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Metabolismo del arsénico en microorganismos extremófilos de los

Andes centrales

Los salares y volcanes de los Andes centrales de Sudamérica albergan

diversos ecosistemas microbianos, tales como biopelículas, tapetes

microbianos y microbialitos. Los registros fósiles indican que los microbialitos

surgieron hace más de 3.700 millones de años y fueron la principal evidencia

de vida en la Tierra durante los siguientes 2.000 millones de años. Debido a

las condiciones ambientales extremas de los Andes centrales (alta radiación,

baja tasa de precipitación, alta tasa de evaporación, alta salinidad, alta

concentración de arsénico, baja presión de oxígeno, fuertes vientos y una

gran amplitud térmica), el estudio de los ecosistemas microbianos andinos

podría ayudarnos a comprender los límites de la vida en la Tierra y

potencialmente en sus orígenes.

El presente trabajo tiene como objetivo comprender los mecanismos

moleculares que permiten a los microorganismos extremófilos de los Andes

centrales resistir a las elevadas concentraciones ambientales de arsénico y,

eventualmente, obtener energía metabólica a partir de su oxidorreducción. En

la primera parte del trabajo, se llevó a cabo una prospección de ecosistemas

microbianos en tres salares y un volcán de los Andes centrales. En el salar de

Antofalla se recolectaron muestras de tapetes microbianos de la laguna Pozo

Bravo y de una pequeña laguna o puquio de campo naranja; en el volcán

Galán se recolectaron biopelículas de la laguna Diamante; en el salar

Socompa se tomaron muestras de microbialitos de la laguna Socompa;

mientras que en el salar de Atacama se muestrearon tapetes microbianos de

las lagunas Tebenquiche y Brava. Junto a los muestreos se realizó un análisis

fisicoquímico de cada ambiente. Posteriormente se realizó una secuenciación

masiva del ADN total de las muestras para llevar a cabo estudios

metagenómicos. Los resultados revelaron que la laguna Diamante es el



ambiente más extremo de los estudiados, presentando la mayor alcalinidad,

salinidad, y concentración de arsénico en agua. Por tal motivo, la composición

microbiana de la biopelícula de Diamante difiere considerablemente a la del

resto de los ecosistemas microbianos estudiados. La biopelícula de Diamante

está dominada por haloarqueas, mientras que los ecosistemas de Brava,

Tebenquiche, puquio de campo naranja, Pozo Bravo, y Socompa están

dominados por bacterias de diferentes gremios. Tras analizar la abundancia

relativa de los genes del metabolismo del arsénico en dichos ecosistemas, se

pudo determinar que la mayoría de los microorganismos andinos presentan

mecanismos moleculares de resistencia al arsénico. Los principales

mecanismos consisten en (1) la reducción citoplasmática del arsenato,

mediada por la arsenato reductasa citoplasmática ArsC, seguido de la

expulsión del arsenito resultante por la bomba Acr3, y (2) la metilación

citoplasmática del arsenito, mediada por la arsenito metiltransferasa ArsM,

seguido de la expulsión del metilarsenito resultante por la bomba ArsP.

Además de resistir al arsénico, algunos microorganismos andinos pueden

oxidar el arsenito para obtener energía utilizando la enzima arsenito oxidasa

AioAB, y/o reducir el arsenato para crecer en anaerobiosis utilizando la

enzima arsenato reductasa ArrAB. La abundancia de los genes que codifican

las respectivas enzimas resultó ser mayor en la biopelícula de Diamante que

en el resto de los ecosistemas, lo que resultó interesante debido a que aún no

hay evidencias de estos procesos metabólicos en haloarqueas.

Con el fin de profundizar la comprensión del metabolismo del arsénico en las

haloarqueas, la segunda parte del trabajo consistió en el aislamiento de una

haloarquea de Diamante (Halorubrum sp. DM2) y su caracterización por

medio de análisis genómicos y ensayos de crecimiento. Los correspondientes

análisis revelaron que Halorubrum sp. DM2 presenta la mayoría de los genes

del metabolismo del arsénico (genes ars, aio y arr), resiste altas

concentraciones de arsénico, y es capaz de crecer como quimioorganótrofo



oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato. Al identificarse una

mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA que no es capaz de crecer en

anaerobiosis respirando arsenato, se pudo corroborar que Halorubrum sp.

DM2 utiliza la enzima arsenato reductasa ArrAB para respirar arsenato.

De esta manera, el trabajo presentado en esta tesis da a conocer los

principales procesos metabólicos del arsénico presentes en los

microorganismos extremófilos de los Andes centrales, y extiende el

conocimiento que se tiene de los mismos, con especial foco en las

haloarqueas.

Palabras claves: Andes centrales, biopelículas, tapetes microbianos,

microbialitos, metagenómica, genómica, arsénico



Arsenic metabolism in extremophilic microorganisms from the

central Andes

The Central Andes of South America are rich in salt flats and volcanoes which

harbor diverse microbial ecosystems, such as biofilms, microbial mats, and

microbialites. Geological records indicate that microbialites first appeared

more than 3.7 billion years ago and were the main evidence of life on Earth for

the next 2 billion years. Due to the extreme environmental conditions of the

central Andes (high radiation, low precipitation rate, high evaporation rate, high

salinity, high arsenic concentration, low oxygen pressure, strong winds and

wide daily range in temperatures), the study of the Andean microbial

ecosystems could help us understand the limits of life on Earth, as well as

advance knowledge in the evolution of early life.

The aim of this work is to understand the arsenic resistance and bioenergetic

mechanisms in the extremophilic microorganisms from the central Andes. In

the first part of the work, a search for microbial ecosystems was carried out in

three salt flats and one volcano from the central Andes. In Antofalla salt flat,

microbial mat samples were collected from Pozo Bravo lake and a small

orange lagoon or puquio de campo; in Galán volcano, biofilm samples were

collected from Diamante lake; in Socompa salt flat, microbialite samples were

collected from Socompa lake; while in Atacama salt flat, microbial mats were

collected from Tebenquiche and Brava lakes. Along with the sampling, a

physicochemical analysis of each environment was performed. Afterwards,

high-throughput sequencing of the total DNA extracted from the samples was

carried out to perform metagenomic studies. The results revealed that

Diamante lake is the most extreme environment among those studied,

presenting the highest alkalinity, salinity, and arsenic concentration in water.

For this reason, the microbial composition of the Diamante biofilm differs

considerably from that of the rest of the microbial ecosystems studied. The



Diamante biofilm is dominated by haloarchaea, while Brava, Tebenquiche,

puquio de campo naranja, Pozo Bravo, and Socompa ecosystems are

dominated by bacteria of different guilds. The relative abundance of arsenic

metabolism genes in the microbial ecosystems revealed that most of the

Andean microorganisms present arsenic resistance mechanisms. The main

mechanisms consist of (1) cytoplasmic arsenate reduction, mediated by the

cytoplasmic arsenate reductase ArsC, followed by the extrusion of the

resulting arsenite by the Acr3 pump, and (2) cytoplasmic arsenite methylation,

mediated by the arsenite methyltransferase ArsM, followed by the extrusion of

the resulting methylarsenite by the ArsP pump. In addition to these

detoxification mechanisms, some Andean microorganisms have mechanisms

to obtain energy through the oxidation of arsenite by arsenite oxidase AioAB,

and the reduction of arsenate by arsenate reductase ArrAB. The abundance of

the genes encoding the respective enzymes resulted to be higher in the

Diamante biofilm than in the rest of the ecosystems studied. This was

interesting because there is no previous evidence of these metabolic

processes in haloarchaea.

To deepen the understanding of the arsenic metabolism in haloarchaea, the

second part of the work consisted in the isolation of an haloarchaea from

Diamante lake (Halorubrum sp. DM2) and its characterization through

genomic analyses and growth assays. The corresponding analyses revealed

that Halorubrum sp. DM2 presents most of the arsenic metabolism genes (ars,

aio, and arr genes), is resistant to high arsenic concentrations, and is able to

grow as a chemoorganotroph oxidizing organic compounds and reducing

arsenate. The identification of a mutant Halorubrum sp. DM2 ΔarrA, which is

not able to grow in anaerobiosis with arsenate, demonstrated that Halorubrum

sp. DM2 employs the enzyme arsenate reductase ArrAB to reduce arsenate.



Summing up, the work presented in this thesis sheds light on the arsenic

metabolisms present in the extremophilic microorganisms from the central

Andes, with special focus on haloarchaea.

Keywords: Central Andes, biofilms, microbial mats, microbialites,

metagenomics, genomics, arsenic



"El papel de lo infinitamente pequeño en la naturaleza es

infinitamente grande"

Louis Pasteur (1822-1895)
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PARTE 1

INTRODUCCIÓN

Cordillera de los Andes

La cordillera de los Andes es un cordón montañoso, localizado en la región

occidental de Sudamérica, que se extiende desde la costa del Caribe hasta el

extremo sur del continente atravesando siete países: Colombia, Venezuela,

Ecuador, Bolivia, Perú, Chile y Argentina (Figura 1). Es la cadena de

montañas más extensa del mundo y la segunda en altura, por detrás del

Himalaya, con una longitud aproximada de 7.000 km y una elevación máxima

de 6.960 m. Su ancho varía entre 200 y 700 km, y ocupa una superficie

aproximada de 3.300.000 km2 (Zeil, 1979).

Su origen se remonta a fines del Cretácico tardío, momento en el cual se

terminó de fragmentar el supercontinente de Pangea provocando la

separación de África y Sudamérica. Esta separación produjo la apertura del

océano Atlántico y, al mismo tiempo, el nacimiento de la cordillera de los

Andes debido al cabalgamiento de la placa continental Sudamericana por

encima de las placas oceánicas (placa del Caribe, placa de Cocos, placa de

Nazca, placa Antártica y placa Escocesa). Este proceso, denominado

subducción, se ha mantenido a lo largo del tiempo provocando el crecimiento

de la cordillera hasta llegar al relieve que observamos hoy en día (Zeil, 1979).

Este proceso, además, es el principal responsable de la actividad sísmica y

volcánica que caracteriza a la región. La cordillera alberga más de un

centenar de volcanes activos y forma parte del Cinturón de Fuego del Pacífico

(Stern, 2004). Como consecuencia de dicha actividad volcánica, es uno de los
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principales yacimientos minerales (hierro, cobre, zinc, plata, oro y plomo) del

mundo (Wallace & Hall-Wallace, 2003).

Figura 1. Mapa de Sudamérica en donde se detallan la cordillera de los

Andes y sus tres grandes regiones (Andes del norte, Andes centrales y Andes

del sur). A su vez, se detallan las regiones que constituyen los Andes

centrales.

2
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Teniendo en cuenta la relación de las placas oceánicas con el continente, la

cordillera de los Andes puede dividirse en tres grandes regiones (Gansser,

1973) (Figura 1):

1) Andes del norte o septentrionales: En esta región se encuentran los

Andes venezolanos, colombianos y ecuatorianos. Este segmento es el

resultado de la compleja interacción entre las placas oceánicas del

Caribe, de Cocos y de Nazca, y la placa continental Sudamericana.

2) Andes centrales: En esta región se encuentran los Andes peruanos,

bolivianos y gran parte de los argentino-chilenos. Este segmento

resulta de la interacción de la placa oceánica de Nazca con la placa

continental Sudamericana.

3) Andes del sur o australes: En esta región se encuentra la otra parte de

los Andes argentino-chilenos. Este segmento es el resultado de la

interacción entre las placas oceánicas de Nazca y Antártica, y la placa

continental Sudamericana.

Andes centrales

Los Andes centrales se dividen en dos ramales: la Cordillera Occidental y la

Cordillera Oriental. Los materiales erosionados de estas cordilleras, y los

expulsados por los volcanes, rellenaron la depresión central dando lugar a

una extensa meseta conocida como el Altiplano en Bolivia, Perú y Chile, y la

Puna en Argentina (Figura 1). La meseta del Altiplano-Puna tiene una

elevación promedio de 3.700 m (Isacks, 1988) y cubre un área de 300 km de

ancho por 1.800 km de largo (Allmendinger et al., 1997). Debido a estas

características, es la segunda meseta más alta y extensa del mundo,

superada únicamente por la meseta del Tíbet en Asia oriental. El segmento

Altiplano-Puna está constituido por numerosas cuencas endorreicas, es decir

cuencas cerradas sin drenaje exterior, que varían en forma, tamaño, relleno y

3

https://paperpile.com/c/wMnuEb/ZpXv
https://paperpile.com/c/wMnuEb/ZpXv
https://paperpile.com/c/wMnuEb/HVap
https://paperpile.com/c/wMnuEb/G2JR


marco geológico. Dichas cuencas acumulan aguas saturadas en sales

(boratos, cloruros, nitratos, sulfatos, etc.) que forman lagunas y lagos

hipersalinos. Debido al clima árido extremo, dichos cuerpos de agua se

evaporan dejando las sales precipitadas. Con el pasar del tiempo, las sales se

acumulan y forman salares (R. N. Alonso & Rojas, 2020). Existen numerosos

salares en la meseta del Altiplano-Puna, siendo los más extensos el Salar de

Uyuni en Bolivia, el Salar de Arizaro en Salta, Argentina, y el Salar de

Antofalla en Catamarca, Argentina. Si bien el Salar de Atacama en Chile no

forma parte del segmento Altiplano-Puna, es uno de los salares más extensos

de los Andes centrales (H. Alonso & Risacher, 1996).

Ecosistemas microbianos de los Andes centrales

Los salares y volcanes de los Andes centrales albergan numerosos

ecosistemas microbianos denominados ecosistemas microbianos andinos

(AMEs, Andean microbial ecosystems). Los AMEs son complejas

asociaciones de microorganismos con minerales, principalmente halita (NaCl),

yeso (CaSO4·2H2O), calcita (CaCO3), y aragonita (CaCO3). Dichos

ecosistemas pueden clasificarse, en base a la organización de la comunidad y

al grado de mineralización, en cuatro grupos: biofilms o biopelículas (1),

tapetes microbianos (2), microbialitos (3) y endoevaporitas (4) (Farías, 2020)

(Figura 2).

Los biofilms o biopelículas (1) son comunidades microbianas adheridas a una

superficie y embebidas en una matriz de sustancias poliméricas

extracelulares (EPS, extracellular polymeric substances) (López et al., 2010).

La matriz es normalmente una mezcla de polisacáridos, proteínas y ácidos

nucleicos que unen las células entre sí, protegiéndolas de entornos adversos

y facilitando su supervivencia. La formación de biofilms permite a las células

vivir en estrecha asociación unas con otras. Cuando las células están muy

4

https://paperpile.com/c/wMnuEb/9NjT
https://paperpile.com/c/wMnuEb/aa2b
https://paperpile.com/c/wMnuEb/6yV9
https://paperpile.com/c/wMnuEb/0ulG


próximas entre sí, tienen más oportunidades para intercambiar nutrientes y

material genético (Jain et al., 2007).

Figura 2. Clasificación de los ecosistemas microbianos andinos (AMEs) en

base a la organización de la comunidad y al grado de mineralización.

Los tapetes microbianos (2) son biofilms estratificados que pueden tener un

grosor de varios centímetros, incluso decímetros. Las capas de los tapetes

microbianos están compuestas por especies de diferentes gremios

microbianos cuya actividad está gobernada por la disponibilidad de luz,

oxígeno y otros recursos (Prieto-Barajas et al., 2018). La combinación de

metabolismo microbiano y transporte de nutrientes controlado por difusión

ocasiona un acusado gradiente de concentraciones de los diferentes

nutrientes y metabolitos microbianos, de manera que en el tapete se crean

nichos especiales a diversos intervalos de profundidad. De todas formas, la

5
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estructura química y biológica de un tapete microbiano puede cambiar

drásticamente en un período de veinticuatro horas (llamado ciclo circadiano)

como consecuencia del cambio en la intensidad de la luz (Madigan et al.,

2014). Durante el día existe una intensa producción de oxígeno en la capa

superficial fótica y una activa reducción de sulfato en las regiones inferiores.

Cerca de la zona en la que el oxígeno y el sulfuro de hidrógeno empiezan a

mezclarse, la intensa actividad metabólica de las bacterias del azufre

fotótrofas y quimiolitótrofas consume estos sustratos rápidamente en

distancias verticales muy cortas. Estos gradientes desaparecen por la noche,

cuando todo el tapete se vuelve anóxico y se acumula el sulfuro de hidrógeno.

Algunos organismos del tapete aprovechan su motilidad y siguen el

desplazamiento de los gradientes químicos.

