado en funcién de los 2 primeros componentes principales donde cada
“scaffold” est4 representado por un punto. Aquellos puntos de igual color componen un
grupo o “cluster” que co-segrega en el espacio del PCA (espacio delimitado por elipses
segmentadas). Debido a que estos grupos de “scaffolds” son utilizados para reconstruir
estructuras gendmicas que no representan necesariamente un inico genoma (pueden ser
representantes de un grupo de genomas o especies muy similares), se tomard la
precauciéon de considerar dichos grupos como una unidad genbmica operativa
(conceptual o virtual) toda vez que su utilidad es similar al concepto de OTU. Por ello
hemos acufiado la denominacién gOTUs. Se obtuvieron 150 gOTUs que en su conjunto
reclutaron 35 % de las bases secuenciadas y un 8 % del total de “scaffolds”
ensamblados. Luego se evalud la “completitud” de los gOTUs mediante la bisqueda y
conteo de 36 genes descritos como: 1) presentes en todos los genomas de bacterias
secuenciados y 2) que aparecen presentes en solo una copia (Alneberg y col., 2014).
Basados en una inspeccién preliminar, se decidid trabajar con aquellos gOTUs que
contenian al menos la mitad de los 36 genes, los cuales a su vez, no debian tener més de
dos copias por “cluster” de “scaffolds”. Los gOTUs que complian con este criterio
fueron resaltados en el recuadro rojo del panel B de la Figura 2.2.2. Finalmente,
considerando los dos ensambles hibridos, se obtuvieron 74 gOTUs los cuales fueron
descompuestos en sus secuencias originales y re-ensamblados como conjunto (por
gOTUs) mediante el programa computacional Velvet segin lo recomendado por
Alneberg y col. (2014).

Al hacer un recuento del nimero de secuencias por gOTUs se observaron

diferencias en los niveles de abundancia relativa (cobertura) en los distintos suelos
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examinados. Este dato permite clasificar los 74 gOTUs en 3 grandes grupos en funcion
de su abundancia relativa (cobertura) de reads de cada sitio: grupo 1 mas abundante en
S1 (n=14), grupo 2 mas abundante en muestra S2 (n=39) y grupo 3 mas abundante en S3
(n=21) (Figura 2.2.3). En la Figura 2.2.4 y a modo de ejemplo, se representa en forma

grafica un ejemplo de 4 gOTUs con mayor abundancia en el S1y 4 gOTUs del S3.

Grupos de secuencias

PCAl

-10 0 10

Figura 2.2.2. Criterios utilizados en la seleccion de los gOTUs de la muestra “S2 +
S3”. A) Agrupamiento de “scaffolds” mediante PCA. Cada “scaffold” esta representado
por un punto y su color representa el agrupamiento (o “clustering”) realizado el cual
también se destaca con 6valos del mismo color. B) Evaluacion del nimero de copias de
36 genes considerados de copia Gnica (columnas) [ver descripcion en el texto] en los 150
gOTUs identificados (filas). El coédigo de colores indica el nimero de copias
identificado. Se destaca con un rectangulo rojo los “clusters” seleccionados por tener al

menos 18 genes de copia unica con 1 0 2 copias.
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muestra S3

Figura 2.2.3. Representacion de la cobertura promedio de cada gOTU identificado.
El grafico representa la cobertura promedio de los 74 gOTUs identificados segun las 3
comparaciones posibles: S1/S3, S1/S2 y S3/S3. Cada eje representa la cobertura en la
muestra S1, S2 o S3 segun corresponda. Los gOTUs que segregan en la proximidad de
los ejes de S1, S2 o S3 se demarcan dentro de oOvalos rojo, verde y azul

respectivamente.
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Figura 2.2.4. Ejemplo de genomas reconstruidos. Cada grafica corresponde a un
gOTU. El circulo naranjo representa los “scaffolds”, los cuales estan ordenados por
sesgo de GC (GC skew) y luego por largo. En circulos azul y rojo se representa los
CDSs en sentido forward y reverse respectivamente. En circulo gris se representa el
contenido de GC respecto al promedio y el circulo interno representa el sesgo de GC

respecto del promedio. A) 4 genomas de muestra S1. B) 4 genomas de muestra S3.

El genoma de los 74 gOTUs fue anotado funcionalmente contra la base de datos
COG vy el resultado fue comparado mediante el programa computacional MEGAN.
Algunos estadisticos de la primera fase de anotacion se detallan en la Tabla 2.2.3 1a cual
contiene un resumen de los datos generales obtenidos para los 74 gOTUs incluyendo su
clasificacion taxonomica. La Figura 2.2.5 organiza los gOTUs en un cladograma
considerando el nimero de gOTUs identificado en cada taxon separados en base a su
distribucion preferente entre los sitios analizados. Los datos indican que los gOTUs
pertenecen a 7 filos donde el filo Actinobacteria es el mas abundante en los 3 grupos de
gOTUs seguido de Acidobacteria y Proteobacteria. El género candidato
Chloracidobacterium (bacteria fotosintéticas del filo Acidobacteria) es el més
representado con 14 miembros de la muestra S2, 6 de la S3 y ninguno enla S1.

En la Figura 2.2.6 se grafica la relacion de vecindad entre gOTUs y diferentes
ensambles de metagenomas. La vecindad entre los gOTUs y metagenomas se realizd
utilizando las categorias funcionales SEED (ver detalles en seccién Materiales y
Métodos). Los circulos encierran aquellos casos de agrupamiento entre gOTUs que

tienen una distribucion preferente al mismo tipo de pH. Por ejemplo, A99, A91 y A58
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(en el extremo inferior del grafico), representan tres gOTUs abundantes en S1. Sin
embargo, se observa que el mapeo de secuencias pre-ensamble (muestras con nombres
terminados en “reads”) y el mapeo de CDSs desde el ensamble (muestras con nombres
terminados en “idba”) de los tres sitios analizados presentan un alto grado de similitud
funcional (Figura 2.2.6, rectangulos de linea segmentada). Este resultado indica que la
descripcion funcional de los metagenomas estd fuertemente ligada a la técnica utilizada
y no representa necesariamente lo que ocurre con la poblacion a nivel de genomas
particulares. Siguiendo la linea de anélisis asociado a la Figura 2.2.6, se realizd un
analisis mas detallado de los genes que codifican para proteinas vinculadas a la respuesta
a estrés de los genomas individuales reconstruidos (Figura 2.2.7). Este grupo de
proteinas fue seleccionado considerando su potencial importancia para la adaptacion de
los organismos que se encuentran en ambientes extremos. Se design6é como grupo 1 al
resultado de la asignacion funcional usando sélo secuencias (procedimiento clasico). El
grupo 2 representa la asignacién funcional usando los genes predichos desde el
ensamble de secuencias (metagenomas). El grupo 3 representa la asignacion funcional
usando los genes de todos los gOTUs mezclados como un solo metagenoma. El grupo 4
representa la asignacion funcional usando los genes predichos en cada genoma
reconstruido. En la Figura 2.2.7 (panel A) se observa que la abundancia relativa de los
genes de respuesta a estrés es similar entre los tres sitios analizados (barra roja, verde y
azul) e independiente de la estrategia de ensamble de los metagenomas (columnas 1, 2 y
3). Sin embargo, la abundancia relativa de los genes de respuesta a estrés muestra una
mayor variacion entre los gOTUs (columna 4). La categoria de respuesta a estrés se

compone de varias sub-categorias relacionadas, entre ellas encontramos estrés oxidativo
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y estrés térmico que contienen el mayor nimero de genes en la mayoria de los gOst
reconstruidos con un comportamiento similar al descrito para estrés oxidativo (Figura
2.2.7). Las otras subcategorias, al contener una abundancia relativa menor, presentan
una mayor diferencia entre los genomas ensamblados (columnas 1, 2 y 3) y entre los
g0TUs (columna 4). Por ejemplo, la categoria estrés acido en la columna 1 no esta
representada, y en la columna 2 so6lo est4 representada en la muestra basica. En cambio,
al observar los gOTUs encontramos que la categoria esta representada en el 20 % de los
genomas reconstruidos y de forma transversal a la muestra de origen. Por lo anterior, la
descripcion de los metagenomas de las columnas 1, 2 e incluso 3 son necesarias pero no
suficientes al momento de realizar descripciones y comparaciones entre comunidades en
detalle. Las diferencias entre cada categoria seran presentadas con mayor detalle en el

capitulo 3 de la presente tesis.
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Figura 2.2.5. Relacion filogenética de los gOTUs y nimero de gOTUs identificado
en cada taxén. La identificacion de taxonomia se realiz6 mediante el mapeo de CDSs
de cada genoma contra la base de datos COG de NCBI. En el cladograma los gOTUs se
contabilizan considerando su abundancia preferente en los sitios S1, S2 y S3,
representados por barrar rojas, verdes y azules respectivamente. Cada barra representa
como maximo 10 elementos. La unica barra que superaba ese valor es el género
Candidato Chloracidobacterium en la muestra S2 con 14 gOTUs, quedando reducida a
10 para mejorar la visualizacion general. Los taxas incluyen como prefijo la letra inicial

“K

del nivel taxonémico al cual corresponde y con simbolo “+” o se ha indicado su

caracter gram positivo o negativo respectivamente.
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Figura 2.2.6: Arbol de vecindad (Neighbor-tree) utilizando categorias SEED y
distancia de Bray-Curtis de los gOTUs y los diferentes metagenomas ensamblados.
Este analisis considera la abundancia que cada gOTU presenta en todas las categorias
funcionales SEED hasta el nivel 2 y las compara mediante distancia Bray-Curtis para
determinar vecindad. Circulos rojos, verdes y azules representan muestras provenientes
de suelo S1, S2 y S3 respectivamente. Muestras terminadas en “reads” representan el
andlisis a partir de las lecturas originales. Muestras con nombres terminados en “idba”
representan el andlisis de los ensambles de metagenomas Muestras con nombres
terminados en “idba2” representan metagenomas construidos desde el conjunto de los
gOTUs. A modo representativo se han encerrado en circulos o cuadrados los elementos

que pertenecen a un mismo clado.
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Figura 2.2.7: Comparacién funcional para la categoria SEED Respuesta Estrés y
sus categorias internas. Cada barra representa la abundancia relativa de los genes de
cada categoria. El grupo 1 representa la asignacion funcional usando sélo secuencias
(procedimiento cléasico). El grupo 2 representa la asignacion funcional usando los genes
predichos desde el ensamble de secuencias (metagenomas). El grupo 3 representa la
asignacion funcional usando los genes de todos los gOTUs mezclados como un solo
metagenoma. El grupo 4 representa la asignacion funcional usando los genes predichos
en cada genoma reconstruido. Barras rojas, verdes y azules representan la asociacion de

cada columna (muestras) a sitios S1, S2 y S3 respectivamente.
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2.3 Relacion entre las variables ambientales y los cambios de abundancia relativa
de OTUs identificados y gOTUs reconstruidos

Con el proposito de generar una vision integrada de los datos de secuencias
gendmicas y de variables ambientales obtenidos en los 3 sitios muestreados (S1, S2 y
S3), se realiz6 un Analisis de Correspondencia Canénica (CCA), una técnica de anélisis
de regresion multivariado (Palmer, 1993; Legendre & Legendre, 1998) que permite
analizar la relacion entre dos grupos de variables. El primer grupo de variables incluye la
abundancia relativa de: los filos identificados, los OTUs seleccionados por SOM vy los
gOTUs. El segundo grupo de variables consiste en las variables ambientales
(fisicoquimicos y nutrientes) determinadas para las mismas muestras. En ambas matrices
las variables son columnas mientras que los sitios son filas. Basicamente la técnica de
CCA limita la ordenacion de la matriz de factores ambientales por una regresion lineal
multiple de las abundancias de filos. Los resultados de este anilisis se presentan en un
grafico separado en 2 paneles para simplificar su interpretacion (Figura 2.3.1). La
gréafica incluye los 3 grupos de OTUs seleccionados mediante SOM (ver Figura 2.1.4)
(circulos abiertos) y los genomas reconstruidos (ver Figura 2.2.3) (circulos cerrados). Se
observa en el panel A de la Figura 2.3.1 que los sitios se ordenan en 3 vértices, cada uno
con sus respectivas réplicas. Cada filo posee una ordenacién (posicién) particular
dependiendo de su tendencia a estar en una u otra muestra donde destacan los siguientes
filos: AD3 y WPS3 en el sitio S1, OD1 en el sitio S2 y Fibrobacteres, TM6 y BRC1 en
sitio S3. Se observa que los OTUs elegidos mediante SOM efectivamente poseen una
preferencia hacia distintos sitios y los genomas reconstruidos poseen una preferencia

mucho més marcada, en especial para S1 (puntos rojos) y S3 (puntos azules). Respecto
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-de las variables ambientales, se observa en el panel B de la Figura 2.3.1, que diferentes
grupos de variables presenta ordenacion diferencial entre los sitios, indicando que otros

parametros ambientales segregan junto con el pH entre sitios muestreados.
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Figura 2.3.1. Biplot del Andlisis de Correspondencia Candnica entre filos
identificados y factores ambientales determinados en las 3 muestras de suelo con
sus respectivos triplicados. El analisis se realizo utilizando la abundancia relativa de
filos en cada muestra por triplicado agregando ademés la abundancia de los OTUs
seleccionados por SOM y la abundancia relativa de los genomas reconstruidos. Como
segunda matriz se utilizaron los datos de factores ambientales determinados para las
mismas muestras. A) representa el ordenamiento de filos, OTUs y genomas
reconstruidos. B) representa el ordenamiento de filos y las correlaciones del
ordenamiento de los sitios con los factores ambientales. Circulos amarillos representan
los sitios de muestreo con sus triplicados. Circulos abiertos representan los OTUS
seleccionados por SOM coloreados segun preferencia de sitio con rojo, verde y azul para
sitios S1 (1=93), S2 (n=108) y S3 (n=93) respectivamente. Circulos cerrados representan
los genomas reconstruidos coloreados segiin preferencia de sitio con rojo, verde y azul
para sitios S1 (n=14), S2 (n=39) y S3 (n=21) respectivamente. Las flechas de cada factor

ambiental representan la direccion e intensidad de la correlacion respecto de los 3 sitios.

