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Resumen de la tesis que presenta Clara Barcelos Santiago como requisito parcial para la obtenciéon del
grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacion en Biologia Ambiental.

Caracterizacion de las comunidades microbianas presentes en los sedimentos de Perdido y
Coatzacoalcos del Golfo de México mediante analisis metagenémicos

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncion Lago Leston
Directora de tesis

La metagendmica hace uso de las tecnologias de secuenciacidn masiva para estudiar el contenido
gendmico presente en una muestra tomada del ambiente. Esta disciplina ha permitido expandir el
conocimiento sobre los microorganismos que habitan en los diversos ecosistemas del planeta sin la
necesidad de aislarlos o cultivarlos. Un gran nimero de muestras tomadas de la columna de agua y de
sitios impactados por derrames de hidrocarburos en el golfo de México ha sido estudiado con
aproximaciones metagendmicas mientras que la caracterizacion de la microbiota de sus sedimentos ha
sido relativamente escasa. Por esta razon en este trabajo se analizaron muestras de sedimentos tomados
de profundidades que van desde 550 hasta 3,200 m de profundidad en 18 puntos de dos regiones del
Golfo de México (Perdido y Coatzacoalcos), con el fin de conocer la comunidad procariota que los habita.
Para ello se utilizaron dos aproximaciones metagendmicas: secuenciacion de amplicones de la regién V4
del gen 16S del ARNr, y secuenciacion shotgun. Las secuencias de amplicones obtenidas se procesaron
informaticamente con herramientas de USEARCH y comandos de QIIME. La asignacion taxondmica de las
OTUs se realizd de novo usando la base de datos SILVA 128. El limpiado, ensamble y anotacion de las
lecturas obtenidas de la secuenciacién shotgun se realizé con las herramientas Trimmommatic, MEGAHIT
y Prokka, respectivamente. Los resultados obtenidos muestran que la profundidad de la toma de muestra
tiene un mayor efecto en la riqueza y abundancia de especies que la regiéon de procedencia de los
sedimentos. Por ejemplo los miembros de Planctomycetacia (Bacteria) disminuyen al aumentar la
profundidad mientras que los del Marine Group | (Archaea) aumentan. También se encontré que los filos
predominantes son: Proteobacteria, Thaumarchaeota, Planctomycetes, Acidobacteria y Chloroflexi, y que
los sedimentos de profundidades mayores a 2,000 m son similares entre si en términos de composicién
microbiana. En los metagenomas de los sedimentos de las tres estaciones analizadas se identificaron genes
involucrados en reacciones de éxido-reduccion de compuestos de azufre y nitrégeno y en la fijacién del
carbono, ademds de genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos aromaticos. El estudio de la
microbiota que habita en estos ambientes es necesario para identificar patrones que permitan inferir los
procesos biogeoquimicos que son impulsados por los microorganismos, y proporcionar una linea base para
el planteamiento de estudios dirigidos a la obtencién de productos de interés biotecnoldgico.

Palabras clave: Metagendémica, sedimentos, amplicones, shotgun, Perdido, Coatzacoalcos, golfo de
Meéxico.
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Abstract of the thesis presented by Clara Barcelos Santiago as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology.

Metagenomic analysis of seafloor microbial communities from Perdido and Coatzacoalcos in the Gulf
of Mexico

Abstract approved by:

Dr. Maria Asuncidn Lago Leston
Thesis Director

Metagenomics refers to the study of the genomic content directly extracted from an environmental
sample and has been used to increase the knowledge about ecosystems and their microbial inhabitants.
Marine environments have been extensively studied using metagenomic approaches with the aim to
characterize the microbial diversity and their interactions with the geosphere. In the Gulf of Mexico,
metagenomics studies have been conducted primarily in samples taken from the water column and from
sites impacted by oil spills, whereas sediments have traditionally received less attention. Sediments were
taken from 18 sites of the regions of Perdido and Coatzacoalcos in the Gulf of Mexico, from depths ranging
from 500 to 3,200 m under the sea level, in order to know the prokaryotic community inhabit them.
Samples were analyzed using two metagenomic approaches: amplicon based and shotgun sequencing.
Reads from the sequencing of amplicons of the V4 region of the 16S rRNA gene were processed using
bioinformatics tools: USEARCH algorithm was used to merge the forward and reverse sequences and to
clean up the sequences; QIIME's commands were used to do the taxonomic assignment, OTUs were
assigned de novo using the SILVA 128 database. The cleaning, assembly, and annotation of the reads from
the shotgun sequencing were performed using Trimmommatic, MEGAHIT, and Prokka, respectively.
Results show that the sample depth rather than the location influences the richness and abundance of the
microbial inhabitants of the sediments. For example, members of Planctomycetacia (Bacteria) decrease
with increasing depth while, the abundance of the Marine Group | (Archaea) members increases. It was
also found that the predominant species from the regions studied are members of the Proteobacteria,
Thaumarchaeota, Planctomycetes, Acidobacteria, and Chloroflexi fila and, that sediments of depths
greater than 2,000 m are similar to each other in terms of microbial composition. The microbiome of the
sediments contains genes involved in oxidation-reduction reactions of sulfur and nitrogen compounds and
in carbon fixation; also genes related to the degradation of aromatic hydrocarbons were identified. Studies
about microbial communities from sediments are necessary to identify patterns that allow us to infer the
biogeochemical processes driven by microorganisms, and provide a baseline for studies aimed to obtain
products of biotechnological interest.

Keywords: Metagenomics, marine sediments, 16S, shotgun, Perdido, Coatzacoalcos, gulf of Mexico.
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Capitulo 1. Introduccion

Los microorganismos son los responsables de catalizar la mayoria de las reacciones quimicas que
dan forma a los ambientes de la Tierra y sus océanos. Diferentes especies de bacterias y arqueas
intervienen en procesos que transforman y reciclan las sustancias orgdnicas e inorganicas necesarias para
el mantenimiento de la biosfera (Falkowski et al., 2008). Estos procesos, denominados en conjunto como
ciclos biogeoquimicos, ocurren naturalmente en suelos, cuerpos de agua y sedimentos. Las reacciones
guimicas que componen estos ciclos son extremadamente complejas y estan mediadas por una diversidad

microbiana desconocida o pobremente caracterizada (Madsen, 2011).

Los microorganismos que habitan la biosfera son altamente diversos y sélo un pequefio porcentaje
de ellos (1%) ha podido ser cultivado (Rappe y Giovannoni, 2003). El estudio del porcentaje de
microorganismos restante es uno de los retos mas importantes para la microbiologia actual. El desarrollo
de métodos de cultivo ha sido extremadamente complicado puesto que en el crecimiento de los
microorganismos intervienen una gran variedad de factores que aln permanecen desconocidos (Epstein,

2013).

Ante la dificultad que representa cultivar a los microrganismos se han desarrollado nuevas
estrategias y metodologias que permiten estudiarlos sin la necesidad de aislarlos y/o cultivarlos. Para la
realizacion de estos estudios se requiere la extraccion del material gendmico de una muestray su posterior
secuenciacion. En la actualidad esta secuenciacion se realiza mayoritariamente usando las tecnologias de
secuenciacién de alto rendimiento o Next Generation Sequencing (NGS); puesto que permiten generar
gigabases (Gb) de datos gendmicos a un costo sustancialmente mas bajo que el que era posible hace sélo
15 afios (http://www.genome.gov/sequencingcosts/). Una de las disciplinas que mas se ha beneficiado
de estas mejoras, es la Metagendmica, que permite el estudio gendmico de los microorganismos no

cultivables de manera mas rapida, econémica y reproducible (Wooley et al., 2010).

La metagendmica ha usado tradicionalmente dos aproximaciones para el estudio de muestras
ambientales: (i) la secuenciacion de amplicones o metabarcoding vy (ii) la secuenciaciéon shotgun. La
primera implica la eleccién de un gen marcador taxondmicamente informativo con el que se identifica la
diversidad microbiana presente en la muestra (los organismos procariontes se han identificado
comunmente con el uso de una region del gen 16S que codifica para la subunidad menor del ARN
ribosomal). En la segunda, todo el ADN extraido es fragmentado y secuenciado. Con esta metodologia

ademas de identificar a los microorganismos presentes en la muestra (su microbiota), se puede conocer



su potencial metabdlico, es decir la funcién de la comunidad microbiana. Usando estas aproximaciones se
han logrado estudiar diferentes microbiomas, que son el conjunto de genes que posee una microbiota
particular (https://learn.genetics.utah.edu/content/microbiome/); por ejemplo, el humano (Quin, et al.,
2010) y el de gran variedad de muestras de suelo, agua y sedimentos (Craig, 2004; Mason et al., 2014,
Lamendella et al., 2014).

La microbiota que habita los ecosistemas marinos ha sido estudiada con la finalidad de identificar
su composicidn y la relacidon que tiene con los ciclos biogeoquimicos. Para ello se han analizado muestras
de agua tomadas en diferentes profundidades y en diversos puntos del planeta (Craig, 2004; Petersen et
al., 2011; Trevors et al., 2011; Kennedy, 2011), asi como muestras de sedimentos (Biddle et al. 2006;
Mason et al., 2014; Marshall et al., 2018; Vigneron et al., 2018).

El incremento actual del interés en los sedimentos marinos proviene del descubrimiento de que la
microbiota que los habita no sdélo esta viva sino que estd activa. Esto ha llevado a pensar que en estos
ambientes hay microorganismos que podrian ser, o poseer genes, de interés biotecnolégico. Al ser parte
de una provincia petrolera, los sedimentos del golfo de México (GdeM) han estado en constante contacto
con hidrocarburos del petréleo provenientes de las actividades diarias de extraccidn, de derrames y de
emanaciones naturales (chapopoteras) por lo que se piensa que los microorganismos adaptados a estos

ambientes podrian estar involucrados en la degradacidn de hidrocarburos (HC) (MacDonald et al., 2015).

Los derrames de petrdleo en el GdeM son comunes y son una de las causas principales de la
entrada al océano de una gran cantidad y variedad de HC. Estos pueden volatilizarse, ser degradados en
la superficie, transportarse o aglomerarse y sedimentarse dependiendo de sus caracteristicas
fisicoquimicas y del volumen de petréleo derramado (Harvey, 1987). El derrame mas grande de la industria
petrolera se produjo en el GdeM a causa de la explosién del pozo de aguas profundas (Macondo) que
provoco el vertimiento de 5 millones de barriles de petréleo crudo al mar que impactaron gravemente la

floray fauna de la zona.

Para evaluar los cambios en la microbiota de la zona afectada por el derrame se realizaron estudios
metagendmicos que evidenciaron una sucesidn de las comunidades microbianas tanto en la columna de
agua como en las costas que fueron alcanzadas por el petréleo (Hazen et al., 2010; Valentine et al., 2010;
Kessler et al., 2012; Bik, 2012; Lamendella et al., 2014). Esta catastrofe puso de manifiesto la falta de
informacidon microbiolégica que se tiene del GdeM vy la escasa atencidon que la microbiota de sus

sedimentos ha recibido. Esta microbiota podria desempefar un papel clave en procesos ecolégicos y



geoldgicos (Falkowski et al., 2008) y ser una fuente de compuestos bioactivos desconocidos no explotados
(Kodzius y Gojobori, 2015) por lo que identificar su composicidn proporcionaria una linea base sobre la

cual plantear nuevas investigaciones.

1. El estudio de muestras ambientales

La posibilidad de estudiar a los microorganismos presentes en una muestra ambiental comenzé
con la publicacién de los andlisis comparativos de secuencias del gen del ARNr (Acido Ribonucleico
ribosomal) realizados por Woese (1987). Estos estudios definieron por primera vez a los tres dominios de
la vida (Archaea, Bacteria y Eukarya) desde una perspectiva genética y proporcionaron las bases necesarias
para su categorizacién mediante el uso de las moléculas de ARNr que se encuentran en todas las formas
de vida celulares. La identificacion de la microbiota con el uso del ARNr permite hacer inferencias
ecoldgicas representativas sobre su funciéon en un ambiente particular ya que proporciona informacion

sobre toda la comunidad y no sélo de la porcién que puede ser cultivada (Head et al., 1997).

Los anadlisis comparativos de secuencias de ARNr se han realizado con el uso de herramientas
moleculares como la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (Duineveld et al., 2001;
Simpson y White, 1997), la hibridacidn celular completa (whole cell hybridization) (Amann, 1995; Musat y
Widdel, 2007) y la secuenciacién, siendo esta ultima la mds usada en la actualidad para analisis de

muestras ambientales (Quin, et al., 2010; Craig, 2004; Mason et al., 2014; Lamendella et al., 2014).

1.1. La secuenciacion

Los métodos actuales para el estudio de los microbios de una muestra ambiental se basan en la
extraccién del ADN gendmico de la muestra y su posterior secuenciaciéon. La secuenciacién comenzé en
los afios 70s con el uso de la cromatografia en dos dimensiones que permitia obtener secuencias de
fragmentos cortos de ADN. Con la publicacién del método de Sanger de terminacién de la cadena (Sanger
etal., 1977) se comenzaron a obtener secuencias mas largas, en menor tiempo y de manera mas confiable
y reproducible. Desde entonces, la secuenciacién ha pasado por cambios importantes que la han

convertido en una de las técnicas mas usadas para el estudio del material gendmico.
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La secuenciacién de alto rendimiento (o Next Generation Sequencing, NGS) fue desarrollada a
partir de la aplicacidn de un nuevo enfoque para secuenciar fragmentos cortos (llamados lecturas o reads)
de manera paralela y masiva y provocando un incremento en la capacidad de secuenciacidon (Ronaghi,

2001). A raiz de esto se desarrollaron una gran variedad de plataformas con diferentes caracteristicas que

permiten obtener un gran nimero de datos (Figura 1).
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Figura 1. Fechas de lanzamiento comercial de las plataformas de secuenciacion contra los millones de pares de bases
obtenidas por ejecucién. Los numeros dentro de los puntos de datos denotan las longitudes de lectura actuales. Las

plataformas de secuenciacion estan codificadas por colores (Reuter et al., 2015).

Las tecnologias de secuenciacién han revolucionado las ciencias bioldgicas; su alto rendimiento,

reproducibilidad y velocidad ahora permiten una amplia variedad de aplicaciones y el estudio de sistemas

bioldgicos que antes no era posible.



1.2. La metagendmica

La Metagendmica es una de las disciplinas que mds se ha visto beneficiada por las mejoras en las
tecnologias de secuenciacion masiva. El término fue acuifado por Handelsman et al. (1998) y hace
referencia al analisis de las secuencias de los genomas microbianos que se encuentran en una muestra
ambiental como si fueran un Unico genoma, por lo que se le denomina cominmente metagenoma.
Actualmente estas secuencias se obtienen tanto con la secuenciacién de amplicones como con la

secuenciacién shotgun (Figura 2).
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Figura 2. Aproximaciones metagendmicas para el estudio de muestras ambientales. Modificado de Morgan vy
Huttenhower, 2012.

1.2.1. La secuenciacion de amplicones

La secuenciacidon de amplicones se ha usado para conocer la composicion de las comunidades de
microorganismos en diversos ambientes (Quin, et al., 2010; Craig, 2004; Mason et al., 2014; Lamendella
et al., 2014). Los procariontes (Bacteria y Archaea) se han identificado con el analisis de secuencias de

regiones del gen 16S (que codifica para la subunidad menor del ARNr) por tres razones principales: (i) Se
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encuentra presente en todas las especies de los dominios Bacteria y Archaea. (ii) Contiene regiones
altamente conservadas que pueden emplearse para disefiar cebadores de PCR de amplio espectro
(tedricamente universales) y sus regiones variables son utiles para la discriminacién entre
microorganismos y su clasificacion taxondmica (Kuczynski et al, 2011). (iii) Es el marcador
taxondmicamente informativo del que se tienen bases de datos con un gran nimero de secuencias

depositadas (Yarza et al., 2014).

El gen 16S consta de nueve regiones hipervariables (V1-V9); algunas presentan mayor variabilidad
gue otras y permiten realizar una asignacién taxondmica precisa (Yu y Morrison, 2004; Youssef et al.,
2009). Las regiones V1-V4 presentan dos ventajas cuando se trata de asignacién taxonodmica: (i)
proporcionan una mayor resolucién para distinguir entre especies debido a su elevada variabilidad; (ii)
existen un mayor numero de secuencias parciales correspondientes a estas regiones en las bases de datos,

facilitando la asignacion taxonémica (Kim et al., 2011).