Los tapetes microbianos han existido hace más de 3.500 Ma (millones de

años), sin embargo, la evolución de los metazoos depredadores y la

competencia con los macrófitos (plantas acuáticas) provocó su declive hace

1.000 Ma. Hoy en día, estos ecosistemas se desarrollan únicamente en

ambientes acuáticos en los que las adversidades ambientales restringen la

depredación y la competencia, condiciones que se encuentran sobre todo en

hábitats hipersalinos o geotérmicos como los de los Andes centrales (Farías,

2020).

Bajo ciertas condiciones, los biofilms y tapetes microbianos litifican formando

microbialitos. Los microbialitos (3) son estructuras organosedimentarias

formadas por comunidades microbianas bentónicas, que atrapan y fijan

detritos sedimentarios y/o constituyen el lugar donde ocurre la precipitación

mineral (Burne & Moore, 1987). Los microbialitos se pueden clasificar como

estromatolitos (R. E. Riding & Awramik, 2000), trombolitos (Aitken, 1967;

Kennard & James, 1986; Shapiro, 2000), dendrolitos (Suosaari et al., 2018) y

leiolitos (Braga et al., 1995) de acuerdo a sus mesoestructuras laminadas,

moteadas, dendríticas (o shrubby) y masivas, respectivamente (Grey &

6
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Awramik, 2020) (Figura 3). En general, los microbialitos son de composición

carbonática, aunque los hay de composición silícea e incluso de evaporitas

(R. Riding, 2000). Los diferentes tipos de microbialitos son el resultado de

diferentes tipos de biofilms y tapetes microbianos (R. Riding, 1991), y de los

cambios en las condiciones ambientales (Feldmann & McKenzie, 1998; Moore

& Burne, 1994).

Figura 3. Clasificación de los microbialitos de acuerdo a su mesoestructura.

Los microbialitos representan las primeras formas de vida en la Tierra y se

extienden en el registro geológico desde el Precámbrico (hace ~3.500 Ma)

hasta el presente. A lo largo de la historia de la Tierra, experimentaron

períodos de expansión (entre 2.800 y 1.000 Ma atrás) y declive (2.000, 1.000

y 675 Ma atrás) (R. Riding, 2000). En la actualidad, los microbialitos

modernos se encuentran distribuidos en una diversidad de ambientes marinos

y continentales (ambientes lacustres hipersalinos, salobres y de agua dulce,

lechos de ríos salobres y frescos, y fuentes termales, entre otros). Los

microbialitos modernos más famosos y mejor estudiados son los de Hamelin
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Pool, Shark Bay, Australia occidental (Babilonia et al., 2018; Burne & Johnson,

2012; Burns et al., 2004; Logan, 1961; Pamela Reid et al., 2003; Suosaari et

al., 2018), los de Bahamas (M. S. Andres & Pamela Reid, 2006; Dupraz et al.,

2004; Foster et al., 2009; Hubert et al., 2018; Planavsky & Ginsburg, 2009;

Reid et al., 1995), los del Lago Clifton, Australia occidental (Burne & Moore,

1993; Moore & Burne, 1994; Warden et al., 2016), y los del Gran Lago Salado,

Utah, Estados Unidos (Lindsay et al., 2017, 2020; Pace et al., 2016), entre

otros. Su estudio permitió comprender, en cierta medida, los complejos

procesos biológicos y sedimentológicos que operan en la construcción de los

distintos tipos de microbialitos (Grey & Awramik, 2020).

Las endoevaporitas (4) son comunidades microbianas endolíticas asociadas a

yeso y halita, donde los minerales proveen protección contra la desecación y

la radiación UV-B, pero permiten el paso de la radiación fotosintéticamente

activa (PAR, photosynthetically active radiation, 400 a 700 nm), que es

importante para el desarrollo de los fotoautótrofos. Estos microorganismos

producen pigmentos fotosintéticos y biomoléculas fotoprotectoras (clorofila a

(Chla), bacterioclorofila a (BChla) y sus respectivas feofitinas) que son clave

para mantener el equilibrio entre la captación de luz y la protección contra un

exceso de radiación. Los minerales que componen las endoevaporitas

preservan estas biomoléculas, potenciando aún más el crecimiento de los

microorganismos fotoautótrofos en estos ecosistemas (Farías, 2020; Vignale,

Lencina, et al., 2021).

Desde hace más de una década, se vienen realizando exploraciones en los

salares y volcanes de los Andes centrales para registrar y estudiar los AMEs

(Albarracín et al., 2015; Carrizo et al., 2022; dC Rubin et al., 2017;

Demergasso et al., 2003, 2010; Dorador et al., 2008, 2013; Farías, 2020;

Farías et al., 2009, 2014; Farias et al., 2017; Fernandez et al., 2016; Fleming

& Prufert-Bebout, 2010; Haferburg et al., 2017; Kurth et al., 2017, 2021; Perez

et al., 2020; Rascovan et al., 2016; Rasuk et al., 2014, 2016; Stivaletta et al.,
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2011; Thiel et al., 2010; Toneatti et al., 2017; Valero-Garcés et al., 2001;

Vignale, Kurth, et al., 2021; Vignale, Lencina, et al., 2021; Villafañe et al.,

2021). Estas exploraciones permitieron identificar biofilms, tapetes

microbianos, microbialitos y endoevaporitas en los diversos ambientes

prospectados, tal como se detalla en la Tabla 1 y en la Figura 4.

Tabla 1. Ecosistemas microbianos andinos reportados en los Andes
centrales.

País Región Laguna Salar o volcán
asociado

AMEs

Bolivia Uyuni S. de Uyuni B.

Nor Lípez L. Verde S. de la L. Verde B., T.M. y M.

L. Blanca S. de la L. Blanca T.M. y M.

Chile Región II L. de Huasco S. de Huasco T.M.

L. Coposa S. de Coposa B. y T.M.

Puquios de
Llamará

S. de Llamará T.M. y E.

L. Verde S. de Carcote T.M. y E.

L. Turquesa S. de Ascotán T.M. y E.

Campo de
Géiseres del
Tatio

Pastos Grandes y
Complejo Guacha
Caldera

T.M. y M.

L. de la Piedra

S. de Atacama

E.

L. Cejar T.M. y E.

L. Tebenquiche T.M. y E.

L. Chaxa T.M. y M.

L. Barros Negros T.M. y E.

Aguas de
Quelana

T.M.
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L. Salada T.M.

L. Brava T.M. y M.

L. Pujsa S. de Pujsa B.

S. Aguas Calientes T.M.

L. Lejía S. de Lejía T.M.

L. Punta Negra S. de Punta Negra T.M.

L. Agua Amarga S. Agua Amarga E.

Argentina Jujuy L. Vilama V. Vilama T.M.

Salta Ojos de Mar de
Tolar Grande

S. de Tolar Grande E.

F. de Socompa
S. y V. Socompa

B.

L. Socompa M. y E.

Catamarca L. Verde

S. de Antofalla

T.M. y E.

L. Pozo Bravo T.M. y M.

Puquio de
Campo Naranja

T.M. y M.

Las Quinoas T.M. y M.

L. El Peinado V. El Peinado T.M. y M.

L. Carachipampa S. y V.
Carachipampa

T.M. y M.

F. de Diamante Caldera del V.
Galán

T.M.

L. Diamante B. y M.

Río Salado
Complejo L. Verde

M.

L. Negra T.M. y M.

L., Laguna; V., Volcán; S., Salar; F., Fumarola; B., Biofilms; T.M., Tapetes

microbianos; M., Microbialitos; E., Endoevaporitas.
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Figura 4. Salares y lagunas de los Andes centrales en donde se reportaron

ecosistemas microbianos andinos (AMEs). A, Salar de Uyuni; B, Salar de

11



Coposa; C, Puquios de Llamará; D, Laguna Verde del Salar de Carcote; E,

Laguna Cejar; F, Laguna Tebenquiche; G, Laguna Chaxa; H, Laguna Barros

Negros; I, Laguna Salada; J, Laguna Brava; K, Salar Aguas Calientes; l,

Laguna Agua Amarga; M, Laguna Vilama; N, Ojos de Mar de Tolar Grande; O,

Laguna Socompa; P, Laguna Pozo Bravo; Q, Puquio de Campo Naranja; R,

Las Quinoas; S, Laguna El Peinado; T, Laguna Carachipampa; U, Laguna

Diamante.

Interés astrobiológico de los ecosistemas microbianos andinos

Debido a las características climáticas extremas (baja presión de oxígeno por

la elevada altitud, intensa radiación solar, alta tasa de evaporación, gran

amplitud térmica estacional y diaria, condiciones hipersalinas de los cuerpos

de agua, fuertes vientos, y elevada actividad volcánica) los ambientes de los

Andes centrales son escenarios ecológicamente interesantes para entender

los límites de la vida (Carrizo et al., 2022). Por lo tanto, el estudio de los

microorganismos extremófilos que constituyen los AMEs podría ayudarnos a

comprender los mecanismos moleculares que permiten su resistencia a la

desecación, a la intensa radiación solar y a la elevada concentración de

elementos de orígen volcánico como el arsénico (As). Algunos de estos

mecanismos moleculares podrían haber surgido en los albores de la vida,

hace más de 3.500 Ma, debido a la falta de una capa de ozono en la

atmósfera terrestre primitiva que protegiera de la radiación UV-B, y a la gran

actividad volcánica de dicho período que contribuyó a la especiación de las

aguas. En este sentido, el estudio de los AMEs permitiría mejorar nuestra

comprensión sobre la evolución de la vida primitiva en la Tierra. Por otro lado,

las condiciones ambientales únicas de las lagunas y lagos de altura de los

Andes centrales muestran cierta analogía con los paleolagos de Marte del

período Noachiano, hace unos 3.500 Ma (Cabrol, 2001; Wharton et al., 1995).
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Por lo tanto, el estudio de los AMEs también podría aportar información sobre

la vida en otros planetas (Sánchez-García et al., 2022).

Metabolismo del arsénico en organismos procariotas

El arsénico es un componente natural de la corteza terrestre y un

constituyente de muchos minerales, sin embargo, resulta tóxico para la

mayoría de los organismos (Nordstrom, 2002). Dependiendo de las

condiciones fisicoquímicas y de las actividades biológicas que se lleven a

cabo, el arsénico puede encontrarse en diferentes estados de oxidación y

metilación, mostrando diversos niveles de toxicidad y biodisponibilidad

(Rahman & Hassler, 2014). La toxicidad del arsénico varía de la siguiente

manera: metilarsenito [MAs(III)] > arsenito [As(III)] > arsenato [As(V)] >

metilarsenato [MAs(V)]. Las formas más comunes son el arsenito y el

arsenato inorgánico. La toxicidad del arsenato se debe a que funciona como

análogo del fosfato e interfiere en todos los procesos en los que interviene

este compuesto. Mientras que la toxicidad del arsenito está dada por su

capacidad de unirse a cisteínas y a oxidar glutatión, interfiriendo con el

funcionamiento de muchas enzimas y aumentando la cantidad de radicales

libres en la célula. Por este motivo, la toxicidad del arsenito es mayor que la

del arsenato (Murphy & Saltikov, 2009).

A lo largo de la evolución, los organismos procariotas han desarrollado

diversos mecanismos moleculares para detoxificarse del arsénico, e incluso,

obtener energía metabólica a partir de su oxidorreducción (Páez-Espino et al.,

2009; Silver & Phung, 2005; Slyemi & Bonnefoy, 2012; Stolz et al., 2006; Tsai

et al., 2009; Yoshinaga et al., 2011) (Figura 5). La mayoría de estos procesos,

que involucran diversos genes (Tabla 2), afectan la movilización del arsénico

en el ambiente. Por consiguiente, los organismos procariotas juegan un papel

clave en el ciclo biogeoquímico del arsénico (Gadd, 2010).

13

https://paperpile.com/c/wMnuEb/D8UB
https://paperpile.com/c/wMnuEb/YxB0
https://paperpile.com/c/wMnuEb/LIm0
https://paperpile.com/c/wMnuEb/LP0m
https://paperpile.com/c/wMnuEb/pObG+qHgp+8JVI+YyZm+eydQ+YhXG
https://paperpile.com/c/wMnuEb/pObG+qHgp+8JVI+YyZm+eydQ+YhXG
https://paperpile.com/c/wMnuEb/pObG+qHgp+8JVI+YyZm+eydQ+YhXG
https://paperpile.com/c/wMnuEb/4pgZ


Figura 5. Mecanismos de resistencia y utilización del arsénico en organismos

procariotas.

Normalmente, el arsénico entra a las células procariotas en forma de

arsenato a través de transportadores de fosfato específicos (Pst,

phosphate-specific transporters) e inespecíficos (Pit, non-specific inorganic

phosphate transporters), y en forma de arsenito a través de

acuagliceroporinas (GlpF, glycerol facilitator). En el citoplasma, el arsénico se

une al represor transcripcional ArsR, induciendo un cambio conformacional en

su estructura. Este cambio lo libera de su sitio de unión al ADN, permitiendo

la transcripción de los operones ars (Rawle et al., 2021). Como respuesta, se

produce un aumento significativo en los niveles de ArsA, ArsB/Acr3, ArsC y
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ArsD, que constituyen la respuesta básica de resistencia al arsénico. La

enzima arsenato reductasa citoplasmática (ArsC) reduce el arsenato a

arsenito (Gladysheva et al., 1994; Liu & Rosen, 1997), el cual luego es

expulsado del citoplasma por las bombas ArsB y Acr3 con gasto de ATP

(Bröer et al., 1993; Meng et al., 2004; Yang et al., 2012). ArsA funciona como

ATPasa, y se une a ArsB y Acr3 para mejorar su eficiencia de transporte

(Rosen et al., 1999). Mientras que ArsD funciona como segundo represor

transcripcional de los operones ars, previniendo la sobreexpresión de las

bombas ArsB y Acr3 (Y. Chen & Rosen, 1997).

Además de este mecanismo básico, ampliamente distribuido en bacterias y

arqueas (Mukhopadhyay & Rosen, 2002; Stolz et al., 2006), existen otros

procesos que permiten a las células procariotas detoxificarse del arsénico.

Por ejemplo, el arsenito puede ser metilado a metilarsenito [MAs(III)] por la

enzima arsenito metiltransferasa (ArsM) (Ajees & Rosen, 2015; Qin et al.,

2006), para luego ser expulsado por la bomba ArsP o ser oxidado a

metilarsenato [MAs(V)] por la enzima metilarsenito oxidasa (ArsH) (J. Chen,

Bhattacharjee, et al., 2015; J. Chen, Madegowda, et al., 2015). Otro proceso

consiste en la conversión del metilarsenito a su forma inorgánica menos

tóxica, el arsenito, a través de una liasa que rompe el enlace C-As (ArsI)

(Yoshinaga & Rosen, 2014). Debido a que el arsenito genera estrés oxidativo,

algunos organismos procariotas además presentan un sistema tiorredoxina

(ArsTX) que ayuda a mantener el estado redox balanceado (Achour-Rokbani

et al., 2010).

A lo largo de las últimas tres décadas, se han ido descubriendo organismos

procariotas capaces no solo de resistir al arsénico sino además de utilizarlo

en procesos bioenergéticos. Algunos de estos organismos, como las

bacterias Chrysiogenes arsenatis (Macy et al., 1996) y Shewanella sp. ANA-3

(Saltikov et al., 2003), o las arqueas hipertermófilas Pyrobaculum arsenaticum

y Pyrobaculum aerophilum (Huber et al., 2000), pueden respirar
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anaeróbicamente arsenato utilizando la enzima arsenato reductasa ArrAB.

Mientras que otros, como las bacterias Rhizobium sp. NT-26 (Santini et al.,

2000; Santini & vanden Hoven, 2004), Azoarcus sp. DA01 (Rhine et al., 2007),

Dechloromonas sp. ECC1-pb1 (Sun et al., 2010) y Alkalilimnicola ehrlichii

MLHE-1 (Zargar et al., 2010), pueden obtener energía de la oxidación del

arsenito mediante el uso de arsenito oxidasas (AioAB y ArxAB). Aunque no

todas las arsenito oxidasas son utilizadas para obtener energía. Algunas,

como la del heterótrofo Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al., 2007),

sirven como mecanismo de detoxificación.