62



3. Anilisis comparativo de los elementos de homeostasis de pH en los genomas

ensamblados

3.1 Anailisis de enriquecimiento en categorias SEED

Para revisar las posibles implicancias funcionales asociadas a las diferencias
ambientales descritas y avanzar en el entendimiento de los mecanismos de homeostasis
de pH involucrados se realiz6é un anélisis de enriquecimiento de funciones en base a la
categorizacion SEED obtenida en el capitulo 2.2. Se empleo para ello un Test Exacto de
Fisher con punto de corte de valor p (probabilidad de error) menor a 0.001 (indicado
como “p value” en las tablas 3.1.1 a 3.1.4). En la Tabla 3.1.1 se presenta el listado de las
14 categorias SEED enriquecidas en los genomas mas abundantes en sitio S1 respecto de
S2 y en la Tabla3.1.2 se presenta las 15 categorias enriquecidas en el sentido contrario,
es decir, mas presentes en S2 respecto de S1. Descontando las 4 categorias comunes que
se intersectan en Nivel 1 de la categorizacién SEED (Sub-sistemas de agrupamiento,
Transporte de Membrana, Metabolismo de Nitrogeno, Respiracion), se observa que en
Nivel 1, existen 6 categorias enriquecidas inicas de S1:

Aminoacidos y Derivados

Carbohidratos

Cofactores, Vitaminas, Grupos Prostéticos, Pigmentos
Metabolismo de Compuestos Aromatics

Nucleosidos y nucledtidos

Metabolismo de Azufre
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Y existen 7 categorias tinicas de S2:

Metabolismo de DNA

Adquisicion de hierro y metabolismo
Metabolismo de Proteinas
Regulacién y Sefializacion Celular
Metabolismo de RNA

Metabolismo Secundario

Virulencia, Enfermedad y Defensa

En la Tabla 3.1.3 se presenta la tinica categoria enriquecida en S3 respecto de S2:
“Resistencia a antibidticos y compuestos toxicos”, mientras que en la Tabla 3.1.4 se
presenta también la tnica categoria enriquecida en S2 respecto de S3: “Acidos

organicos”.
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3.2 Anilisis de presencia de mecanismos particulares de homeostasis de pH en los

genomas reconstruidos

Utilizando como base lo descrito principalmente por Krulwich y cols. (2011b) y
Casey y cols. (2010), se seleccionaron 26 proteinas que cuentan con evidencia
experimental, en diferentes bacterias, sobre su relacion funcional con la homeostasis a
pH (Tabla 3.2.1). Utilizando como templado la secuencia primaria de estas proteinas, se
examind su presencia en los genomas reconstruidos mediante analisis de homologia
BLASTP y luego se realizdé un Test Exacto de Fisher con punto de corte de valor p
(probabilidad de error) menor a 0.01. Los resultados se presentan en la Tabla 3.2.2, en la
cual se observa que en los genomas predominantes de la muestra S1 (;uelo acido) hay un
enriquecimiento de la proteina CyoB respecto de S2 y S3 y de la proteina FIgS respecto

de S2. Por otro lado, los genomas predominantes en la muestra S3 tienen un

enriquecimiento de la proteina SIpA respecto de los genomas de S1 y S2.
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Tabla 3.2.2. Listado de proteinas buscadas en los 74 gOTUs. Las columnas S1, S2 y
S3 contienen el numero de genes totales que tuvieron homologia en los gOTUS de cada
sitio muestreado. La comparacion entre pares de sitios se realizdO mediante Test Exacto

de Fisher. En negrita las proteinas que tuvieron pvalue menor a 0.01.

Cadigo de la % de genes identificados pvalue

Proteina S1 S2 S3 Sl1vsS2 S1vsS3 S2vsS3
ArsR 8% 9% 8% 7.2E-01 9.3E-01 7.8E-01
ArsRS Hpyloril 8% 9% 8% 7.2E-01 93E-01 7.8E-01
ArsRS_Hpylori2 0% 0% 0% 1.0E+00 1.0E+00 1.0E+00
ArsRS_Hpylori3 22% 20% 19%  4.6E-01 1.1E-01 2.7E-01
CtaC 4% 4% 4% 6.7E-01 6.3E-01 9.2E-01
CydA 0% 1% 0% 99E-02 3.6E-01 1.0E-02
CydB 0% 0% 0% 1.0E-01 1.0E+00 1.0E-01
CyoA 3% 2% 3% 43E-01 89E-01 2.5E-01
CyoB 9% 6% 6% 2.7E-03 2.5E-03 6.1E-0l
CyoC 5% 4% 4% 2.6E-01 S5.8E-01 6.1E-01
CyoD 0% 0% 0% 33E-01 1.0E+00 3.4E-01
CyoE 2% 3% 3% 2.2E-01 27E-01 1.0E+00

F1F0-ATPase Ehirael 6% 5% 6% 6.5E-01 5.6E-01 2.6E-01
F1FO0-ATPase Ehirae2 5% 5% 7% 8.6E-01 3.3E-01 1.7E-01
F1F0-ATPase Smutans 7% 6% 8% 7.5E-01 3.3E-01 14E-01

FlgS 6% 9% 7% 4.4E-03 4.6E-01 4.8E-02
GadB 0% 0% 0% 55E-01 1.0E+00 1.0E+00
GadC 1% 0% 0% 1.8E-01 14E-01 7.6E-01
MLE 1% 1% 1% 4 5E-01 1.0E+00 5.8E-01
NhaA 1% 1% 1% 54E-02 1.4E-01 8.6E-01
Nuo 3% 3% 2% 8.0E-01 34E-01 1.5E-01
NuoA 4% 5% 4% 2.8E-01 1.0E+00 29E-01
NuoB 4% 4% 4% 1.0E+00 73E-01 6.9E-01
OmpA 2% 1% 2% 5.2E-01 1.0E+00 6.3E-01
SplA 0% 0% 3% 1.0E+00 3.7E-09 3.7E-12
TnaA 0% 0% 0% 1.0E+00 1.0E+00 7.2E-01
Genes identificados 912 1869 957
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DISCUSION

1. Caracterizacion de variables fisicoquimicas como primer paso para la

caracterizacion de comunidades microbianas

Con la idea de encontrar un sitio con caracteristicas ambientales y/o geoquimicas
contrastantes y extremas para la vida nos dedicamos a pesquisar un sector de grandes
contrastes geoldgicos cercano al Salar de Atacama a 2.500 m s.n.m., en pleno Desierto
de Atacama, el cual ha sido estudiado desde diferentes perspectivas (Betancourt y col.,
2000; Kuch y col., 2002; Nester y col., 2007; Diaz y col., 2016) y donde tenemos una
ventana de oportunidad cientifica gracias a los proyectos colaborativos del Centro de
Regulacion del Genoma establecidos en el lugar. Ello nos permitié contar con una
primera descripcion de la geoquimica y de la flora de la zona, especificamente de una
zona de facil acceso camino al pueblo de Talabre que asciende desde los 2.200 hasta los
4500 m s.n.m. de altura bordeando las faldas del Volcan Lazcar y las orillas de la
Laguna Lejia en un trayecto de 50 Km (Diaz y col., 2016). Los datos previos de la zona
(articulo en preparacién) nos indican que ademas del gradiente de altura, temperatura y
humedad existe un marcado gradiente de pH que va desde 9 en la zona baja a 5 en la
zona alta (Mandakovic ef al, 2016. en preparacion). Es esta propiedad la que nos llamé
la atencién como punto de inicio para el estudio comparativo de comunidades

bacterianas de suelo desértico pues influye fuertemente en la composicion de
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comunidades bacterianas (Fierer & Jackson, 2006; Baker-Austin & Dopson, 2007;
Lauber y col., 2009; Rousk y col., 2010; Fierer y col., 2011) . Con el objetivo de reducir
el nimero de variables involucradas en las diferencias que pudiéramos encontrar,
especificamente temperatura y humedad debido a la gran diferencia de altura entre los
sitios contrastantes, decidimos buscar gradientes de pH en zonas de menor amplitud
dentro del mismo transecto analizando el pH del suelo de sub-zonas determinadas al azar
en diferentes puntos del transecto altitudinal. De esta forma logramos encontrar una
segunda zona con gradiente de pH situada en la parte superior del transecto donde los
sitios con pH extremo estan a la misma altura (+ 30 m) a una distancia lineal de 2 Km.
En esta zona se eligieron 3 sitios, 2 contrastantes y uno intermedio, de acuerdo al pH
determinado in situ el cual fue posteriormente corroborado en el laboratorio. Una
inspeccion visual en terreno no permite detectar diferencias obvias entre los 3 sitios
seleccionados o con otros sitios de este paisaje altiplanico. La temperatura del suelo
durante las horas de prospeccion y muestreo no present6 diferencias significativas entre
sitios. La estructura fisica de suelo recolectado estd dominada por arena
(aproximadamente 90 %, compuesta de particulas entre 0.02 y 0.2 mm), ademas
contiene un 3 % de limo (particulas entre 0.002 y 0.02 mm) y 7 % de arcilla (particulas
menores a 0,002 mm). Esto nos posiciona en la zona con mayor porcentaje de arena del
transecto, similar a lo encontrado en zonas del desierto absoluto (a 2.200 m s.n.m.). Los
suelos arenosos por su alta capacidad de drenaje retienen con dificultad la humedad y los
nutrientes (Ahlert, 1998). Al revisar la disponibilidad de nutrientes en el suelo de los 3
sitios en la Tabla 1.1 se aprecia que en general los macro y micronutrientes se

encuentran en déficit considerando como norma el requerimiento de cultivos vegetales
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(Ahlert, 1998; Jones, 2012). Se utiliza como parametro de comparacién el contenido de
nutrientes en el suelo necesario para el cultivo de plantas debido a que para
microorganismos de ambientes naturales no existe un consenso generalizado ni detalles
especificos respecto de los requerimientos minimos o limitantes de nutrientes en suelo.
En los tres sitios, el suelo presenta una concentracion de P inferior a 20 mg/Kg, una
concentracién de Zn inferior a 1 mg/Kg y una concentracion de B superior a 1.55 mg/Kg
indicando que toda la zona presenta condiciones poco favorables para la vida
macroscopica. A lo anterior se suman las deficiencias especificas por sitio y por
elemento. Por ejemplo, K, Mg y Ca se encuentran especialmente disminuidos en el sitio
S1 teniendo menos de la mitad del minimo requerido, el cual es 145 mg/Kg, 195 mg/Kg
y 2.405 mg/Kg respectivamente (Ahlert, 1998; Jones, 2012) . Por su parte el sitio S3
suma al P y al Zn el déficit de Mg, Fe y Mn los cuales debieran estar por sobre los 195
mg/Kg, 45 mg/Kg y 1 mg /Kg respectivamente. Si bien estos limites han sido
establecidos para plantas, es razonable considerar que en general los mecanismos
moleculares, incluyendo transportadores de membrana, asociados a la incorporacién de
estos atomos en plantas son compartidos por bacterias (y levaduras) y por lo tanto estos
valores nos proporcionan una idea comparativa del estatus de nutrientes del suelo al cual
estan enfrentadas las comunidades bacterianas de esta zona. Por otro lado, la
temperatura y humedad de los sitios a 10 cm bajo suelo, fue similar entre sitios
presentando una diferencia en tomo al promedio, inferior a 2°C y 5 % de humedad
respectivamente, esto considerando que la diferencia minima con otros lugares de la
zona supera los 5°C al descender 100 m y la humedad relativa cae 10 % al descender

500 m. Considerando lo observado in situ es de suponer que las condiciones ambientales
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de los sitios también son comparables a lo largo del afio. Esta zona forma parte de un
ecosistema Alto Andino el cual se caracteriza por poseer temperaturas extremadamente
bajas, viento y nieve (Villagran y col., 1981; Cabrol y col., 2009; Diaz y col., 2016), y
cuya diversidad de organismos esta limitada a quienes puedan resistir tales condiciones
(Fischer y col., 2011). La presencia de vegetacion es minima, limitindose a gramineas
perennes de tipo manojo distribuidas en baja densidad. Son suelos que permanecen
cubiertos de nieve como minimo 4 meses en el afio pero cuya temperatura puede superar
los 25°C en temporada estival disminuyendo a temperaturas bajo cero durante la noche
tal como se observa en las mediciones realizadas durante los dias de muestreo. Lo
anterior, sumado al aislamiento geografico de la cuenca de la Laguna Legia nos
posiciona en un escenario de gran interés ecoldgico y biotecnologico.