La secuenciacion del gen 16S ha permitido la identificacion de microorganismos que permanecian
desconocidos en una gran variedad de ambientes y se ha usado para crear perfiles de diversidad
microbiana que permiten asociar a los microorganismos a un entorno particular (Rappé y Giovannoni,
2003; Lozupone y Knight, 2007; McCliment et al., 2006; Soo et al., 2009). Sin embargo, esta metodologia
sélo provee informacion sobre la composicién de las comunidades microbianas y aunque se puede realizar
una inferencia funcional, la precisién de ésta depende del numero de genomas disponibles en las bases de

datos (Langille et al., 2013).

1.2.2. Lasecuenciacidn shotgun

La secuenciacién shotgun permite el estudio de todos los genes de todos los organismos presentes
en una muestra compleja, incluyendo a eucariontes, procariontes y virus. Gracias a este método se puede
evaluar la diversidad microbiana y detectar su abundancia en varios ambientes ademas de proveer
informacidn sobre la posible funcidon que estos microorganismos tienen en esto ambientes (lllumina,

2015).

En la secuenciacion shotgun, el ADN gendmico extraido de la muestra es cortado en fragmentos

gue son posteriormente amplificados y secuenciados. A partir de esto se obtienen millones de secuencias
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de ADN gendmico que mediante programas bioinformaticos se alinean unos con otros para obtener
secuencias mas largas (contigs). Algunos de estos contigs pueden contener genes taxondmicamente
informativos y/o codificantes que proveen informacidn sobre las funciones biolégicas de la comunidad

microbiana estudiada.

La secuenciacion shotgun ha sido usada para identificar nuevos virus, caracterizar la diversidad
gendmica y funcional de bacterias no cultivadas y revelar proteinas ecoldgicamente importantes (Yozwiak

et al., 2012; Wrighton et al., 2012; Godzik, 2011).

1.2.3. Estudios ambientales realizados mediante el analisis de metagenomas

El estudio de ecosistemas marinos a escala global ha sido impulsado por proyectos como el Ocean
Drilling Program (ODP) (Graham y Julson, 1989), el Global Ocean Sampling del Instituto J. Craig Venter
(Parthasarathy et al., 2007), el Earth Microbiome Project (Gilbert et al., 2010) y la iniciativa Europea Tara

Oceans Expedition (Hingamp et al., 2013).

En 2004, Venter et al., reportaron la secuenciacién shotgun del ADN extraido de muestras de agua
de mar tomada en el Mar de los Sargazos. Como resultado, generaron 1,045 millones de pares de bases
de secuencias. Los autores estimaron que estos datos provenian de al menos 1,800 especies gendmicas,
incluyendo 148 filotipos bacterianos antes desconocidos. Ademas, identificaron cerca de 1.2 millones de
genes en las muestras que no se habian reportado, incluyendo mas de 782 nuevos fotoreceptores

rhodopsin-like.

Como parte del ODP, Biddle et al (2006) estudiaron muestras de sedimentos provenientes de
regiones generadoras de metano y reductoras de sulfatos, encontrando que los miembros de
Crenarchaeota, Chloroflexi y Euryarchaeota eran los mas abundantes. Por las caracteristicas de la zona,
los autores esperaban encontrar un gran nimero de genes implicados en la metanogénesis y reduccion de
sulfatos, sin embargo lograron identificar relativamente pocos por lo que sugirieron que las condiciones a
las que estan sujetos los microorganismos del fondo marino han propiciado que estos tengan

caracteristicas que aun no han sido descritas (Biddle et al. 2006).
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La composicidn de una comunidad de microorganismos depende las caracteristicas fisicoquimicas
de su habitat, por lo que las perturbaciones que este pueda sufrir tienen un efecto directo sobre la
abundancia de las especies que la componen. La metagendmica se usé como herramienta para detectar
estos cambios después de la perturbacion que sufrié la zona noroeste del GdeM a causa del Deepwater

Horizon Oil Spill (DHOS) en el que se vertieron al océano cerca de 5 millones de barriles de petrdleo.

Un estudio realizado sobre muestras tomadas al inicio del derrame en un punto cercano alos 1,100
metros bajo el nivel del mar mostré un cambio en la composiciéon de las comunidades microbianas,
habiendo una proliferacién de miembros de las Gammaproteobacteria (Hazen et al., 2010). Poco después,
se encontré que miembros no cultivables de los Oceanospirillales dominaban la pluma de aguas profundas
pero con el paso del tiempo eran reemplazados por especies de Colwellia y Cycloclasticus (Valentine et al.,
2010). En muestras de agua tomadas cuando finalizé el derrame los microorganismos que dominaban la

region eran los oxidadores de metano (Kessler et al., 2012).

A partir de esto, se realizaron estudios para identificar qué microorganismos se relacionaban con
fracciones especificas del petréleo y se encontré que miembros de los Oceanospirillales son capaces de
degradar cicloalcanos (Mason et al., 2012) y que especies de Colwellia probablemente estan involucradas

en la oxidacién de etano, propano y benceno (Redmond y Valentine, 2012).

Todos los estudios realizados en el GoM después del derrame han proporcionado informacion
valiosa sobre el impacto que el petréleo crudo puede causar en la columna de agua y zonas costeras. El
conocimiento de las comunidades microbianas antes y después del derrame permitié dilucidar estas
sucesiones ecoldgicas. Sin embargo, este evento evidencid la falta de informacion sobre las comunidades

microbianas en las zonas del GoM perteneciente a la Zona Econdmica Exclusiva de México (ZEE).

1.3. El Golfo de México

La ZEE mexicana se extiende desde Tamaulipas hasta Yucatdn y contiene mds del 80% de las
reservas totales de petréleo del pais (PEMEX). Ante la creciente demanda de hidrocarburos en el mundo,
en la actualidad se busca explotar yacimientos en aguas profundas de las regiones de Perdido (Tamaulipas)
y Coatzacoalcos (Veracruz-Tabasco-Campeche). Sin embargo, la perforacién en aguas profundas conlleva

un mayor riesgo de explosion, y con ello de derrame de hidrocarburos al océano, debido a las presiones
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extremadamente elevadas a las que se trabaja, la baja visibilidad en esos entornos y la imposibilidad del

acceso humano a la boca de los pozos (Cummings et al., 2015)

Los sedimentos del GdeM han estado en constante contacto con fracciones del petrdleo
provenientes tanto de derrames como de emanaciones naturales de hidrocarburos (chapopoteras)
(MacDonald, 2015; Asl et al., 2016). Sin embargo, los estudios para conocer la diversidad microbiana que
los habita han sido relativamente escasos. Esto se ha atribuido a lo complicado que es extraer y conservar
muestras de sedimentos con fines bioldgicos (Parthasarathy et al., 2007). Las mejoras en los protocolos de
muestreo y en las técnicas de almacenamiento han permitido estudiar muestras de sedimentos de
distintos puntos del GdeM con aproximaciones metagendmicas y han dado lugar a la identificacién de la

microbiota que los habita.

Figura 3. Ubicacién de las 10 estaciones de muestreo donde se colectaron las muestras de sedimentos analizadas
por Covarrubias-Rodriguez (2016).

En un estudio previo se analizaron muestras de sedimentos someros (entre 0-5 cm y 5-10 cm de
profundidad de la columna sedimentaria) y sedimentos profundos (mas de 30 cm en la columna
sedimentaria) tomadas en 10 puntos del GdeM (entre 1,268 y 3,768 m bajo el nivel del mar) (Figura 3)

(Covarrubias-Rodriguez, 2016).



10

Los resultados mostraron que los sedimentos de los primeros 10 cm de la columna sedimentar son
similares entre si en términos de composicién microbiana, en comparacion con los sedimentos profundos,
aquellos que estan a mas de 30 cm. En los sedimentos someros, los fila Crenarchaeota, Proteobacteria,
SBR1093 (filo bacteriano identificado por primera vez en lodos activados de un reactor batch) y
Acidobacteria representan alrededor de 95% de los OTU identificados y en los sedimentos profundos los
fila mds abundantes son Chloroflexi, Planctomycetes, Actinobacteria, OP3 (actualmente conocido como
Omnitrophica), Euryarchaeota, GNO4 (filo de bacterias halotolerantes) y Spirochaetas, representando a
cerca de 50% de los OTU identificados. Este estudio fue una primera caracterizacién del microbioma de
los sedimentos de diversos puntos del GdeM, sin embargo, se enfocé en muestras de sedimentos
profundos, por lo que aun hace falta estudiar muestras de sedimentos del talud continental (de
profundidad menor a 1,000 m y mas cercanas a la costa), observar si existen diferencias entre puntos de

muestreo mas cercanos entre si (relativamente) y (de existir estas) tratar de identificar a que se deben.

1.4. Justificacion

Después del DHOS en el Golfo de México se hizo evidente la falta de informacién biolégica que se
tiene de la ZEE mexicana. Ante esto, y debido a la intencién de explorar y explotar zonas mas profundas
para la extracciéon de petrdéleo se hace necesaria la identificacion de las comunidades procariontes
presentes en los sedimentos que podrian resultar afectadas por potenciales derrames asi como su
caracterizacién metagendmica para identificar microorganismos (o genes) adaptados a estas regiones y

que podrian ser de interés biotecnoldgico.

Debido a que los microorganismos procariontes de estos sitios han sido poco estudiados y no
pueden ser cultivados, las aproximaciones que usan la NGS son la herramienta obligada para estudiarlos.
Su identificacidén y caracterizacion es fundamental para generar una linea base de conocimiento para el
planteamiento de estudios que se dirijan a la obtencidn de enzimas o productos de interés biotecnoldgico,
ademas de brindar informacidn sobre las posibles funciones que estos microorganismos tienen en este

ambiente.
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1.5. Preguntas de investigacion

Debido a que este es un estudio exploratorio se considerd pertinente el planteamiento de varias

preguntas que guiaron la investigacion:

* ¢Qué microorganismos procariotas se encuentran en los sedimentos de las regiones de Perdido y

Coatzacoalcos?

* (Existen diferencias entre la diversidad de microorganismos procariontes de las dos zonas de

muestreo?
*  (Cual es el potencial metabdlico de los procariontes que habitan los sedimentos muestreados?

* (Existen microorganismos o genes implicados en la degradacidn especifica de hidrocarburos?

1.6. Objetivo General

Identificar a los microorganismos procariontes que habitan los sedimentos de distintas

profundidades de las regiones de Perdido y Coatzacoalcos del Golfo de México y su potencial metabdlico.

1.7. Objetivos especificos

I Identificar a las comunidades de procariontes presentes en los sedimentos marinos
muestreados en las regiones de Perdido y Coatzacoalcos mediante la secuenciacién de
fragmentos de la regién V4 del gen 16S del ARNTr.

Il Identificar si existen diferencias entre las regiones de Perdido y Coatzacoalcos en términos de
composicion microbiana usando los resultados de la metagendmica dirigida.

Il Observar posibles diferencias en la composicién de la microbiota procarionte en las estaciones
de muestreo con respecto a la profundidad de toma de muestra usando herramientas
estadisticas y los resultados de la metagendmica dirigida.

V. Identificar el potencial metabdlico de las comunidades procariontes de los sedimentos

marinos de Perdido y Coatzacoalcos mediante PICRUSt y la secuenciacion shotgun.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Toma de muestra

Este trabajo fue realizado con muestras de sedimentos superficiales (entre 0-10 cm de
profundidad en la columna sedimentaria) colectados durante la campafia oceanografica Metagendmica —
Malla Fina 01 (MMF-01), realizada del 25 de febrero al 18 de marzo del 2016. Se muestreé en 18
estaciones: 9 en la zona de Perdido y 9 en Coatzacoalcos. La profundidad de las estaciones oscilé entre
550 y 3,200 m bajo el nivel del mar (Tabla 1, Figura 4). Las muestras se colectaron con un nucleador de
caja. Por cada estacién se tomaron 9 jeringas de 20 mL. Las muestras se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido durante el crucero. En el laboratorio se almacenaron 80°C hasta su procesamiento.

Tabla 1. Estaciones de muestreo y profundidad de la columna de agua a la que fueron colectadas. Crucero MMF-01.

Region Estacion Profundidad (m) Region Estacion Profundidad (m)

N1 788 C10 550

Al 1,000 Cl1 1,000

A3 2,500 C12 1,500
Perdido A4 3,200 Coatzacoalcos C13 2,500

B5 550 C14 3,200

B6 1,000 D15 600

B7 1,200 D16 680

B8 2,400 D17 1,000

B9 3,200 D18 1,500

Nota: A menos que se indique lo contrario, cuando se habla de profundidad se hace referencia a los metros bajo el
nivel del mar en que fue tomada la muestra.
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Figura 4. Mapa de las estaciones muestreadas en la campafia oceanografica Metagendmica-Malla Fina.

2.2. Metagendmica dirigida

2.2.1. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN fue realizada a temperatura ambiente a partir de 250 mg de sedimento
himedo. Se realizaron tres extracciones por estacidn, cada una de una jeringa diferente. La manipulaciéon
en el laboratorio de cada una de las jeringas se realizé con guantes nuevos y material estéril. La limpieza

de areas de trabajo se complementd con RNaseZap. Se procurd no mantener las muestras a temperatura
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ambiente por un tiempo prolongado y una vez tomada la alicuota las jeringas fueron almacenadas

nuevamente a -80°C.

La extraccién se realizd usando el kit PowerSoil® DNA Isolation de Qiagen® siguiendo las
instrucciones del fabricante y con la adicién de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1) con el
propdsito de mejorar la lisis celular (Anexo A). La concentracidon del ADN obtenido se cuantificé en un
NanoDrop Lite Spectrophotometer de Thermo Scientific®, usando como blanco la solucidn C6 del kit de
extraccién. Se tomaron como minimo dos mediciones por cada muestra. La integridad del ADN se observd

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

2.2.2. Preparacion de la biblioteca de secuenciacion

La preparacién de la biblioteca de secuenciacion involucré tres etapas: la amplificacion de la region
V4 del gen 16S del ARNr mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
la normalizacion y purificacién del producto de PCR, y la formacién, la desnaturalizacion y dilucién de la

biblioteca.

La amplificacion se realizd con la estrategia y primers propuestos por Kozich et al. (2013). Se
amplifica la regién de interés y se afiaden los indices y adaptadores en un solo paso de la PCR. Esto
disminuye los sesgos asociados a la amplificacién que se generan cuando se realizan dos pasos de PCR, asi
como el numero de artefactos de secuenciacién. Los primers fueron optimizados y usados anteriormente
(Covarrubias-Rodriguez, 2016) y estan compuestos por el oligo especifico para amplificar la regién V4 del
16S (propuestos por Klindworth et al., 2013), un linker, un oligo de secuenciacion (o PAD), un indice (que

es distinto para cada muestra) y el adaptador de /llumina (Anexo B).

Para facilitar el proceso de amplificacion se diluyé el ADN en agua libre de DNasas hasta una
concentracion final de 3 ng/uL. En cada reaccidn se usaron 4 pL de buffer de reaccién MyTaq™ (5x), 0.4
UM de cada primer (0.8 pL de cada uno con 10 uM de concentracién), 0.1 U de ADN polimerasa MyTaq™
de Bioline, el volumen equivalente a la concentracion de ADN deseado y agua libre de DNasas hasta

completar un volumen de 20 pL.

Las reacciones de PCR se prepararon con 20 ng de ADN por reaccion y 25 ciclos de PCR (para

detalles sobre la reaccién de PCR ver el anexo C), sin embargo, en algunos casos no se logré la amplificacion
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con estas condiciones, por lo que fue necesario disminuir hasta 6 ng el ADN por reaccién, e incluso en
algunos casos se incrementaron los ciclos de PCR. A este respecto, en este trabajo se decidié usar como
maximo 30 ciclos para evitar la sobreamplificacidon. En los casos en que aun con la modificacién de los
pardmetros anteriores no se obtuvo la regidn de interés se recurrié al uso de Albimina de Suero Bovino
(BSA, por sus siglas en inglés). Para comprobar que la amplificacién se realizd correctamente, las
amplificaciones se visualizaron mediate electroforesis en gel de agarosa al 1.5% durante 40 minutos a 80

volts.