Actualmente se postula que el arsenito podría haber sido la fuente de energía

utilizada por las primeras formas de vida (Sforna et al., 2014; van Lis et al.,

2013). Los organismos primitivos habrían surgido en ambientes hidrotermales

o al menos en ambientes cercanos a zonas con actividad volcánica, donde las

emanaciones volcánicas eran ricas en arsénico. Lo más probable es que

estos organismos fueran quimiolitoautótrofos, es decir, que obtuvieran energía

de la oxidación de compuestos inorgánicos, y carbono de la fijación del

dióxido de carbono. De todas las enzimas utilizadas para obtención de

energía por oxidación de compuestos inorgánicos, las arsenito oxidasas (Aio)

se encuentran tanto en bacterias como en arqueas y son las únicas que por

análisis filogenéticos han mostrado un origen evolutivo anterior al último

ancestro común universal (LUCA, last universal common ancestor). Se cree

entonces que en la Era Arcaica (hace 3.800-2.500 Ma), la oxidación de

arsenito por Aio habría estado acoplada a la respiración anaeróbica de los

óxidos de nitrógeno. Sólo después de la divergencia de Bacteria y Archaea,

Aio habría sido reclutada a vías metabólicas más recientes como la

fotosíntesis. En la Era Proterozoica (hace 2500-600 Ma), después de la

aparición del oxígeno atmosférico, la actividad de Aio se habría asociado a la

respiración aeróbica. La oxidación de la Tierra habría conducido tanto a la

acumulación de arsenato como a la aparición de quinonas de alto potencial.
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Por lo tanto, una enzima originalmente empleada en la reducción de

compuestos de azufre y relacionada con la actual enzima polisulfuro

reductasa (Psr), habría evolucionado hasta convertirse en la enzima Arr

reductora de arsenato. Simultáneamente, Arx se habría originado invirtiendo

la reacción catalítica de Arr/Psr para oxidar arsenito, dando lugar a la

reducción de un conjunto de ubiquinonas. A pesar de que se han encontrado

y caracterizado decenas de secuencias de Aio en bacterias, solo unas pocas

han sido secuenciadas en arqueas y hasta la fecha no se ha demostrado

funcionalidad en ninguna de ellas. Por este motivo, la hipótesis del origen y

relevancia ancestral de Aio sigue siendo poco robusta (van Lis et al., 2013).

Tabla 2. Genes procariotas implicados en el metabolismo del arsénico.

Gen Proteína codificante Función

arsA ATPasa
Hidroliza ATP para proveer de energía a
ArsB y Acr3

arsB As(III) permeasa Extruye del citoplasma el As(III)

acr3 As(III) permeasa Extruye del citoplasma el As(III)

arsC
As(V) reductasa
citoplasmática

Reduce el As(V) a As(III) en el citoplasma

arsD Represor transcripcional
Regula negativamente la transcripción de los
operones ars (regula su expresión máxima)

arsR Represor transcripcional
Regula negativamente la transcripción de los
operones ars y arr (regula su expresión
basal)

arsH MAs(III) oxidasa Oxida el MAs(III) a MAs(V)

arsM As(III) metiltransferasa Metila el As(III)

arsI C-As liasa Desmetila el MAs(III)

arsN Acetiltransferasa Se desconoce su función exacta

arsP MAs(III) permeasa Extruye del citoplasma el MAs(III)

arsT Tiorredoxina reductasa Ayuda a mantener el estado redox

arsX Tiorredoxina Ayuda a mantener el estado redox

17

https://paperpile.com/c/wMnuEb/WbmZ


arsO Monooxigenasa Se desconoce su función exacta

aioA
As(III) oxidasa,
subunidad grande

Oxida en el periplasma el As(III) a As(V) para
la respiración de oxígeno, nitrato o clorato

aioB
As(III) oxidasa,
subunidad pequeña

Oxida en el periplasma el As(III) a As(V) para
la respiración de oxígeno, nitrato o clorato

aioC Citrocromo c Participa en la transferencia de electrones

aioD
Sintetasa del cofactor de
molibdeno

Sintetiza el cofactor de molibdeno (MoCo)
para AioA

aioX
Proteína de unión a
As(III) periplasmática

Regula positivamente la transcripción del
operón aio

aioS
Sistema regulador de
dos componentes
(sensor quinasa)

Regula positivamente la transcripción del
operón aio

aioR

Sistema regulador de
dos componentes
(regulador de la
respuesta)

Regula positivamente la transcripción del
operón aio

aioF Activador transcripcional
Regula positivamente la transcripción del
operón aio

arrA
As(V) reductasa
respiratoria, subunidad
grande

Reduce en el periplasma el As(V) a As(III)
para la respiración de arsénico

arrB
As(V) reductasa
respiratoria, subunidad
pequeña

Reduce en el periplasma el As(V) a As(III)
para la respiración de arsénico

arrC
Subunidad de
membrana

Participa en la transferencia de electrones

arrD Chaperona Participa en el plegado de ArrAB

arxA
As(III) oxidasa
anaeróbica, subunidad
grande

Oxida el As(III) a As(V) para la respiración de
nitrato o para la transferencia de electrones
en la fotosíntesis anoxigénica

arxB
As(III) oxidasa
anaeróbica, subunidad
pequeña

Oxida el As(III) a As(V) para la respiración de
nitrato o para la transferencia de electrones
en la fotosíntesis anoxigénica

arxB’ Proteína de Fe-S Se desconoce su función exacta
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arxC
Subunidad de
membrana

Participa en la transferencia de electrones

arxD Chaperona Participa en el plegado de ArxAB

arxX
Proteína de unión a
As(III) periplasmática

Regula positivamente la transcripción del
operón arx

arxS
Sistema regulador de
dos componentes
(sensor quinasa)

Regula positivamente la transcripción del
operón arx

arxR

Sistema regulador de
dos componentes
(regulador de la
respuesta)

Regula positivamente la transcripción del
operón arx

pit
Transportador de fosfato
inorgánico de baja
afinidad

Transporta fosfato (o arsenato) inorgánico al
interior de la célula

pstS

Transportador de fosfato
inorgánico de alta
afinidad (subunidad de
unión)

Transporta fosfato (o arsenato) inorgánico al
interior de la célula

pstC

Transportador de fosfato
inorgánico de alta
afinidad (subunidad
permeasa)

Transporta fosfato (o arsenato) inorgánico al
interior de la célula

pstA

Transportador de fosfato
inorgánico de alta
afinidad (subunidad de
la membrana interna)

Transporta fosfato (o arsenato) inorgánico al
interior de la célula

pstB

Transportador de fosfato
inorgánico de alta
afinidad (subunidad de
unión a ATP)

Transporta fosfato (o arsenato) inorgánico al
interior de la célula

As(III), Arsenito; As(V), Arsenato; MAs(III), Metilarsenito; MAs(V),

Metilarsenato.

Los ambientes de los Andes centrales presentan altas concentraciones de

arsénico de orígen volcánico (hasta ~340 mg/L). Recientes estudios

genómicos y metagenómicos (Kurth et al., 2017; Rascovan et al., 2016) han
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demostrado que las bacterias y arqueas de los AMEs presentan genes ars,

aio y arr implicados en el metabolismo del arsénico. Sin embargo, aún no se

tiene información sobre su abundancia, organización genómica, filogenia y

expresión, entre otras cosas. Por este motivo, nuevos estudios ómicos de los

AMEs nos ayudarían a mejorar nuestra comprensión sobre los mecanismos

moleculares que permiten a los organismos procariotas desarrollarse a

elevadas concentraciones de arsénico. Algunos de estos mecanismos podrían

haber sido ancestrales, por lo que estos estudios ómicos también nos

permitirían hipotetizar sobre la evolución de la vida primitiva en la Tierra.

Técnicas metagenómicas para el estudio de ecosistemas microbianos

Tradicionalmente, las comunidades microbianas ambientales han sido

estudiadas a partir del aislamiento de diferentes organismos y su

caracterización fenotípica y genética. Mediante esta metodología se descubrió

y caracterizó la gran mayoría de los microorganismos que conocemos hasta

el momento. Sin embargo, este enfoque tiene una importante limitación ya

que la mayoría de los microorganismos ambientales (90-99 %) no han podido

ser cultivados en el laboratorio (Rappé & Giovannoni, 2003; Whitman et al.,

1998). Esto se debe en parte a que los mismos, por lo general, no se

encuentran en forma libre e independiente del resto, sino que forman

consorcios donde se relacionan íntimamente entre sí y con su microambiente,

lo cual impide separar unos de otros. Por otro lado, resulta muy difícil, sin

conocimiento previo de sus capacidades y requerimientos metabólicos,

diseñar estrategias para el aislamiento y medios de cultivo para su

crecimiento en el laboratorio.

Una manera de estudiar a ese gran porcentaje de organismos no cultivables

es a través de la metagenómica. Esta técnica permite estudiar el conjunto de

genomas de una comunidad a partir de una extracción de ADN total, sin la
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necesidad del cultivo (Kunin et al., 2008; Thomas et al., 2012; Wooley et al.,

2010). La misma puede ser utilizada para conocer la identidad taxonómica de

las especies, así como su capacidad metabólica. Con las tecnologías de

secuenciación de primera generación (p.ej., secuenciación de Sanger) esta

tarea resultaba difícil. En primer lugar, el ADN total era fragmentado al azar.

Luego, estos fragmentos eran clonados en plásmidos de gran tamaño como

fósmidos, cósmidos y cromosomas artificiales (BACs, bacterial artificial

chromosomes) que crecían en bibliotecas monoclonales para obtener

suficiente material genético para secuenciar. A partir de aquí, el ADN era

secuenciado (Slatko et al., 2011). Con la llegada de las tecnologías de

secuenciación de nueva generación (NGS, Next generation sequencing), la

metagenómica se volvió más accesible. En primer lugar, ninguna de estas

tecnologías requiere que las secuencias sean clonadas previamente, sino que

permiten secuenciar muestras de ADN total en forma directa. En segundo

lugar, debido a su mayor rendimiento y menor costo, es posible abarcar una

mayor proporción de la diversidad microbiana en una muestra de lo que jamás

ha sido posible, permitiendo además trabajar con múltiples muestras

ambientales a la vez. Una de las limitaciones de estas tecnologías es el

tamaño de los fragmentos, que son más cortos comparados con las

tecnologías de secuenciación anterior. De todas formas, desde su

introducción, las tecnologías de secuenciación de nueva generación han

revolucionado el campo de la microbiología. Nuevos grupos de organismos

han sido descubiertos, incluso a niveles tan generales como filo, pese a que

nunca han sido cultivados (Cardenas & Tiedje, 2008; Lasken, 2012; Rinke et

al., 2013). Y se ha determinado la diversidad metabólica y el funcionamiento

ecológico de numerosas comunidades microbianas (Bertin et al., 2011;

Woyke et al., 2006; Wrighton et al., 2012). Como consecuencia de estos

enormes avances, se han generado iniciativas de gran envergadura para

comenzar a estudiar y caracterizar los microbiomas de toda clase de

ambientes alrededor del mundo. Ejemplos de estas iniciativas son: Global
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Ocean Sampling (Kannan et al., 2007; Yooseph et al., 2007), Human

Microbiome Project (Turnbaugh et al., 2007), Earth Microbiome Project

(Gilbert et al., 2014), MetaSUB (MetaSUB International Consortium, 2016), y

Tara Oceans (Sunagawa et al., 2020). El objetivo último de estos grandes

proyectos es que los datos recolectados permitan formular y poner a prueba

nuevas teorías ecológicas y evolutivas.

Existen dos tipos de enfoques que pueden ser utilizados en metagenómica:

secuenciar únicamente un gen o región acotada (amplicon sequencing) o

secuenciar todos los genomas completos al azar (shotgun sequencing). El

primer enfoque utiliza un gen marcador, típicamente el que codifica para la

subunidad 16S del ácido ribonucleico (ARN) ribosomal. Debido a su tasa de

mutación relativamente constante entre linajes, puede ser utilizado como

indicador taxonómico para determinar la estructura de una comunidad

microbiana. Esto se realiza normalmente a través de la secuenciación de

amplicones de una o más de sus nueve regiones hipervariables (V1-V9),

siendo V3 y V4 las más usadas (Huse et al., 2008). El segundo enfoque, por

otro lado, permite el estudio del rol funcional de los taxones presentes en la

comunidad, además de sus características genómicas. De esta manera se

pueden establecer relaciones funcionales entre los diferentes miembros

microbianos y comprender tanto su presencia como las interacciones

metabólicas que ocurren (Kunin et al., 2008; Thomas et al., 2012). Un análisis

metagenómico por shotgun sequencing normalmente consta de los siguientes

pasos (Kunin et al., 2008; Thomas et al., 2012) (Figura 6):

1) Muestreo y extracción de ADN total: Teniendo en cuenta la pregunta que se

quiere responder, se podrá determinar el tipo y número de muestras a tomar.

La toma de muestras normalmente se realiza con pinzas, espátulas, tubos,

frascos, y/o bolsas previamente esterilizadas para evitar contaminaciones que

afecten la interpretación de los datos. A su vez, las muestras recolectadas se

almacenan en frío (4°C) y en soluciones especiales (p.ej., RNAlater®) para
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preservar el material genético hasta el momento de su extracción. Existen

diversos métodos para extraer el ADN total dependiendo del tipo de muestra

(suelo, agua, fluidos humanos, etc.). Independientemente del método elegido,

el ADN total extraído debe ser representativo de todas las células presentes

en la muestra y estar presente en buena cantidad y calidad para su

secuenciación.

Figura 6. Flujo de trabajo de un análisis metagenómico por shotgun

sequencing.
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2) Secuenciación: La secuenciación del ADN total extraído se puede llevar a

cabo a través de diferentes plataformas de secuenciación como Illumina,

PacBio, Ion Torrent y SOLiD, entre otras. A pesar de que cada plataforma

utiliza distintos enfoques y principios de funcionamiento, todas mantienen

varios puntos en común:

a) El ADN se fragmenta al azar y los fragmentos se unen a adaptadores

específicos.

b) Los fragmentos se amplifican por anclaje de sus adaptadores a una

superficie sólida (microesferas, placas de secuenciación, etc).

c) La detección de las bases ocurre en forma simultánea y masiva, a través

de millones de reacciones paralelas.

d) Las bases de cada fragmento de ADN son identificadas por señales

emitidas (lumínicas, químicas, etc.) durante la síntesis del fragmento a partir

de una hebra molde.

e) Las lecturas generadas son cortas. A pesar de que se han logrado avances

en este sentido, la relación señal/ruido es un factor limitante para la obtención

de lecturas más largas.

3) Control de calidad y preprocesamiento de lecturas: Las tecnologías NGS

pueden generar un número masivo de lecturas en un solo experimento. Sin

embargo, dependiendo de la tecnología, se generan diferentes tipos y

cantidades de errores en las lecturas. Por lo tanto, realizar un control de

calidad y preprocesamiento de las lecturas crudas (raw reads) es necesario

para no afectar la interpretación de los análisis subsiguientes. La herramienta

online FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

permite de forma rápida y sencilla llevar a cabo un control de calidad. En el

control de calidad se determina número, largo, % GC, calidad por base,

calidad promedio, duplicaciones, número de bases ambiguas, y secuencias
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adaptadoras de las lecturas. Luego, con la información obtenida, se puede

realizar un preprocesamiento de las lecturas empleando herramientas como

PRINSEQ (Schmieder & Edwards, 2011) o Trimmomatic (Bolger et al., 2014).

En el preprocesamiento, dependiendo de las necesidades, se pueden

remover secuencias adaptadoras, secuencias contaminantes, lecturas de baja

calidad y/o de corta longitud, y extremos de baja calidad de las lecturas.

4) Ensamblado de lecturas: Luego del preprocesamiento, las lecturas son

ensambladas para obtener contigs (secuencias consenso de múltiples

lecturas superpuestas). El ensamblado puede ser de novo o comparativo. El

ensamblado de novo no utiliza secuencias de genomas como referencia,

mientras que el ensamblado comparativo sí utiliza como referencia las

secuencias de genomas pre-existentes (Thomas et al., 2012). Los

ensamblados de novo son computacionalmente más complicados y requieren

herramientas bioinformáticas que optimicen el tiempo computacional. Los

algoritmos para ensamblado de novo se pueden agrupar en 3 categorías,

según estén basados en algoritmos greedy, Overlap-Layout-Consensus

(OLC), o grafos de De Bruijn (DBG):

a) El algoritmo greedy busca siempre el mejor solapamiento entre lecturas.

Cada vez que encuentra un par adecuado, une las lecturas correspondientes

en una nueva secuencia más larga, y esta es incluida otra vez en el espacio

de búsqueda. El proceso continúa iterativamente con todas las lecturas y

fragmentos generados, hasta que no existan más uniones posibles. La

información usada es, por lo tanto, local y no se tienen en cuenta las

relaciones globales entre lecturas. Algunas herramientas de ensamblado que

usan este método son SSAKE (Warren et al., 2007) y VCAKE (Jeck et al.,

2007).

b) El algoritmo OLC utiliza un grafo de solapamientos, en el cual los nodos

están constituidos por las lecturas y los arcos con sus pesos representan el

25

https://paperpile.com/c/wMnuEb/BXDs
https://paperpile.com/c/wMnuEb/0W9O
https://paperpile.com/c/wMnuEb/Bnj9
https://paperpile.com/c/wMnuEb/lIJ5
https://paperpile.com/c/wMnuEb/FGGx
https://paperpile.com/c/wMnuEb/FGGx


solapamiento existente entre dos lecturas. Esta estructura permite la

aplicación de algoritmos sobre grafos que toman en cuenta las relaciones

globales entre las lecturas. El proceso puede dividirse en tres etapas:

(1) En la primera etapa se realiza el cálculo de solapamientos entre todas las

secuencias en forma similar al método greedy, por lo que puede ser

paralelizado de igual manera.