El anélisis de PCA de las variables fisicoquimicas y los contenidos de nutrientes en
los sitios (Figura 1.3) indica que la disponibilidad de P, Cu, Fe, Zn y Mn es
inversamente proporcional al incremento de pH mientras que la disponibilidad de K
sigue al pH sugiriendo que, como ha sido descrito en otros suelos (Jones, 2012), la
solubilidad de esos elementos depende del nivel de pH. Por otro lado, la conductividad
eléctrica y el contenido de Na, Ca, B, S y C no se relacionan de forma directa con el
valor de pH del suelo. Estas variables exhiben una mayor correlacién con S3, es decir,
su variacion no se ajusta al gradiente de pH. Es importante destacar que de los 3 sitios en
estudio, el sitio S3 posee los niveles mas altos de B y S, alcanzando valores reportados
como toxicos para otros organismos como las plantas, cuyos limites son 1.55 mg/Kgy 8
mg/Kg respectivamente (Ahlert, 1998; Jones, 2012). La fuente mas probable de estos

metales es la emanacién de gases del volcan Lascar, que produce una acumulacién
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mayor en el sitio S3 el cual se encuentra en una cota inferior respecto de la cuenca
incluyendo la pendiente asociada a los sitios S1 y S2 (con una diferencia de 30 m de
altura) con lo cual un efecto de lavado por lluvia podria movilizar elementos siguiendo
la pendiente de las laderas de la cuenca hacia sitios del tipo S3.

\Las diferencias significativas en los contenidos de micro y macronutrientes entre los
sitios en estudio (resultado no esperado al inicio del estudio), indica la importancia de
considerar otros parametros del suelo al momento de interpretar los resultados del
andlisis de la estructura y funcion de las comunidades de microorganismos de estos
suelos.

En conclusidn, los resultados sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los sitios
seleccionados nos sitdan en un ambiente Gtil para abordar el estudio de comunidades de
microorganismos en un ambiente no intervenido por actividad humana. Los suelos de
esta cuenca altiplanica representan ademas un modelo de perturbacién ambiental en
forma de un gradiente de pH, variable que ha sido identificada como el factor que mejor
explica la diversidad de bacterias en ambientes terrestres (Fierer y col., 2011; Fierer,
Leff, y col., 2012).

Nuestra caracterizacion se suma a la recientemente reportada por Diaz y

colaboradores (Diaz y col, 2016), quienes evaluaron desde una perspectiva

paleobotanica la distribucion de especies vegetales en el transecto Talabres-Lejia.
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2. Caracterizacion taxonémica y funcional de las comunidades de bacterias de

sitios contrastantes para la variable pH de suelo

2.1 Caracterizacion taxonémica

Diversos estudios han examinado la estructura taxondémica de los microbiomas del
suelo en el Desierto de Atacama. Estos trabajos se han orientado principalmente a
identificar parametros fisicoquimicos que simulan ambientes en otros planetas, la
relacion entre diversidad y humedad del ambiente, incluyendo el efecto de un gradiente
de humedad en la orientacion norte-sur (Andrew y col., 2012; Azua-Bustos y col., 2012;
Moreno y col., 2012; Narasingarao y col., 2012; Neilson y col., 2012; Viles, 2012; Crits-
Christoph y col., 2013; Davila y col., 2013; Paulino-Lima y col., 2013; Piubeli y col.,
2015). Sin embargo los lugares de muestreo se sitlan en regiones del desierto
denominadas “desierto absoluto”, las cuales son predominantes y practicamente no
presentan precipitaciones durante todo el afio. Por otra parte, la estepa alto andina, si
bien presenta un mayor nivel de precipitaciones se caracteriza por poseer temperaturas
extremadamente bajas, viento y nieve, con un balance de agua critico (tasa de
precipitacion/evaporacion) debido a la exposicion a altas temperaturas en verano y a las
cada vez menos abundantes precipitaciones de inviemo (Vuille & Bradley, 2000;
Demergasso y col., 2010) y estan expuestas a una radiacion UV de 1.65 veces més que a
nivel del mar (Cabrol y col., 2009). A pesar de que el altiplano es un ecosistema
extremo, que se extiende a lo largo de la cordillera de los Andes muy poco se sabe de su

microbiologia. El estudio mas reciente en el sector se abocod al andlisis de las
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comunidades de microorganismos del agua y sedimentos de la Laguna Lejia
(Demergasso y col., 2010) seguido de otro con enfoque en el zooplancton (Munoz-
Pedreros y col., 2013). Desde un punto de vista metodologico, los estudios de las
comunidades de microorganismos se han realizado mediante técnicas de Electroforesis
en Gel con Gradiente Denaturante (DGGE) o Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (T-RFLP) cuyas resoluciones presentan limitaciones cuando
se intenta describir muestras complejas (muchas especies en baja abundancia). Debido a
la baja resolucion de las técnicas utilizadas hasta el momento, decidimos enfocar
nuestros esfuerzos en una identificacion profunda a nivel tanto de rDNA 16S como de
metagendmica utilizando las técnicas de secuenciacion masiva siguiendo los protocolos
actuales de identificacién microbiana. En primera instancia se probaron diversos “kits”
comerciales y protocolos de extraccion de DNA de suelo llegando a la conclusion que
ninguno de los “kits” comerciales nos entregaba un DNA integro y en cantidad
adecuada, a diferencia del método en base a CTAB. Lo interesante de este punto es que
resultd no ser un problema de nuestra muestra pues al revisar la informacién
proporcionada por los fabricantes encontramos que la calidad asegurada bajo sus propios
controles (informacion publicada en sus sitios web) considera la obtencién de DNA de
integridad variable pero “amplificable”. Lo anterior no es problema en estudios
cualitativos destinados principalmente a identificacién pero es delicado en estudios
cuantitativos destinados a comparacién y a anilisis metagenémicos. Por ello, y
considerando los resultados comparativos entre diferentes protocolos de extraccion de
DNA (no mostrados), utilizamos un protocolo en base a CTAB el cual fue optimizado

para muestras de desierto (Prestel y col., 2008). Se escogié para la amplificacion del gen
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codificante para la unidad ribosomal 16S una zona que comprende los primeros 500
pares de bases del gen debido a que contiene las regiones hiper-variables V1 a V3 y es
considerada la zona con mayor representacion en las bases de datos lo cual nos permitid
un nivel adecuado de identificacion (McDonald y col., 2012; Quast y col., 2013).

Al revisar publicaciones recientes sobre comunidades microbianas de muestras
complejas no existe consenso sobre el numero minimo de lecturas que se debe utilizar
para la descripcion total de los OTUs presentes, dado que este valor depende de la
complejidad de la muestra (numero de genomas diferentes y riqueza filogenética). En
términos practicos, en nuestras muestras de suelo no fue posible llegar a un niimero
constante de OTUs, incluso utilizando esfuerzos de secuenciacion que alcanzaron las
100.000 lecturas por muestra, lo cual pudimos comprobar empiricamente al realizar el
analisis mezclando las lecturas de los triplicados (datos no mostrados). Este fenémeno
puede ser explicado si consideramos la gran diversidad microbiana presente en este tipo
de matriz bioldgica, en la cual 1 g de suelo puede contener entre 3.000 a 10.000
microorganismos diferentes (Torsvik & Ovreas, 2002; Torsvik y col., 2002; Curtis &
Sloan, 2004; Cowan y col., 2005; Gans y col., 2005; Hirsch y col., 2010). Mediante
andlisis exploratorios con muestras de la zona logramos determinar que para asegurar un
minimo de 5.000 lecturas mapeadas a la base de datos Greengenes con un 99 % de
identidad se necesitan 30.000 lecturas totales. Durante la secuenciacién se obtuvo un
niamero de lecturas superior a 40.000 lecturas para la mayoria de las muestras a
excepcion de la muestra S1 donde los triplicados tuvieron lecturas en torno a las 30.000
lecturas. Si bien cumple con limite propuesto, la diferencia respecto de las otras 6

muestras puede tener origen en la naturaleza fisicoquimica del suelo desde el cual se
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extrajo la muestra (pH 5.88). En términos comparativos el rendimiento de extraccion de
DNA en esta muestra siempre fue un 10 % menor a los otros suelos probablemente
debido a la influencia residual del bajo pH sobre el método de extraccién, algo que
continud influyendo en la amplificacion de rDNA 16S en la que se obtuvo una menor
cantidad de amplicon total respecto de las otras muestras a pesar de mezclar cantidades
equimolares de DNA. A pesar de lo anterior, al aplicar los filtros de calidad y largo nos
quedamos con una poblacion en torno al valor esperado segin se observa en la Tabla
2.1.1, con un nimero de lecturas mapeadas que van desde las 6.447 hasta las 14.752.
Debido a esta diferencia de lecturas mapeadas entre las muestras no es posible realizar
una identificacion de OTUs y comparacion de muestras directa sin antes normalizar el
numero de lecturas. Esto se realiza extrayendo en forma reiterada (al menos 10 veces )
una seleccion al azar de lecturas (secuencias) desde las muestras en un ciclo que parte en
10 lecturas y termina en 6.400 lecturas. Este proceso es conocido como rarefaccion. El
resultado, utilizando lecturas normalizadas, nos indica que el sitio S3 (pH 8.51) es quien
posee un mayor numero de OTUs respecto de los otros dos sitios y también posee
mayores indices de diversidad Shannon y diversidad filogenética PD, lo cual contrasta
con lo reportado por Fierer (2006) y Lauber (2009) quienes, en una prospeccion de
sitios a nivel planetario observaron que en general la riqueza (niimero de OTUs) y la
diversidad eran mayores en pH neutro que en pH extremo. Sin embargo, al examinar los
datos publicados (Fierer & Jackson, 2006) con los declarados en esta tesis considerando
el mismo rango de pH encontrado en nuestros sitios el cual no es extremo, encontramos
que la correlacion entre pH y riqueza asi como la relacion entre pH y diversidad son

igualmente no significativas, sugiriendo que las comunidades de microorganismos de
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suelo ajustan su riqueza y diversidad en ambientes que alcanzan mayores rangos de
variacién de pH. Sin embargo también es posible que variaciones, locales mas que
planetarias, en factores nutricionales u otros factores fisicoquimicos modulen los
parametros de riqueza y diversidad en nuestra comunidad. En este contexto, los datos
sugieren que la mayor riqueza observada en el sitio S3 esta relacionada con las
particulares condiciones ambientales de este sitio. En particular, llama la atencién que
las especies dominantes son mas variadas segin lo indica el indice de Shannon y, en
general, también lo son los demés miembros de la comunidad segin lo indica la
diversidad filogenética PD.