Una vez confirmada la obtencién de los fragmentos, se procedié a la normalizacién y purificacion
de los productos de PCR con el kit SequalPrep™ Normalization Plate (Invitrogen) siguiendo las indicaciones
del fabricante. El protocolo involucrd tres pasos principales: el de unién de los amplicones a la placa, el

lavado de la mismay la elucion de los fragmentos.

Tomando en cuenta la intensidad y tamano de los fragmentos observados en el gel de agarosa, se
procedidé a mezclar 10 plL de los productos PCR normalizados que fueran mads similares. A cada uno de los
tubos mezclados se le denomina comunmente pool. La concentracidn de los diferentes pool se cuantifico

en un equipo Qubit® usando el dsDNA Broad Range Assay kit de Invitrogen™ y 2 uL de cada pool.

Con los valores de concentracion de los pool se calculé el valor de la concentracion de ADN en
unidades de molaridad (pM) de cada pool usando la férmula 1. El pool final se construyé con una

concentracién de 2,000 pM, considerando un tamafio de fragmento de 390 bp.

E
[pM] = [p.L - 1x10° Férmula 1

o 660mi01-m'1mer0 de pb del fragmento

Finalmente, el pool fue desnaturalizado con NaOH, diluido con buffer de hibridacion vy
desnaturalizado con calor siguiendo las indicaciones para el kit MiSeq® Reagent v2 de lllumina®. Como
método de control interno para las bibliotecas de baja diversidad la biblioteca de secuenciacién final se
prepard a una concentracion al 5% de PhiX. Se usa PhiX como control debido a que las caracteristicas del

genoma del virus (pequefio y diverso) permiten mitigar variaciones en las bibliotecas (lllumina, 2015).
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2.2.3. Secuenciacion

La secuenciacién pareada (paired-end) de los fragmentos se realizé en la plataforma MiSeq™ de
lllumina® en el Centro de Investigacidn Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada (CICESE) y con el
uso de micro-celdas v2, que tienen un rendimiento de hasta 1.2 Gb de datos. Debido a que se siguid una
estrategia diferente a la de lllumina para la amplificacién del fragmento de interés se afiadieron al kit de
reactivos los primers necesarios para llevar acabo la secuenciacion. Finalmente, se proporcioné a la
plataforma un archivo de texto (separado por tabulaciones) donde se indicé el nombre de cada muestray
el par de indices que la identificaban, esta informacion es usada para la eliminacién de los artefactos de

secuenciacion y para la separacion de las secuencias de cada muestra en un archivo distinto.

2.2.4. Procesamiento informatico de las secuencias

Las secuencias sin artefactos pueden ser descargadas de la plataforma de almacenamiento
(BaseSpace Sequence Hub) de lllumina. Las secuencias sentido (forward) y las antisentido (reverse) por
muestra son devueltas en formato .fastq en archivos separados. Para identificar la calidad (Q-score, QS)
de los amplicones, corroborar su longitud y saber el nimero de las secuencias por muestra se usé el

software FastQC.

2.2.4.1.Pre-procesamiento de las secuencias

Para poder obtener informacion bioldgica de las secuencias es necesario procesarlas con
programas computacionales. Debido a que los archivos a procesar sobrepasaban en conjunto los 2 Gb,
todo el procesamiento informdtico se realizé en el cluster de cdmputo del CICESE. Todos los comandos

usados fueron activados mediante el uso de archivos slurm.

El pre-procesamiento involucrd la unién de la secuencia sentido y la antisentido, el filtrado de las
secuencias y la eliminacién de quimeras. La union de las secuencias (sentido y antisentido) se realizé con
el comando fastq_mergepairs de la herramienta de analisis USEARCH; se permitieron como maximo 10
mismatches en el alineamiento y una longitud minima y maxima de 200 y 300 nucledtidos
(respectivamente) para la union (Edgar et al., 2011). Todas las secuencias ya unidas se concentraron en un
solo archivo con el uso de la opcidn relabel @ que afade el nombre de las muestra en la etiqueta asignada

a la lectura.
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El archivo en formato .fq fue filtrado y transformado a formato .fasta con el comando fastq_filter.
Los puntos (.) encontrados en este archivo fueron cambiados por guiones bajo (_) (usando sed ‘s/\./ /q’)

para poder continuar con el procesamiento.

Finalmente, la identificacion y eliminacion de quimeras se realizé con el comando uchime,
tomando como referencia las secuencias del gen 16S del ARNr depositadas en la base de datos gold

(https://sourceforge.net/projects/microbiomeutil/files/).

2.2.4.2. Obtencidn de las Unidades Taxondmicas Operacionales

El agrupamiento de OTUs y la generacidn de la tabla de los mismos se realizé con comandos de
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010). Esto consistio en agrupar las
secuencias que tuvieran un 97% de identidad; esto significa que las secuencias se comparan unas con otras

y se agrupan aquellas que difieran como mdaximo en un 3% de sus bases.

La agrupaciéon de los OTU se realizd de novo con una serie de comandos (pick otus.py,
pick_rep_set.py, align_seqgs.py, make_phylogeny.py) y la asignacion taxondmica posterior se realizé con el
comando assign_taxonomy.py y con referencia a la base de datos SILVA_ 128 (Quast et al., 2013). El arbol
filogenético obtenido se proyecté en forma de dendograma usando el software FigTree version 1.4.3. La
tabla de OTU se generd con make_otu_table.py y fue filtrada para eliminar las secuencias de mitocondrias
y cloroplastos. El numero de secuencias que se procesaron y de OTU encontrados por muestra fue

obtenido mediante el comando biom summarize-table (Caporaso et al., 2010).

2.2.4.3. Analisis de la diversidad microbiana

Los datos de diversidad microbiana y sus abundancias relativas promedio en las muestras se
obtuvieron con el comando summarize_taxa_through_plots.py, para ello se proporciond un archivo con
los metadatos disponibles de las muestras y la libreria de Python para la generacién de los graficos

(matplotlib).

Mediante el comando alpha_rarefaction.py se obtuvieron las curvas de rarefaccidon de la

diversidad microbiana con respecto al nimero de secuencias por muestra (profundidad de secuenciacién).


https://sourceforge.net/projects/microbiomeutil/files/
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Estas curvas permiten visualizar el nimero minimo de secuencias que se necesitan para identificar el
mayor nimero posible de especies presentes en la muestra. Los indices de diversidad alfa (Shannon
(diversidad) y Chao 1 (especies esperadas)), diversidad filogenética y el nUmero de especies observadas
fueron obtenidos con alpha_diversity.py tomando como referencia el arbol filogenético de la base de

datos SILVA_128 (Yilmaz et al., 2013).

Para los andlisis de diversidad beta se obtuvieron matrices de distancia (UniFrac) (Lozupone y
Knight, 2005) con el comando beta_diversity_through_plots.py, tomando como valor de corte el nUmero
de secuencias obtenidas por la muestra con menor profundidad de secuenciacién (19,072) y el arbol
filogenético generado durante la identificacidn de las OTU. Los Analisis de Coordenadas Principales (PcoA,
por sus siglas en inglés) en dos dimensiones se generaron con el comando make_2d_plots.py de la matriz
ponderada (que toman en cuenta las abundancias relativas de los taxones) y no ponderada (basadas

Unicamente en la presenta/ausencia de los taxones).

Para la visualizacidn de las OTU compartidas entre estaciones de muestreo se realizé un diagrama
de Venn en versién UpSet R, el cual permite la visualizacion de las intersecciones entre mads de tres sets de
datos (Lex et al, 2014). Los graficos fueron obtenidos en la plataforma online del software

(http://gehlenborglab.shinyapps.io/upsetr/), para poder realizar esto, es necesario transformar la tabla de

OTU de formato .biom a .txt usando el comando biom convert con las opciones --to-tsv y --header-key
taxonomy. De esta manera la tabla puede ser modificada con un editor de texto (Excel o similar) para
convertirla en una tabla que indigque Unicamente la presencia/ausencia (0 y 1) de los OTU. También es
necesario eliminar la columna correspondiente a la asignacién taxondmica asi como la primera fila de la

tabla que indica que los datos corresponden a una tabla de OTU.

2.2.4.4. Tests estadisticos

Para analizar la significancia estadistica entre las estaciones de muestreo se realizaron dos test.
Por un lado se realizé la evaluacion con ANOSIM y por otro a través de PERMANOVA de factores como la
zona de muestreo (Perdido o Coatzacoalcos), la profundidad bajo el nivel del mar de la toma de muestra
y las réplicas por estacion de muestreo siendo la entrada principal las matrices de distancia generadas

durante el andlisis de beta diversidad, un valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo.


http://gehlenborglab.shinyapps.io/upsetr/

19

2.2.5. Inferencia funcional usando PICRUSt

La inferencia del potencial metabdlico de los microorganismos se realiz6 mediante el software
PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States) (Langille et
al., 2013). Este software estd disefiado para predecir la funcién de los microorganismos contenidos en un
metagenoma de amplicones a partir de los genomas completos que se encuentren disponibles en la base
de datos GreenGenes (McDonald et al., 2012). Para el uso de esta herramienta fue necesario generar la
tabla de OTU con referencia cerrada a la base de datos de GreenGenes. La tabla fue filtrada para eliminar

cloroplastos y mitocondrias y se transformd en una tabla de presencia-ausencia de OTU.

El analisis de la tabla con la versidn en linea de PICRUSt (Galaxy, opcion Langille Lab) se divide en
tres pasos: en el paso uno se realizé la normalizaciéon del nimero de copias del gen 16S y el calculo del
NSTI (Nearest Sequenced Taxon Index), en el paso dos se predijeron los metagenomas de las estaciones
con respecto a los metagenomas completos secuenciados de las especies presentes y en el paso tres se
categorizaron las posibles funciones de los microorganismos tomando en cuenta la base de datos KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (http://galaxy.morganlangille.com/).

2.3. Metagenomica shotgun

Tomando en cuenta los resultados de la metagendmica dirigida se seleccionaron tres estaciones
para realizar la secuenciacién del metagenoma completo. Las estaciones seleccionadas fueron C10, C13 y
D18, ubicadas en la regién de Coatzacoalcos (a 550, 2500 y 1500 m de profundidad, respectivamente). La
eleccién de estas estaciones se realizé tomando en cuenta dos factores: el perfil de diversidad obtenido
con la metagendmica dirigida y la informacién proporcionada (comunicacién directa) con los encargados
del muestreo. Fue comentado que la estacién C10 se ubico en sitios cercanos a las tuberias de extraccion
de hidrocarburos de PEMEX y que la estacién D18 se planted inicialmente con la intencién de muestrear
una chapopotera. La estacion C13 se eligié debido a que el perfil de diversidad de las muestras a mas de
2,000 m bajo el nivel del mar es similar y por tanto la informacién obtenida de esta estacidén podria ser

representativa.


http://galaxy.morganlangille.com/

20

2.3.1. Concentracion del ADN

La calidad del ADN que se extrajo durante este trabajo fue mayoritariamente de alto peso
molecular (10,000 bp), por lo que se decidié usar el mismo para la preparacion de la biblioteca shotgun.
Para garantizar la pureza de la muestra se tratd con Ribonucleasa A (stock con concentracién de 100
pug/mL) al 10% en volumen de ADN por tratar que posteriormente se limpid y concentré con el kit Zymo:
Genomic DNA Clean & Concentrator ™. La presencia e integridad del ADN obtenido se confirmdé con

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 80 volts durante 30 minutos.

2.3.2. Preparacion de la biblioteca

El ADN purificado fue cuantificado por fluorescencia en un Qubit® usando el dsDNA Broad Range
Assay kit de Invitrogen™ y 2 uL de muestra. Considerando los valores obtenidos se hicieron diluciones del

ADN hasta una concentracion de 2 ng/plL que se cuantificaron y diluyeron nuevamente hasta 0.2 ng/uL.

Para la preparacién de la biblioteca el ADN es fragmentado aleatoriamente y acto seguido se ligan
a sus extremos 3’ y 5’ los adaptadores necesarios para la secuenciacion; a este proceso se le denomina
tagmentacion. La biblioteca de secuenciaciéon fue construida siguiendo las instrucciones del kit Nextera XT
Library Preparation de lllumina (lllumina, 2015) con una modificacién en el proceso de limpieza (protocolo
no publicado; Dra. Chong-Robles). Para visualizar los tamafios de fragmento obtenidos se realiz6

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 40 minutos a 80 volts.

Tomando en cuenta la intensidad y tamafio de los fragmentos observados en el gel se realizaron
los célculos para construir la biblioteca con una concentracién final de 13 pM (Formula 1). La biblioteca de
secuenciacién se preparé siguiendo las indicaciones del kit Nextera XT Library Preparation usando un 2%

de PhiX.

2.3.3. Secuenciacion shotgun

La secuenciacion de la biblioteca se realizé en un solo sentido (single-end) con el kit v3 (150 ciclos)
para la plataforma MiSeq de Illumina, con el objetivo de obtener hasta 25 millones de secuencias. La

secuenciacion fue realizada en el equipo de secuenciacién perteneciente a CICESE.
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2.3.4. Procesamiento informatico de las secuencias

Los datos de la secuenciacién shotgun fueron descargados de la plataforma de almacenamiento
de /llumina y colocados en el cluster —-OMICA de CICESE. Para visualizar la calidad de los fragmentos
obtenidos, su tamafo y el posible contenido de adaptadores se usé la herramienta fastqc instalada en el
cluster (Andrews, 2010). A continuacién, se realizd el cortado (trimming) de los adaptadores de
secuenciaciéon de cada uno de los archivos obtenidos, usando la opcién single-end del programa
Trimmomatic y el archivo TruSeq2-SE.fa para el reconocimiento de los adaptadores correspondientes al
kit usado para la secuenciaciéon (Bolger et al., 2014). Al terminar se verific6 nuevamente la calidad de los

fragmentos y que se hubieran eliminado los adaptadores correctamente.

El ensamblaje de los fragmentos en secuencias mas largas (contigs) se hizo con Megahit (Li et al.,
2015). El ensamblaje (en formato .fa) realizado se evalué con Quast (Gurevich et al., 2013) y
posteriormente fue anotado usando la herramienta Prokka, que permite la anotacion rapida de genomas
de procariontes (Seemann, 2014). Finalmente, el archivo resultante de este procesamiento en formato
.faa fue descargado y cargado a la plataforma KEGG Ghost Koala en su version e linea (Kanehisa et al,,

2016).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Metagendmica dirigida

3.1.1. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de tres jeringas de sedimento (SD) por estaciéon de muestreo. Por cada extraccion
se utilizaron 250 mg de sedimento. La concentracion del ADN extraido fue distinta entre réplicas y
estaciones, teniendo un valor promedio global de 4.33 ng de ADN/mg de sedimento, con un minimo de
1.22 ng/mg en la muestra A3c y un maximo de 8.08 ng/mg en la muestra C10a (Tabla 2 y 3). La presencia
e integridad del ADN extraido se confirmé mediante electroforesis en geles de agarosa (Figura 5). En todas
las réplicas se observaron fragmentos de ADN de alto peso molecular y con integridad suficiente para el

procesamiento planeado.

Tabla 2. Valor promedio de la concentracion y pureza del ADN extraido de cada muestra de Perdido.

Muestra A260/280 ng de ADN/mg SD Muestra A260/280 ng de ADN/mg SD
Ala 1.97 2.92 B6c 1.63 6.36
Alb 2.02 4.84 B7a 2.32 2.36
Alc 1.54 2.48 B7b 1.66 3.66
A3a 1.33 3.72 B7c 1.77 3.94
A3b 1.81 3.86 B8a 2.05 4.98
A3c 1.74 1.22 B8b 1.65 3.66
Ada 2.5 1.86 B8c 1.69 3.44
Adb 2.3 1.92 B9a 2.02 3.54
Adc 1.91 4.06 B9b 2.17 2.18
B5a 2.16 3.34 B9c 1.92 3.82
B5b 2 3.38 Nla 2.19 4.02
B5c 1.68 3.48 N1b 1.74 1.7
Bb6a 1.92 4.54 Nlc 1.25 4.6

B6b 1.87 6.34
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Tabla 3. Valores de las concentraciones y purezas del ADN extraido de las muestras de Coatzacoalcos.