(2) En la segunda etapa se genera un grafo de solapamientos, en el que cada

lectura estará conectada con todas las lecturas con quienes tenga un nivel de

solapamiento mínimo predefinido, generando múltiples recorridos posibles del

grafo a partir de los cuales generar la secuencia final.

(3) A partir del grafo original se analizan los diversos grupos de lecturas

solapantes y se determina el camino que atraviesa todos los nodos solo una

vez para cada grupo (camino euleriano). Cada camino obtenido determina

una secuencia consenso que da lugar a un contig final. Esta parte del

proceso también se puede realizar en paralelo ya que cada grupo que da

lugar a un contig es independiente de los otros, aunque esto depende del

número de subgrafos que se generen en la etapa previa. Idealmente,

desearíamos tener un solo subgrafo conteniendo todas las lecturas.

Algunas herramientas de ensamblado que usan este método son Celera

Assembler (Miller et al., 2008), SGA (Simpson & Durbin, 2012) y Newbler

(Margulies et al., 2005).

c) En un grafo de De Bruijn los nodos representan subsecuencias de longitud

fija k (k-mers) y los arcos conectan nodos que se superponen por k-1 letras.

El grafo modela las relaciones entre todas las subsecuencias de longitud k

que forman parte de las lecturas de entrada. De esta manera, las lecturas no

están representadas directamente por el grafo, sino que están implícitas en

los caminos entre los nodos del grafo. Esta forma de representar las lecturas

tiene varias ventajas. Una es la escalabilidad: en un grafo cuyos nodos son
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lecturas, el tamaño del grafo es proporcional al número de nodos, con lo que

se vuelve inmanejable para secuenciaciones de gran profundidad y lecturas

cortas. La representación mediante k-mers logra que el grafo crezca muy

poco o nada con el aumento de la cantidad de lecturas, lo que aumenta es la

cantidad de veces que un k-mer dado aparece en las lecturas. También tiene

la ventaja de que ya no es necesario realizar una comparación de todo contra

todo, cada lectura se incorpora al grafo con las conexiones correspondientes,

y luego solo se comparan entre sí las lecturas conectadas. En contrapartida,

tiene altos requerimientos de memoria porque es necesario trabajar con el

grafo completo. Las implementaciones varían mucho, pero en general, los

programas que usan esta metodología suelen seguir un esquema común:

(1) Previamente a la construcción del grafo suele aplicarse algún método de

corrección de errores. Como el algoritmo se basa en matches exactos, esta

etapa es crucial para lograr ensamblados de alta calidad y para reducir la

complejidad de la estructura de grafo generada. Durante la generación y

simplificación del grafo también pueden aplicarse correcciones de errores,

basadas en la calidad de las bases y los solapamientos entre nodos.

(2) En la siguiente etapa se genera el grafo de De Bruijn. Cada lectura es

fragmentada en sus k-mers constituyentes, según un tamaño k definido

previamente. La elección de k es clave para los resultados obtenidos y el

desempeño del algoritmo, e implica un compromiso entre especificidad y

sensibilidad. Cuanto mayor sea el tamaño k, más sencillo será el grafo

generado y menos conexiones espurias habrá, pero también se perderán

conexiones válidas entre lecturas con un solapamiento insuficiente o en

regiones de baja cobertura, generando mayor cantidad de gaps en el

ensamblado.

(3) Una vez generado el grafo, se usa la información de las lecturas para

eliminar las zonas no consistentes y se aplican diversas simplificaciones y
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modificaciones: se unen nodos redundantes, se eliminan burbujas de baja

cobertura y se seleccionan los mejores caminos, hasta conformar un grafo

irreducible.

(4) Finalmente, se obtienen los contigs finales a partir de cada subgrafo

independiente, recorriendo los nodos en forma similar al método de OLC.

La mayoría de las herramientas de ensamblado usan este método, como

SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012) y SPAdes (Bankevich et al., 2012).

5) Control de calidad del ensamblado: Tras la obtención de los contigs, se

determinan distintos parámetros para evaluar la calidad del ensamblado:

a) Largo máximo de contig (Maximum contig length) [Kb]: Si bien es

deseable que este valor sea alto, no necesariamente indica una mejor

eficiencia en el ensamblado.

b) Largo total del ensamblado (Total assembly length) [Mb]: Cuanto mayor

es el largo total, mejor es el ensamblado, porque significa que incorporó

mayor información.

c) Número de contigs (Contig count) [Número]: Si los contigs son cortos,

lo más probable es que tenga muchos, mientras que si son largos lo

más probable es que tenga pocos.

d) N50 [Kb]: Es la longitud de contig tal que la suma de contigs de igual o

mayor tamaño representa el 50 % de todo el ensamblado. Cuanto

mayor es el N50, mejor es el ensamblado.

e) Porcentaje de mapeo de las lecturas (Read mapping rate) [%]: Es el

porcentaje de lecturas que fueron incorporadas en el ensamblado.

Cuanto mayor es el porcentaje, mejor es el ensamblado.

f) Eficiencia de ensamblado (Assembly performance): Es el N50

multiplicado por el porcentaje de mapeo de las lecturas. Cuanto mayor

es este valor, mejor es el ensamblado. Este estadístico permite
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comparar los ensamblados obtenidos a partir de diferentes

herramientas.

La herramienta QUAST (Gurevich et al., 2013) permite determinar los

primeros cuatro estadísticos, mientras que la herramienta Bowtie2 (Langmead

& Salzberg, 2012) permite determinar el porcentaje de mapeo de las lecturas.

6) Reconstrucción de genomas (Binning): Los contigs obtenidos del

ensamblado de las lecturas pueden juntarse según su frecuencia de

tetranucleótidos, % GC o su clasificación taxonómica, en grupos (bins) que

representan un genoma individual (MAG, Metagenome-assembled genome)

(Setubal, 2021). La reconstrucción de genomas completos (o drafts de alta

calidad) de bacterias y arqueas permite analizar el potencial funcional de

cada taxón, revelando la versatilidad metabólica de los microorganismos, los

mecanismos de adaptación ecológica y las interacciones tróficas. La

herramienta MetaWRAP (Uritskiy et al., 2018) es una de las más utilizadas

para la reconstrucción de MAGs.

7) Anotación: La anotación de los contigs consiste en la identificación de los

genes y sus funciones:

a) Identificación de genes (Anotación estructural): Para secuencias de

origen procariota, los genes codificantes de proteínas se pueden

predecir fácilmente utilizando herramientas como FragGeneScan (Rho

et al., 2010) o Prodigal (Hyatt et al., 2010). Mientras que los genes de

ARN se pueden identificar empleando herramientas como

tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997), Rnammer (Lagesen et al., 2007) o

Infernal (Nawrocki & Eddy, 2013).

b) Asignación de funciones a los genes (Anotación funcional): Una vez

que se han identificado los genes, se les puede asignar una función.

Para ello se utilizan herramientas, como InterProScan (Jones et al.,

2014), que comparan los genes identificados con secuencias en bases
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de datos. Existen diferentes bases de datos que pueden ser utilizadas.

La de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) es quizás la mas extensa y

completa de todas, pero dado que prácticamente no existe un control

de cómo anotan los usuarios las secuencias almacenadas, el uso de la

misma puede traer como consecuencia una alta tasa de error en el

proceso de anotación. Otras bases de datos muy populares son SEED

(Overbeek et al., 2005), KEGG (Kanehisa et al., 2012), COG/KOG

(Tatusov et al., 1997), eggNOG (Jensen et al., 2008), Pfam (Bateman et

al., 2004) y TIGRFAMs (Haft et al., 2003), de las cuales las tres

primeras tienen la ventaja extra de ser curadas a mano y estar

organizadas en categorías y a diferentes niveles jerárquicos,

permitiendo ordenar las secuencias anotadas según funciones o rutas

metabólicas.

Los diferentes pasos de un análisis metagenómico por shotgun sequencing

pueden llevarse a cabo de manera separada. Sin embargo, en la actualidad,

existen diversos programas que realizan varios pasos del pipeline

metagenómico. Entre los más usados se encuentran MG-RAST (Meyer et al.,

2008) y MGnify (Mitchell et al., 2020). Ambos funcionan como repositorio de

datos y pipeline de análisis a la vez. MG-RAST permite realizar control de

calidad de las lecturas, predicción de genes, anotación funcional y anotación

taxonómica. Mientras que MGnify permite realizar ensamblado de las

lecturas, predicción de genes, anotación funcional y anotación taxonómica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de la tesis es comprender los mecanismos moleculares

que permiten a los microorganismos extremófilos de los Andes centrales

resistir a las elevadas concentraciones ambientales de arsénico y,

eventualmente, obtener energía metabólica a partir de su oxidorreducción.

Objetivos específicos

Los objetivos específicos de la primera parte de la tesis son:

1. Caracterizar, a partir del análisis metagenómico, la composición

taxonómica y el potencial metabólico de diferentes comunidades

microbianas de los Andes centrales.

2. Identificar los genes implicados en el metabolismo del arsénico,

comparar su abundancia relativa entre las diferentes comunidades

microbianas, y determinar su organización genómica.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Descripción del área de estudio

Figura 7. Mapa del salar de Antofalla (Puna argentina) en donde se detallan

las regiones de la laguna Pozo Bravo y los puquios de campo. A, Vista
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general de la laguna Pozo Bravo y su arrecife de microbialitos; B, Vista del

margen suroeste de la laguna Pozo Bravo, donde los microbialitos y tapetes

microbianos están expuestos a variaciones de la columna de agua; C, Vista

general del puquio de campo naranja; D, Vista de la orilla del puquio de

campo naranja, donde se desarrollan tapetes microbianos y microbialitos.

El salar de Antofalla es un salar de aproximadamente 500 km2 situado a 3.340

m s.n.m. (sobre el nivel del mar), al sur de la Puna argentina en la provincia

de Catamarca (Figura 7). En el norte del salar de Antofalla (25° 30’ 48.55” S,

67° 34’ 37.18” W) se encuentra la laguna Pozo Bravo. Esta es una laguna

mediana, de 500 m de largo por 52 m de ancho, que alberga un arrecife de

microbialitos potencialmente análogo a las primeras bioestructuras de la

Tierra (Figura 7 A y B). Los microbialitos que conforman el arrecife tienen una

altura de entre 0,05 y 0,40 m, y presentan una amplia gama de morfologías

externas. La laguna Pozo Bravo además alberga tapetes microbianos que se

extienden por casi todo el sustrato y cubren algunos de los microbialitos

cuando el nivel del agua alcanza su superficie. Su mayor desarrollo se

observa en el margen suroeste de la laguna, donde los microbialitos y tapetes

microbianos están expuestos a variaciones de la columna de agua y, por

ende, a períodos de sequía y humedad. Por este motivo, en esta zona se

intercalan tapetes microbianos blandos y sus homólogos litificados (Lencina et

al., 2021). Por otro lado, en el centro del salar de Antofalla (25° 36’ 48.09” S,

67° 40’ 20.81” W) se encuentra un conjunto de pequeñas lagunas, conocidas

localmente como puquios u ojos de campo, sujetas a continuos procesos de

desecación que aumentan progresivamente su salinidad (Carrizo et al., 2022).

Puquios es la versión en español del término Quechua Pukyu, que significa

manantiales (Vilcabana Sánchez et al., 2007). Los puquios u ojos de campo

albergan numerosos tapetes microbianos y microbialitos en sus márgenes

(Figura 7 C y D).
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Figura 8. Mapas de la laguna Diamante (volcán Galán) y la laguna Socompa

(salar Socompa en volcán Socompa). A, Vista general de la laguna Diamante;

B, Vista del biofilm rojo asociado a Gaylussita que se desarrolla, durante los

meses cálidos del año, en la parte inferior de la rocas volcánicas de la laguna

Diamante; C, Vista general de la laguna Socompa y sus microbialitos; D, Vista

de la orilla de la laguna Socompa, donde se desarrollan los microbialitos.
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Al este del salar de Antofalla, en la provincia de Catamarca, se encuentra el

volcán Galán. Este es uno de los pocos supervolcanes que existen en la

Tierra, con una caldera de 40 km de diámetro y una altura máxima de 5.912

m s.n.m. Entre el Mioceno tardío y el Plioceno (hace 7 y 4 Ma) generó

numerosas erupciones de gran volumen que dieron lugar a la deposición de

ignimbritas (Ruggieri et al., 2010; Soler et al., 2007; Sparks et al., 1985). En la

actualidad, la caldera del volcán Galán alberga una laguna de

aproximadamente 5 km de largo por 2 km de ancho (26° 0’ 49.75” S, 67° 2’

10.08” W) que se conoce como laguna Diamante (Farías, 2020) (Figura 8 A).

El ingreso de agua a la laguna se lleva a cabo por diversas fuentes

hidrotermales. El agua que ingresa es alcalina y presenta baja salinidad. Sin

embargo, el pH y la conductividad del agua aumentan notablemente en la

laguna debido a la constante evaporación. En la laguna suelen precipitar

minerales inestables en condiciones normales y por lo tanto poco frecuentes,

como la Gaylussita (Na2Ca(CO3)2·5H2O). De hecho, en el fondo de rocas

volcánicas, se forman biofilms rojos asociados a Gaylussita (Rascovan et al.,

2016) (Figura 8 B). La formación de estos biofilms es dependiente de la

temperatura, dado que solo fueron observados en el sector de la laguna

donde desembocan los afluentes hidrotermales y el agua es más cálida (28°C

respecto a los 11°C en promedio de la laguna). Por otro lado, los biofilms

rojos asociados a gaylussita solo pueden ser encontrados en verano, cuando

el nivel del agua es menor debido a la evaporación, y la concentración de

sales y metales pesados es mayor. Mientras que en invierno, cuando el agua

alcanza los 4°C de temperatura y el nivel del agua es mayor, no se observa la

formación de estas comunidades microbianas. Además de biofilms rojos, en

la laguna Diamante se han reportado microbialitos que exhiben una

mesoestructura moteada (Sancho-Tomás et al., 2020).

Al norte de la Puna argentina, en la provincia de Salta, se encuentra el volcán

Socompa (24° 23’ 45” S, 68° 14’ 44.42” W) con una altura máxima de 6.051 m
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s.n.m. En la ladera del volcán, se extiende un salar del mismo nombre que

alberga una laguna de aproximadamente 2 km de largo por 1,5 km de ancho,

conocida como laguna Socompa (24° 31’ 38.4” S, 68° 12’ 23.7” W) (Figura 8

C). Numerosos microbialitos se desarrollan al sur de la laguna, donde

desembocan diversos afluentes hidrotermales. Dichos microbialitos presentan

una mesoestructura laminada, y forman biohermas amplias y redondeadas.

Las secciones verticales muestran una estratificación visualmente clara. La

superficie expuesta continuamente al aire está cubierta por una costra

blanca-rosada, mientras que la superficie expuesta intermitentemente al agua

es verde-amarilla (Figura 8 D). Por debajo de esta cubierta se encuentra una

capa de color verde oscuro de 0,5-1,5 mm de espesor, que se desvanece

gradualmente y desaparece a profundidades de 3-5 mm. Las partes más

profundas se caracterizan por la alternancia de capas de color marrón claro

(5-20 mm de espesor) y marrón oscuro (0,5-1,5 mm de espesor). En las

capas más oscuras se encuentran ocasionalmente manchas negras,

presumiblemente signo de una deposición de ceniza volcánica (Farías et al.,

2013).