Es importante mencionar que los antecedentes sobre la formacién geoldgica de
los suelos de la cuenca del volcén Lazcar, indican que este terreno formé parte de una
misma laguna mas extensa y profunda la cual, luego de un incremento progresivo de su
drenaje y evaporacion, ha dado paso a un amplio sector alcalino y de salinidad
intermedia. Lo anterior nos permite suponer que el perfil base del asentamiento
bacteriano en la zona corresponde a microorganismos con capacidades de resistencia a
pH alto (mayor a pH 8) y salinidad, mientras que la aparicién de nuevas zonas de
colonizacion mediadas por el material efluente de las emisiones volcanicas depositadas
en el terreno dieron paso a nuevas etapas de colonizacion y adaptacion. Esto explicaria
la alta riqueza y diversidad observada en suelo S3 respecto de los otros sitios.  Las
relaciones de abundancia entre filos de los sitios serd retomado mas adelante en un
Analisis de Correlacion Canénica entre abundancia de especies y variables ambientales.
Al utilizar los OTUs como elemento de comparacion entre los sitios (Figura 2.1.3, panel

A) se observa que todos los sitios comparten un 35,6 % de los OTUs totales (554
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elementos) lo cual comprueba nuestro supuesto sobre la redundancia de genomas
bacterianos entre los 3 sitios debido a su proximidad a pesar de las significativas
diferencias ambientales. Segin lo observado en trabajos de escala global, el nivel de
interseccion a nivel de OTUs cae en funcion de la distancia entre las muestras (Fierer &
Jackson, 2006; Lauber y col., 2009). Los sitios S2 y S3 comparten un 24 % de los OTUs
totales por lo cual quedan en el mismo clado segiin 1a Figura 2.1.2. Estos sitios estin a
unos 100 metros de distancia por lo cual era esperable que compartieran mayor nimero
de genomas respecto del sitio S1 que se encuentra a unos 2.000 metros de distancia.
Probablemente por la misma razén el sitio S1 posee el mayor nimero de OTUs tinicos
con un 11.4 % del total.

Finalmente y en el contexto de la caracterizacion taxondmica, nuestros resultados
nos permitieron identificar 26 filos de los cuales los mas abundantes son Acidobacteria,
Actinobacteria y Proteobacteria comprometiendo mas del 80 % de las muestras, lo cual
concuerda con lo descrito en otros sitios del desierto (Goémez-Silva y col., 2008; Neilson
y col., 2012; Crits-Christoph y col., 2013; Paulino-Lima y col., 2013; Piubeli y col.,
2015). Interesantemente, de los 23 filos que presentaron los menores valores de
abundancia relativa, la mayoria afin son filos candidatos (raros) (Solden y col., 2016).

La abundancia relativa de los OTUs identificados muestra el patron tipico
encontrado en la mayoria de las muestras de suelo siguiendo una distribucion del tipo
power-low, caracteristica de ensambles bacterianos en los cuales unos pocos OTUs dan
cuenta de la mayor parte de la biomasa de la comunidad (Bailey y col., 2013).

Con el fin de seleccionar los OTUs caracteristicos de cada sitio (aunque no

necesariamente exclusivos) se realizé un agrupamiento mediante mapas auto-asociativos
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conocido por sus siglas en inglés como SOM o red de Kohonen (Kohonen, 2001), el cual
es un tipo de red neural artificial, la cual es entrenada con los datos. En nuestro caso con
los valores de abundancia relativa de los OTUs, de modo de producir una representacion
discreta de los datos, en este caso, grupos de OTUs que comparten variaciones
equivalentes en sus valores de abundancia entre los sitios analizados. SOM utiliza un
algoritmo competitivo (opuesto al de aprendizaje prueba/error) que preserva las
propiedades topologicas de los datos originales mediante una funcién de vecindad. Esto
lo hace particularmente Util en datos asociados a entidades interactuantes como las
comunidades biologicas (Kohonen, 2001). Al observar los grupos formados
encontramos 3 cuyos OTUs presentan abundancias diferenciables entre los 3 sitios
segan se observa en la Figura 2.1.4 y representan porcentajes importantes de la
abundancia total de la comunidad: 69 % en la muestra S1, 63 % en la muestra S2 y 40 %
en la muestra S3. La caida en la representacion del grupo S3 puede estar ligada
nuevamente al menor nimero de OTUs unicos, segiin ya se ha observado, lo cual
significa que gran parte de su poblacion puede habitar en los otros sitios examinados. La
caracterizacion taxondmica de estos sub-grupos nos presenta un escenario mas acotado
pues estan representados sélo 14 filos de muestra original. El grupo 1 es el tnico que
posee los filos AD3, Firmicutes y WPS-2 mientras que €l grupo 3 93”531 unico que posee
OTUs de los filos BRC1 y FBP. Estos filos son considerados “materia oscura”, pues por
ahora se conoce muy poco sobre su biologia (Rinke y col., 2013; Solden y col., 2016).
Por lo tanto, nuestros datos sobre su pertenencia a grupos de OTUs conocidos pueden

ser de ayuda para futuros proyectos de investigacion en cuanto a sus propiedades

funcionales.
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En conclusién, la informacion taxonomica permitio caracterizar la estructura de
las comunidades de microorganismos de los 3 sitios junto con establecer sub-grupos que
comparten patron de abundancia especifico para cada sitio, informacion que sera
contrastada con: 1) los datos de variables ambientales y de nutrientes, y 2) la

informacion funcional que se obtuvo desde los genomas reconstruidos.

2.2 Ensamble y caracterizacion funcional de metagenomas (i

A la fecha, existen pocos reportes que describen procedimientos para reconstruir
genomas desde metagenomas complejos, siendo los trabajos realizados en muestras de
agua y de sedimento marino (Delmont y col., 2015; Sunagawa y col., 2015; Hug,
Thomas, y col., 2016) lo mas parecido al nivel de complejidad que exhiben los suelos
analizados en esta tesis de Doctorado. Considerando lo anterior, el grupo de Per Nielsen
establecié que es necesaria una base de informacion (volumen de secuenciacion de
DNA) minima de 10 Gb de datos con lecturas superiores a 100 pb para obtener genomas
con abundancias inferiores al 0.1 % desde muestras de baja complejidad (< 40 OTUs,
crecidas en bioreactor) (Albertsen y col., 2013). Por ello y considerando que el numero
de OTUs en las muestras de suelo oscila entre los 750 y 1200 nos pusimos como meta
obtener al menos 15 Gb de datos con lecturas de 150 pb. Los resultados indican que,
luego de descartar secuencias sin informacion y perder un 7 % en el tamafio de las
lecturas por problemas de calidad, nuestro analisis se ejecutd sobre un conjunto de
secuencias mayor a 17.7 Gb, con lecturas de largo promedio de 138,3 pb lo cual nos

permitio eludir restricciones de ensamble de genomas por problemas de baja cobertura.
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Para ensamblar los metagenomas se realizaron pruebas con tres programas
(“ensambladores”) dedicados a este proposito con el fin de comparar y detectar
eventuales inconsistencias en los resultados: Velvet (Zerbino & Birney, 2008), CLC
Genomics Workbench (Qiagen, USA) y IDBA-UD (Peng y col., 2012) (datos no
mostrados). Si bien Velvet es uno de los programas mas utilizados en ensamble de
microorganismos, su algoritmo no estd optimizado para enfrentar ensamble de
secuencias con una gran variaciéon en la profundidad de lecturas por molécula
ensamblada. Esto tiene sentido pues la idea de Velvet es ensamblar genomas Gnicos
provenientes de muestras homogéneas. Algo similar ocurre con CLC, el cual si bien
tiene un mejor desempefio que Velvet con nuestras muestras, su algoritmo no esta
preparado para lidiar con cambios bruscos de profundidad de lecturas por lo cual
excluye mucha informacién (>90 %). En cambio, IDBA-UD es un programa
computacional cuyo algoritmo est4 pensado para muestras metagenémicas por lo cual
logra mejores resultados, ocupando un mayor porcentaje de los datos ingresados y
obteniendo mayor niimero de secuencias ensambladas con largos que superan las 10.000
pares de bases. Finalmente, todas las muestras metagenomicas fueron ensambladas con
este programa logrando un uso total de datos en forno al 32 % mientras que los otros
ensambladores no utilizaban mas del 10 % de datos.

La informacion total obtenida en nuestros ensambles fue en promedio 770 Mb lo
cual pareciera mantener una relacion al niimero inicial de lecturas generadas en la etapa
de secuenciacion pues, al mezclar el conjunto de secuencias de dos muestras, se obtiene
un poco mas del doble de datos y de “scaffolds”. Esto se ha observado con anterioridad

(Albertsen y col., 2013; Carr y col., 2013; Alneberg y col., 2014; Nielsen y col., 2014;
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Delmont y col., 2015), siguiendo un efecto incremental similar al descrito con el mimero
de lecturas provenientes de amplificacion tDNA 16S donde a pesar de los esfuerzos en
secuenciacion no se llega a plateau. Este efecto tiene su explicacion en que existe un
gran numero de genomas contenidos en el suelo, de los cuales s6lo podemos observar
cierto porcentaje que ademas estd sobre-representado (genomas mas abundantes). Al
aumentar los esfuerzos en secuenciacion seguimos viendo los genomas abundantes y van

apareciendo siempre nuevos genomas con menor representacion de abundancia.

Existen al menos un par de formas de realizar una caracterizacion funcional a
partir de datos metagenomicos. Por una parte se pueden utilizar las lecturas sin
ensamblar lo cual asegura una caracterizacion total de lo que existe en las muestras sin
sesgo de ensamble. El problema es que al usar secuencias cortas (< 150 pb) se produce
una pérdida de especificidad, y por lo tanto, una menor potencia de analisis con mayor
probabilidad de error. La otra opcidn es realizar una caracterizacion a partir de los genes
predichos (CDSs) desde los “scaffolds™ ensamblados. Esta Gltima opcién permite una
caracterizacion més especifica pues los elementos a comparar constituyen genes de largo
completo y la informacién de vecindad de los genes en “scaffolds” genera una capa de
informacién importante para evaluar presencia de operones. Al realizar la
caracterizacion de nuestros metagenomas utilizando ambos tipos de aproximaciones y
analizar los resultados en cuanto a la clasificacion COG (Figura 2.2.1) se obtiene que
tanto para secuencias crudas como para CDSs existen 8 categorias que estin presentes
en el grupo de las 10 mas abundantes de cada muestra. Es decir, estas 8 categorias

funcionales representan la mayor abundancia en todas las muestras, en ambos tipos de
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analisis:

[J1 Traduccion, estructura ribosonal y biogénesis

[L] Replicacidn, recombinacion y reparacion

[M] Biogénesis de pared celular/membrana/cobertura
[C] Produccion y conversion de energia

[G] Transporte y metabolismo de carbohidratos

[E] Transporte y metabolismo de aminoacidos

[R] Funcion generales (solo prediccion)

Funcioén desconocida

De estas 8 categorias, 3 se intersectan al revisar las 5 categorias mas abundantes
en todas las muestras, en ambos tipos de analisis:
e [L]Replicacion, recombinacion y reparacion

e [E] Transporte y metabolismo de aminoacidos
e [R] Funcién general (s6lo prediccion)

En los perfiles se observa que en general la magnitud de las diferencias
funcionales, entre las tres muestras, es de menor envergadura a las diferencias
observadas en la composicion taxondmica, lo cual es similar a lo descrito anteriormente
para tracto intestinal, mares y suelos (T. H. M. P. Consortium, 2012; Fierer, Leff, y col.,
2012; Sunagawa y col., 2015). Con el fin de obtener mayor informacion sobre los
componentes de los metagenomas y revisar si estos resultados siguen siendo vélidos
ahondamos en la descripcion de las comunidades mediante el ensamble del mayor

numero de genomas de calidad que se puedan rescatar desde dichas muestras.
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2.3 Recuperacion de genomas individuales desde metagenomas

La recuperacion de genomas individuales desde una muestra compleja se ha
realizado principalmente en base a métodos dependientes de la composicién del DNA,
como por ejemplo el porcentaje de GC (Mande y col., 2012). Un indicador mas
sofisticado y especifico consiste en la construccion de mapas emergentes de auto-
organizacion basados en la frecuencia de tetranucledtidos (Tetranucleotide frequency—
based emergent self-organizing maps: ESOMs). El concepto detras de este indicador es
que los genomas de distintas especies poseen una frecuencia particular de organizacién
de sus nucledtidos, la cual puede ser usada como una huella dactilar para agrupar
segmentos de DNA. Este indicador fue aplicado para obtener los genomas de las 49
poblaciones menos abundantes de un acuifero modificado por presencia de acetato
(Wrighton y col.,, 2012). Sin embargo, muchos de los genomas obtenidos no se lograron
separar de forma clara, lo cual se observa por la presencia de miltiples copias de genes
de copia Unica dentro de los subgrupos de secuencias separados por ESOMs, lo cual
puede derivar en una incorrecta interpretacion de su evolucion, fisiologia y ecologia.