Muestra A260/280 ngde ADN/mgSD Muestra A260/280 ngde ADN/mg SD
C10a 1.9 8.08 Cl4c 1.66 4.14
C10b 1.86 7.8 D15a 1.84 5.92
C10c 1.81 6.04 D15b 1.83 5.8
Clila 1.87 5.772 D15c 1.69 4.6
Clib 1.93 55 D16a 1.88 6.68
Clic 1.92 5.78 D16b 1.78 7.12
Cl2a 2.06 4.26 Di6c 1.68 7.56
Ci2b 2.00 4.62 D17a 2.15 3.68
Cl2c 1.87 4.7 D17b 1.79 3.18
Cl3a 2.06 3.12 D17c 2.29 3.18
C13b 1.82 4.08 D18a 2.08 4.32
C13c 1.59 5.04 D18b 1.54 2.06
Cl4a 1.8 3.82 D18c 1.21 7.32
Cl4b 1.76 3.32

Al A4 B5 C10 C13 D18
H ‘ - - ~ = 10,037 bp
' [T ——

E 1,000 bp

200 bp

Figura 5. Gel del agarosa del ADN extraido de algunas de las muestras de sedimentos de las regiones de Perdido y
Coatzacoalcos. Se cargaron 5 uL del ADN en un gel de agarosa al 0.8% (80 V por 35 min).
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3.1.2. Amplificacion de la region de interés
La regién V4 del gen 16S del ARN ribosomal se amplificé correctamente en todas las muestras,
obteniéndose el tamafio del fragmento esperado (~390 pb) (Figura 3.2). Se logré amplificar la region de

interés con 18 ng, 15 ng, 12 ngy 6 ng de ADN, con 25, 27 y 30 ciclos y usando BSA en los casos en que no

se logré la amplificacidn con la modificacidon de concentracién o ciclos de PCR (Anexo D).

Alb BSb B5c

- - e s

AR EER S AR s A R G

Figura 6. Electroforesis del producto de PCR de algunas de las réplicas realizadas, que confirmd la amplificacion del
fragmento de interés. 3 uL del producto de la PCR se corrieron en geles de agarosa al 2.0% (80 V por 35 min).

3.1.3 Secuenciacidn y procesamiento informatico

La secuenciacién de los amplicones se realizd en tres corridas distintas. Las secuencias de todas las
muestras tuvieron un Quality Score superior a 25. Como resultado del pre-procesamiento se obtuvieron
2,917,498 secuencias pareadas y libres de quimeras, en las cuales se pudieron identificar 55,264 OTU

distintas.

El mayor nimero de OTUs fue obtenido para las réplicas Cl4c (3,117 OTUs a partir de 49,256
secuencias) y B5b (3,193 OTUs de 19,072 secuencias). La réplica con mayor nimero de secuencias fue Cl1c

con 118,774 de las que se obtuvieron 7,293 OTUs (Figura 7).
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Figura 7. Numero de secuencias procesadas y OTU asignadas por estacidn. En el eje y se presenta el nimero de
secuencias u OTU en escala logaritmica (base 2).

Aunque intuitivamente se podria pensar que de las réplicas con mayor nimero de secuencias se
obtendria un mayor numero de OTU, en la figura 3.4 se puede observar que esto no es asi necesariamente.
Por ejemplo, en las réplicas Adc y D16b se obtuvieron 63,899 y 64,075 secuencias respectivamente, sin

embargo en D16b se identificaron 3,571 OTU mas que en A4c (Figura 8).

Las curvas de rarefaccion obtenidas (Figura 9) muestran que se la profundidad de secuenciacién
fue suficiente para identificar un gran nimero de especies presentes en las muestras y que un valor de
~20,000 secuencias fue suficiente para la realizacion de los analisis comparativos, al observarse una

tendencia a la asintota en este valor.
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Figura 9. Curvas de rarefaccion que indican el nimero de especies esperadas (Chaol) con respecto a la profundidad

de secuenciacion.
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Los indices de diversidad de especies esperadas y observadas permitieron identificar que las
estaciones de profundidades superiores a 2,000 m tienen un indice de riqueza de especies similar. Ademas,
se puede observar que los sedimentos de las estaciones D16, C11 y D18 son mas diversos que el resto de

las estaciones; siendo esta Ultima la que presenta una mayor diferencia entre el nimero de OTU

observados y esperados (Figura 10).
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Figura 10. Nimero de especies observadas y esperadas (Chaol) por estacién de muestreo. Las réplicas estan
ordenadas con respecto a los metros bajo el nivel del mar en que fueron tomados los sedimentos analizados.

A este respecto, de las OTU identificadas por estacidon de muestreo, D18 es la que tiene un mayor
numero de OTU unicas (3,645), seguida por D16 con 3,170 y C11 con 2,696 (Figura 11). Asi mismo, las
estaciones de profundidades superiores a 2,000 m son las que tienen un menor nimero de OTU unicos.

Todas las estaciones comparten 467 OTU, siendo D18 y C10 las que mas OTUs comparten entre si.
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Figura 11. Numero de OTUs Unicas y compartidas entre las estaciones de muestreo. El nimero total de OTUs
identificadas por estacidn se indica en las barras horizontales del lado izquierdo. Las OTUs Unicas y compartidas se
indican en las barras verticales. Los puntos aislados sefialan la barra de OTUs Unicas por estacion y las que estan
unidas por lineas indican el nimero de OTUs compartidas entre los puntos unidos. El gréafico fue realizado en la
plataforma en linea del software UpSetR.

3.1.4. Caracterizacion taxondmica de la microbiota de las zonas de estudio

Aunque se tratdé de identificar hasta el nivel de especie las OTUs formadas, la asignacién
taxondmica se visualizd correctamente hasta el nivel de orden. Esto es debido a que los microorganismos
en los sedimentos marinos han sido poco estudiados y las variantes especificas de su gen 16S que permiten
discernir entre una especie y otra no se encuentran disponibles, dificultando por consiguiente la

identificacion en las categorias taxondmicas mas bajas.
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Se identificaron 81 fila diferentes en las zonas de muestreo. En Perdido, se identificaron 81 y en
Coatzacoalcos 77; de éstos, 13 y 14 fila (respectivamente) estan presentes en porcentajes mayores al 1%.
De estos fila, 21 son Archaea y el resto Bacteria. En promedio en las estaciones de muestreo, el filo mas
abundante es el de las Proteobacteria (30%), seguido de las Thaumarchaeota (14%), Planctomycetes

(13%), Acidobacteria (8%) y Chloroflexi (8%) (Figura 12).

Considerando los promedios de este nivel taxondmico, la diferencia mas notoria entre estaciones
es que en Coatzacoalcos el porcentaje de Thaumarchaeota es menor que en Perdido (12% y 17%,
respectivamente) y que el de Planctomycetes es mayor (15% y 12%, respectivamente). La composicidn
taxindbmica del area es similar, el porcentaje de abundancia relativa de los fila Proteobacteria,
Thaumarchaeota, Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi y Nitrospirae es muy cercano entre ambas
regiones por lo que podria concluirse que los sedimentos vistos como habitat microbiano son

homogéneos.
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Figura 12. Abundancia relativa de los fila procariontes en las dos zonas de muestreo. Se presenta un promedio de la
abundancia relativa realizado con todas las réplicas de las estaciones de muestreo. Se muestran los fila con
abundancia relativa mayor al 1%, el resto se agrupa en las categoria otros. En la parte superior se identifica a los fila
de bacteria y en la inferior a los de Archaea (en tonalidades verdes).
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Figura 13. Porcentajes de abundancia relativa promedio de los microorganismos procariontes identificados en las réplicas por estacion de muestreo a nivel filo. Del lado
derecho se presentan las estaciones muestreadas en Perdido y del izquierdo las de Coatzacoalcos. Los fila en tonalidades verdes de la parte inferior corresponden al
dominio Archaea y el resto al dominio Bacteria. Los fila en porcentaje de abundancia menor a 1% se agruparon en las categorias otros.



31

Sin embargo, cuando se observan los perfiles de diversidad de cada una de las estaciones de
muestreo, se hacen notorio que existen diferencias en las abundancias relativas de los filos. Aunque
existen diferencias en los porcentajes de abundancia relativa, los fila mas abundantes parecen ser los
mismos en las estaciones excepto en D18, que tiene el menor porcentaje de Thaumarchaeota vy

Proteobacteria y una mayor abundancia de Chloroflexi (Figura 13).

El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) que se realizé tomando a la zona de muestreo como
la principal fuente de variacién no mostré que las OTUs de Perdido se agruparan separados de las de
Coatzacoalcos (Figura 14). Los valores p obtenidos de los test estadisticos (PERMANOVA y ANOSIM) fueron
de 0.03 (pseudo-F=2.76) y 0.06 (R=0.08). Con base en estos resultados se puede mencionar que el efecto

de la zona de muestreo en la diversidad de especies no es estadisticamente significativo.

a) PCoA - PC1 vs PC2 b) PCoA - PC1 vs PC2
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Figura 14. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las réplicas considerando a la zona de muestreo como la
principal fuente de variacién. Los puntos azules corresponden a las réplicas de Perdido y los rojos a Coatzacoalcos.
a) PCoA de la matriz no ponderada (matriz de presencia-ausencia) y b) PCoA de la matriz ponderada (que considera
la abundancia relativa).

Posteriormente, los mismos analisis fueron realizados considerando la profundidad a la que fue
tomada la muestra como la principal fuente de variacidon. Tanto en el analisis de ANOSIM como el de
PERMANOVA se obtuvo un valor de p igual a 0.01 (valor pseudo-F igual a 2.39 y R de 0.5), que indica

diferencias estadisticamente significativas con respecto a esta variable. Estas diferencias pueden
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observarse claramente en el PCoA de la figura 15. Pese a que la estaciéon D18 se ordena de manera dispar

en el PCoA, se puede observar como las réplicas parecen distribuirse en relacién a la profundidad a que
fueron muestreadas. Las agrupacidon mds evidente se observa entre las muestras a profundidades mayores
alos 1,200 m. Las estaciones ubicadas entre 550 y 788 m de profundidad se ordenan juntas aunque no tan
cercanas como las mas profundas; y las ubicadas a 1,000 m de profundidad se ordenan de manera tal que

parecen unir a las zonas mas profundas con las someras.
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Figura 15. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las réplicas considerando a la profundidad de muestreo
como la principal fuente de variacién. Del lado derecho se presenta el PCoA de la matriz no ponderada y del lado
izquierdo la de los datos ponderados.

Esta diferencia de hace notoria en la figura 16, en donde se presenta un promedio de las
abundancias relativas de las clases de las tres réplicas. Se puede observar que las clases con porcentaje de
abundancia relativa mayor al 1% identificadas por estacidon de muestreo de menor (550 m) a mayor (3,200
m) profundidad. Para facilitar la visualizacion se realizé el promedio de las tres réplicas por estacion vy las
clases con abundancia relativa menor a 1% se agruparon en la categoria otros. De las 352 clases

identificadas 17 contribuyen con mds de 1% a la abundancia relativa.

En la figura 16 se puede observar que la abundancia de los miembros del Marine Group |
incrementa a mayor profundidad de muestreo, de un 6% al 22% en 550m y 3,200m, respectivamente. Las

Deltaproteobacteria parecen mantenerse constantes (entre 9-13%) y las Alphaproteobacteria
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incrementan sutilmente sus porcentajes (de 4 a 12%). Por el contrario, miembros de las Planctomycetacia

disminuyen en abundancia al incrementar la profundidad, de un 10% a un 2%.

Sin embargo, la estacién D18 no sigue el mismo patrén que el resto. El porcentaje del Marine
Group |y Alphaproteobacteria es de menos del 1% y los porcentajes de Anaerolineae y Phycisphaera son
del 10% cada uno. Ademas, en esta estacion, el porcentaje de OTU no asignadas es del 6%, el mayor de

todas las estaciones.

Ante estas diferencias y para poder obtener una mejor visualizacion de los 6rdenes identificados,
las estaciones se separaron en tres grupos: |) estaciones entre 550 y 800 m de profundidad, Il) estaciones

entre 1,000 y 2,000 m de profundidad y Ill) estaciones entre 2,000 y 3,200 m de profundidad.

Profundidad de la toma de muestra

550 m 600m 680m 788m 1,000 m 1,200 m 1,500m 2,400 m 2,500 m 3,200 m
100%
N EEWT—— T -
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' 60% -
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B5 C10 D15 Di6 N1 Al B6 Ci1 D17 B7 Cl2 D18 B8 A3 (13 A4 B9 (14 ® Marine Group |

Estaciones de muestreo

Figura 16. Abundancia relativa promedio a nivel clase de los microorganismos procariontes identificados en las
estaciones de muestreo ordenadas de menor a mayor profundidad. Las tonalidades verdes corresponden a clases de
arqueas y el resto a bacteria. Se presentan las clases con abundancia relativa promedio mayor a 1%, el resto se
agrupan en las categorias Otros Bacteria y Otros Archaea.
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. Composicidn de la microbiota de los sedimentos entre 550 y 800 m de profundidad

Se identificaron 578 érdenes, de los cuales 24 aportan mas del 1% a la abundancia relativa. En
promedio, los Brocadiales (8%), Xhantomonadales (5%), NB1-j (4%), MSBL9 (4%) y Rhodospirillales (4%)
son los érdenes mas abundantes en estas profundidades. Ordenes del Marine Group I (desconocidos, no
cultivados y otros) suman el 5% (Figura 17) y los miembros del Marine Benthic Group E son mas abundantes

que en el resto de las estaciones (Anexo K).

100% -

Otros
90% | M No asignado
W Desulfurellales
MD2898-B26: No cultivada
80% - W S085: No cultivada
W Acidimicrobiales
70% | Myxococcales
Subgrupo 22: No cultivada
W Desulfobacterales
W Syntrophobacterales
W Subgrupo 21: No cultivada
Latescibacteria: No cultivada

50% A
Gammaproteobacteria: No cultivada

Phycisphaerales
40% -| W Anaerolineales
Planctomycetales

W Nitrospirales
30% A

Porcentaje de abundancia relativa promedio

W Rhodospirillales
= MSBLY
W NBI-j

W Xanthomonadales

Brocadiales

10% 1 Marine Group I: Orden desconocido

m Marine Group I: No cultivada

Marine Group I: Otras

0% -

(s =]
[

C10 D15 D16 N1 M Otras Woesearchaeota (DHVEG-6)
Estaciones entre 550 y 788 m de profundidad

Figura 17. Porcentaje de abundancia relativa promedio a nivel orden de los microorganismos procariontes
identificados en las estaciones entre 550 y 800 m de profundidad. Se presentan los drdenes con porcentajes de
abundancia mayores al 1%, el resto se agrupan en la categoria Otros. En la parte superior se indica la profundidad de
la toma de muestra en metros.
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En D16, el porcentaje de Xhantomonadales es del 8%, los Brocadiales se encuentran en un 7% de

abundancia relativa promedio y NB1-j en un 6%. En la estacion C10, el porcentaje de los miembros de los
Brocadiales, Xhantomonadales, MSBL9, No asignados y Anaerolineales es del 5% en cada uno. En esta
estacion, miembros de los Desulfobacterales y Syntrophobacterales se encuentran presentes en un 2.3%,
cada uno. En N1, los Brocadiales son los mds abundantes (10%), seguidos de los Nitrospirales (5%) y MSBL1

(4.5%).

En estas estaciones de muestreo se identificd que D16 es la que tiene el mayor nimero de OTU
Unicas (5,780), seguida por C10 con 3,622. Las cinco estaciones comparten 2,233 y C10 y D16 son las que

comparten mas OTU entre si (1,060) (Anexo E).

En la estacién C10, las familias mas abundantes son las MSBL9: no cultivada, Brocadiacea y
Plancomicetacea (pertenecientes al filo de los Planctomycetes) que suman el 13%. Las familias de
Proteobacteria (JTB255 (5%), Rhodospirillaceae (3%), Syntrophobacteraceae (2%), Desulfobacteracea
(2%), Deltaproteobacteria (NB1-j, 4%) y algunas Gammaproteobacteria: no cultivadas (2%) suman un 18%.
Los miembros de Chloroflexi (Anaerolineaceae) tienen el mismo porcentaje que las OTU no asignadas (5%).

El resto de las familias se encuentran en porcentajes menores al 2%.