El salar de Atacama, ubicado al norte de Chile, es uno de los salares más

extensos (3.000 km2) del planeta (H. Alonso & Risacher, 1996) (Figura 9). Al

norte del salar (23° 08’ 07.6” S, 68° 15’ 31.2” W), se encuentra la laguna

Tebenquiche de aproximadamente 1,5 km de largo por 3 km de ancho. Esta

laguna alberga endoevaporitas y tapetes microbianos (Farías et al., 2014;

Fernandez et al., 2016) (Figura 9 A). Por otro lado, al sur del salar se

encuentra la laguna Brava, de aproximadamente 500 m de largo por 1.500 m

de ancho (23° 43’ 43.5” S, 68° 14’ 56.0” W) (Figura 9 B). Esta laguna no

alberga endoevaporitas, pero sí presenta tapetes microbianos y microbialitos

de tipo estromatolito y oncoide (estromatolitos esféricos no adheridos a un

sustrato) (Vignale, Kurth, et al., 2021) (Figura 9 C y D).
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Figura 9. Mapa del salar de Atacama (Chile) en donde se detallan las

regiones de la laguna Tebenquiche y la laguna Brava. A, Vista general de la

laguna Tebenquiche y sus endoevaporitas; B, Vista general de la laguna

Brava y sus microbialitos; C, Vista de un microbialito de la laguna Brava; D,

Vista de un tapete microbiano de la laguna Brava.
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Toma de muestras y parámetros ambientales

En primer lugar se llevó a cabo la toma de muestras de diferentes

ecosistemas microbianos andinos. Debido a las condiciones climáticas

particulares de los Andes centrales, el muestreo se realizó entre los meses

cálidos de octubre y abril de diferentes años. En el salar de Antofalla, se

tomaron muestras de tapetes microbianos de la laguna Pozo Bravo y de un

puquio de campo naranja. En la caldera del volcán Galán, se recolectaron

biofilms rojos asociados a gaylussita de la laguna Diamante. En el salar

Socompa, se tomaron muestras de estromatolitos de la laguna Socompa.

Mientras que en el salar de Atacama, se muestrearon tapetes microbianos de

las lagunas Tebenquiche y Brava.

La toma de muestras se llevó a cabo empleando pinzas, espátulas, tubos,

frascos, y/o bolsas previamente esterilizadas mediante autoclave a 121°C.

Las muestras recolectadas se almacenaron en RNAlater® a 4°C y en

oscuridad, para preservar el material genético hasta el momento de su

extracción. Junto a los muestreos se determinaron parámetros geográficos y

fisicoquímicos de cada ambiente. La latitud, longitud y altitud de los sitios de

muestreo se determinaron utilizando un dispositivo GPS Garmin® eTrex 20x.

El pH, la temperatura y la conductividad eléctrica del agua se determinaron in

situ empleando una sonda multiparamétrica Hanna HI 9811-5. Mientras que el

análisis químico del agua se llevó a cabo en la Estación Experimental

Agroindustrial Obispo Colombres, San Miguel de Tucumán, Argentina. Para

ello se empleó espectrometría de masa con plasma acoplado inductivamente

(ICP-MS).
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Extracción de ADN total y secuenciación

Debido a que las muestras de ecosistemas microbianos andinos se tomaron

en diferentes años, la metodología de extracción de ADN total y

secuenciación difirió levemente para cada una de ellas.

La extracción de ADN total, de dos muestras de tapete microbiano de la

laguna Brava y dos muestras de tapete microbiano de la laguna Tebenquiche,

se llevó a cabo utilizando el PowerBiofilmTM DNA Isolation Kit (MO BIO

Laboratories, Inc.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En

INDEAR (Rosario, Argentina) se realizó la secuenciación masiva (shotgun) de

las cuatro muestras de ADN a través de la plataforma de secuenciación

Illumina HiSeq 1500. Las lecturas paired end crudas (raw sequence data) se

depositaron en el repositorio de secuencias nucleotídicas ENA (European

Nucleotide Archive) bajo el número de acceso ERP107533.

Para la extracción de ADN total de una muestra de estromatolito de la laguna

Socompa se siguieron diversos pasos. En primer lugar, la muestra fue

liofilizada y homogeneizada. El polvo obtenido (0,5 g) se lavó tres veces

añadiendo 5 ml de una solución de NaCl al 10 % (p/v), incubando a 40°C

durante 15 minutos para disolver las sustancias poliméricas extracelulares, y

centrifugando a 8.200 g durante 15 minutos. El pellet de células obtenido se

resuspendió en 5 ml de buffer de lisis (Tris-HCl, pH 8, 100 mM; NaCl 1,5 M;

EDTA, pH 8, 100 mM; Na3PO4, pH 8, 100 mM; CTAB 1 %). Luego, las células

se congelaron a -120°C y se descongelaron en un baño de agua a 65°C. Este

proceso se repitió tres veces. Posteriormente, la mezcla se incubó con

lisozima (1 mg ml-1) durante 30 min a 37°C, y se le adicionó proteinasa K (0,1

mg ml-1) y SDS (dodecilsulfato sódico) al 3 % (p/v) final. Tras una incubación

overnight a 60°C, se centrifugó por 10 min a 10.000 g y se colectó el

sobrenadante. Las extracciones orgánicas se hicieron primero con un

volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25∶24:1) y luego con un
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volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24∶1). El ADN (fase acuosa) se

precipitó con isopropanol frío (0,7 vol.), se incubó durante 2 horas a -20°C y

se lavó tres veces con etanol frío al 70 % (v/v), recogiendo el ADN entre cada

lavado mediante centrifugación durante 15 min a 15.000 g y 4°C. Por último,

el ADN se secó en aire estéril y se resuspendió en agua Milli-Q® libre de

ADNasa. La secuenciación masiva (shotgun) de la muestra de ADN se realizó

a través de la plataforma de secuenciación Illumina Genome Analyzer (GAIIx).

Las lecturas paired end crudas (raw sequence data) se depositaron en el

repositorio de secuencias nucleotídicas NCBI SRA (NCBI Sequence Read

Archive) bajo el número de acceso SRP072938.

La extracción de ADN total, de una muestra de tapete microbiano de la laguna

Pozo Bravo, una muestra de tapete microbiano de un puquio de campo

naranja, y tres muestras de biofilm asociado a gaylussita de la laguna

Diamante, se llevó a cabo utilizando el FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP

Biomedicals, United States) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

La secuenciación masiva (shotgun) de las cinco muestras de ADN se realizó

a través de la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq. Las lecturas

paired end crudas (raw sequence data) se depositaron en el repositorio de

secuencias nucleotídicas ENA bajo los números de acceso ERP113390 (Pozo

Bravo), ERP113392 (Puquio de campo naranja) y ERP113536 (Diamante).

Control de calidad y preprocesamiento de las lecturas metagenómicas

Empleando la herramienta online FastQC v.0.11.5 (Babraham Bioinformatics),

se llevó a cabo un control de calidad de las lecturas metagenómicas

obtenidas. En dicho control de calidad se determinó para cada muestra:

número total de lecturas (total sequences), % GC de lecturas, calidad por

base de lecturas (per base sequence quality), calidad promedio de lecturas

(per sequence quality scores), contenido de bases de lecturas (per base
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sequence content), contenido de bases ambiguas (N) de lecturas (per base N

content), distribución del largo de lecturas (sequence length distribution),

duplicaciones de lecturas, y contenido de secuencias adaptadoras de las

lecturas (adapter content). Posteriormente, teniendo en cuenta la información

obtenida en el control de calidad, se realizó un preprocesamiento de las

lecturas empleando la herramienta Trimmomatic v.0.36 (Bolger et al., 2014).

Los parámetros utilizados para las lecturas metagenómicas de Brava y

Tebenquiche fueron los siguientes: ILLUMINACLIP = TruSeq3-PE-2.fa:2:30:5,

SLIDINGWINDOW = 4:20, AVGQUAL = 28, MINLEN = 50. De esta manera,

se removieron secuencias adaptadoras, lecturas con calidad promedio menor

a Q28, lecturas con un largo menor a 50 bases, y extremos de lecturas con

calidad promedio (cada cuatro bases) menor a Q20. Los parámetros

utilizados para las lecturas metagenómicas de Socompa fueron los siguientes:

ILLUMINACLIP = TruSeq2-PE.fa:2:30:5, SLIDINGWINDOW = 4:20, AVGQUAL

= 15, y MINLEN = 36. De esta forma, se removieron secuencias adaptadoras,

lecturas con calidad promedio menor a Q15, lecturas con un largo menor a 36

bases, y extremos de lecturas con calidad promedio (cada cuatro bases)

menor a Q20. Mientras que los parámetros utilizados para las lecturas

metagenómicas de Pozo Bravo, Puquio de campo naranja, y Diamante fueron:

ILLUMINACLIP = TruSeq2-PE.fa:2:30:5, SLIDINGWINDOW = 4:20, AVGQUAL

= 20, y MINLEN = 50. Así se removieron secuencias adaptadoras, lecturas

con calidad promedio menor a Q20, lecturas con un largo menor a 50 bases,

y extremos de lecturas con calidad promedio (cada cuatro bases) menor a

Q20.
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Ensamblado de las lecturas metagenómicas

Luego del preprocesamiento, las lecturas metagenómicas fueron

ensambladas de novo para obtener contigs. El ensamblado de novo se llevó a

cabo empleando el pipeline metaSPAdes (Nurk et al., 2017) de la herramienta

SPAdes v.3.11.0 (Bankevich et al., 2012), que utiliza grafos de De Bruijn y un

enfoque iterativo multi-k-mer para optimizar el proceso. SPAdes no reduce el

tamaño del conjunto de datos sustituyendo las lecturas por contigs

preensamblados en cada iteración de la construcción del grafo de De Bruijn,

sino que utiliza la información completa de las lecturas junto con los contigs

preensamblados en cada paso. De esta forma tiene en cuenta las pequeñas

inserciones o deleciones (indels), que ocurren con mayor frecuencia cuando

el ensamblado se hace con k-mers cortos. Para una mejor resolución de las

repeticiones, SPAdes implementa grafos de De Bruijn emparejados. A

diferencia de la mayoría de los ensambladores, que utilizan la información de

los extremos emparejados para los pasos de simplificación después de la

construcción estándar del grafo de De Bruijn, SPAdes incorpora directamente

esta información en el grafo utilizando k-bimers. Estos son conjuntos de

k-mers derivados de pares de lecturas y separados por un valor de distancia

estimado. A continuación, SPAdes corrige y ajusta iterativamente la

estimación de la distancia de cada k-bimer, teniendo así en cuenta la

distribución no uniforme de la longitud de inserción de la mayoría de las

bibliotecas de secuenciación masiva. El rango de k-mer para la construcción

iterativa del grafo de De Bruijn se determinó automáticamente en función de

la longitud de la lectura y el tipo de datos de la secuencia.

Una vez finalizado el ensamblado, se procedió a evaluar la calidad del mismo.

Utilizando el pipeline MetaQUAST (Mikheenko et al., 2016) de la herramienta

QUAST v.4.6 (Gurevich et al., 2013), se determinó el largo máximo de contig

(maximum contig length), el largo total del ensamblado (total assembly
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length), el número de contigs (contig count) y el N50. Posteriormente,

empleando la herramienta Bowtie2 v.2.3.2 (Langmead & Salzberg, 2012), se

determinó el porcentaje de mapeo de las lecturas sobre los contigs obtenidos

(read mapping rate). La eficiencia de ensamblado se obtuvo multiplicando el

N50 por el porcentaje de mapeo de las lecturas.

Reconstrucción de genomas a partir de los metagenomas ensamblados

La reconstrucción de genomas (MAGs) a partir de los contigs se llevó a cabo

empleando la herramienta MetaWRAP v.1.1 (Uritskiy et al., 2018). Esta

herramienta presenta un enfoque híbrido, ya que combina tres software:

metaBAT (Kang et al., 2015), CONCOCT (Alneberg et al., 2013), y MaxBin2

(Y.-W. Wu et al., 2016). Además, una vez que obtiene el conjunto inicial de

MAGs, extrae las lecturas que pertenecen a cada MAG y las reensambla para

mejorar la completitud y reducir la contaminación. Tras la reconstrucción de

los MAGs, se llevó a cabo un control de calidad de los mismos utilizando la

herramienta CheckM v.1.0.13 (Parks et al., 2015). Este control de calidad

permitió determinar su completitud y contaminación, utilizando un conjunto de

genes que son ubicuos y de copia única. Luego, las métricas obtenidas fueron

visualizadas en R v.3.5.3 (Ihaka & Gentleman, 1996). Utilizando las métricas

del control de calidad, se llevó a cabo la desreplicación de los MAGs con la

herramienta dRep v.1.4.3 (Olm et al., 2017). Esta herramienta identifica

grupos de MAGs con alta similitud (ANI, Average Nucleotide Identity > 95%) y

luego selecciona el MAG representativo de cada grupo. De esta manera, se

filtran MAGs que son redundantes. Por último, se realizó la asignación

taxonómica de los MAGs por comparación contra distintas bases de datos de

referencia, como RefSeq (Enero de 2018) (Haft et al., 2018) y GenBank

(Septiembre de 2018) (Benson et al., 2018). Para ello se utilizó el pipeline

mashdiff.sh(https://github.com/Finn-Lab/MGS-gut/blob/master/pipelines/mash

diff.sh).
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Anotación estructural y funcional automática

La predicción de los genes codificantes de proteínas (anotación estructural)

en los metagenomas ensamblados y MAGs, se realizó con la herramienta

Prodigal (PROkaryotic DYnamic programming Gene-finding ALgorithm) v.2.6.3

(Hyatt et al., 2010). La gran ventaja de Prodigal es que se trata de un

algoritmo de aprendizaje automático no supervisado. Es decir, no necesita

que se le proporcione ningún dato de entrenamiento o conjunto de datos, sino

que aprende automáticamente las propiedades del archivo genómico dado,

incluyendo la presencia de sitios de unión al ribosoma (RBS,

Ribosome-binding sites), y el uso de codones. Una vez identificados los

genes codificantes de proteínas, se llevó a cabo la caracterización funcional

de los mismos (anotación funcional) empleando la herramienta InterProScan

v.5.34-73.0 (Jones et al., 2014). InterProScan es un software que permite

comparar secuencias desconocidas de genes (nucleotídicas y/o

aminoacídicas) con las secuencias en las bases de datos de InterPro (Mitchell

et al., 2019), y así asignar funciones. Como resultado se obtienen distintos

archivos de salida (TSV, XML y GFF3) con la información de la anotación

funcional. Luego de la caracterización funcional de los genes, se llevó a cabo

un análisis de las vías metabólicas presentes en los MAGs. Para ello, se

empleó la herramienta Genome Properties v.2.0 (Richardson et al., 2019),

que utiliza los archivos de salida en formato TSV de InterProScan como

archivos de entrada.

Análisis de genes implicados en el metabolismo del arsénico

Debido a que los genes que participan en el metabolismo del arsénico se

encuentran poco caracterizados, la identificación de los mismos se llevó a

cabo de manera diferencial utilizando la herramienta HMMER v.3.1b2 (Finn et
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al., 2011) que emplea perfiles de modelos ocultos de Markov (HMMs, Hidden

Markov Models). La construcción de dichos perfiles, para cada uno de los

genes del metabolismo del arsénico (Tabla 2), se realizó de la siguiente

manera:

1) Se descargó una secuencia aminoacídica de referencia del gen de

interés de una base de datos curada, como Swiss-Prot (Boeckmann et

al., 2003).

2) Empleando dicha secuencia como query, se realizó una búsqueda de

secuencias homólogas lejanas con el software PSI-BLAST

(Position-Specific Iterated BLAST) (Altschul et al., 1997). Para ello, se

utilizó la base de datos de proteínas no redundantes (nr).

3) Una vez obtenidas las secuencias homólogas lejanas, se eliminaron las

secuencias redundantes (secuencias con más del 90 % de similitud)

empleando la herramienta cd-hit v.4.6.8 (W. Li & Godzik, 2006).

4) Con la herramienta Clustal-Omega v.1.2.4 (Sievers et al., 2011) se

realizó un alineamiento múltiple de las secuencias homólogas lejanas

no redundantes.

5) Finalmente, utilizando el alineamiento múltiple, se construyó el perfil

HMM con la herramienta HMMER v.3.1b2 (Finn et al., 2011).

Una vez identificados los genes del metabolismo del arsénico, se determinó

su abundancia en cada metagenoma. Primero, se mapearon las lecturas

metagenómicas contra los genes identificados utilizando la herramienta

Bowtie2 v.2.3.2 (Langmead & Salzberg, 2012). Luego, con el número de

lecturas mapeadas se calculó la abundancia de cada gen, normalizada por la

longitud del gen y el tamaño del metagenoma (cuantificación en FPKM,

Fragmentos por kilobase por millón de lecturas mapeadas):

Abundancia del geni (FPKMi) = (N° de lecturas mapeadas * 10e3 * 10e6)

(N° total de lecturas * largo del geni [pb])
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Por último, se realizó un estudio de la organización genómica de los genes del

metabolismo del arsénico. Para ello, se colocaron las coordenadas de dichos

genes en archivos CSV. Luego, se importaron los archivos a R v.3.5.3 (Ihaka

& Gentleman, 1996) y se visualizaron con los paquetes gggenes y ggplot2.