Es importante mencionar que el método de clasificacion de Albertsen y
colaboradores (2013) es independiente de su composicién y puede ser usado como
primer paso de clasificacion, seguido de la clasificacion mediante otros indicadores
como ESOMs. Ellos, uilizando un metagenoma proveniente de una comunidad de
bacterias de un bioreactor, cuyo DNA fue extraido de dos formas diferentes, obtuvieron
31 grupos de poblaciones lo cual incluia especies de baja abundancia (<1 % de la

abundancia relativa). Diecinueve de estos grupos fueron refinados en genomas
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completos o casi completos. Al probar este nuevo método con el set de datos de
secuencia metagenomica derivadas de una muestra de agua ambiental (Wrighton y col.,
2012), lograron una mejor separacién de las especies o sub-grupos de secuencias, lo cual
permite mejorar la calidad y acabado de ensambles individuales. Nuestro procedimiento
de reconstruccion de genomas aprovechd la oportunidad de contar con comunidades de
microorganismos que varian la magnitud de la abundancia relativa de sus miembros
segun lo observado por IDNA 168. El principio detras del método es que los segmentos
de DNA que pertenecen a una misma especie experimentaran el mismo cambio de
abundancia promedio entre distintas condiciones, pues el cambio de biomasa de la
especie es directamente proporcional a su cantidad de DNA, lo cual permitird agrupar
los segmentos de DNA o “scaffolds” en funcion de este cambio.

Si bien, el protocolo aplicado para discriminar genomas individuales dentro de
los metagenomas ya ensamblados consideran lo descrito por Albertsen e al (2013),
incluye diversas modificaciones para mejorar la capacidad de discriminacion en
genomas a partir de una muestra compleja (OTUs >800). La modificacion que tuvo
mejor resultado fue tomar como base un ensamble hibrido de muestras de dos
condiciones a comparar (S2 + S1 o S2 + S3). Lo anterior con el prop6sito de maximizar
la posibilidad de crear “scaffolds” de mayor tamafio y potenciar el ensamble de
secuencias de DNA que estdn presentes en ambas muestras.

A partir de los ensambles hibridos de las muestras se obtuvieron 2 nuevos
metagenomas con las caracteristicas descritas en las ltimas 2 columnas de la Tabla
2.2.2. Posteriormente las secuencias de todas las muestra fueron mapeadas por separado

para determinar la cobertura promedio de cada “scaffold” en cada muestra. También se
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determind el contenido de GC y la frecuencia de tetrameros de cada “scaffold”. Las 3
variables fueron convertidas en componentes principales (PCA) para realizar el
agrupamiento de “scaffolds” (Albertsen y col., 2013; Alneberg y col., 2014). En el panel
A de la Figura 2.2.2 se observa como ejemplo el agrupamiento de “scaffolds” de la
muestra “S2 + S3” graficado en funcién de los 2 primeros componentes principales
donde cada “scaffold” esta representado por un punto de distinto color segun el grupo al
cual fue asignado. Se obtuvieron 150 “clusters” o gOTUs que incluyen 35 % de las
bases totales y 8 % del total de “scaffolds™, lo cual incrementa significativamente la
eficiencia en el uso de secuencias en comparacion a lo que hemos logrado rastrear a la
fecha en la literatura. Se evalud el grado de acabado de los gOTUs mediante la bisqueda
y conteo de 36 genes que en general se presentan como copia Unica en otras especies
(Alneberg y col., 2014). Utilizando los criterios mencionados en la seccion de resultados
(Figura 2.2.2, panel B), se logr6 recuperar 74 gOTUs (o “clusters” de “scaffolds”) los
cuales fueron desarmados a sus secuencias originales y re-ensamblados como conjunto
(por “cluster”) mediante el programa computacional Velvet para optimizar la calidad de
ensamble de cada gOTU. El nimero de CDSs recuperados se situd en un rango acotado
dentro de lo esperado, con un promedio de 4.500 genes. Doce gOTUs superaron los
10.000 genes de los cuales 6 genomas que superan los 10Mb. Dichos casos le dan fuerza
al concepto gOTUs pues los genomas reconstruidos no constituyen necesariamente un
unico genoma, pero si constituyen una unidad taxondmica (genomas que representan
cepas de una especie o especies cercanas del mismo género) que por el momento no es

posible resolver en sus miembros (cepas/especies) originales. Para evitar problema de
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sesgo por tamafio en los analisis comparativos se realizd, en todos los casos, una
normalizacion por tamafio de muestra.

El indicador de abundancia relativa de cada gOTU, calculado en las 3 muestras,
permitié posicionar los gOTUs en un espacio tridimensional como se observa en la
Figura 2.23. Este andlisis permiti6é clasificar los 74 gOTUs en 3 grupos segin su
distribucién diferencial con alguno de los 3 sitios (S1, S2 o S3). Esto nos permite
agrupar 14 genomas con mayor abundancia en S1, 39 con mayor abundancia en muestra
S2 y 21 con mayor abundancia en muestra S3. El mayor nimero de genomas
reconstruidos en S2 apoya la idea que el nimero de “scaffolds” se relaciona
directamente con el ndmero inicial de lecturas generadas en la etapa de secuenciacién
pues, al mezclar el conjunto de secuencias de dos muestras, se obtiene un poco mas del
doble de datos y de “scaffolds”: uno proveniente del ensamble S1 con S2 y otro
proveniente del ensamble S3 con S2. Como la interseccion de ambos ensambles es la
muestra S2, al reconstruir genomas desde cada ensambles hay una doble ganancia para
la muestra S2 obteniendo el doble de gOTUs que con las otras muestras. La posibilidad
de agrupar los genomas reconstruidos segtin su distribucién diferencial entre sitios, y lo
que ya sabemos en cuanto a la importante interseccion de OTUs entre los 3 sitios, nos
lleva a pensar que existe un sesgo en el método de clasificacion de “scaffolds” el cual
priorizaria la separacion de aquellos que poseen una alta diferencia de cobertura entre las
muestra evaluadas. Esta hipotesis debe ser contrastada con el comportamiento de la
poblacién (OTUs) lo cual se discute mas adelante en el Anélisis de Correspondencia
Canonica.

La estructura de la mayoria de los genomas reconstruidos sigue lo esperado en
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cuanto a una uniformidad en el contenido de GC y la paridad esperada en el sesgo de GC
(GC skew: G-C/G+C) la cual cambia de signo en torno al 50 % del largo total del
genoma en todos los gOTUs construidos. Considerando que en general esta posicion en
las bacterias coincide con los sitios de origen y termino de la replicaciéon [revisado por
Grigoriev (1998) y por Bentley y Parkhill (2004)] nuestro resultado sustenta la estrategia
de anélisis utilizada en la discriminacién de “scaffolds”, y refuerza la propuesta de
utilizar los pardmetros dependientes de secuencia elegidos (porcentaje de GC y
frecuencia de tetrdmeros) y los parametros independientes de secuencia (abundancia
relativa entre sitios).

El proceso de anotacion taxondmica nos permitio identificar el 88 % de los
gOTUs, logrando llegar a nivel de género en 37 casos, siendo el género candidato
Chloracidobacterium el mas comun con 21 gOTUs, la mayoria [14 gOTUs]
perteneciente a S2 (Tabla 2.2.2 y Figura 2.2.5). Este es un género de reciente
clasificacion dentro del filo Acidobacteria donde se propone el nombre Blastocatellia
como clase candidata para agruparlo. Posee una especie secuenciada denominada
Chloracidobacterium thermophilum encontrada en fuentes termales de Yellowstone y
Nuevo México la cual es propuesta como un nuevo grupo de bacteria fotosintética
aerobica dependiente de clorosomas (Garcia Costas y col., 2012; Hallenbeck y col.,
2016). La similitud entre los genomas encontrados en este trabazjo y el genoma
secuenciado estd en el rango del 50 % y 60 % a nivel nucleotidico por lo cual es
probable que los genomas reconstruidos pertenezcan a un nuevo tipo de bacteria cuya
especie filogenéticamente mas proxima seria Chloracidobacterium thermophilum,

bacteria con la cual no comparte nicho ambiental.

92




2.4 Analisis integrado de datos mediante superposicion de variables

Debido a la gran cantidad de datos obtenidos para los 3 sitios, tanto abidticos
como bidticos, es necesaria una reduccion de dimensiones para integrar la informacion
en un modelo descriptivo del ecosistema. Si bien existen diferentes métodos para llevar
a cabo esta tarea, el mas especifico es el Anélisis de Correspondencia Canoénica.
Empleando este método es posible priorizar el ordenamiento de los sitios en funcién de
las variables biéticas (abundancias de filos) y, en funcién del resultado, permite evaluar
la matriz de variables ambientales para determinar coémo se relacionan con el
ordenamiento previo (Legendre & Legendre, 1998). En nuestro caso la matriz inicial
contiene los filos identificados en cada sitio con su abundancia relativa considerando
triplicados. A esta matriz le hemos sumado los OTUs seleccionados mediante SOM
también con sus abundancias relativas en triplicado y los gOTUs reconstruidos con la
abundancia relativa calculada en base al nimero de lecturas promedio por “scaffold”
para cada genoma con abundancia diferencial entre los sitios S1, S2 y S3. Al graficar
los datos en el sistema de coordenadas biplot, que incluye todas las variables y sus
relaciones, se observa el comportamiento de las variables biolégicas (Figura 2.3.1
paneles A y B). Respecto del ordenamiento de sitios podemos ver que éstos forman un
tridngulo, en el cual cada vértice corresponde a los tres sitios analizados con sus
respectivas réplicas las cuales se ubican muy cercanas entre si. Esto nos indica que la
variabilidad bioldgica en cada sitio es muy baja respecto de la variabilidad con los otros
sitios, sugiriendo que la distribuci6n diferencial de los gOTUS generados se explica por

el ajuste funcional de estos genomas a las particularidades fisicoquimicas de cada uno de
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los sitios analizados. Como se observé en la Figura 2.1.3, existe un niicleo de filos que
esta presente en todas las muestras los cuales en este el CCA se mantienen en torno al
centro del tridngulo; pero a la vez, existe ciertos filos que pertenecen de forma exclusiva

a algun sitio o tienen sesgo importante en alguno de los vértices.

De particular interés resulta la presencia exclusiva en algunos sitios de filos
considerados “materia oscura”, los cuales representan bacterias poco conocidas hasta el
momento y cuyo potencial promete enriquecer las posibilidades metabélicas conocidas
hasta ahora (Rinke y col., 2013; Hug, Thomas, y col., 2016). Al revisar el ordenamiento
de los OTUs seleccionados por SOM encontramos que poseen una tendencia de
ordenamiento a hacia los sitios correspondientes (S1, S2 y S3) lo cual tiene sentido
considerando que los perfiles fueron seleccionado por esa propiedad. Esta tendencia es
mucho mas fuerte en los genomas reconstruidos, los cuales se ordenan en su mayoria
muy cerca de los vértices del triangulo. De esta forma se observa que el método de
reconstruccion efectivamente tiene un sesgo por el cual agrupa “scaffolds” que poseen
una alta diferencia en los niveles de abundancia entre las muestras siendo que, segin el
analisis de OTUs, sabemos que existe un gran namero de genomas con abundancias
intermedias. Este sesgo resulta beneficioso en nuestro caso pues nos permite identificar
gOTUs tnicos para cada sitio y esta condicion puede estar relacionada con una
capacidad metabolica de especiacién a nicho y/o con déficit de capacidades para
sobrevivir en condiciones diferentes a las de su nicho.