1. Composicidn de la microbiota de los sedimentos entre 1,000 y 1,500 m de profundidad

Las estaciones Al, B6, C11 y D17 se muestrearon a 1,000 m de profundidad; B7 a 1,200 m y A3,
C12 y D18 a 1,500 m. De ellas, A1 y D18 fue donde se observaron mayores diferencias en los porcentajes

de abundancia en las OTU identificadas.

En general, en estas profundidades el orden mdas abundante es el de los Rhodospirillales (7%), los
ordenes del Marine Group | (no cultivados, desconocidos, otros y ambiguos) suman un 15%, los
Xhantomonadales y los miembros NB1-j suman un 5% cada uno (Figura 18). A excepcion de Al y D18, las
estaciones a estas profundidades tienen a estos érdenes en porcentajes de abundancia relativa muy

cercanos.
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Figura 18. Abundancia relativa promedio a nivel orden de los microorganismos procariontes identificados en las
estaciones entre 1,000 y 1,500 m de profundidad. Se presentan los 6rdenes con porcentajes de abundancia mayores
al 1%, el resto se agrupan en Otros.

En la estacidon Al, los Brocadiales suman un 5% al igual que los Rhodospirillales y los NB1-,
porcentajes que son similares a los observados en las estaciones de menores profundidades. Por otro lado
se hace alin m3s evidente que D18 es diferente al resto de las estaciones. En ella, el porcentaje del Marine
Group | es muy cercano al 0, los miembros del MSBLY suman el 6% y los Anaerolineales el 10%. En este
sentido, la estacion D18 tiene 6,599 OTU Unicas y comparte con el resto de las estaciones Unicamente 733

(Anexo F).

La estacion B7 (1,200 m) parece seguir la tendencia del incremento de miembros de las
Thaumarchaeota (Marine Group I: no cultivadas, deconocidas, otras; 19%) y un alto porcentaje de

Proteobacteria correspondiente a familias de Alphaproteobacteria (Rhodospirillaceae, 9%),
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Gammaproteoacterias (JTB255, 3%; no cultivadas, 2%, y Xhantomonadales, 2%) y Deltaproteobacterias

(NB1-j, 4% y Desulfurellaceae, 1%).

Por otro lado, la estaciéon D18 tiene un porcentaje menor al 1% de miembros de la Marine Group |

y Alphaprotecobacteria, las Deltaproteobacteria (Desulfobacteraceae, 4%; Syntrophobacteraceae, 2%;

Desulfobulbaceae, 2%) suman un 8%, las Anaerolineaceae (Chloroflexi) son la familia mds abundante (10%)

y las familias de Planctomycetes ( MSBL9, 6%, y Plantomycetaceae, 2%) aportan el 6%. Ademas, se pueden

identificar en porcentajes mayores al 1% otras familias que en el resto de las estaciones se encuentran en

porcentajes casi nulos (Aminicenantes (2%), Woesearchaeota (2%) y Lokiarchaeota (2%), por ejemplo).

M. Composicidn de la microbiota de los sedimentos entre 2,000 y 3,200 m de profundidad
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Figura 19. Abundancia relativa promedio a nivel orden de los procariotas identificados en las estaciones entre 2,000
y 3,200 m de profundidad. Se presentan los érdenes con porcentajes de abundancia mayores al 1%, el resto se

agrupan en Otros.
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Las estaciones muestreadas entre 2,000 y 3,200 m de profundidad parecen ser mas homogéneas

con respecto a los porcentajes de abundancia relativa promedio de los érdenes identificados (Figura 19).
En general, los Rhodospirillales son el orden dominante en estas profundidades estando en promedio de
abundancia relativa un 11%. Las Marine Group | en sus distintas familias (no cultivadas, desconocidas,
ambiguas y otras) se encuentran en un 22%, las Deltaproteobacteria (NB1-j, Desulfurellales vy
Myxococcales) estan en un 7% de abundancia promedio. El porcentaje de Nitrospirales es cercano al 3%,
los miembros de los Planctomycetes suman el 2% total y los de Chloroflexi un 6%. El numero de OTUs
compartidas entre estas estaciones es de 2,055. La estacion A4, es la que tiene un el mayor nimero de

OTU Unicas (2,106) y la de menor nimero es C14 con 1,348 (Anexo G).

En la estacidn C13, se identifico el mayor porcentaje de Euryarchaeota (Thermoplasmata, 5%). Las
Proteobacteria mas abundantes son las Alpha- (10%), Gamma- (5%) y Delta- (4%) y las familias de

Thaumarchaeota se encuentran en un 20%.

3.1.5. Inferencia de la funcion de la microbiota de los sedimentos de Perdido y Coatzacoalcos

Con el uso de PICRUSt y la tabla de OTU generada con referencia a la base de datos GreenGenes
se realizd la inferencia de la funcidn que los microorganismos podrian estar desempefiando en los
sedimentos de las regiones de Perdido y Coatzacoalcos. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que
la inferencia de la funcidn que tienen los microorganismos en ambientes poco caracterizados no es

recomendable.

Para la utilizacién de PICRUSt se normalizé la tabla de OTU (tomando en cuenta el nimero de
copias del gen 16S que puede haber en el genoma de los microorganismos) y se obtuvo el valor del Nearest
Sequenced Taxon Index (NSTI) que indica la disponibilidad de los genomas para cada estacién. Estos valores
oscilaron entre 0.16 y 0.29 e indican que para las OTU identificadas en las estaciones se pueden encontrar
hasta un 84% de los genomas completos. En general, la exactitud de PICRUST disminuye con valores mas
altos de NSTI (mayores a 0.10) por lo cual la evaluacion funcional debe hacerse con cautela (Langille et al,

2013).

Como resultado del analisis, se obtuvo que es posible que los microorganismos identificados
tengan genes principalmente relacionados con el metabolismo (51%) y el procesamiento de informacién

genética (18%). Los genes relacionados al procesamiento de informacidn ambiental podrian estar
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representados en un 11% vy los ligados a enfermedades humanas en un porcentaje cercano al 1%. El 14%

de los posibles genes no pudieron ser clasificados y por tanto no se pueden hacer aseveraciones

concluyentes (Figura 20).

B Procesos celulares
Procesamiento de informacion

ambiental

M Procesamiento de informacion
genética
Enfermedades humanas

= Metabolismo

B Ninguno

B Organismal Systems

B No clasificado

Figura 20. Categorias funcionales inferidas en los metagenomas de amplicones de las muestras analizadas. Se
muestra la composicion porcentual de las 7 categorias del nivel 1 obtenidas en PICRUSt.

De todos los posibles genes, el 11% estdn implicados en el metabolismo de los aminoacidos, el
10% en el metabolismo de carbohidratos, el 9% en el transporte de membranay el 7% en la replicacion y
reparacidon del material genético. El 5% de los genes estan pobremente caracterizados, el 2% estdn
relacionados con la biodegradacidon y metabolismo de xenobidticos y el 2% con el metabolismo de
terpenoides y policétidos (Anexo I). Sin embargo, debido a que este tipo de muestras ha sido poco
estudiado, el porcentaje de microorganismos con un genoma completo secuenciado y disponible es bajo,

por lo que esta inferencia funcional no es confiable.

3.2. Secuenciacion shotgun

Con base en la asignacidn taxondémica realizada con la metagendmica dirigida y las diferencias

observadas entre estaciones de muestreo a distintas profundidades se eligieron muestras de ADN de las
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estaciones C10 (550 m), D18 (1,500 m) y C13 (2,500 m) para realizar la secuenciacién shotgun y con ello

identificar el potencial metabdlico de los microorganismos.
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Figura 21. Clases de microorganismos procariontes con abundancia relativa mayor al 1% en los sedimentos de las
estaciones a) C10, b) D18 y c) C13. En la categoria otros se agrupan en resto de las familias identificadas.

3.2.1. Secuenciacion y el procesamiento informatico

La biblioteca de secuenciaciéon se construyé con ADN que tuvo valores de concentracién iguales a
11.3 ng/uL, 5.3 ng/uL y 5.9 ng/uL, para C10, C13 y D18, respectivamente después de la limpieza y

concentracion.

Como resultado de la secuenciacidn se obtuvieron 4.36 Gb de datos en total, que corresponden a
14,510,746 lecturas. De estas, para C10 se obtuvieron un 48.4%, para C13 un 30.1% y para D18un 9.09%.
La longitud de las lecturas oscilé entre 35 y 151 bp con valores de calidad superiores a 28. En las tres
muestras se obtuvieron fragmentos de tamafios entre 31y 151 bp con valores de calidad mayores a 28
antes del procesamiento con Trimmomatic; después del cortado, el valor de calidad de las secuencias fue

mayor 30 (Tabla 4).

El archivo de la anotacion de los contigs obtenido con Prokka, para cada una de las estaciones, se

cargd en KEGG Ghost Koala para la caracterizacion funcional de las secuencias. De las 2,627 entradas
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identificadas en C10 se anotaron Unicamente el 24.2%. En C13 se obtuvieron 10,487 entradas y en D18,

139; y el porcentaje anotado de ellas fue de 27.7% y 24.8%, respectivamente.

Tabla 4. Tabla de resultados generales del procesamiento de las secuencias shotgun.

Herramienta

Archivo L.
de Caracteristica C10 Ci3 D18
.. procesado
evaluacion
) Numero de secuencias 7,027,036 4,367,831 1,320,069
Secuencias .
Longitud (bp) 35-151 35-151 35-151
crudas
QcC >33 >28 >32
FastQC - -
. Numero de secuencias 6,966,160 4,355,617 1,317,287
Secuencias
Longitud (bp) 35-151 35-151 35-151
curadas
QcC >34 >30 >32
# contigs 2,004 7,626 329
# contigs (>= 0 bp) 12,401 28,355 3,173
Ensamblaje # contigs (>= 1000 bp) 103 1,089 12
QUAST . .
(Megahit) # contigs (>= 5000 bp) 0 0 1
contig mas largo 1,924 4,211 5,021
Longitud total 1,324,819 5,810,450 209,807

La caracterizacién funcional indicé que el mayor porcentaje de genes identificados estan

relacionados con el procesamiento de la informacién genética (Figura 22). Los genes relacionados con el

metabolismo de los carbohidratos son mas abundantes en la estacion C13, seguida de C10. Mientras que

en D18, hay un mayor porcentaje de genes involucrados en el metabolismo de la energia.
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Figura 22. Representacién porcentual de las categorias funcionales identificadas con KEGG Ghost Koala de los genes
identificados y anotados de las estaciones a) C10, b) D18 y c) C13.

Mediante este procesamiento de las secuencias fue posible identificar genes relacionados con la
reduccion de nitrato a nitrito, la oxidacidén de nitrito a nitrato y la reduccion de sulfato a APS (adenosine
5'-phosphosulfate) en la estacion C10. En D18, se identificaron genes implicados en la oxidacién de
tiosulfato a sulfato por el complejo SOX y codificantes para proteinas citocromo ¢ oxidasas asi como

deshidrogenasas de metanoato (Anexo I).

En C13, fue posible identificar genes implicados en las rutas de la reduccidon disimilatoria de nitrato
a amoniaco, la nitrificacion de amoniaco a nitrito, la nitrificacion completa de amoniaco->nitrito->nitrato
(commamox) y de la reduccion asimilatoria y disimilatoria de sulfato a H,S. También se identificaron genes
relacionados con la oxidacién del metano a formaldehido y la asimilacidn de este ultimo, asi como genes

relacionados con la degradacién de ftalato a protocatecuato. (Anexo J).

En C10 fue posible identificar enzimas implicadas en la degradacién de nitrotolueno (Benzoyl!
acetyl-CoA thiolase) y aminobenzoato (terephtalate decarboxylase) y un gen posiblemente relacionado

con la degradacion de estireno.
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Capitulo 4. Discusion

La diversidad microbiana de la biosfera es muy grande y hasta hace un par de décadas se conocia
un porcentaje muy pequeino. Mediante el andlisis de metagenomas de muestras ambientales se ha podido
identificar un gran nimero de los microorganismos que hasta la fecha no han podido ser cultivados. En
este trabajo se analizaron los metagenomas de las comunidades procariontes presentes en 18 muestras
de sedimentos tomadas en el golfo de Meéxico durante la campafa oceanografica MMF-01
(Metagendémica-Malla Fina 01), llevada a cabo en 2016. Para la caracterizacién de la microbiota de estas
muestras se secuencio la region V4 del gen 16S del ARNr y para el estudio de los metagenomas completos

se realizd secuenciacion shotgun del ADN extraido de tres de las muestras.

Las secuencias de los amplicones y su procesamiento informdtico permitieron identificar un gran
numero de OTUs en los sedimentos del GdeM y, aunque se podria pensar que un mayor nimero de
secuencias permite identificar mas OTUs, esto no es necesariamente cierto. Como ejemplo de lo anterior
se observd que el numero de OTU y secuencias obtenidas en las réplicas Adc y D16b y nos indica que una

mayor profundidad de secuenciacién no garantiza que se identifique un mayor nimero de especies.

Los resultados obtenidos permitieron identificar a los principales géneros de bacterias y arqueas
gue habitan los sedimentos de las regiones de Perdido y Coatzacoalcos y que las diferencias en la
composicion de las comunidades microbianas estan influenciadas en mayor medida por la profundidad a
la que se colectaron los sedimentos que por la zona de muestreo. Ademas, la informacién obtenida de la
secuenciacion shotgun sugiere que los microorganismos procariontes de los sedimentos del GdeM estan

involucrados en las reacciones redox de compuestos de azufre y nitrégeno.

4.1. Microorganismos en el fondo marino de Perdido y Coatzacoalcos

Los resultados obtenidos a través de la secuenciacidon de amplicones permitieron conocer que los
microorganismos mas abundantes en los sedimentos de Perdido y Coatzacoalcos pertenecen a los fila
Proteobacteria, Thaumarchaeota y Planctomycetes, filos que habian sido previamente reportados como

caracteristicos de los sedimentos marinos del Golfo de México (Covarrubias-Rodriguez, 2016).

Se identificaron 350 clases de microorganismos procariotas, tres veces mas que las encontradas

por Godoy-Lozano et al (2018) en sedimentos someros del sur-oeste del GdeM. Ademas, en este trabajo
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se identificaron 20 fila de arqueas, que suman el 20% de la abundancia relativa promedio; mientras que

Godoy-Lozano et al., reportan Unicamente 4 en abundancias menores al 1%.

El filo de las Proteobacteria fue el mas abundante en términos de abundancia relativa promedio
de todas las estaciones; se ha reportado que sus miembros estan relacionados con la fijacién del nitrégeno
usando compuestos de azufre como agente oxidante (Battistuzzi y Hedges, 2008). El segundo filo mas
abundante es el de las Thaumarchaeota, que son arqueas quimiolitotrofas nitrificantes y por ello es comun
encontrarlas en ambientes marinos (Pester et al., 2011). La informacidn sobre los Planctomycetes,
Chloroflexi y Acidobacteria hallados en sedimentos marinos es limitada, pero se piensa que su presencia

esta relacionada con la presencia de compuestos de nitrégeno (Vigneron, et al., 2017).

Las especies mas abundantes en las dos zonas de muestreo son las mismas. Las variaciones se
observan en el porcentaje de abundancia relativa de ellas con respecto a la profundidad en que habitan.
El porcentaje de abundancia de especies de Planctomycetacia en menores profundidades podria estar
relacionado con la mayor presencia de polisacdridos, posiblemente procedentes de tejidos de
invertebrados marinos y algas de la superficie (Woebken et al., 2007). Ademas, estas bacterias podrian
estar degradando compuestos sulfonados provenientes de algas y compuestos clorados (clorometano y
cloroalcanos) derivados de fitoplancton y otras algas que habitan la superficie ocednica (Kertesz, 2000;
Vigneron el at., 2017). En este sentido, podria haber una relacién inversa entre la presencia de miembros
del Marine Group 1y los Planctomycetacia atribuida a que con el incremento de la profundidad disminuye
la disponibilidad de polisacaridos y se incrementa la concentraciéon de compuestos de azufre (Vigneron et

al., 2017, Sanchez-Soto, 2018).