Análisis taxonómico y funcional de las lecturas metagenómicas

Si bien la mayoría de los análisis metagenómicos se realizan a partir de los

contigs, también resulta útil analizar las lecturas, ya que pueden contener

información que se perdió en el proceso de ensamblado. Teniendo en cuenta

esto, se llevó a cabo un análisis funcional y taxonómico de las lecturas con el

pipeline metagenómico MGnify v.4.1 (Mitchell et al., 2020). Este pipeline, por

un lado, identifica los genes de la subunidad pequeña (SSU, small subunit)

del ácido ribonucleico ribosomal y los clasifica taxonómicamente usando

MAPseq (Matias Rodrigues et al., 2017) y SILVA (Quast et al., 2013). Por otro

lado, identifica los genes codificantes de proteínas con FragGeneScan (Rho et

al., 2010), y los clasifica funcionalmente usando la base de datos InterPro

(Mitchell et al., 2019) y los términos de Gene Ontology (GO terms) (The Gene

Ontology Consortium, 2019). El conjunto de anotaciones taxonómicas y

funcionales puede visualizarse en la página web de MGnify a través de una

serie de gráficos y tablas. Aunque los datos también pueden ser descargados

para subsiguientes análisis.

Análisis de diversidad

El análisis de los datos taxonómicos se llevó a cabo en R v.3.5.3 (Ihaka &

Gentleman, 1996) con el paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). Por

un lado, se filtraron las unidades taxonómicas operacionales (OTUs,
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Operational Taxonomic Units) con una abundancia media menor a 1e-5, se

generó un subset con los datos de Bacteria y Archaea, se transformaron los

datos a abundancias relativas, y se graficaron las abundancias relativas para

los diferentes niveles taxonómicos.

Por otro lado, luego de realizar una rarefacción, se determinó el índice de

diversidad Shannon-Wiener (Shannon, 1948) para cada una de las muestras:

H’ = -∑[(p i) * log(pi)],

donde:

H’ =  Índice de diversidad Shannon-Wiener

pi = (n/N) = Proporción de individuos de la especie i respecto al total de

individuos

ni = Número de individuos de la especie i

N = Número total de individuos

Cabe destacar que, cuanto mayor es el índice de Shannon-Wiener, mayor es

la diversidad.
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RESULTADOS

Condiciones ambientales de las lagunas altoandinas

Tabla 3. Parámetros geográficos y fisicoquímicos de las lagunas argentinas.

Catamarca Salta

Laguna
Diamante

Puquio de
campo naranja

Laguna
Pozo Bravo

Laguna
Socompa

Latitud 26°00’49,75’’ 25°36’48,09” 25°30’48,55” 24°31’38,4”

Longitud 67°02’10,08” 67°40’20,81” 67°34’37,18” 68°12’23,7”

Altitud [m] 4.590 3.335 3.333 3.570

pH 11,0 8,1 8,0 8,6

Temperatura [°C] 20,0 27,3 23,0 22,0

Conductividad
[mS cm-1]

210,0 110,0 149,0 115,0

Cloro [mg L-1] 125.000 46.100 75.200 52.234

Sodio [mg L-1] 51.200 23.600 43.100 37.113

Sulfato [mg L-1] 9.890 1.090 1.900 31.847

Potasio [mg L-1] 8.900 2.732 1.100 5.298

Calcio [mg L-1] 1.274 1.785 1.590 2.383

Magnesio [mg L-1] 919 7.568 1.240 4.090

Arsénico [mg L-1] 340 6,9 0,9 18,5

En base al análisis que se llevó a cabo de los parámetros ambientales (Tablas

3 y 4), se puede decir que todas las lagunas altoandinas estudiadas

presentan condiciones extremas. Por un lado, todas se encuentran a más de

2.000 m s.n.m., y por ende presentan baja presión de oxígeno. Esta presión

sería menor a 16 Kilopascales (KPa) de acuerdo a la relación que existe entre

la altitud y la presión parcial de oxígeno (Peacock, 1998). Por otro lado, todas

presentan un pH mayor o igual a 8, una concentración de sales mayor a

50.000 mg L-1 (35.000 mg L-1 es el contenido medio de sal del mar), y una
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conductividad eléctrica mayor a 70 mS cm-1, por lo que pueden ser

clasificadas como alcalinas e hipersalinas (Kawabata et al., 1997; Nthunya et

al., 2018). Otra característica que comparten todas las lagunas es la elevada

concentración de arsénico de origen volcánico (0,9 - 340 mg L-1). Los cuerpos

de agua que presentan las mayores concentraciones naturales de arsénico

del mundo son los lagos Searles (225 mg L-1), Mono (15 mg L-1), Big Salt (1,5

mg L-1), y Walker (1 mg L-1) en Estados Unidos de América (Oremland et al.,

2004), y las fuentes hidrotermales de Wairakei, Nueva Zelanda (4,5 mg L-1),

de la caldera Uzon, Kamchatka, Rusia (2-30 mg L-1), y de Tongonan, Filipinas

(20-34 mg L-1) (Bundschuh & Maity, 2015), entre otros. Dado que todas las

lagunas altoandinas estudiadas presentan niveles de arsénico similares o

mayores a los de estos lagos y fuentes hidrotermales, se podrían incluir

dentro del grupo de cuerpos de agua con mayor concentración de arsénico

del mundo.

Tabla 4. Parámetros geográficos y fisicoquímicos de las lagunas chilenas.

Región II

Laguna Brava Laguna Tebenquiche

Latitud 23°43’43,5” 23°08’07,6”

Longitud 68°14’56,0” 68°15’31,2”

Altitud [m] 2.300 2.340

pH 8,0 8,6

Temperatura [°C] 24,6 21,5

Conductividad [mS cm-1] 107,3 138,7

Cloro [mg L-1] 43.057 64.290

Sodio [mg L-1] 17.810 40.640

Sulfato [mg L-1] 5.625 20.388

Potasio [mg L-1] 6.072 5.121

Calcio [mg L-1] 812 1.164

Magnesio [mg L-1] 2.568 2.705

Arsénico [mg L-1] 10,0 2,3
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Si bien todas las lagunas altoandinas estudiadas presentan condiciones

ambientales extremas, la laguna Diamante es sin duda la más extrema de

todas. La altitud, el pH, la concentración de sales y el nivel de arsénico son

considerablemente mayores en la laguna Diamante que en el resto de las

lagunas estudiadas. De hecho, hasta donde se sabe, la laguna Diamante

sería la laguna con la mayor concentración natural de arsénico del mundo.

Composición taxonómica de los ecosistemas microbianos andinos

El análisis de los genes de la subunidad pequeña del ácido ribonucleico

ribosomal, llevado a cabo a partir de las lecturas metagenómicas, permitió

determinar y comparar la estructura taxonómica de los diferentes ecosistemas

microbianos andinos (Figuras 10 y 11). El biofilm rojo de la laguna Diamante

está dominado principalmente por arqueas del filo Euryarchaeota (77,4-91,2

%), aunque también presenta una pequeña proporción de bacterias

pertenecientes a los filos Pseudomonadota (0,8-12,0 %), Bacillota (0,2-1,1

%), y Bacteroidota (0,0-0,3 %). Las arqueas del filo Euryarchaeota presentes

en el biofilm pertenecen en su totalidad a la clase Halobacteria. Dentro de

esta clase, se encuentran miembros de los órdenes Halobacteriales

(15,5-20,5 %) y Haloferacales (43,7-50,7 %). En el orden Halobacteriales, el

género dominante es Natronomonas (5,9-8,6 %), mientras que en el orden

Haloferacales los géneros dominantes son Halorubrum (22,6-26,3 %),

Halonotius (1,6-8,6 %), y Halohasta (1,5-1,7 %). Las pocas bacterias del filo

Pseudomonadota presentes en el biofilm pertenecen casi en su totalidad a la

clase Gammaproteobacteria. Dentro de esta clase, los órdenes más

abundantes son Oceanospirillales (0,0-4,3 %) y Chromatiales (0,3-0,6 %). El

género dominante en Oceanospirillales es Halomonas (0,0-2,3 %), mientras

que los géneros dominantes en Chromatiales son Halorhodospira (0,0-0,4 %)

y Aquisalimonas (0,1-0,2 %).

50



Figura 10. Composición taxonómica procariota, a nivel de filo, de los

ecosistemas microbianos andinos estudiados.

El tapete microbiano de la laguna Brava está dominado por bacterias de los

filos Chloroflexota (39,0 %), Pseudomonadota (16,5 %), Spirochaetota (13,5

%) y Bacteroidota (11,3 %). En el filo Chloroflexota, las clases más

abundantes son Anaerolineae (25,6 %) y Chloroflexia (8,5 %). En el filo

Pseudomonadota, abundan las clases Alphaproteobacteria (6,7 %),

Deltaproteobacteria (5,0 %), y Gammaproteobacteria (4,3 %). En la primera

clase dominan los órdenes Rhodobacterales (2,6%), Rhizobiales (1,8 %), y

Rhodospirillales (0,4 %); en la segunda clase los órdenes Desulfobacterales

(2,8 %) y Myxococcales (1,7 %); y en la tercera clase los órdenes
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Cellvibrionales (0,5 %), Chromatiales (0,2 %), y Alteromonadales (0,1 %). Los

géneros predominantes de estos órdenes son Hyphomonas (0,2 %),

Dichotomicrobium (1,6 %), Rhodovibrio (0,05 %), Desulfatiglans (0,5 %),

Sandaracinus (0,08 %), Pseudohaliea (0,3 %), Wenzhouxiangella (0,1 %), e

Idiomarina (0,08 %), respectivamente. El filo Spirochaetota está compuesto

principalmente por miembros de la clase Spirochaetia, orden Spirochaetales

(12,7 %), y dentro de este orden, el género más abundante es

Sediminispirochaeta (1,6 %). El filo Bacteroidota se encuentra dominado por

las clases Bacteroidia (5,1 %) y Saprospiria (2,3 %), y su género más

abundante es Phaeodactylibacter (1,8 %). En menor proporción, el tapete

microbiano de la laguna Brava presenta bacterias de los filos Planctomycetota

(5,5 %), Cyanobacteria (3,2 %), y Balneolota (1,4 %).

El tapete microbiano de la laguna Tebenquiche está compuesto

principalmente por bacterias de los filos Pseudomonadota (42,7 %) y

Bacteroidota (28,4 %). Dentro del filo Pseudomonadota, las clases más

abundantes son Alphaproteobacteria (28,5 %), Deltaproteobacteria (8,1 %), y

Gammaproteobacteria (4,9 %). En la primera clase, dominan los órdenes

Rhodospirillales (3,5 %), Rhodobacterales (2,4 %), y Rhizobiales (0,6 %), en

la segunda clase los órdenes Desulfobacterales (5,7 %), Desulfovibrionales

(0,7 %), y Myxococcales (1,1 %), y en la tercera clase los órdenes

Chromatiales (0,8 %) y Cellvibrionales (0,5 %). Los géneros predominantes

de estos órdenes son Rhodovibrio (1,5 %), Roseovarius (0,1 %),

Dichotomicrobium (0,5 %), Desulfatiglans (0,4 %), Desulfovermiculus (0,4 %),

Phaselicystis (0,05 %), Wenzhouxiangella (0,2 %), y Pseudohaliea (0,2 %). En

el filo Bacteroidota, las clases más abundantes son Bacteroidia (7,9 %) y

Saprospiria (1,7 %), y dentro de estas clases, los géneros más abundantes

son Anaerophaga (1,1 %) y Phaeodactylibacter (1,5 %), respectivamente. De

todos modos, el género más abundante dentro del filo es Salinibacter (9,6 %).

En menor proporción, el tapete microbiano de la laguna Tebenquiche
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presenta bacterias de los filos Spirochaetota (10,1 %), Chloroflexota (3,4 %),

Balneolota (1,8 %), Bacillota (1,5 %), Planctomycetota (1,4 %), Cyanobacteria

(1,4 %), y Verrucomicrobiota (1,0 %). Las clases dominantes de estos filos

son Spirochaetia (10,0 %), Anaerolineae (3,7 %), Balneolia (1,8 %), Clostridia

(1,5 %), Phycisphaerae (0,6 %), Oscillatoriophycideae (0,4 %), y Opitutae (0,7

%), respectivamente.

Figura 11. Composición taxonómica procariota, a nivel de clase, de los

ecosistemas microbianos andinos estudiados.

El tapete microbiano del puquio de campo naranja está dominado por

bacterias de los filos Pseudomonadota (29,8 %), Bacteroidota (13,9 %) y

Cyanobacteria (10,1 %). Dentro del filo Pseudomonadota, las clases más
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abundantes son Alphaproteobacteria (12,8 %), Deltaproteobacteria (8,5 %), y

Gammaproteobacteria (5,6 %). La clase Alphaproteobacteria está compuesta

principalmente por la orden Rhodospirillales (6,0 %), cuyo género más

abundante es Rhodovibrio (4,7 %). La clase Deltaproteobacteria presenta dos

órdenes dominantes, Desulfobacterales (4,4 %) y Desulfovibrionales (3,1 %).

Los géneros en mayor proporción dentro de estos órdenes son Desulfotignum

(0,4 %) y Desulfovermiculus (1,9 %), respectivamente. Mientras que la clase

Gammaproteobacteria está compuesta principalmente por la orden

Chromatiales (2,5 %), cuyo género más abundante es Halochromatium (1,0

%). El filo Bacteroidota está dominado por las clases Bacteroidia (7,1 %) y

Flavobacteriia (3,0 %), dentro de las cuales abundan los géneros Tangfeifania

(0,5 %) y Psychroflexus (1,5 %), respectivamente. En el filo Cyanobacteria

abunda el orden Oscillatoriales (6,2 %), donde predomina el género

Coleofasciculus (3,7 %). En menor proporción, el tapete microbiano del

puquio de campo naranja presenta bacterias de los filos Spirochaetota (6,5

%), Bacillota (5,0 %), Euryarchaeota (3,9 %), Planctomycetota (3,3 %),

Balneolota (2,6 %), Deinococcota (2,5 %), Chloroflexota (2,4 %), y

Verrucomicrobiota (1,7 %). Las clases dominantes de estos filos son

Spirochaetia (6,5 %), Clostridia (4,8 %), Halobacteria (2,3 %), Phycisphaerae

(2,4 %), Balneolia (2,6 %), Deinococci (2,5 %), Anaerolineae (2,1 %), y

Opitutae (1,2 %), respectivamente.

El tapete microbiano de la laguna Pozo Bravo está dominado por bacterias de

los filos Cyanobacteria (27,8 %), Pseudomonadota (23,0 %), y Bacteroidota

(19,1 %). La mayoría de las cianobacterias pertenecen a la orden Nostocales

(12,4 %), aunque también se encuentran miembros de las órdenes

Oscillatoriales (3,3 %) y Chroococcales (1,3 %). En el filo Pseudomonadota

dominan las clases Alphaproteobacteria (7,5 %), Deltaproteobacteria (7,3 %),

y Gammaproteobacteria (6,9 %). La clase Alphaproteobacteria está

representada principalmente por los órdenes Rhodobacterales (2,7 %) y
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Rhodospirillales (1,5 %), la clase Deltaproteobacteria por los órdenes

Desulfobacterales (5,3 %) y Desulfovibrionales (0,7 %), y la clase

Gammaproteobacteria por el orden Chromatiales (1,1 %). Los géneros

predominantes dentro de estos órdenes son Roseovarius (0,3 %),

Rhodovibrio (0,6 %), Desulfopila (0,4 %), Desulfovermiculus (0,5 %), y

Thioalkalivibrio (0,4 %), respectivamente. En el filo Bacteroidota, las clases

más abundantes son Flavobacteriia (4,8 %), Bacteroidia (3,9 %), y Cytophagia

(3,0 %). En menor proporción, el tapete microbiano de la laguna Pozo Bravo

presenta bacterias de los filos Planctomycetota (6,0 %), Spirochaetota (5,0

%), Balneolota (2,3 %), Verrucomicrobiota (1,7 %), Chloroflexota (1,4 %), y

Lentisphaerota (1,1 %). Dichos filos están representados principalmente por

las clases Phycisphaerae (4,9 %), Spirochaetia (4,9 %), Balneolia (2,3 %),

Opitutae (0,9 %), Anaerolineae (0,4 %), y Oligosphaeria (1 %),

respectivamente.