Al revisar las variables ambientales que correlacionan con el ordenamiento de

sitios y con las condiciones diferenciales que pueden definir la condicién de vida de
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dichos gOTUs, es importante considerar la magnitud de los vectores fisicoquimicos y/o
nutricionales (panel B, Figura 2.3.1). Considerando que los vectores entregan una idea
de la fuerza de correlacion, la orientacion en cambio indica el tipo de relacion (directa o
indirecta). Finalmente, el angulo que forma el vector respecto de la linea imaginaria que
va del centro a los vértices del triangulo indica si esa variable es importante para el
ordenamiento de los sitios. En atencidn a estos criterios nuestro datos indican el sitio S1
posee una correlacion positiva y marcada con la disponibilidad de los micronutrientes
Mn, Fe, Cu y Zn y posee una relacion negativa y mas débil con pH y K. Este es un
resultado esperado considerando el pH del suelo determina en gran medida la
solubilidad y, por lo tanto, la disponibilidad de estos micronutrientes (Andrews y col.,
2003; Jones, 2012; Colombo y col., 2014). Estas variables permiten separar la muestra
S1 de S2 y S3 y, por lo tanto, podrian definir las comunidades bacterianas presentes en
S1. Por otro lado, S3 posee una correlacion positiva fuerte con B, S, Ca, Na y un poco
més débil con C y EC. Tal como fue discutido anteriormente, este sitio es el que posee
mayor rastro de las emisiones volcanicas del Lazcar, ademas de ser el sitio mas cercano
al borde de la alcalina Laguna Lejia. La alta concentracion de especies de origen
volcanico medidas nos hace pensar que también pueda tener la mas alta concentracion
de metales pesados y, por lo tanto, su comunidad bacterian; y en particular los genomas
exclusivos deben poseer mecanismos que les permitan enfrentar niveles toxicos de

metales y sales.
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3. Representacion diferencial de los elementos de homeostasis de pH en los

genomas ensamblados

3.1 Anilisis comparado de los elementos de homeostasis de pH en los genomas

ensamblados de S1, S2 y S3 utilizando categorias SEED.

El anélisis de las variables fisicoquimicas y nutricionales indica que los tres sitios
del estudio presentan caracteristicas ambientales diferenciales. En paralelo, el analisis de
las comunidades bacterianas sugiere que estas diferencias repercuten marcadamente,
tanto en la estructura de las comunidades, como en el repertorio de sus funciones
moleculares. Con el proposito de evaluar esta posibilidad, se utilizaron los genes
predichos desde los genomas reconstruidos como un indicador de capacidades
funcionales que pueden ser comparadas en grupo. De esta forma se genera una matriz de
abundancia, en la cual las filas contienen las diferentes categorias funcionales, las
columnas corresponden a los 74 gOTUs y cada celda contiene el nimero de genes que
codifica para proteinas con una funcion clasificada las categorias SEED, normalizados
por el total genes que ingresaron al conteo. Los datos indican que los metagenomas se
agrupan formando parte de la misma rama en el arbol de vecindad (Figura 2.2.6),
situacién que se repite independientemente del protocolo de ensamble utilizado. Este
resultado coincide con lo observado en metagenomas de microbiomas de humanos (FL.
M. P. Consortium, 2012), pues los atributos funcionales son similares entre las personas
a pesar de la variacion en la estructura de la comunidad. Interesantemente, un estudio a

escala global describiendo metagenomas de ecosistemas marinos coincide con este

96



resultado (Sunagawa y col., 2015). En este Gltimo estudio, las notables diferencias
fisicoquimicas entre los ecosistemas marinos se corresponden con diferencias en la
composicion taxonémica de los microbiomas, sin embargo la mayoria de los genes
constituyen un nicleo funcional compartido. Por lo tanto, nuestro resultado suma un
nuevo ambiente en el cual la estructura taxondmica de las comunidades se diferencia
entre sitios con caracteristicas fisicoquimicas diferenciales (incluyendo la composicion
de nutrientes), pero no se diferencian en cuanto a sus atributos funcionales. Por otra
parte, la comparacion de los atributos funcionales entre algunos de los gOTUs generados
si permite detectar diferencias entre los diferentes tipos de suelo analizado (Figura
2.2.6). En este mismo contexto, una comparacion en detalle de la categoria funcional
“respuesta a estrés” y sus categorias internas, entre estos genomas reconstruidos y los
metagenomas ensamblados (Figura 2.2.7), revela nuevamente una baja variabilidad entre
metagenomas de los tres sitios estudiados y un mayor grado de diferenciacién entre los
g0TUs reconstruidos. Ambos resultados confirman nuestra hipdtesis de trabajo en
cuanto a que el discriminar genomas de taxas particulares dentro del metagenoma,
permite identificar propiedades funcionales taxa-especificos. Dicha matriz nos permitié
observar las relaciones entre los genomas en la Figura 2.2.6 y el detalle de la categoria
respuesta a estrés de la Figura 2.2.7 segtn lo discutido anteriormente. Como uno de los
objetivos de la tesis es la comparacién a nivel de sitio, la matriz fue simplificada
agrupando los genomas pertenecientes al mismo sitio para lo cual se sumé el conteo
relativo de cada categoria SEED generando una matriz con 3 columnas: S1, S2 y S3.
Dicha matriz nos permitid evaluar la existencia de categorias enriquecidas en cada

muestra mediante Test Exacto de Fisher. El andlisis se realizé en el nivel 2 de la
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categorizacion SEED lo cual nos permite tener un nivel intermedio de descripcién con
una potencia representativa a nivel de p menor a 0.001, es decir, el niimero de elementos
a comparar es suficiente para establecer una correlacion significativa.

Siguiendo este razonamiento, los gOTUs fueron agrupados por sitio a fin de
comparar el nimero de elementos que suman en cada categoria SEED e identificar la
existencia de categorias enriquecidas en cada muestra mediante Test Exacto de Fisher
considerando como sitio de referencia a la muestra S2 (suelos de pH neutro), la cual
representa la condicion mas amigable para el establecimiento bacteriano segin lo
descrito en la introduccion. En base a lo anterior, la terminologia de comparacion se
basa en el enriquecimiento  (sobre-representacion) o empobrecimiento (sub-
representacion) de caracteristicas funcionales respecto de S2. De esta forma vemos que
S1 posee un enriquecimiento en 15 categorias y un empobrecimiento de 14 categorias
SEED de nivel 2, mientras en que S3 s6lo una categoria esta enriquecida y una
disminuida usando el mismo nivel de categorizacion. Esta notoria diferencia se
correlaciona con lo observado al comparar las semejanzas de los sitios a nivel de
taxonomia (Figura 2.1.2), pues la composicion de la comunidad de S3 se asemeja con S2
indicando una mayor similitud taxon6mica, algo que se evidencia al observar que el
nivel de interseccién de OTUs de ambos sitios llega al 24 % lo cual es el doble de la
interseccion entre S1 y S2 (Figura 2.1.2, panel A). En efecto, de los 21 gOTUs
asignados a S3 por poseer alli una mayor abundancia, 20 estan presentes también en S2
y 18 estan presentes también en S1. Al realizar esta misma comparacion pero centrados
en S1 se observa que de los 14 gOTUs asignados a S1 por poseer alli una mayor

abundancia, 13 también estan presentes en S2 y 9 estan presentes también en S3. Por lo
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tanto, la similitud funcional entre los genomas de sitios S2 y S3 tiene un fuerte asidero
en la similitud de composicion de ambos sitios. A pesar de lo anterior resalta en los
resultados que la categoria funcional enriquecida en S3 respecto de S2 sea “resistencia a
antibidticos y compuestos toxicos”. Al avanzar un nivel dentro de la categoria
encontramos que la sub-categoria responsable de esta diferencia es “resistencia a
cobalto-zinc-cadmio” la cual en general involucra respuesta a metales pesados. Sabemos
que la disponibilidad de Zn no presenta una diferencia significativa entre los tres sitios
pero exhibe una tendencia mayor en S1. Dado lo anterior, debemos suponer que esta
categoria debe estar activada en respuesta a Cadmio, Cobalto y otros metales pesados.
Como se discuti6 anteriormente, el sitio S3 presenta la mayor disponibilidad de azufre y
boro la cual se asocia a una mayor influencia de gases volcanicos, por lo cual es de
esperar que la zona también posea una alta disponibilidad de metales pesados a los
cuales las bacterias del sector se encuentran habituadas.

Respecto al sitio S1 destacan varias categorias funcionales sobre-representadas,
las cuales se discuten a continuacion. En primer lugar se ubica la categoria “asimilacion
organica de azufre”. Esa categoria estd relacionada con las formas que utilizan los
organismos para almacenar y transportar azufre en las células. Al observar las sub-
categorias encontramos que la razon de este enriquecimiento se debe a que 5 gOTUs de
S1 poseen proteinas asociadas al transporte de glutation. Este cofactor es un iso-
tripéptido producto de la condensacion de cisteina en extremo C-terminal del glutamato
y una adicion posterior de glicina que es utilizado por muchos organismos como
reservorio de azufre. Ademads, por sus propiedades redox y nucleofilicas, determina el

tono reductor del citoplasma y participa en reacciones de reduccion, constituyendo una
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linea de defensa ante especies reactivas de oxigeno (ROS), xenobioticos y metales
pesados (Mendoza-Cozatl y col., 2005). Como se ha discutido anteriormente, existen
reportes indicando que la zona tiene una importante presencia de metales pesados por lo
cual la presencia de esta molécula ya representaria una ventaja, pero en particular el sitio
S1, por su bajo pH, representa una zona donde las bacterias se enfrentan a
concentraciones elevadas de ROS producto de los mecanismos de adaptacion que
utilizan modificaciones de la cadena respiratoria para mantener la fuerza protoén motriz
(Krulwich y col., 2011b). Lo anterior se observa en S1 en las 3 categorias sobre-
representadas en gOTUs asociadas a “Respiracion” las cuales se contraponen con las
sobre-representadas en S2. De esta forma, la presencia de glutatién en algunos gOTUs
de S1 podria tener relacion directa con el pH del medio y la presencia de metales
pesados. Existe otra categoria sobre-representada en S1 que estd involucrada con la
disponibilidad de azufre: la categoria “nitrito reductasa disimilatoria”. Esta, en sus sub-
categorias, se relaciona con la presencia de la proteina uroporphyrinogen I, un
precursor de grupo hemo que permite la sintesis del grupo prostético “siroheme
(sirohaem)” (Hansen y col., 1997). Este grupo es usado por algunas enzimas para
realizar la reduccion de azufre y nitrogeno (Murphy y col., 1974), siendo esencial en S.
cereviseae para la asimilacion de azufre al convertir el sulfito en sulfido, el cual puede
ser incorporado en compuestos organicos como la homocisteina (D. Thomas & Surdin-
Kerjan, 1997). Considerando todo lo anterior creemos que la presencia de glutation es
central en los gOTUs identificados en S1. La categoria “trasportadores putativos de
hemin”, sobre-representada en S1 respecto de S2 y S3, involucra todo lo relacionado con

el transporte, permeabilidad y uni6n a lipidos del grupo prostético hemin el cual es el
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grupo hemo presente en peroxidasas, catalasas y citocromos.

Otra categoria sobre-representada en S1 respecto de S2 y S3 es “transportadores
ABC” cuya categoria interna apunta a los “transportadores ABC de aminoacidos de
cadena ramificada” que corresponden a leucina, isoleucina y valina. Estos
transportadores estan asociados a la obtencion de estos aminoacidos desde otros
organismos, es decir una actividad principalmente simbionte y/o patégena (Prell y col.,
2009; Hsu-Ming y col., 2012; Belitsky, 2015). Taxonoémicamente ninguno de los 74
genomas reconstruidos puede ser vinculado de forma directa a estos estilos de vida por
lo cual no es clara la diferenciacion encontrada en esta categoria respecto de los 3 sitios.
Sorprendentemente la categoria de “sintesis y degradacion de aminoacidos ramificados”
también estid sobre-representada lo cual nos entrega una nueva arista para revisar en
trabajos futuros.

Respecto a las categorias sobre-representadas en S2 respecto de S1 destacan los
mecanismos de adquisiciéon y metabolismo de hierro con las categorias “adquisicion de
hierro en Vibrio”, “sideroforos” y “sistemas de transporte tipo Ton y Tol
(especificamente tonB)”. Debido a los distintos tipos de nicho en donde vive Vibrio
cholerae y su absoluto requerimiento de hierro se sabe que posee multiples sistemas de
adquisicion de hierro que incluyen el sistema de transporte dependiente de tonB y el uso
de distintos tipos de sideroforos (Wyckoff y col., 2007), los cuales estan en su mayoria
sobre-representados en S2 y también en S3 (datos no mostrados). Segin los datos de
disponibilidad de nutrientes (Tabla 1.1) sabemos que los sitios S2 y S3 presentan menor
disponibilidad de Fe respecto del sitio S1, lo cual es una de las variables influyentes en

la estructura de las comunidades bacterianas inversamente asociada al pH del suelo
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(Figura 2.3.1). De esta forma, los datos de capacidad funcional de los genomas
reconstruidos sugieren la influencia directa de condiciones ambientales sobre la
seleccion de miembros de la comunidad con capacidades especificas.