El mayor porcentaje de Thaumarchaeota en sedimentos profundos podria deberse a que las
especies de este filo estdn mejor adaptadas para sobrevivir en los entornos con bajos flujos de energia y
mayores presiones del fondo marino (Valentine, 2010), lo que explicaria por qué su abundancia relativa
incrementa con la profundidad. Por otro lado, los miembros de las Deltaproteobacteria estan
estrechamente relacionados con los ciclos biogeoquimicos (Battistuzzi y Hedges, 2008). En particular, los
miembros de los Desulfobacteraceae estan implicados en las rutas de reduccién de sulfatos, fijaciéon del
nitrégeno y la oxidacidon de metano; y al igual que las Syntrophyobacteraceae podrian estar relacionados

con la degradacion de tolueno (Vigneron et al. 2018).

En los sedimentos de entre 550 y 788 m de profundidad el orden mas abundante es el de los

Brocadiales, que son bacterias que realizan la oxidacidn anaerdbica del amonio. Los miembros de la familia
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Anaerolineae fueron identificados hasta en un 5% de abundancia relativa, y aunque no se tiene mucha

informacidn sobre ellos Vigneron et al. (2017) sugieren que podrian tener genes (desconocidos) implicados

en la degradacion de hidrocarburos aromaticos.

En profundidades superiores a los 1,000 hay un incremento en el porcentaje de Rhodospirillales,
qgue pueden crecer quimioheterotréficamente en la obscuridad o heterotréficamente bajo condiciones
aerébicas o microaerdbicas (Baldani et al., 2014). La presencia de Rhodospirillales en ocasiones esta
relacionada con la fermentacion anaerdbica de lactato a acetato que después es usado por especies de

Archaea para producir metano (Madigan y Martinko, 2005).

Estas diferencias en la presencia y abundancia de especies se han explicado comunmente con
respecto a la profundidad de la columna de agua (con sus respectivas variaciones de temperatura y
presion) (Orcutt et al., 2010). Los valores de riqueza de especies en profundidades menores a 1,000 m
obtenidos en este estudio no permiten validar la sugerencia de Sanchez-Soto et al (2018) sobre que las
comunidades microbianas presentes en sedimentos de estas profundidades son mas ricas en especies. En
este sentido, los sedimentos menos profundos podrian estar influenciados por el influjo de materia
organica y otros compuestos provenientes de la superficie continental y oceanica por lo que la
composicion de las comunidades microbianas que los habitan obedecen a factores mas variados que las

gue habitan en sedimentos mas profundos.

Por otro lado, los valores de riqueza de especies en las estaciones profundas (mas de 1,500 m de
profundidad) coinciden con lo sugerido por Jochens y DiMarco (2008) sobre que los sedimentos de zonas
profundas son menos diversos que los someros. Estos resultados refuerzan lo mencionado por
Covarrubias-Rodriguez (2016) sobre que la diversidad microbiana en sedimentos profundos del GdeM es

homogénea en términos de composicidn microbiana.

En sedimentos colectados en profundidades superiores a los 2,000 m abundan los organismos
pertenecientes a las familias de los Rhodospirillaceae y del Marine Group I. Ademas, se hizo notorio que
los sedimentos de estas profundidades son habitados por miembros del filo de las Euryarchaeota. Se ha
reportado que los Thermoplasmatales habitan en sedimentos profundos o ventas hidrotermales y que
tienen potencial para la reduccién de nitratos, la metanogénesis y la oxidacion de metano (Madigan et al.,
2010), siendo la estacidn C13 en donde se identificd el mayor porcentaje ellos. Covarrubias-Rodriguez

(2016) sugirié que estos microorganismos podrian ser oxidadores de metano y que se encuentran en una
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relacion mutualista (syntrophy) con otras arqueas reductoras de sulfatos, en este caso, las pertenecientes

al Marine Group .

Aunque parece ser que la profundidad de los sedimentos es la variable que mejor explica las
diferencias en los perfiles taxonédmicos de las estaciones (p<0.05), el perfil taxonémico en la estaciéon D18
no parece depender de la profundidad de la toma de muestra. Las estaciones A3, C12 y D18 fueron
muestreadas a 1,500 m de profundidad, siendo la primera de la regién de Perdido y las dos ultimas de
Coatzacoalcos. Las estaciones A3 y C12 tienen un perfil de diversidad similar entre ellas y con las estaciones
muestreadas a 1,000 y 1,200 m, sin embargo, el perfil taxondmico de la estacién D18 es diferente al resto
de las estaciones. Por lo anterior, no se pueden atribuir estas diferencias ni a la profundidad ni a la zona

de muestreo sino a otros factores mas especificos del sitio de muestreo.

En la estacidon D18 se identificaron principalmente miembros de las familias Anaerolineaceae,
Desulfobacteraceae y Syntrophobacteraceae que previamente fueron reportadas como microorganismos
caracteristicos de sitios de emanacion de hidrocarburos (metano y petréleo) en el norte del golfo de
México (Vigneron et al., 2017). Adicionalmente, Vigneron et al, mencionan que los miembros de
Anaerolineae podrian tener genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos (como el naftaleno)
y con la reduccién de sulfatos. En este sentido, cuando se planed la campafia MMF-01, se proyectd que
las estaciones B7, C13 y D18 estarian cerca de sitios de emanaciones naturales de hidrocarburos pero dado
que no se puede controlar el movimiento del nucleador una vez que es lanzado no se puede garantizar
qgue los sedimentos sean tomados exactamente del sitio planeado. Sin embargo, la identificacion de las
especies arriba mencionadas llevé a pensar que los sedimentos fueron, en efecto, tomados de una

chapopotera o un sitio muy cercano a una.

La presencia de especies de Aminicenantes en D18 podria ser otro indicador de la cercania de una
chapopotera, puesto que estas bacterias abundan en sitios contaminados por hidrocarburos o
respiraderos hidrotermales, ademds, habitan en sitios con bajos niveles de oxigeno y participan en la
degradacion del carbono a metano en conjunto con especies de Planctomycetes (Farag et al., 2014;
Robbins et al., 2016). En los sedimentos de esta estacion se identificd un porcentaje relativamente alto de
bacterias reductoras de sulfatos que no es comun de identificar en sedimentos superficiales (Teske, 2012).
Ademas, los miembros del Marine Group | se encuentran en un porcentaje minimo contrario a la tendencia
que se observa en la figura 16 y se identificaron arqueas (Lokiarchaeota y Woesearchaeota) que son

caracteristicas de sedimentos mas profundos (Orcutt et al., 2013).
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4.2. Potencial metabadlico de la microbiota de los sedimentos marinos

La identificacion de la funcién de las comunidades de este estudio se realiz6 mediante dos
estrategias: infiriéndola con la herramienta PICRUSt (Langille et al., 2013) y a través de la secuenciacion

shotgun del ADN de las estaciones C10, C13 y D18.

La inferencia del potencial de las comunidades identificadas por la metagendmica dirigida no
permitid observar diferencias en la funcion de los diferentes perfiles taxondmicos de las estaciones de
muestreo. Este era un resultado esperado ya que los valores de NSTI obtenidos estuvieron entre 0.16 y
0.29 y nos indicé que la disponibilidad de los genomas completos en la base de datos de GreenGenes era
limitada para la diversidad identificada. Sin embargo, los resultados de esta inferencia arrojaron que
posiblemente la funcidn principal de los microorganismos en el fondo marino estaba mas relacionada con

su metabolismo primario y el procesamiento de la informacién genética.

Dada la posible presencia de hidrocarburos en los sedimentos y con el objetivo de identificar genes
relacionados con su degradacion se realizo la secuenciacién shotgun del ADN de las estaciones C10, C13y
D18. Estas estaciones se eligieron considerando su perfil taxondmico y las caracteristicas del sitio en que
fueron tomadas. Los sedimentos de la estacién C10 fueron tomados a 550 m de profundidad en un sitio
cercano a tuberias de extraccidn de hidrocarburos, en base a informaciones previas de la zona; la estacion
D18 estaba cerca de una chapopotera y los sedimentos de la C13 se colectaron a una profundidad mayor

de 2,500 m.

Como cabia esperar, se identificaron principalmente genes implicados en el procesamiento de la
informacidn genética y en el metabolismo de la energia (Eipstein, 2013; Head et al., 1997). Aunque
Sanchez-Soto et al. (2018) sugirieron que la microbiota de los sedimentos del Golfo de México tenia el
potencial para la degradacion de compuestos aromadticos como nitrotolueno, etilbenceno vy
clorociclohexano basados en la inferencia funcional con PICRUSt, los datos obtenidos de la anotacién con
Prokka en este trabajo no permitieron confirmar esta prediccion. Sin embargo, esto puede deberse a que
no se ensamblaron secuencias suficientemente largas y por lo tanto los contigs ensamblados no

permitieron identificar todos los genes de la microbiota procarionte de los sitios muestreados.

El potencial metabdlico de las comunidades microbianas de los sedimentos marinos es el resultado
de las condiciones ambientales a las que han estado sometidas y aun podrian identificarse

microorganismos y/o genes desconocidos e implicados en procesos biogeoquimicos y, en el caso particular
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de las zonas de estudio, implicados en la degradaciéon de hidrocarburos. Estos microrganismos o genes

podrian ser de gran ayuda en el tratamiento in situ de sitios afectados por hidrocarburos del petrdleo.

4.3. Limitacionesy perspectivas

A pesar de la gran cantidad de informacidn obtenida en este trabajo, estudiar muestras
ambientales y realizar inferencias ecolégicas basadas en resultados aislados representa un gran reto por
la variabilidad intrinseca de las muestras. En este sentido, es necesario que los estudios microbioldgicos
sean respaldados y/o complementados por informacién fisicoquimica, pues de esta manera podrian
realizarse inferencias mas acertadas sobre las interacciones entre la biosfera y la geosfera que contribuyan

al entendimiento de los procesos en que los microrganismos estan involucrados.

En este trabajo, la profundidad de la secuenciacidn shotgun sélo permitié ensamblar contigs cortos
y por ello no fue posible identificar rutas metabdlicas completas sino sélo puntos aislados. Por esto seria
ideal la obtencion de secuencias shotgun que permitan el ensamble de contigs mas largos y la posibilidad
de obtener los genomas completos de estos microorganismos para asi conocer el potencial de los

microorganismos del fondo marino.

4.4. Sugerencias técnicas

Durante el proceso de amplificacién de las muestras se hizo evidente que en los sedimentos
marinos existen sustancias capaces de inhibir la Reaccion en Cadena de la Polimerasa por lo que se sugiere
usar diluciones del ADN extraido y concentraciones menores a 15 ng en la reaccidn. En este sentido, podria
ser de ayuda realizar la identificacion de estas sustancias para desarrollar estrategias que permitan la

limpieza de estas muestras y posiblemente mejoras en los métodos de extraccion y amplificacion.

La asignacion taxondmica de las OTU formadas fue realizada close reference, open reference y de
novo, reportandose en este trabajo los resultados de novo porque implica menos sesgo asociado con la

asignacion de los OTU, ademas de que permite observar el porcentaje de OTU que no son asignadas.
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La secuenciacion shotgun debe ser realizada preferentemente pareada y en plataformas que

devuelvan como minimo 4 Gb de datos por muestra, con fragmentos que permitan ensamblar contigs de
mayor longitud (de minimo 5,000 bp). De esta manera es mds probable la identificacidn correcta de un
mayor numero de genes e incluso podria ser posible identificar genomas completos de los

microorganismos presentes en la muestra.



50
Capitulo 5. Conclusiones

e Las comunidades de procariotas de los sedimentos de Perdido y Coatzacoalcos estd compuesta
principalmente por los fila Proteobacteria, Thaumarchaeota, Planctomycetes, Acidobacteria,

Chloroflexi y Nitrospirae.

e Laregion de muestreo no presentd una influencia estadisticamente significativa en la composicion
las comunidades microbianas estudiadas. Por otro lado, |la profundidad bajo el nivel del mar a la
que fueron tomadas fue el factor que presentd una influencia estadisticamente significativa

(p<0.01) tanto en la riqgueza como en la abundancia de las comunidades de estudio.

e La abundancia relativa de los Planctomycetacia en los sedimentos disminuye con el incremento
de la profundidad, al contrario de lo que ocurre con el Marine Group I, cuya abundancia aumenta

con la profundidad.

e Los sedimentos del golfo de México de profundidades superiores a los 2,000 m son similares entre
si, en términos de composicion microbiana y estan dominados por miembros del Marine Group |

y Rhodospirillales.

e La microbiota procarionte en el fondo marino de las regiones de Perdido y Coatzacoalcos es
altamente diversa. Los resultados de la secuenciacidn shotgun sugieren que las especies de
Thaumarchaeota, Planctomycetes, Chloroflexi, Delta-, Gamma-, y Alphaproteobacteria estdn

implicadas en los ciclos biogeoquimicos del planeta.

e Seidentificaron genes implicados en la oxidacidn-reduccion de compuestos de azufre y nitréogeno

y en la fijacién del carbono, como resultado del analisis funcional.
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Anexos

Anexo A. Protocolo para la extraccion de ADN

Para la extraccién del ADN de las muestras se usé el PowerSoil® DNA Isolation kit de Qiagen®. El

protocolo descrito a continuacién son las instrucciones proporcionadas por el fabricante con

modificaciones de la Dra. Jennyfers Chong Robles.

Antes de comenzar con la extraccion es necesario realizar los siguientes pasos.

Colocar el Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (PCl) previamente preparado (en proporcion
25:24:1) y mantenido a 4°C en la campana de extraccion.

La solucién C1y C6 se colocan a temperaturas de 55°C y 37°C, respectivamente.

Por muestra a procesar se usan 1 tubo con perlas, 5 tubos libres de DN/RNasas y una columna de

filtrado.

La extraccion se realiza de la siguiente manera.

(Todos los pasos de centrifugacion se realizaron a temperatura ambiente y 14,000 x g).

o v kA w N e

10.

11.

Afadir 60 pL de solucion C1 al tubo con perlas. Mezclar por inversion.

Afadir no mas de 250 mg de sedimento (peso humedo). Mezclar por inversion.

Usando puntas con filtro, afiadir 273 uL de PCl. Mezclar por inversidn e incubar por 5 minutos.
Mezclar con vortex a maxima velocidad durante 5 minutos.

Centrifugar durante un minuto.

En campana y usando puntas con filtro transferir sin perturbar la interface formada ni arrastrar
particulas de sedimento el sobrenadante a un tubo limpio con 250 puL de C2. Mezclar e incubar a
4°C durante 5 minutos.

Centrifugar durante 2 minutos.

Transferir 600 uL del sobrenadante (sin tocar el pellet) a un tubo nuevo con 200 uL de C3. Mezclar
e incubar a 4°C durante 5 minutos.

Centrifugar durante 3 minutos.

En un tubo limpio afadir 650 uL de C4 y 450 plL de etanol al 100%, mezclar perfectamente.
Transferir como mdximo 850 uL del sobrenadante del punto 9, mezclar.

Usando puntas con filtro transferir 650 uL a la columna. Centrifugar durante 15 segundos.

Descartar el fluido. Repetir dos veces mas.



12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
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Centrifugar durante 2 minutos. Transferir cuidadosamente la columna a un tubo nuevo.

Afadir 650 uL de alcohol al 100%. Centrifugar durante 30 segundos. Desechar fluido.

Centrifugar durante 3 minutos. Desechar fluido.

Afadir 650 uL de solucién C5. Centrifugar durante 30 segundos. Desechar fluido.

Centrifugar durante 4 minutos. Transferir columna a tubo nuevo.

Afadir 50 pL de solucién C6 directamente a la matriz de la columna. Incubar a temperatura
ambiente por 10 minutos. Centrifugar por 1 minuto.