Por último, el estromatolito de la laguna Socompa está dominado por

bacterias de los filos Pseudomonadota (36,9 %), Bacillota (19,9 %),

Balneolota (12,7 %), y Bacteroidota (10,9 %). En el filo Pseudomonadota,

abundan las clases Gammaproteobacteria (23,9 %) y Alphaproteobacteria

(7,0 %). La clase Gammaproteobacteria está compuesta principalmente por

los órdenes Alteromonadales (7,6 %) y Oceanospirillales (4,4 %), en los

cuales predominan los géneros Idiomarina (5,2 %) y Halomonas (2,6 %),

respectivamente. Mientras que la clase Alphaproteobacteria está constituída

principalmente por el orden Rhodobacterales (5,8 %), en el cual predomina el

género Roseovarius (1,5 %). En el filo Bacillota, abundan las clases Clostridia

(10,1 %) y Bacilli (7,6 %). La primera clase está compuesta mayoritariamente

por el orden Clostridiales (8,7 %), en el cual predomina el género Fusibacter

(4,5 %). Mientras que la segunda clase está constituída principalmente por el

orden Lactobacillales (4,2 %), en el cual predomina el género Alkalibacterium

(2,0 %). El filo Balneolota está compuesto en su totalidad por la clase
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Balneolia, orden Balneolales (12,7 %), y los géneros predominantes son

Rhodohalobacter (0,8 %) y Gracilimonas (0,5 %). El filo Bacteroidota, por otro

lado, está dominado por la clase Flavobacteriia (3,2 %). Esta clase está

constituida en su totalidad por el orden Flavobacteriales, en el cual predomina

el género Psychroflexus (1,9 %). En menor proporción, el estromatolito

presenta bacterias de los filos Deinococcota (2,3 %), Spirochaetota (2,1 %), y

Verrucomicrobiota (1,2 %). Las clases más abundantes de dichos filos son

Deinococci (2,3 %), Spirochaetia (2,1 %), y Opitutae (0,8 %),

respectivamente.

Al comparar la composición taxonómica de los diferentes ecosistemas

microbianos andinos, se pudo determinar que la comunidad microbiana del

biofilm rojo de la laguna Diamante es completamente diferente a las

comunidades del resto de los ecosistemas microbianos estudiados. El biofilm

rojo de Diamante está dominado principalmente por haloarqueas, mientras

que los ecosistemas de Brava, Tebenquiche, puquio de campo naranja, Pozo

Bravo, y Socompa están dominados por bacterias de diferentes gremios.

Como se mencionó anteriormente, la altitud, el pH, la concentración de sales

y el nivel de arsénico son considerablemente mayores en la laguna Diamante

que en el resto de las lagunas estudiadas. Estas condiciones pueden ser

toleradas por microorganismos poliextremófilos como las haloarqueas

(Soppa, 2006), pero no por la mayoría de las bacterias, lo que explicaría la

diferencia observada.

Por otro lado, el análisis de la composición taxonómica de los diferentes

ecosistemas microbianos andinos permitió determinar los gremios de

microorganismos presentes en cada ecosistema. Los organismos

fotoautótrofos oxigénicos (filo Cyanobacteria) fueron identificados en todos los

ecosistemas, excepto en el biofilm rojo de la laguna Diamante. Dichos

organismos obtienen energía a través de la fotosíntesis oxigénica y fijan el

dióxido de carbono atmosférico a través del ciclo reductivo de las pentosas
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(ciclo de Calvin−Benson−Bassham). También suelen ser responsables de la

fijación del nitrógeno atmosférico (Whitton & Potts, 2012). Si bien abundan en

los tapetes microbianos del puquio de campo naranja y la laguna Pozo Bravo,

en el resto de los ecosistemas se encuentran en baja proporción. La baja

abundancia de organismos fotoautótrofos oxigénicos también fue reportada

en otros ecosistemas microbianos estudiados de los Andes centrales, lo que

apoya la idea de que no son los principales productores primarios en estos

ecosistemas (Vignale, Lencina, et al., 2021). Los principales productores

primarios en los ecosistemas microbianos andinos serían los organismos

fotoautótrofos anoxigénicos y los organismos quimiolitoautótrofos, los cuales

abundan en los ecosistemas de Brava, Tebenquiche, puquio de campo

naranja, Pozo Bravo y Socompa. Entre los organismos fotoautótrofos

anoxigénicos se encuentran las bacterias púrpura del azufre (géneros

Halochromatium, Halorhodospira, Thiohalocapsa) y las bacterias verdes no

del azufre (clase Chloroflexia). Dichos organismos obtienen energía a través

de la fotosíntesis anoxigénica, y fijan el dióxido de carbono atmosférico a

través del ciclo reductivo de las pentosas y el biciclo del 3-hidroxipropionato,

respectivamente (Bar-Even et al., 2012; Berg, 2011). Entre los organismos

quimiolitoautótrofos se encuentran las bacterias sulfato reductoras (géneros

Desulfotignum, Desulfovermiculus, Desulfococcus, Desulfobacterium) y las

bacterias oxidadoras de azufre (géneros Thioalkalivibrio, Thiohalospira). Estos

organismos obtienen energía a través de la oxidación de compuestos

inorgánicos, y fijan el dióxido de carbono atmosférico a través de la vía

reductora de la acetil-coenzima A (vía de Wood-Ljungdahl) y el ciclo reductivo

de las pentosas, respectivamente (Bar-Even et al., 2012; Berg, 2011). En los

ecosistemas microbianos andinos también abundan los organismos

heterótrofos, que consumen los compuestos orgánicos exudados por los

organismos autótrofos. Entre los organismos heterótrofos se encuentran las

bacterias púrpura no del azufre (géneros Rhodovibrio, Phaeovibrio,

Roseospira, Rubribacterium), las bacterias fotosintéticas anoxigénicas
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aeróbicas (géneros Roseovarius, Rubrimonas), y las arqueas y bacterias

quimioheterótrofas (miembros de los filos Euryarchaeota, Pseudomonadota,

Bacteroidota, Spirochaetota, Chloroflexota, Bacillota, Planctomycetota,

Balneolota, Verrucomicrobiota, Lentisphaerota, Deinococcota).

Diversidad de los ecosistemas microbianos andinos

Figura 12. Diversidad alfa, medida a partir del índice de Shannon-Wiener, de

los ecosistemas microbianos andinos estudiados.

El cálculo del índice de Shannon-Wiener para cada una de las muestras

permitió determinar la diversidad alfa en los distintos ecosistemas

microbianos estudiados. El ecosistema que presenta el valor más bajo de

diversidad alfa (H’= 2,11-2,50) es el biofilm rojo de la laguna Diamante. Esto

se debe a que dicho ecosistema está dominado por unas pocas especies de
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haloarqueas capaces de resistir las condiciones extremas de la laguna

Diamante; condiciones que exceden las capacidades metabólicas de la

mayoría de las especies bacterianas. El resto de los ecosistemas microbianos

estudiados presentan valores relativamente altos (H’= 3,46-4,33) de

diversidad alfa (Baliton et al., 2020). Aun así, no alcanzan los valores que

normalmente se reportan para los ecosistemas microbianos de hábitats no

extremos (H’ > 4), como los suelos forestales o agrícolas (Jiao et al., 2019;

Wei et al., 2018). Si bien los tapetes microbianos y microbialitos presentan

diferentes nichos ecológicos (zonas óxicas, anóxicas, fóticas, afóticas, de alta

radiación UV-B, de baja radiación UV-B, alcalinas, ácidas, etc.) en los cuales

pueden desarrollarse diversos gremios de microorganismos, la presión de

selección ejercida por las condiciones ambientales de los Andes centrales

limita considerablemente el número de especies (Farías, 2020).

Ensamblado y anotación de los metagenomas

A partir del control de calidad de las lecturas metagenómicas, se pudieron

determinar parámetros como la calidad por base, la calidad promedio, el

contenido de bases ambiguas, el contenido de secuencias adaptadoras, y el

contenido de GC. La calidad de las lecturas metagenómicas disminuye en las

últimas bases, como es habitual en la mayoría de las lecturas obtenidas a

partir de plataformas de secuenciación Illumina (Tan et al., 2019). En las

lecturas forward de Diamante (~300 pb) y Socompa (~120 pb), la calidad cae

por debajo de Q20 aproximadamente en las posiciones 230 y 80,

respectivamente. Mientras que, en las lecturas reverse de Diamante, Brava

(~150 pb), Tebenquiche (~150 pb), puquio de campo naranja (~250 pb), Pozo

Bravo (~250 pb), y Socompa, la calidad cae por debajo de Q20 alrededor de

las posiciones 180, 100, 100, 210, 210 y 70, respectivamente. Por este

motivo, en el preprocesamiento de las lecturas metagenómicas se removieron
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los extremos con calidad promedio (cada cuatro bases) menor a Q20. La

mayoría de las lecturas de Brava y Tebenquiche presentan una calidad

promedio superior a Q30, mientras que la mayor parte de las lecturas de

Diamante, puquio de campo naranja, y Pozo Bravo tienen una calidad

promedio superior a Q20. Si bien la calidad promedio de las lecturas de

Socompa es generalmente superior a Q20, hay un gran número de lecturas

con valores inferiores a Q20. Teniendo en cuenta esto, en el

preprocesamiento de las lecturas metagenómicas se removieron lecturas con

calidad promedio menor a Q28 en Brava y Tebenquiche; menor a Q20 en

Diamante, puquio de campo naranja, y Pozo Bravo; y menor a Q15 en

Socompa. La mayor parte de las lecturas metagenómicas no contienen bases

ambiguas ni secuencias adaptadoras, aún así, la remoción de secuencias

adaptadoras durante el preprocesamiento se llevó a cabo en todas ellas. Por

último, resulta interesante mencionar que el contenido GC de las lecturas

varía entre 51 y 62 % (Tablas 5, 6 y 7). El contenido GC de los genomas

procariotas puede variar de 17 a 75 % (Brocchieri, 2014), por ende, se puede

decir que los porcentajes que presentan las lecturas de los ecosistemas

microbianos andinos son relativamente elevados. Esto podría estar

relacionado parcialmente con la alta radiación UV-B a la que están expuestos

los microorganismos andinos, ya que un alto contenido de GC promueve la

reparación del ADN dañado por la radiación (Brocchieri, 2014).

Luego de realizar el control de calidad y preprocesamiento de las lecturas

metagenómicas, las mismas fueron ensambladas de novo para obtener

contigs. Con el fin de obtener el mejor ensamblado de las lecturas posible, se

evaluaron tres software de ensamblado diferentes: SPAdes, MEGAHIT (D. Li

et al., 2015) e IDBA-UD (Peng et al., 2012). Para comparar la eficacia de

dichos software, se realizó un control de calidad de los ensamblados

obtenidos en el que se determinaron parámetros como el largo total, el

número de contigs, el largo máximo de contig, el N50, el porcentaje de mapeo
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de las lecturas, y la eficiencia de ensamblado. Los ensamblados obtenidos a

partir de la herramienta SPAdes presentaron los valores más altos de largo

total, largo máximo de contig, N50, porcentaje de mapeo de las lecturas, y

eficiencia de ensamblado. Por tal motivo, la herramienta SPAdes fue la

utilizada para ensamblar todos los metagenomas de los ecosistemas

microbianos andinos, como se especificó en la sección materiales y métodos.

Resulta interesante además mencionar que el largo total, el número de

contigs, y el largo máximo de contig presentaron cierta relación con el número

de lecturas (Tablas 5, 6 y 7). Los metagenomas de Diamante, que tienen el

menor número de lecturas (alrededor de 5 y 6 millones), presentaron los

valores más bajos de largo total, número de contigs, y largo máximo de

contig. Mientras que los metagenomas de Brava y Tebenquiche, que tienen el

mayor número de lecturas (alrededor de 100 y 140 millones), presentaron los

valores más altos de estos parámetros. Por el contrario, el N50 y el porcentaje

de mapeo de las lecturas no presentaron relación con el número de lecturas

ni con el largo de las mismas. Como el porcentaje de mapeo de las lecturas

fue mayor a 60 % en todos los ensamblados, y cercano a 80 % en la mayoría,

se puede decir que la mayor parte de las lecturas metagenómicas fueron

ensambladas con éxito.

Tras obtener los metagenomas ensamblados, se llevó a cabo la anotación

estructural de los mismos. El número de marcos de lectura abiertos (ORFs,

open reading frames) identificados en los distintos metagenomas

ensamblados varió de acuerdo al largo total de los mismos (Tablas 5, 6 y 7).

En los metagenomas de Diamante, que presentan el menor largo total, se

identificaron alrededor de 200.000 ORFs. En los metagenomas de puquio de

campo naranja, Pozo Bravo, y Socompa, que presentan un largo total

intermedio, se identificaron más de 1.000.000 de ORFs. Mientras que en los

metagenomas de Brava y Tebenquiche, que presentan el mayor largo total, se

identificaron cerca de 4.000.000 de ORFs.
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Tabla 5. Estadísticas de los metagenomas de la laguna Diamante.

Estadísticas
Laguna
Diamante 1

Laguna
Diamante 2

Laguna
Diamante 3

Secuenciación masiva

Plataforma Illumina MiSeq Illumina MiSeq Illumina MiSeq

Tipo de lecturas paired end paired end paired end

N° de acceso ERR3132462 ERR3132463 ERR3132464

N° de lecturas 2.440.421 (x2) 3.054.366 (x2) 2.750.479 (x2)

% GC de lecturas 61 61 62

Largo de lecturas (pb) 35-301 35-301 35-301

Anotación de las lecturas metagenómicas

N° de CDSs
identificadas

3.388.415 4.140.049 3.744.850

N° de CDSs anotadas
funcionalmente

1.582.828 1.920.100 1.722.020

N° de OTUs
procariotas

61 35 33

Ensamblado de las lecturas metagenómicas

Largo total (Mb)
(contigs>= 500 pb)

85,06 65,4 67,6

N° de contigs 79.376 57.038 60.299

Largo máximo de
contig (kb)

73,2 50,2 44,8

N50 (pb) 1.138 1.297 1.262

% de mapeo de las
lecturas

78,22 82,32 80,09

Eficiencia de
ensamblado

89.014,36 106.769,04 101.073,58

Anotación de los contigs

N° de ORFs 268.252 204.997 221.681

CDSs (coding sequences), Secuencias codificantes; ORFs (open reading
frames), Marcos de lectura abiertos.
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Tabla 6. Estadísticas de los metagenomas de las lagunas Brava y Tebenquiche.

Estadísticas
Laguna
Brava 1

Laguna
Brava 2

Laguna
Tebenquiche 1

Laguna
Tebenquiche 2

Secuenciación masiva

Plataforma
Illumina
HiSeq 1500

Illumina
HiSeq 1500

Illumina
HiSeq 1500

Illumina
HiSeq 1500

Tipo de lecturas paired end paired end paired end paired end

N° de acceso ERR2407577 ERR2407578 ERR2437276 ERR2437277

N° de lecturas
52.248.302
(x2)

53.164.322
(x2)

71.152.673
(x2)

72.289.598
(x2)

% GC de lecturas 56 56 60 60

Largo de lecturas (pb) 151 151 151 151

Anotación de las lecturas metagenómicas

N° de CDSs
identificadas

68.797.099 63.335.009 85.716.863 77.688.595

N° de CDSs anotadas
funcionalmente

24.807.311 25.713.862 33.690.575 34.210.280

N° de OTUs
procariotas

443 419 547 492

Ensamblado de las lecturas metagenómicas

Largo total (Mb)
(contigs>= 500 pb)

831,8 887,0 654,7 688,7

N° de contigs 582.037 623.888 442.433 466.215

Largo máximo de
contig (kb)

241,3 287,0 298,4 268,4

N50 (pb) 1.869 1.839 2.007 2.005

% de mapeo de las
lecturas

78,41 87,85 74,30 83,12

Eficiencia de
ensamblado

146.548,29 161.556,15 149.120,1 166.655,6

Anotación de los contigs

N° de ORFs 3.935.685 4.325.317 3.564.011 3.905.801

CDSs (coding sequences), Secuencias codificantes; ORFs (open reading frames),
Marcos de lectura abiertos.
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Tabla 7. Estadísticas de los metagenomas del puquio de campo naranja y las
lagunas Pozo Bravo y Socompa.

Estadísticas
Puquio de
campo naranja

Laguna
Pozo Bravo

Laguna
Socompa

Secuenciación masiva

Plataforma Illumina MiSeq Illumina MiSeq
Illumina Genome
Analyzer (GAIIx)

Tipo de lecturas paired end paired end paired end

N° de acceso ERR3083899 ERR3082345 SRR3341855

N° de lecturas 7.798.852 (x2) 8.232.105 (x2) 47.304.781 (x2)

% GC de lecturas 51 52 58

Largo de lecturas (pb) 35-251 35-251 120

Anotación de las lecturas metagenómicas

N° de CDSs
identificadas

7.456327 8.367.672 35.249.197

N° de CDSs anotadas
funcionalmente

3.364.377 3.741.958 11.826.628

N° de OTUs procariotas 333 286 451

Ensamblado de las lecturas metagenómicas

Largo total (Mb)
(contigs>= 500 pb)

224,8 233,2 280,3

N° de contigs 243.817 237.161 210.218

Largo máximo de contig
(kb)

54,9 83,2 217,1

N50 (pb) 890 955 1.613

% de mapeo de las
lecturas

63,25 67,78 61,83

Eficiencia de
ensamblado

56.292,5 64.729,9 99.731,79

Anotación de los contigs

N° de ORFs 1.079.965 1.072.274 1.371.377

CDSs (coding sequences), Secuencias codificantes; ORFs (open reading
frames), Marcos de lectura abiertos.
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Reconstrucción de genomas

Tabla 8. Número de genomas reconstruidos a partir de los metagenomas.