Algo que pareciera ser especifico de S2 son los mecanismos de “resistencia a
invasion intracelular”, a la cual se suman ofras categorias sobre-representadas como el
sistema “CRISPR” (Barrangou y col., 2007; Marraffini & Sontheimer, 2008, 2010), los
“compuestos biologicamente activos en metazoos para la defensa y diferenciacién
celular (sulfatos esteroides)” (Marinho y col., 2012) y “sistemas de modificacién
mediados por restriccién molecular (enzimas de restriccion de tipo Iy tipo IIT)” (Westra
y col., 2012; Chen y col., 2016). En su mayoria se trata de mecanismos que previenen la
transferencia horizontal de DNA lo cual podria indicar que en la comunidad bacteriana
de S2 existe mayor competencia entre especies y posiblemente también haya mayor
presencia viral.

Respecto a la fijacion de nitrégeno, S2 presenta gOTUs con presencia de
distintos miembros del operon Nif (Merrick & Edwards, 1995), como nifS, nifU y nifA.
Segun se observa en el panel B de la Figura 2.3.1, la comunidad bacteriana de S2 esta
influenciada por la disponibilidad de N en un vector que se descompone en NO3 y NH4.
Si bien no es posible establecer por ahora €l tipo de mecanismo especifico, sabemos por
taxonomia que los gOTUs de S1 no pertenecen a los grupos clasicos de fijacién
simbionte y tampoco es un sector donde existan plantas relacionadas con esta funcion,

por lo tanto es probable que se trate de mecanismos de fijacion de nitrogeno en vida

libre (Ny).



3.2 Aunalisis comparado de proteinas asociadas homeostasis de pH en los genomas

ensamblados de S1, S2 y S3

Mientras la mayoria de los eucariontes exhiben un pH interno de 7,3 y dependen
fuertemente de un pH externo de 7,4 (Casey y col, 2010), algunas bacterias
neutralofilicas pueden crecer con un pH externo entre 5,5 y 9,0 pero generalmente
mantienen su pH citoplasmatico cercano al rango de 7,5-7,7 (Padan y col., 2005;
Slonczewski y col., 2009a). Estas bacterias pueden ser expuestas a pH maés extremo y
sobrevivir, pero inhibiran su capacidad reproductiva para concentrarse en mantener
activa la maquinaria de homeostasis de pH. Por el contrario, las bacterias acidofilicas
son capaces de crecer y reproducirse entre pH 1,0 y 3,0 con un crecimiento moderado
entre pH 3,0 vy 5,0, y las bacterias alcalofilicas entre pH 10,0 y 13,0 con un crecimiento
moderado entre pH 9,0 y 10,0 (Gerday y col., 2007; Gerday & Glansdorff, 2009). Las
bacterias extremofilas, como las que se encuentran en las zonas escogidas del Desierto
de Atacama, usan varias de las estrategias presentes en bacterias neutrhalofilicas, pero
con adaptaciones para responder a desafios mas extremos (Slonczewski y col., 20092).
En general, las estrategias utilizadas son las siguientes:

e Regulacion del consumo de protones o generacion de protones por enzimas

metabolicas

o Expulsidén o captura de protones

e Cambios en la permeabilidad de membrana a protones

e Adaptaciones gendmicas (uso de codones)




e Mejores mecanismos de reparacion de DNA y proteinas

Cada una de estas estrategias involucra elementos funcionales particulares que
varian entre especies y que han sido descritos a partir de organismos modelo para cada
rango de pH (Baker-Austin & Dopson, 2007; Slonczewski y col., 2009a; Krulwich y

col., 2011a).

En base a estos mecanismos se seleccionaron 13 tipos de proteinas asociadas a
respuesta a pH en bacterias (Tabla 3.2.1) las cuales se usaron como molde para
encontrar ortologos en cada genoma reconstruido. Al agrupar el resultado de homologia
de genes segiin el sitio donde se observo cada genoma se observa que la mayoria de las
proteinas poseen representantes en los genomas de los 3 sitios (Tabla 3.2.2). Ello nos
muestra que en el ambito de las capacidades funcionales asociadas a respuesta a pH
evaluadas, no existe un sesgo evidente (todo o nada) entre los sitios. Al revisar los
resultados en profundidad mediante un Test Exacto de Fisher se observa una diferencia
significativa en presencia de la subunidad B de la proteina citocromo bo (CyoB). Esta
proteina es una bomba que expulsa protones al exterior y cuya actividad se ve
incrementada en E coli ante un desafio acido (Slonczewski y col., 2009a). Al observar
el contexto de esta proteina tenemos que el complejo citocromo bo (subunidades A, B,
C, E) esta presente en el 82 % de los genomas de sitio S1, mientras que esta en el 74 %
de los genomas de S2 y en el 75 % de los genomas de S3. Esto nos muestra una
tendencia general respecto de la presencia de este complejo en los sitios con una mayor
presencia en el sitio acido (S1), lo cual concuerda con lo esperado segin lo descrito en

E. coli (Padan y col., 2005; Slonczewski y col., 2009a). Otra de las proteinas con
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presencia significativa en S1 es FlgS la cual es un sensor de histidina que pertenece a la
familia de los sensores de dos componentes y que probablemente responde a variaciones
de pH en el periplasma. Se ha establecido que esta proteina es parte esencial del
mecanismo de regulacion de pH citoplasmatico mediado por la expresion de la enzima
ureasa en la bacteria gram negativa H. pylori. El mecanismo involucra la interaccion
entre FigS y ArsRS (otro sensor dependiente de pH) para regular el pH del periplasma.
De esta forma la bacteria logra sobrevivir oscilaciones entre pH acido y neutro propios
del ambiente gastrico. La presencia significativa FigS en los gOTUs de la muestra S1
podria dar indicios de una capacidad de homeostasis de pH mediada por regulacion
periplasmética pero de una forma diferente a la descrita en H. pylori, algo que abre
nuevas posibilidades de exploracion en el area (Krulwich y col., 2011b). Al revisar la
incidencia de FlgS en los genomas reconstruidos se observa que esta presente en el 80 %
de los gOTUs de S1, el 67 % de S2 y 70 % de S3 indicando nuevamente una tendencia
favorable en las comunidades de pH 4cido.

Respecto los gOTUs presentes en pH acalino (muestra S3), se observa que éstos
tienen significativamente mas presencia de la proteina acidica de capa de superficie
(Acidic surface-layer protein: SlpA), quien es el material estructural de la capa
monomolecular de superficie (capa-S) de algunas bacterias (Krulwich y col., 2011b).
Estos polimeros pueden unir cationes, lo cual contribuiria a la captura de H" y Na',
incrementando su disponibilidad cerca de la superficie contribuyendo a la homeostasis
de pH y al trabajo bio-energético en condiciones de pH alcalino (Padan y col., 2005).
Especificamente son s6lo 3 genomas reconstruidos los que poseen dicha proteina: gOTU

B23 del orden actinomycetales con 14 ortélogos, gOTU BI117 sin asignacion
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taxonomica con 11 ortélogos y gOTU B6 del orden actinomycetales con 4 ortélogos. Si
bien la presencia no es exclusiva de estos genomas pues también se encontro en gOTU
AN22 y BN134, ambos de muestra neutra, en ellos solo existe un ortélogo, mientras que

no se encontraron ortélogos en gOTUs de muestra acida.

Considerando que éste es el estado del arte en cuanto a respuesta a pH, nuestros
resultados nos indican que a nivel general los mecanismos descritos en organismos
modelos no representan necesariamente una polarizacion de capacidades funcionales en
respuesta a pH en organismos de comunidades naturales las cuales, segin hemos
encontrado mediante el analisis diferencial de las categorias SEED, presentan
diferencias significativas como conjunto en categorias completas. Sin duda es necesario
tener en consideracion otras capas de informacion para corroborar lo encontrado hasta
ahora en la respuesta especifica a pH, como por ejemplo evaluar la expresion de los
genes y/o la presencia proteinas lo cual requeriria desplegar nuevas capacidades de

muestreo en el terreno.
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CONCLUSIONES

El cambio de abundancia relativa de taxas es una herramienta atil para
disciminar genomas de taxas particulares dentro de metagenomas pertenecientes a
comunidades bacterianas de suelo sometidas a condiciones contrastantes de pH.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de los sitios seleccionados
permitieron establecer un ambiente Util para abordar el estudio de comunidades de
microorganismos en un sector no intervenido por actividad humana. Ademas, los suelos
de esta cuenca altiplanica representan un modelo de perturbacién ambiental en forma de
un gradiente de pH, variable que explica gran parte de la diversidad de bacterias en
ambientes terrestres.

El anélisis taxonémico permitid caracterizar la estructura de las comunidades de
microbianas de los 3 sitios estudiados, junto con establecer sub-grupos que comparten
un patréon de abundancia sitio-especifico. Ademads, siguiendo un modelo clasico de
analisis de comunidades bacterianas, se ensamblé el metagenoma de cada muestra con
un porcentaje de utilizacién de lecturas en torno al 32 % lo cual es superior a lo descrito
en muestras similares. Al revisar los perfiles de categorias funcionales obtenidos desde
la anotacion funcional de los metagenomas se observa que la magnitud de las diferencias

%
funcionales entre las 3 muestras, es de menor envergadura a las diferencias observadas

en la composicion taxondémica, lo cual es similar a lo descrifo hasta el momento para

metagenomas de tracto intestinal, mar y suelo.
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Utilizando criterios dependientes e independientes de la composicion de
secuencia fue posible recuperar 74 genomas (gOTUs), los cuales presentan una
distribucion diferencial respecto de los 3 sitios (S1, S2 o S3). De esta forma se obtienen
14 genomas con mayor abundancia en S1, 39 genomas con mayor abundancia en S2 y
21 con mayor abundancia en S3. Al evaluar diferentes parametros de calidad en los
genomas reconstruidos los resultados sustentan la estrategia de analisis utilizada en la
discriminacion de “scaffolds”. A la vez se refuerza la propuesta de utilizar una mezcla
de métodos para maximizar la recuperacion de genomas desde muestras complejas. El
proceso de identificacion taxonomica nos permiti6 realizar una asignacion al 88 % de los
g0TUs, logrando llegar a nivel de género en 37 casos.

El analisis integrado de datos nos permitié analizar las correlaciones entre la
composicién de las comunidades y las variables fisicoquimicas del sector, observando
que la variabilidad biolégica en cada sitio es baja respecto de la variabilidad entre sitios.
Ello sugiere que la distribucién diferencial de los gOTUs recuperados se explica por una
adaptacién funcional de estos microorganismos a las particularidades fisicoquimicas de
los sitios analizados. De igual forma, a pesar que existe un gran ntmero de OTUs
compartidos entre los 3 sitios, se observa que ciertos filos poseen una fuerte tendencia a
estar en sitios particulares, especialmente filos representantes de bacterias poco
conocidas hasta ahora (“dark matter”) y cuyo potencial promete enriquecer las
posibilidades metabolicas conocidas.

El sitio S1 presentd una correlacion positiva con los micronutrientes Mn, Fe, Cu
y Zn pero negativa y mas débil con pH y K, lo cual es de esperar considerando que el pH

determina en gran medida la solubilidad de esos metales. Por otro lado, S3 posee una
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correlacién positiva con B, S, Ca, Na, C y Conductividad Eléctrica, siendo este el sitio
con mayor aporte de material proveniente de emisiones volcénicas del Lazcar y el mas
cercano a la Laguna Legia, lo cual nos permite predecir que posee una mayor presencia
de metales pesados respecto a los otros sitios.

Al categorizar la anotacion funcional de los gOTUs en base a SEED y comparar
la distribucién de funciones entre los sitios se encontraron correlaciones positivas con
las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos, varias de ellas ligadas de forma directa al
pH del suelo. Destaca en el sitio S1 la presencia de proteinas asociadas a la sintesis de
glutation, el cual se asocia a la asimilacion de azufre, resistencia a metales pesados y
resistencia a ROS, el cual puede ser producido producto de mecanismos de homeostasis
de pH (ajustes en la cadena respiratoria). En cambio, en S2 destacan las categorias
asociadas a mecanismos de adquisicion de hierro, cuya disponibilidad es menor
comparada con S1 posiblemente debido a la diferencia de pH.

La basqueda de proteinas relacionadas con los mecanismos de homeostasis de
pH descritos en organismos modelos en los gOTUs de cada sito no revelé una
polarizacién de capacidades funcionales en respuesta a pH. De hecho existe una
presencia transversal de estas proteinas en los gOTUs de los 3 sitios, a pesar que
mediante la comparacion de categorias SEED se observan enriquecimientos de
categorias asociadas a homeostasis de pH. Sin duda, es necesario tener en consideracion
otras capas o niveles de informacion para corroborar lo encontrado hasta ahora en la
respuesta especifica a pH. A pesar de lo anterior destaca en el sitio S1 la presencia de la
proteina CyoB, existiendo una tendencia en este sitio a la presencia completa del

complejo citocromo bo el cual es una bomba de protones utilizada por distintos
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organismos para mantener la FPM ante condiciones de pH bajo. Por otro lado, la
proteina acidica de capa de superficie SIpA se encuentra sobre-representada en algunos
gO0TUs de S3, sugiriendo que en estos genomas puede existir un mecanismo de

atraccion superficial de protones ante condiciones de pH alto.