Repetir punto 17. Centrifugar por 2 minutos. Desechar columna. Si se desea, se puede cuantificar

el ADN o almacenar a -20°C.
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Anexo B. Informacion sobre los primers de amplificacion

La construccion de las bibliotecas de secuenciacién usando la estrategia de Kozich et al. (2013),
implica que la amplificacion de la regidn de interés y la ligacién de los adaptadores necesarios para su

secuenciacion se realice en un solo paso. En este enfoque se utilizan primers compuestos que contienen:

e Losoligos para amplificar la regidon V4 del gen 16s ARNr que fueron los propuestos por Klindworth
et al. (2013) y son los siguientes:

Oligo Forward = 5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

Oligo Reverse = 5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
e El adaptador de lllumina™ de 33 pb
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
e Eloligo de secuenciacion o PAD de 10 pb
ACTATCTGTA
e Un linker de 2pb que une al oligo forward con el de secuenciacién (GT)

e Unindice de 8 pb, que es distinto para cada muestra y por lo tanto permite su identificacidn

(Tabla A).
Tabla A. indices forward y reverse disponibles para la secuenciacién

ID indice Reverse indice Reverse i7 ID indice Forward
16sK701R CGAGAGTT 16sK501F
16sK702R GTTACAGC 16sK502F
16sK703R TAACGTCC 16sK503F
16sK704R CTACGACC 16sK504F
16sK705R GAGACTTA 16sK505F
16sK706R ACTGTGTA 16sK506F
16sK707R TGCGTCAA 16sK507F
16sK708R ACGTGCGC 16sK508F
16sK709R ATAGTACC 16sK509F
16sK710R GCGTATAC
16sK711R TGCTCGTA
16sK712R AACGCTGA

16sK713R CGCGATAT
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Anexo C. Informacion adicional sobre la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Tabla 5. Condiciones de los ciclos de PCR

Precalenta Ciclo
. Desnaturalizacién Extension  Final
miento
Desnaturalizacién Alineamiento Extensidn
95°C, 30 s 95°C, 2 min 95°C, 20 s 55.5°C, 15s 72 (.:' > 72 (.:' / 4,
min min oo
P5 P7

|inkO“gop o A oligoRlink g
index1PAD __ngl_('m_df Elt_er_es_(\_/li_)___f-m— 58X

Amplificacion

P MPAS

. 4

Generacion de amplicones

. W— PR
\

Amplicones etiquetados para la secuenciaccion.

P5 index1PAD link oligoF  Region de interes oligoR Link PAD Index2 P7

Figura 23. Flujo de trabajo para la construccion de los amplicones etiquetados (Tomado de Covarrubias-
Rodriguez, 2016).
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Anexo D. Otros datos sobre las muestras

En las siguientes tablas se muestran las variables que se modificaron para lograr la amplificacion
de la regién V4 del gen 16S del ARNr, estas fueron el uso de BSA, en nimero de ciclos de PCR y la
concentracién de ADN usada. Asi mismo, se indican las lecturas que se procesaron con QIIME, el nimero

de OTU identificadas en estas secuencias y los indices de diversidad alfa.

Tabla 6. Variables consideradas para la obtencion de los amplicones en las réplicas de Perdido, el nimero de
secuencias de cada una de las réplicas y el nimero de OTU identificadas.

. Secuencias ,
Muestra  Uso de BSA ADN en Ciclos de Secuenciacion codificantes Ndmero de
PCR PCR OoTU
para OTU

Nla no 12 25 21 44229 4898
N1b no 12 25 21 46133 4123
Nic no 12 25 21 59983 5377
Ala no 15 25 21 48090 4544
Alb no 12 25 21 64521 5229
Alc no 15 30 23 59383 5895
A3a no 15 25 21 55949 3560
A3b no 15 25 21 50101 3929
A3c no 18 25 23 53526 4151
Ada no 15 25 21 60694 4072
Adb no 15 30 23 60335 4390
Adc no 18 25 23 63899 3920
B5a no 15 25 21 28544 3717
B5b no 18 25 23 19072 3193
B5c no 18 25 23 23800 3608
B6a no 18 25 23 51431 3986
B6b no 15 25 21 39339 4597
B6c no 18 25 23 39327 3603
B7a no 15 25 21 44092 4821
B7b no 15 25 21 38715 4026
B7c no 18 25 23 58914 4567
B8a no 15 30 23 46508 3233
B8b no 15 25 21 61354 3678
B8c no 15 25 21 58498 3912
B9a no 15 30 23 55897 4502
B9b no 15 30 23 54342 3623

BOc no 15 25 21 50393 3416
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Tabla 7. Variables consideradas para la obtencién de los amplicones en las réplicas de Coatzacoalcos, el numero de
secuencias de cada una de las réplicas y el nimero de OTU identificadas.

. Secuencias .
Muestra  Uso de BSA ADN en Ciclos de Secuenciacion codificantes Ndmero de
PCR PCR OoTU
para OTU

Cl10a no 6 27 21 71172 5000
C10b no 6 27 21 62428 5645
Ci10c no 6 27 23 39112 5963
Clia no 15 25 21 85689 7686
Clib no 18 25 23 96153 6361
Clic no 18 25 23 118774 7293
Cl12a no 15 25 21 45795 3549
Cl2b no 15 30 23 59396 4654
Cl2c no 15 30 23 53190 4907
C13a no 15 25 21 64585 3872
C13b no 18 25 23 89070 4265
Ci13c no 18 25 23 77215 3918
Cl4a no 15 25 21 53047 3382
Cl4b no 18 25 23 62194 3919
Cl4c no 18 25 23 49256 3117
D15a no 12 27 21 28215 4231
D15b no 15 25 21 27649 4274
D15c no 6 27 23 28231 4050
D16a no 15 25 21 59127 7013
D16b no 18 25 23 64075 7491
Di16c no 18 25 23 63152 6406
D17a no 15 30 23 45572 5286
D17b no 15 25 21 54238 5547
D17c no 18 25 23 43939 3766
D18a no 18 25 23 50255 5491
D18b Si 15 25 24 44126 5509

D18c Si 15 25 24 44774 5976




Tabla 8. Niumero de especies observadas, esperadas (Chaol), PD Whole Tree e indice de Shannon de cada una de las réplicas.

Estacion Observadas Esperadas (Chaol) PD_whole_tree shannon

Estacion Observadas Esperadas (Chaol) PD_whole_tree shannon

N1la
N1b
Nilc
Ala
Alb
Alc
A3a
A3b
A3c
Ada
Adb
Adc
B5a
B5b
B5c
B6a
B6b
B6c
B7a
B7b
B7c
B8a
B8b
B8c
B9a
B9b
B9c

4898
4123
5377
4544
5229
5895
3560
3929
4151
4072
4390
3920
3717
3193
3608
3986
4597
3603
4821
4026
4567
3233
3678
3912
4502
3623
3416

5930.531
5001.408
6385.135
5271.742
6334.66
7534.448
4436.421
4820.945
4964.161
5081.133
5322.727
4725.514
4476.104
3898.32
4633.942
4924.191
5839.14
4273.444
5998.534
4845.282
5509.66
4113.043
4426.31
4868.216
5535.219
4551.923
4188.35

200.3777
170.7387
211.0807
189.3196
187.9072
225.8244
140.4066
156.167
159.9563
159.2005
175.9672
153.0809
161.876
148.5971
153.833
155.2271
174.3454
148.9209
181.9124
154.0757
166.1157
126.1473
143.4469
149.2186
183.8252
139.2711
138.3465

9.941829
9.166986
9.790719
9.989515
9.62611
10.10857
8.867675
9.09008
9.447366
8.909919
9.314086
8.926492
9.928575
10.03937
9.406996
9.240451
9.715353
9.267452
9.771551
9.618097
9.227872
8.668049
8.672754
8.921358
9.203207
8.900272
8.866524

C10a
C10b
C10c
Clla
Cllb
Clic
Cl2a
C12b
Cl2c
C13a
C13b
C13c
Cl4a
Cl4b
Cléac
D15a
D15b
D15c
D16a
D16b
Di16¢
D17a
D17b
D17c
D18a
D18b
D18c

5000
5645
5963
7686
6361
7293
3549
4654
4907
3872
4265
3918
3382
3919
3117
4231
4274
4050
7013
7491
6406
5286
5547
3766
5491
5509
5976

5700.785
6625.059
7426.713
9395.294
7905.507
8770.179
4255.18
5725.003
6289.031
4977.204
5054.905
4761.073
4189.779
4772.663
3862.141
5042.357
5171.693
4964.834
8642.38
9242.637
7816.705
6414.475
6888.528
4592.214
6902.389
7836.296
8369.149

195.8046
223.5509
236.161
275.4183
215.4476
252.3444
145.3268
173.5171
181.094
141.8049
157.809
146.6797
133.5349
152.0237
123.8473
179.6534
182.254
173.5801
261.0345
275.5956
241.8965
192.775
201.3579
148.7357
217.8497
219.0991
234.4849

10.22779
10.32521
10.68898
10.32631
9.698075
9.783601
8.888054
9.39578
9.574868
8.632475
8.874462
8.728074
8.945942
8.796073
8.57639
10.32366
10.26751
9.777937
10.52113
10.55484
10.32531
9.995452
9.840398
9.336133
10.2296
10.06015
10.46593
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Anexo E. Numero de OTU en las estaciones de muestreo entre 550 y 800 m
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Figura 24. Numero de OTUs Unicas y compartidas en las estaciones de muestreo entre 550 y 800 m de profundidad.
El nimero total de OTUs identificadas por estacion se indica en las barras horizontales del lado izquierdo. Las OTUs
Unicas y compartidas se indican en las barras verticales. Los puntos aislados sefialan la barra de OTUs unicas por
estacion y las que estan unidas por lineas indican el nimero de OTUs compartidas entre los puntos unidos. El grafico
fue realizado en la plataforma en linea del software UpSetR.
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Anexo F. Nimero de OTU en las estaciones de muestreo entre 1,000y 1,500 m
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Figura 25. Numero de OTUs Unicas y compartidas en las estaciones de muestreo entre 1,000 y 2,000 m de
profundidad. El nimero total de OTUs identificadas por estacion se indica en las barras horizontales del lado
izquierdo. Las OTUs Unicas y compartidas se indican en las barras verticales. Los puntos aislados sefalan la barra de
OTUs Unicas por estacidn y las que estan unidas por lineas indican el nimero de OTUs compartidas entre los puntos
unidos. El grafico fue realizado en la plataforma en linea del software UpSetR
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Anexo G. Niumero de OTU en las estaciones muestreadas entre 2,000y 3,200 m
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Figura 26. Numero de OTUs Unicas y compartidas en las estaciones de muestreo entre 2,000 y 3,000 m de
profundidad. El nimero total de OTUs identificadas por estacion se indica en las barras horizontales del lado
izquierdo. Las OTUs Unicas y compartidas se indican en las barras verticales. Los puntos aislados sefialan la barra de
OTUs unicas por estacién y las que estan unidas por lineas indican el nimero de OTUs compartidas entre los puntos
unidos. El grafico fue realizado en la plataforma en linea del software UpSetR.
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Anexo H. Porcentaje de abundancia relativa de los dominios procariontes en los

sedimentos de las zonas de muestreo.

A) Promedio

M Archaea I Bacteria M No asignado

b) Perdido c) Coatzacoalcos

Figura 27. Grafica de la distribucién de los Dominios de microorganismos procariontes identificados en a) los
sedimentos muestreados, b) los sedimentos de Perdido y c) de los sedimentos de Coatzacoalcos.
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PICRUSt

Composicion porcentual de

las 7 categorias

B Metabolismo de aminoacidos

i Transporte de membrana

M Replicacién y reparacion

M Poco caracterizados

B Movilidad ccelular

B Metabolismo de lipidos

I Procesamiento de informacion genéticca
1 Metabolismo

B Transcripcion

B Metabolismo y biosintesis de glicano

B Familias de enzimas

M Biosintesis de otros metabolitos secundarios
= Enfermedades infecciosas

[ Sistema enddcrino

1 Signaling Molecules and Interaction

H Cancer

M Sistema nervioso

M Sistema inmune

[ Sistema digestivo

= Comunicacién celular

M Sistema secretor

 Metabolismo de carbohidratos

" Energy Metabolism

M Traducccidn

B Metabolismo de cofactores y vitaminas
B Metabolismo de nucledtidos

B Procesos celulares y sefializacién

[ Folding, Sorting and Degradation

Metabolismo y biodegradacion de xenobidticos

1 Transduccién de sefiales

B Metabolismo de Terpenoides and Polyketidos

W Metabolismo de otros aminoacidos

B Crecimiento celular y muerte

" Enfermedades neuridegenerativas
Transporte y catabolismo

[ Adaptacién ambiental

M Enfermedades metabdlicas

M Sistema circulatorio

M Sistema excretorio

1 Enfermedades del sistema inmune

Enfermedades cardiovasculares
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del nivel 2 obtenidas en

Figura 28. Composicion porcentual promedio de las 7 categorias del nivel 2 obtenidas en PICRUSt de los
microorganismos identificados en todas las estaciones de muestreo.
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Anexo J. Genes identificados en los contigs generados de las lecturas obtenidas

por la secuenciacion shotgun

Tabla 9. Genes identificados en el microbioma de los sedimentos de la estacién C10.

C10

Cyclic di-GMP phosphodiesterase PA4108 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase

UPF0234 protein XC_3703 => hypothetical protein

Probable multidrug resistance ABC transporter ATP-binding/permease protein YheH => putative
multidrug resistance ABC transporter ATP-binding/permease protein YheH

Bifunctional protein FolD => Bifunctional protein FolD protein

Uncharacterized oxidoreductase YtbE => putative oxidoreductase YtbE

Uncharacterized protein YgaU => putative protein YgaU

Probable phospholipid-binding protein MlaC => putative phospholipid-binding protein MlaC
Desiccation/radiation resistance protein DR_1769 => Desiccation/radiation resistance protein
Segregation and condensation protein B homolog => Segregation and condensation protein B
UPF0382 membrane protein YwdK => hypothetical protein

Probable phospholipid ABC transporter permease protein MlaE => putative phospholipid ABC
transporter permease protein MlaE

Probable formate transporter 1 => putative formate transporter 1

Uncharacterized protein Yxal => putative protein Yxal

Putative multidrug export ATP-binding/permease protein SA1683 => Putative multidrug export ATP-
binding/permease protein

Uncharacterized protein YxaL => putative protein Yxal

Uncharacterized zinc protease Rv2782c => putative zinc protease

Uncharacterized protein Rv2307c => putative protein

Uncharacterized FAD-linked oxidoreductase Rv2280 => putative FAD-linked oxidoreductase
Fluoroquinolones export ATP-binding protein Rv2688c => Fluoroquinolones export ATP-binding protein
Putative multidrug export ATP-binding/permease protein SA1683 => Putative multidrug export ATP-
binding/permease protein

UPF0053 inner membrane protein YgdQ => hypothetical protein

UPF0213 protein BH0048 => hypothetical protein

Probable peptidoglycan glycosyltransferase FtsW => putative peptidoglycan glycosyltransferase FtsW
Putative transport protein Rv1101c => Putative transport protein

Probable enoyl-CoA hydratase echA8 => putative enoyl-CoA hydratase echA8

Bifunctional protein Rv2228c => Bifunctional protein

UPF0060 membrane protein YnfA => hypothetical protein

Cyclic di-GMP phosphodiesterase VC_1295 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase

Probable FMN/FAD exporter YeeO => putative FMN/FAD exporter YeeO

Uncharacterized signaling protein PA1727 => putative signaling protein

Uncharacterized protein HI_0933 => putative protein

Uncharacterized protein Rv1829 => putative protein

Cyclic di-GMP phosphodiesterase PA4781 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase

Probable 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase => putative 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase
Probable cysteine desulfurase => putative cysteine desulfurase
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Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein Rv0986 => putative ABC transporter ATP-binding
protein
Cyclic di-GMP phosphodiesterase PA4108 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase
Uncharacterized protein YpbG => putative protein YpbG
Uncharacterized glycosyltransferase Rv0539 => putative glycosyltransferase
Probable transcriptional regulatory protein DVU_2259 => putative transcriptional regulatory protein
Cyclic di-GMP phosphodiesterase PA4108 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase
Probable endonuclease 4 => putative endonuclease 4
Uncharacterized protein Rv1339 => putative protein
Uncharacterized protein YxalL => putative protein Yxal
ABC transporter ATP-binding/permease protein Rv1747 => ABC transporter ATP-binding/permease
protein
Probable polyglutamine synthesis accessory protein MT0602 => putative polyglutamine synthesis
accessory protein
Probable type Il secretion system protein HxcR => putative type |l secretion system protein HxcR
Uncharacterized protein HI_0755 => putative protein
Universal stress protein Rv1636 => Universal stress protein

Tabla 10. Genes identificados en el microbioma de los sedimentos de la estaciéon C13.

C13

Uncharacterized protein YccU => putative protein YccU

Bifunctional protein FolD => Bifunctional protein FolD protein

Bifunctional protein FolD => Bifunctional protein FolD protein

Uncharacterized FAD-linked oxidoreductase Rv2280 => putative FAD-linked oxidoreductase
Uncharacterized protein MSMEG_2782/MSMEI_2713 => putative protein/MSMEI_2713
UPF0051 protein SA0778 => hypothetical protein

Uncharacterized protein YnbD => putative protein YnbD

UPF0060 membrane protein YnfA => hypothetical protein

UPF0060 membrane protein YnfA => hypothetical protein

Universal stress protein MT2061 => Universal stress protein

Probable glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 1 => putative glycine dehydrogenase
(decarbox

UPF0111 protein HI_1603 => hypothetical protein

Probable adenylyl-sulfate kinase => putative adenylyl-sulfate kinase

Putative acetyltransferase SA2342 => Putative acetyltransferase

Probable endonuclease 4 => putative endonuclease 4

Cytochrome c oxidase subunit 1 homolog, bacteroid => Cytochrome c oxidase subunit 1, bacteroid
UPF0111 protein HI_1603 => hypothetical protein

Probable glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 2 => putative glycine dehydrogenase
(decarbox

Probable glutamine ABC transporter permease protein GInM => putative glutamine ABC transporter
permeas

Segregation and condensation protein B homolog => Segregation and condensation protein B
Uncharacterized transporter Rv2685 => putative transporter

Probable glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 1 => putative glycine dehydrogenase
(decarbox
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Probable peptidyl-prolyl cis-trans isomerase => putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YybR => putative HTH-type transcriptional
regulator

Putative phosphoribosyl transferase MT0597 => Putative phosphoribosyl transferase

UPF0073 inner membrane protein YgfA => hypothetical protein

Uncharacterized protein YisK => putative protein YisK

Uncharacterized protein YgeY => putative protein YgeY

Uncharacterized protein MT2060 => putative protein

Probable polyketide biosynthesis zinc-dependent hydrolase PksB => putative polyketide biosynthesis
zin

Acetyltransferase SACOL1063 => Acetyltransferase

Uncharacterized protein HI_1162 => putative protein

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein Rv1281c => putative ABC transporter ATP-
binding pr

F420H(2)-dependent reductase Rv1155 => F420H(2)-dependent reductase

Probable polyketide biosynthesis zinc-dependent hydrolase PksB => putative polyketide biosynthesis
zin

Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase VC_1348 => putative cyclic di-GMP phosphodiesterase
UPF0758 protein YsxA => hypothetical protein

Ribosome-associated protein L7Ae-like => Ribosome-associated protein L7Ae-like protein
Uncharacterized oxidoreductase SA2266 => putative oxidoreductase

Uncharacterized oxidoreductase SA2266 => putative oxidoreductase

Probable peptidoglycan glycosyltransferase FtsW => putative peptidoglycan glycosyltransferase FtsW
UPF0051 protein Rv1461 => hypothetical protein

UPF0301 protein VC_0467 => hypothetical protein

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein Rv0986 => putative ABC transporter ATP-binding
pro

Probable glutamine ABC transporter permease protein GInM => putative glutamine ABC transporter
permeas

Probable lipid Il flippase MurJ => putative lipid Il flippase MurJ

Uncharacterized protein Rv1507c => putative protein

Uncharacterized N-acetyltransferase YjaB => putative N-acetyltransferase YjaB

Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YybR => putative HTH-type transcriptional
regulator

Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YtcD => putative HTH-type transcriptional regulator
Probable bifunctional SAT/APS kinase => putative bifunctional SAT/APS kinase

Probable S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase MSMEG_2350/MSMEI_2290 => putative
S-adenosyl

UPF0098 protein CT_736 => hypothetical protein

Probable ATP-dependent helicase DinG homolog => putative ATP-dependent helicase DinG

UPF0051 protein SA0778 => hypothetical protein

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YxIF => putative ABC transporter ATP-binding
prote

Probable transcriptional regulatory protein pdtaR => putative transcriptional regulatory protein pdtaR
Uncharacterized protein Rv1488 => putative protein

Probable intracellular septation protein A => putative intracellular septation protein A
Uncharacterized protein MT2089 => putative protein

NAD(P)H-dependent FMN reductase PA1204 => NAD(P)H-dependent FMN reductase



73

Uncharacterized protein YciH => putative protein YciH

Uncharacterized protein YccU => putative protein YccU

Uncharacterized protein MSMEG_2782/MSMEI_2713 => putative protein/MSMEI_2713

Probable ABC transporter ATP-binding protein M6_Spy0273 => putative ABC transporter ATP-binding
protei

Probable peptidoglycan D,D-transpeptidase PenA => putative peptidoglycan D,D-transpeptidase PenA
Uncharacterized protein Rv1829 => putative protein

Uncharacterized protein YisK => putative protein YisK

UPF0758 protein => hypothetical protein

Uncharacterized protein HI_1163 => putative protein

Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease

Phosphatase Rv3376 => Phosphatase

Probable HTH-type transcriptional regulator YgaV => putative HTH-type transcriptional regulator YgaV
Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YtcD => putative HTH-type transcriptional regulator
Probable branched-chain-amino-acid aminotransferase => putative branched-chain-amino-acid
aminotransfe

Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YbaQ => putative HTH-type transcriptional
regulator

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YadG => putative ABC transporter ATP-binding
prote

UPF0051 protein SA0778 => hypothetical protein

Probable transcriptional regulatory protein YedW => putative transcriptional regulatory protein YedW
Uncharacterized oxidoreductase SA2266 => putative oxidoreductase

Probable sulfoacetate--CoA ligase => putative sulfoacetate--CoA ligase

Putative aminotransferase MSMEG_6286/MSMEI_6121 => Putative aminotransferase/MSME|_6121
Probable adenylyltransferase/sulfurtransferase MoeZ => putative adenylyltransferase/sulfurtransferase
Probable Fe(2+)-trafficking protein => putative Fe(2+)-trafficking protein

Uncharacterized amino acid permease YhdG => putative amino acid permease YhdG

Probable type Il secretion system protein HxcR => putative type Il secretion system protein HxcR
Probable pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase RclA => putative pyridine nucleotide-disulfide o
Virulence protein STM3117 => Virulence protein

Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease

Probable nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] => putative nicotinate-nucleotide
pyr

Probable Fe(2+)-trafficking protein => putative Fe(2+)-trafficking protein

Probable ATP-dependent transporter SufC => putative ATP-dependent transporter SufC

Putative esterase Rv1847 => Putative esterase

Probable multidrug ABC transporter ATP-binding protein YbhF => putative multidrug ABC transporter
ATP-

Uncharacterized metal-dependent hydrolase YcfH => putative metal-dependent hydrolase YcfH
Uncharacterized protein YnbD => putative protein YnbD

Dihydroorotate dehydrogenase B (NAD(+)), electron transfer subunit homolog => Dihydroorotate
dehydroge

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein Rv0073 => putative ABC transporter ATP-binding
pro

Probable ATP-dependent transporter SufC => putative ATP-dependent transporter SufC
Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YybR => putative HTH-type transcriptional
regulator
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Uncharacterized protein YggN => putative protein YggN

Nucleotide-binding protein Rv1421 => Nucleotide-binding protein

UPF0434 protein PFL_1779 => hypothetical protein

Uncharacterized protein YibN => putative protein YibN

Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YtcD => putative HTH-type transcriptional regulator
Monocarboxylate 2-oxoacid-binding periplasmic protein all3028 => Monocarboxylate 2-oxoacid-
binding per

Uncharacterized protein HP_1423 => putative protein

UPF0098 protein CT_736 => hypothetical protein

Nucleoid-associated protein Cthe_2143 => Nucleoid-associated protein

Uncharacterized protein HI_0828 => putative protein

Uncharacterized sugar kinase YdjH => putative sugar kinase YdjH

Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease

Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease

Probable cytochrome c oxidase subunit 1 => putative cytochrome c oxidase subunit 1

Putative glutaredoxin Rv3198.1 => Putative glutaredoxin.1

Putative universal stress protein SA1532 => Putative universal stress protein

Probable glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 1 => putative glycine dehydrogenase
(decarbox

Probable bacterial non-heme ferritin => putative bacterial non-heme ferritin

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YejF => putative ABC transporter ATP-binding
prote

Probable UbiX-like flavin prenyltransferase => putative UbiX-like flavin prenyltransferase
Uncharacterized protein YccU => putative protein YccU

Uncharacterized protein MSMEG_2782/MSMEI_2713 => putative protein/MSMEI_2713
Uncharacterized methyltransferase Ycg) => putative methyltransferase Ycg)

UPF0051 protein Rv1461 => hypothetical protein

Uncharacterized protein YciH => putative protein YciH

Probable cysteine desulfurase => putative cysteine desulfurase

Probable bacterial non-heme ferritin => putative bacterial non-heme ferritin

UPF0173 metal-dependent hydrolase SA1529 => hypothetical protein

Sulfurtransferase Alvin_2599 => Sulfurtransferase

Segregation and condensation protein B homolog => Segregation and condensation protein B
Probable ATP-dependent transporter SufC => putative ATP-dependent transporter SufC
Multifunctional alkaline phosphatase superfamily protein pRL90232 => Multifunctional alkaline
phosphat

Uncharacterized protein Rv2307c¢ => putative protein

Putative anti-sigma factor antagonist TM_1442 => Putative anti-sigma factor antagonist
Uncharacterized protein BHWA1 00569 => putative protein

Putative universal stress protein SA1532 => Putative universal stress protein

Aminopeptidase HP_1037 => Aminopeptidase

Probable transcriptional regulatory protein agq_1575 => putative transcriptional regulatory protein
Purine-binding protein BAB2_0673 => Purine-binding protein

Uncharacterized oxidoreductase SA2266 => putative oxidoreductase

Probable glycine dehydrogenase (decarboxylating) subunit 2 => putative glycine dehydrogenase
(decarbox

Uncharacterized protein Rv2307c¢ => putative protein



75
Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease
Uncharacterized protein Rv0628c => putative protein
Uncharacterized protein Rv2307c¢ => putative protein
UPF0047 protein Rv2556¢c => hypothetical protein
Probable UbiX-like flavin prenyltransferase => putative UbiX-like flavin prenyltransferase
Probable polyketide biosynthesis zinc-dependent hydrolase PksB => putative polyketide biosynthesis
zin
Probable serine/threonine-protein kinase YodM => putative serine/threonine-protein kinase YodM
UPF0051 protein SA0778 => hypothetical protein
Uncharacterized protein Rv1829 => putative protein
Desiccation/radiation resistance protein DR_1769 => Desiccation/radiation resistance protein
Probable peptidoglycan glycosyltransferase FtsW => putative peptidoglycan glycosyltransferase FtsW
UPF0098 protein CT_736 => hypothetical protein
Nucleotide-binding protein Rv1421 => Nucleotide-binding protein
UPF0235 protein YggU => hypothetical protein
Putative universal stress protein SA1532 => Putative universal stress protein
Cyclic di-GMP phosphodiesterase PA4108 => Cyclic di-GMP phosphodiesterase
Probable nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] => putative nicotinate-nucleotide
pyr
Bifunctional protein FolD => Bifunctional protein FolD protein
Uncharacterized protein YyaP => putative protein YyaP
NAD(P)H-dependent FAD/FMN reductase GTNG_3158 => NAD(P)H-dependent FAD/FMN reductase
UPF0716 protein FxsA => hypothetical protein
Probable cytochrome c oxidase subunit 1 => putative cytochrome c oxidase subunit 1
Probable UbiX-like flavin prenyltransferase => putative UbiX-like flavin prenyltransferase
Probable ABC transporter phosphonate/phosphite binding protein PhnD2 => putative ABC transporter
phosp
Probable UbiX-like flavin prenyltransferase => putative UbiX-like flavin prenyltransferase
Probable endonuclease 4 => putative endonuclease 4
Probable diguanylate cyclase DgcC => putative diguanylate cyclase DgcC
Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein Rv2564 => putative ABC transporter ATP-binding
pro
Uncharacterized protein YciH => putative protein YciH
Sulfurtransferase Alvin_2599 => Sulfurtransferase
Probable phospholipid-binding protein MlaC => putative phospholipid-binding protein MlaC
Probable phospholipid ABC transporter-binding protein MlaD => putative phospholipid ABC
transporter-bi
Uncharacterized protein MT2089 => putative protein
Probable cytochrome c oxidase subunit 1 => putative cytochrome c oxidase subunit 1
Probable tRNA-dihydrouridine synthase => putative tRNA-dihydrouridine synthase
Probable endonuclease 4 => putative endonuclease 4
Probable ATP-dependent transporter SufC => putative ATP-dependent transporter SufC
Putative monooxygenase Rv0793 => Putative monooxygenase
Uncharacterized protein YedJ => putative protein Yed)
Uncharacterized protein Rv0887c¢ => putative protein
3'-5' exoribonuclease MT2234.1 => 3'-5' exoribonuclease.1
UPF0126 inner membrane protein YicG => hypothetical protein
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Uncharacterized signaling protein PA1727 => putative signaling protein

Probable 4-hydroxyproline 2-epimerase => putative 4-hydroxyproline 2-epimerase
Ribonuclease TTHA0252 => Ribonuclease

Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YheS => putative ABC transporter ATP-binding
prote

Probable cysteine desulfurase => putative cysteine desulfurase

UPF0701 protein YicC => hypothetical protein

Probable adenylyl-sulfate kinase => putative adenylyl-sulfate kinase
Uncharacterized Nudix hydrolase NudL => putative Nudix hydrolase NudL

Putative ribosomal protein L7Ae-like => Putative ribosomal protein L7Ae-like protein
Uncharacterized Nudix hydrolase NudL => putative Nudix hydrolase NudL

Putative ribosomal protein L7Ae-like => Putative ribosomal protein L7Ae-like protein
Uncharacterized Nudix hydrolase NudL => putative Nudix hydrolase NudL
Uncharacterized Nudix hydrolase NudL => putative Nudix hydrolase NudL

Putative ribosomal protein L7Ae-like => Putative ribosomal protein L7Ae-like protein
Translation initiation factor IF-3' at k141 12997 position 366

Bifunctional protein FolD protein' at k141 14302 position 607

Beta sliding clamp' at k141 15017 position 528
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine methyltransferase' at k141 16683 position
1192

Methionine synthase' at k141 22347 position 909

Superoxide dismutase [Mn]' at k141 25870 position 539

Tabla 11. Genes identificados en el microbioma de los sedimentos de la estacion D18.

D18

UPF0045 protein Rv1898 => hypothetical protein

Uncharacterized amino acid permease YhdG => putative amino acid permease YhdG
Uncharacterized signaling protein PA1727 => putative signaling protein

Bifunctional protein Rv2228c => Bifunctional protein

Probable cytochrome c oxidase subunit 1 => putative cytochrome c oxidase subunit 1
Nucleoid-associated protein Cthe_2143 => Nucleoid-associated protein

Putative formate dehydrogenase SA2102 => Putative formate dehydrogenase
Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YtcD => putative HTH-type tra nscriptional
regulator YtcD

Universal stress protein A homolog 2 => Universal stress protein A
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Anexo K. Fila de las arqueas identificadas en las estaciones de muestreo.

Porcentaje de abundancia relativa promedio

30

25

20

15

B5 C10 D15

D16

N1

Al

Be Cl11 D17 B7 (12 D18 B8

Estaciones de muestreo

A3 C13 A4

B9 Ci4

B Candidate division YNPFFA
B Otras
Ambiguo
W pMC2A209
Aigarchaeota
1 Ancient Archaeal Group(AAG)
M Altiarchaeales
B Miscellaneous Euryarchaeotic Group(MEG)
B Aenigmarchaeota
M uncultured archaeon
AK8
Hadesarchaea
B Marine Hydrothermal Vent Group(MHVG)
B WSA2
I Bathyarchaeota
Lokiarchaeota
B Marine Benthic Group E
Euryarchaeota
B Woesearchaeota (DHVEG-6)

M Thaumarchaeota

Figura 29. Abundancia de los fila de arqueas identificados mediante la secuenciacidon de amplicones en las estaciones
de muestreo. Las estaciones estan ordenadas de menor a mayor profundidad (550-3,200 m bajo el nivel del mar)