Finalmente, hemos encontrado que existen relaciones entre las categorias
funcionales enriquecidas en los gOTUs y las caracteristicas del ambiente de cada sitio,

las cuales tienen una importante asociacion a la variacién de pH.

Las capacidades generadas durante el desarrollo de la tesis no sélo entregaron
nuevas formulas para potenciar la reconstruccion desde comunidades complejas, ademas
demostraron la utilidad de estas herramientas para establecer vinculos entre las
capacidades funcionales de los miembros de una comunidad bacteriana y su relacién con

las caracteristicas del ambiente donde viven.
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single contig. The genome contains 3,634,864 bp. 3299 protein—coding genes, 45 tRNAs, six copies of
55-165-23S rRNA and a high genome average GC-content of 68.04%.
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Bacteria isolated from extreme environments show remarkable
tolerance to life-threatening conditions, making them important
sources of prominent genes useful for biotechnological approaches.
In this context, the Atacama Desert is especially attractive, since
microorganism communities growing there are exposed to chal-
lenging environmental conditions, such as extremely low water
availability, nutrient-poor soils, extreme solar radiation, large tem-
perature oscillations, elevated salinity and high levels of arsenic
(Crits-Christoph et al., 2013; Smediey and Kinniburgh, 2002).
Recently, we recovered 30 isolates with different morphologies
and abiotic tolerant features from a pH and salinity gradient tran-
sect located at 4480 m.as.l in the Atacama Desert, with ranging
day/night temperatures from -3.9 Cto24.4 C.Among the isolates,
a Gram positive, motile and yellow-intense pigmented bacterium,
identified as a Microbacterium strain by 165 rDNA gene sequenc-
ing, had one of the widest pH {5-12) and salinity (0-7%) tolerance
ranges, and so it was selected for whole genome sequencing. This
isolate was named Microbacterium sp. CGR1 {RGM2230}.

Genomic DNA from Microbacterium sp. CGR1 was purified from
exponential growth cultures {1 mL, ODggo:0.5} using the DNeasy
Blood & Tissue Kit for DNA {Qiagen). Genome sequencing was

* Corresponding author at: Laboratorio de Biownformatica y Expresién Génica,
INTA—Universidad de Chile, El Libano 5524 Santiago. Chile.
E-mrail address: i 3 rauchile of (M. Gonzdlez}.
! These authors have contributed equally to this work.
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performed at GCB Genome Sequencing Shared Resource { Duke Uni-
versity) using four single-molecule-real-time {SMRT) cells of the
PacBio RSH {Pacific Biosciences, Menlo Park, CA) platform with a
15 kb to 20 kb insert library and XL/C2 chemistry, producing a total
of 299,922 reads post-filter with mean read length of 12,794 bp,
N50 size of 17,569bp and a total of 3,837.473,443 bp. De novo
assembly was conducted using HGAP version 3 (SMRT Analysis ver-
sion 2.3} with default parameters {(Chun e ab, 2013), resulting in a
complete contig of 3,634,864 bp with coverage of 717x, represent-
ing the first genome of the genus Microbacterium assembled in a
single contig.

Microbacterium sp. CGR1 was annotated using the NCBI Prokary-
otic Genome Annotation Pipeline released 2013 {Tatusova et al,
2013} and approved on August 11'P, 2015. We predicted 51 RNA
genes {6 rRNA and 45 tRNA), a total of 3299 protein-coding genes
and a high genome average GC-content of 68.04 mol (see {abie 1).

The genome of Micrebacterium sp. CGR1 revealed the presence
of the complete set of genes for riboflavin biosynthesis. Riboflavin
{vitamin B2} is a yellow water-soiuble vitamin produced by all
plants, fungi and many microorganisms, but not by higher animals
including humans. Vitamin B2 is known to be the central compo-
nent of the cofactor’s flavin adenine dinucleotide (FAD) and flavin
mononucleotide (FMN), which are necessary to all flavoproteins.
For this reason, riboflavin is required for a large variety of cellular
processes. Traditional chemical synthesis of riboflavin is now being
replaced by low cost and less energy wasting commercially com-
petitive biotechnological processes that use ascomycetes Ashbya
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Discrimination of taxa-specific genomes of soil bacteria through analysis of
abundance changes between two natural environmental conditions
J. Maldonado™?, D. Mandakovic?, M. Latorre?, P. Cabrera®,
V. Cambiazo® and M. Gonzalez”.
'Doctorado en Ciencias, mencion Biologia Molecular, Celular y Neurociencias.
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
?Laboratorio de Bioinformatica y Expresioén Génica, INTA, Universidad de Chile
jomaldon@gmail.com

Introduction:

Current developments in metagenomics allow us to describe links between community
properties and features of their environment. The next step will be to determine the
relative contribution of different taxa to the global function of the bacterial community
in the environment. The goal of the present work is to use and develop bioinformatics
tools to discriminate taxa-specific genomes inside a metagenome to understand the
relationship between changes on relative abundance in the bacterial community
members that face abiotic variations, and their functional capacities responsive to the
changes.

Material and Methods:

We extract DNA form soil of 2 near sites of the Atacama Desert that present differences
in environmental variables and nutrient composition. This DNA was sequenced and
samples were assembled together. The scaffolds were binning by abundance, GC content
and other variables. These subgroups were reassembled to obtain final genomes that
represent taxa-specific genomes.

Results:

We have been able to assembly 3 draft genomes of novel bacteria form each site with
contrasting abundances. Functional analysis of those genomes reveals significant
differences from the corresponding metagenome pattern and from the genomes of the
contrasting site.

Discussion:

Current results on big metagenome projects like Human Gut or Global Ocean
Microbiome shows that functional pattern don’t change despite the origin or
composition of samples. Our work reveals that the environment drives a selection over
the components of a community, and those components, don’t follow necessarily the
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community functional pattern. This new methods of taxa-specific discrimination of
genomes will help us to understand the processes that explain the adaptation of these
organisms to extreme environments.

Investigation founded by FONDAP CGR15090007 and CONICYT Doctoral Fellowship.
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Discrimination of taxa-specific genomes of soil bacteria through analysis of
abundance changes between two contrasting environmental conditions
J. Maldonado™?, D. Mandakovic?, M. Latorre®, P. Cabrera?,
V. Cambiazo® and M. Gonzalez?.
"Doctorado en Ciencias, mencion Biologia Molecular, Celular y Neurociencias.
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
?Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica, INTA, Universidad de Chile
jomaldon@gmail.com

Current developments in metagenomics allow us to describe associations befween
community properties and features of their environment. The next step should be to
determine the relative contribution of different taxa to the global function of the bacterial
community. The goal of the present work is to use and develop bioinformatic tools to
discriminate taxa-specific genomes inside a metagenome in order to understand the
relationship between changes in the relative abundance of bacterial community members
that face abiotic variations, and their functional capacities responsive to these changes.
We extracted DNA form soil of 2 near sites of the Atacama Desert that present
differences in environmental variables and nutrient composition. This DNA was
sequenced and samples were assembled together. The scaffolds were binned by
abundance, GC content and other variables. These subgroups were reassembled to obtain
final genomes that represent taxa-specific genomes.

We have been able to assembly 55 draft genomes of novel bacteria of contrasting
abundances among sample sites. Functional analysis of those genomes revealed
significant differences from the corresponding metagenome functional patterns.

Our work reveals that the environment drives a selection over the components of a
community, and those components do not necessarily follow the community functional
pattern. This new approach of taxa-specific discrimination of genomes will help to
understand the processes that cause the adaptation of these organisms to extreme
environments.

Investigation founded by FONDAP CGR15090007 and CONICYT Doctoral Fellowship.
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Local soil features regulate bacterial community composition at the Lascar volcano
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Despite the high effort recently added to the survey of soil bacterial communities using
high throughput sequencing of 16S rRNA gene and culture-independent methods, yet
few studies have analyzed the influence of local environmental factors over soil
microbial diversity. The central objective of this study was to characterize the soil
microbiomes from three geographically related sites, but with significant differences in
soil physicochemical parameters and nutrients composition, located at 4,480 m a.sl. at
the summit of Lascar volcano in central region of the Atacama Desert. In a first step, we
described the microbial community by deep sequencing of the hypervariable regions V1-
V3 of 16S rRNA gene and compared their diversity pattern with different environmental
variables. We mapped 15,768 reads to Greengenes database with a 3 % cutoff,
classifying 2,077 total OTUs and 799 to 977 OTUs per sample after rarefaction (9,000
reads). Community structure parameters such as richness and phylogenetic diversity
were correlated with pH, electrical conductivity, and available soil fractions of P, K, Ca,
Fe and Zn. Canonical correspondence and SOM clustering analyses allowed us to
identify OTUs differentially distributed among the three sampled soils. Taken together,
our results indicate that the differences in local soil features rather than shared
environmental variables (temperature, relative humidity, UV radiation) among sampled
sites had a higher impact defining a large fraction of the soil microbiome composition,
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including several OTUs from candidate phyla or “dark matter”. The identification of
differential bacteria among sites is relevant for future genomic studies that explain how
bacteria fit to contrasting soil abiotic factors.
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Reconstructing Rare Soil Microbial Genomes using Metagenomic
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Jonathan Maldonadol’z, Mauricio Gonzalez*".
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Current developments in metagenomics allow us to describe associations between
community properties and features of their environment. The next step should be to
determine the relative contribution of different taxa to the global function of the bacterial
community. The central objective of the present work is to use and develop
bioinformatic tools to discriminate taxa-specific genomes inside a metagenome in order
to understand the relationship between changes in the relative abundance of bacterial
community members that face abiotic variations, and their functional capacities
responsive to these changes.

We extracted DNA form soil of 3 near sites of the Atacama Desert that present
differences in environmental variables and nutrient composition. This DNA was
sequenced and samples were assembled together. The scaffolds were binned by
abundance, GC content and other variables. These subgroups were reassembled to obtain
final genomes that represent taxa-specific genomes.

We have been able to assembly 74 draft genomes of novel bacteria of contrasting
abundances among sample sites. Functional analysis of those genomes revealed
significant differences from the corresponding metagenome functional patterns.

Our work reveals that the environment drives a selection over the components of a
community, and those components do not necessarily follow the community functional
pattern. This new approach of taxa-specific discrimination of genomes will help to
understand the processes that cause the adaptation of these organisms to extreme
environments.
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“Mathomics, Center for Mathematical Modeling (CMM), Universidad de Chile, Beauchef
851 (northern building) 6th floor, Santiago, Chile.
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The Atacama Desert is a recognized exfreme environment for its severe aridity,
oscillating temperatures and intense UV radiation, environmental conditions that are
exacerbated in the high elevated saline lakes from the Altiplano. Despite the harsh
environmental features displayed in these lakes, some groups of bacteria manage to
reside in these settings. In order to deeply characterize the bacterial composition of one
of these lakes, we identified by Next Generation Sequencing (NGS) using a culture-
independent approach the complete bacterial community present at Lejia lake soil (LLS)
shore. We identified around one thousand bacteria distributed in twenty-six different
phyla, including those in low abundance. Then, to recover a highly represented bacterial
community from Lejia lake shore in the laboratory, we implemented culture-based
approaches combined with NGS technology. For this, we developed two agar culture
media, one based in supplementation of a minimal medium (SM) and another based on
an extract of soluble fraction of soil directly obtained from LLS (SEM). The NGS of
16S rRNA gene of the bacterial cultivable-community showed that SEM resulted better
than SM to recover bacterial community richness and diversity. Moreover, the number
of different bacteria recovered after culturing in SEM accounted for 12.9 % of the total
bacteria from LLS, while only 7.8 % was recovered from SM. Thus, the capture of
bacteria using SEM was significantly higher than by SM. On the other hand,
measurements of the elements in the soil and in culture emphasized the relevance of
recapitulating the physicochemical composition of the environment fo better recover
microbial communities.
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In this study, we were able to describe for the first time the microbial community
inhabiting the Lejia lake soil shore and its complete cultivable-community by NGS
technology. The combination of cultivation techniques coupled with high throughput
sequencing approaches allowed the cultivation of important previously uncultured
bacteria and makes possible in vitro studies of environmental microbial communities

and their ecological interactions.
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