N° de
MAGs

N° de MAGs luego de
la 1° desreplicación

N° de MAGs luego de
la 2° desreplicación

Laguna Diamante 1 3 3

5Laguna Diamante 2 3 2

Laguna Diamante 3 4 3

Laguna Brava 1 80 76
83

Laguna Brava 2 86 81

Laguna Tebenquiche 1 59 52
57

Laguna Tebenquiche 2 69 56

Puquio de campo
naranja

13 8 8

Laguna Pozo Bravo 13 13 13

Laguna Socompa 27 23 23

Total 357 317 189

A partir de los diferentes metagenomas ensamblados, se pudieron reconstruir

357 genomas (MAGs) en total (Tabla 8). Luego de realizar un control de

calidad de dichos MAGs, se pudo determinar que los mismos presentan altos

porcentajes de completitud (mayores a 50 %) y bajos porcentajes de

contaminación (menores a 5 %) (Tabla A1 en Apéndice). Por tal motivo, todos

los MAGs reconstruidos tienen una calidad media o alta (Figura 13). Con el fin

de eliminar la redundancia de los MAGs provenientes de un mismo

metagenoma, posteriormente se realizó una desreplicación a nivel de especie

entre los MAGs reconstruidos a partir de un mismo metagenoma (primera

desreplicación). Como consecuencia, el número total de MAGs se redujo a

317 (Tabla 8).
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Figura 13. Control de calidad de los MAGs reconstruidos, basado en los

porcentajes de completitud y contaminación.

Luego se procedió a eliminar la redundancia de los MAGs provenientes de

una misma laguna. Para ello, se realizó una desreplicación a nivel de especie

entre los MAGs pertenecientes a una misma laguna (segunda

desreplicación). Como resultado, el número total de MAGs se redujo a 189

(Tabla 8). Por último, con el fin de simplificar la anotación taxonómica y

funcional, se procedió a filtrar los MAGs redundantes entre lagunas. Para ello,

se llevó a cabo una desreplicación a nivel de especie entre los 189 MAGs

remanentes (tercera desreplicación). Como consecuencia, el número final de

MAGs disminuyó a 152. De los 189 MAGs, 69 comparten la misma identidad

con uno o varios MAGs provenientes de otras lagunas (Figura 14). De estos

69 MAGs, la mayoría (46) pertenecen a las lagunas Brava y Tebenquiche, que

se encuentran a poca distancia en el salar de Atacama. Los 120 MAGs
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restantes, de los 189 MAGs originales, son únicos de cada laguna: 5

pertenecen a la laguna Diamante, 56 a la laguna Brava, 29 a la laguna

Tebenquiche, 5 al puquio de campo naranja, 9 a la laguna Pozo Bravo, y 16 a

la laguna Socompa. A pesar de que todas las lagunas estudiadas presentan

condiciones ambientales extremas, dichas condiciones varían entre las

lagunas, incluso entre las que se encuentran próximas. Esta variabilidad en

las condiciones ambientales genera una variabilidad en la composición

taxonómica de los AMEs, tal como se demostró anteriormente (Figuras 10 y

11), lo cual explicaría el elevado número de MAGs únicos en cada laguna.

Figura 14. Los diferentes ecosistemas microbianos andinos estudiados

presentan un elevado número de MAGs únicos.

67



La asignación taxonómica de los 152 MAGs finales (Tabla A2 en Apéndice)

permitió determinar que los mismos pertenecen a los filos Pseudomonadota

(30), Bacteroidota (29), Chloroflexota (25), Spirochaetota (21),

Planctomycetota (8), Cyanobacteria (7), Bacillota (5), Euryarchaeota (5),

Verrucomicrobiota (3), Actinomycetota (2), y Deinococcota (1). A pesar de que

no se logró identificar el filo de 16 MAGs, se pudo determinar que 3 de ellos

pertenecen al dominio Archaea y 13 al dominio Bacteria. La máxima

asignación taxonómica alcanzada fue a nivel de género en 14 MAGs. Los

géneros identificados fueron Roseovarius, Haliea, Pseudoalteromonas,

Halomonas, y Rhodothermus. Debido a que ninguno de los 152 MAGs finales

comparte identidad a nivel de especie con los genomas en las bases de

datos, se puede decir que los mismos corresponden a genomas nunca antes

caracterizados. De hecho, es muy probable que la mayoría de estos genomas

pertenezcan a microorganismos no cultivables en el laboratorio. Por ende, la

obtención de estos MAGs podría ayudar a comprender la “materia oscura

microbiana” (Microbial dark matter en inglés) de los ecosistemas microbianos

andinos.

Potencial metabólico de los ecosistemas microbianos andinos

El análisis funcional de los 152 MAGs finales (Figuras 15 y 16) corroboró lo

hipotetizado a partir de la composición taxonómica de los ecosistemas

microbianos andinos. Teniendo en cuenta las propiedades genómicas

(GenProp0033: TCA cycle, GenProp0691: Glycolysis, GenProp1637: Aerobic

respiration I (cytochrome c), entre otras) identificadas en los MAGs D.1.1,

D.2.1, D.3.2, y D.3.4, se puede decir que las haloarqueas que dominan el

biofilm rojo de la laguna Diamante son organismos quimioorganoheterótrofos

aeróbicos. El MAG D.1.3 fue el único genoma bacteriano (orden

Oceanospirillales) reconstruido en este ecosistema microbiano, y sus
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propiedades genómicas sugieren que también se trata de un organismo

quimioorganoheterótrofo aeróbico. Por lo tanto, como en el biofilm rojo de la

laguna Diamante no se ha podido reconstruir un MAG perteneciente a un

organismo autótrofo, y tampoco se ha identificado alguno al analizar su

composición taxonómica, lo más probable es que los organismos que

componen dicho ecosistema utilicen como fuente de carbono y energía los

compuestos orgánicos exudados por organismos autótrofos planctónicos u

organismos autótrofos pertenecientes a otros ecosistemas microbianos de la

laguna Diamante.

Figura 15. Propiedades genómicas (categoría A) de los MAGs reconstruidos a

partir de los diferentes metagenomas ensamblados.

A diferencia del biofilm rojo de la laguna Diamante, el resto de los

ecosistemas microbianos andinos está dominado por bacterias de diferentes
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gremios, lo cual corrobora lo hipotetizado en base a la composición

taxonómica. En primer lugar, MAGs de organismos fotoautótrofos oxigénicos,

pertenecientes al filo Cyanobacteria, fueron identificados en los ecosistemas

de Brava (MAGs B.1.79 y B.2.47), Tebenquiche (MAG T.1.35), puquio de

campo naranja (MAG P.9) y Pozo Bravo (MAGs PB.5, PB.12 y PB.13). Las

propiedades genómicas de dichos MAGs no solo indicaron que son capaces

de producir oxígeno a partir de la fotosíntesis oxigénica (GenProp0660:

Photosystem I y GenProp0661: Photosystem II), sino además indicaron que

son capaces de fijar el nitrógeno atmosférico (GenProp0029: Nitrogen

fixation). De todos modos, su número es bajo comparado al número de MAGs

pertenecientes a organismos fotoautótrofos anoxigénicos y

quimiolitoautótrofos. Por ende, los organismos fotoautótrofos oxigénicos

podrían no ser los principales productores primarios en los tapetes

microbianos y microbialitos de los Andes centrales. Numerosos MAGs, que

pertenecen a bacterias verdes no del azufre, fueron identificados en el tapete

microbiano de la laguna Brava (MAGs B.2.15, B.1.34, B.1.59, B.2.50 y

B.2.67). Como indican sus propiedades genómicas (GenProp0662:

Photosynthetic reaction center, alphaproteobacterial type), estos organismos

obtienen energía a través de la fotosíntesis anoxigénica. Por otro lado,

diversos MAGs pertenecientes a bacterias púrpura del azufre se identificaron

en los ecosistemas de Tebenquiche (MAGs T.1.39, T.2.8 y T.2.62), puquio de

campo naranja (MAG P.12) y Pozo Bravo (MAG PB.7). Al igual que las

bacterias verdes no del azufre, las bacterias púrpura del azufre obtienen

energía a través de la fotosíntesis anoxigénica. Así como se identificaron

MAGs de organismos fotoautótrofos anoxigénicos, también se encontraron

diversos MAGs que podrían pertenecer a organismos quimiolitoautótrofos.

Entre ellos se destacan los MAGs de bacterias sulfato reductoras. Los

mismos se identificaron en los ecosistemas de Brava (MAGs B.1.42 y B.2.3),

Tebenquiche (MAGs T.2.13, T.2.40 y T.2.69), puquio de campo naranja (MAG

P.6), Pozo Bravo (MAG PB.6) y Socompa (MAG S.23). Estos organismos
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tienen la capacidad de crecer en anaerobiosis utilizando el sulfato como

aceptor de electrones alternativo al oxígeno (GenProp0155: Dissimilatory

sulfate reduction). Por último, cabe destacar que la gran mayoría de los MAGs

reconstruidos de los filos Pseudomonadota, Bacteroidota, Spirochaetota,

Bacillota, Planctomycetota, Verrucomicrobiota y Deinococcota, pertenecen a

organismos heterótrofos que consumen los compuestos orgánicos exudados

por los organismos autótrofos. Entre ellos, se destacan los MAGs de bacterias

púrpura no del azufre (MAG T.1.45) y bacterias fotosintéticas anoxigénicas

aeróbicas (MAGs S.5 y S.28), que como indican sus propiedades genómicas

(GenProp0662: Photosynthetic reaction center, alphaproteobacterial type)

llevan a cabo la fotosíntesis anoxigénica oxidando compuestos orgánicos.

Figura 16. Propiedades genómicas (categorías B-L) de los MAGs

reconstruidos a partir de los diferentes metagenomas ensamblados.
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Con respecto al metabolismo del arsénico, se ha determinado que 148 de los

152 MAGs finales presentan genes ars de resistencia al arsénico

(GenProp0474: Arsenical resistance system). De estos 148 MAGs, 10 a su

vez contienen genes aio (MAGs D.1.1, D.2.1, B.2.32, T.1.45, T.2.8, T.2.14,

T.2.62, P.12, S.11 y S.19). Por ende, estos organismos además de presentar

mecanismos moleculares de resistencia al arsénico, tendrían la capacidad de

oxidar el arsenito para obtener energía (GenProp0473: Arsenite oxidase).

Resulta interesante que los MAGs que contienen genes aio no pertenecen a

un único grupo taxonómico, sino a varios. Entre estos grupos se encuentran

los filos Euryarchaeota (familia Halobacteriaceae), Pseudomonadota (órdenes

Alteromonadales, Chromatiales, Myxococcales, y Xanthomonadales), y

Deinococcota (familia Deinococcaceae). Teniendo en cuenta estos resultados,

se puede decir que la mayoría de los microorganismos que componen los

ecosistemas microbianos andinos tienen la capacidad de resistir a las

concentraciones ambientales de arsénico, y que la capacidad de obtener

energía a partir del arsénico podría estar presente tanto en bacterias como en

arqueas de diferentes grupos taxonómicos.

Abundancia de los genes del metabolismo del arsénico

Con el fin de comprender mejor el metabolismo del arsénico en los

microorganismos de los Andes centrales, se llevó a cabo un profundo análisis

de todos los genes implicados en la resistencia al arsénico y obtención de

energía a partir de su oxidorreducción. La identificación de dichos genes y la

estimación de su abundancia (expresada como FPKM) en cada ecosistema

estudiado (Figura 17), permitió determinar los mecanismos moleculares

presentes en cada uno de ellos.
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Figura 17. Abundancia de los genes del metabolismo del arsénico, expresada

como FPKM, en los distintos metagenomas de los ecosistemas microbianos

andinos.

En todos los ecosistemas andinos se identificaron genes pit y pst implicados

en el ingreso del arsenato a las células. La abundancia de los genes pit fue

menor que la de los genes pst en todos los ecosistemas. Por ende, se podría

pensar que la participación de los transportadores de fosfato inorgánico de

baja afinidad (Pit), en el ingreso del arsenato a las células, es menor que la de

los transportadores de fosfato inorgánico de alta afinidad (Pst). El gen arsC

también fue identificado, en similar abundancia, en todos los ecosistemas
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andinos. Por lo tanto, en la mayoría de los microorganismos andinos, el

ingreso del arsenato a las células estaría acompañado por su reducción a

arsenito a través de la arsenato reductasa citoplasmática (ArsC). En cuanto a

los genes involucrados en la extrusión del arsenito resultante, se ha

observado que la abundancia del gen acr3 es considerablemente mayor que

la del gen arsB en todos los ecosistemas estudiados. Por consiguiente, la

arsenito permeasa Acr3 sería la principal responsable de la extrusión celular

del arsenito en los microorganismos andinos, y no la arsenito permeasa ArsB.

Esto resulta interesante debido a que, a diferencia de lo observado, la

mayoría de los microorganismos aislados de ambientes con altas

concentraciones de arsénico contienen ArsB. Se desconoce la razón por la

cual los microorganismos andinos presentan en mayor proporción Acr3 que

ArsB, por lo que resultaría interesante investigarlo. Por otro lado, se ha

observado la presencia de los genes arsM y arsP, en similar abundancia, en

todos los ecosistemas estudiados. Con lo cual, alternativamente a la extrusión

del arsenito, los microorganismos andinos tendrían la capacidad de metilar el

arsenito a través de la enzima arsenito metiltransferasa (ArsM), para luego

expulsar el metilarsenito por la bomba ArsP. Si bien se han identificado genes

arsH en todos los ecosistemas, su abundancia es menor que la de los genes

arsM y arsP, por lo que se podría pensar que la extrusión del metilarsenito por

la bomba ArsP sería un mecanismo de detoxificación más utilizado que la

oxidación del metilarsenito por la enzima metilarsenito oxidasa (ArsH). Como

el gen arsI no fue identificado en muchos de los ecosistemas, y en los

ecosistemas donde sí fue identificado presenta baja abundancia, se puede

decir que la conversión del metilarsenito a arsenito por medio de la liasa ArsI

no representa un mecanismo de detoxificación ampliamente utilizado por los

microorganismos andinos. Debido a que el arsenito genera estrés oxidativo,

algunos microorganismos aislados de ambientes con altas concentraciones

de arsénico presentan un sistema tiorredoxina (ArsTX) que ayuda a mantener

el estado redox balanceado. Ciertos genes arsT y arsX fueron identificados en
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los ecosistemas estudiados, pero su abundancia no es alta comparada con la

del resto de los genes del metabolismo del arsénico. Por lo tanto, si bien este

mecanismo podría ser utilizado por algunos microorganismos andinos, no

representaría un mecanismo de resistencia al arsénico ampliamente

distribuido entre los microorganismos andinos. De igual forma, algunos genes

arsO y arsN han sido identificados en los ecosistemas estudiados, pero su

abundancia es baja comparada con la de otros genes del metabolismo del

arsénico. Por ende, aunque no es clara la función de estos genes en el

metabolismo del arsénico, lo más probable es que no constituyan

mecanismos de resistencia claves para los microorganismos andinos. Por

último, cabe mencionar que la gran abundancia de genes arsR y arsD

observada en todos los ecosistemas estudiados indicaría que los represores

transcripcionales ArsR y ArsD regulan la transcripción de varios genes ars en

los microorganismos andinos.

Con respecto a los genes implicados en la obtención de energía a través de la

oxidación del arsenito, se han identificado genes aio y arx en todos los

ecosistemas estudiados, excepto en el tapete microbiano de la laguna Pozo

Bravo donde no se ha podido identificar genes arx. Como la abundancia de

los genes aio es mayor que la de los genes arx, lo más probable es que la

oxidación del arsenito sea llevada a cabo principalmente por AioAB, en lugar

de ArxAB, en los microorganismos andinos. Esto era esperable debido a que

los genes arx han sido identificados únicamente en el filo Pseudomonadota,

mientras que los genes aio se han encontrado en diferentes grupos de

bacterias y arqueas (filos Pseudomonadota, Deinococcota, Bacillota,

Crenarchaeota, y Euryarchaeota). A su vez, cabe mencionar que la

abundancia de los genes aio es considerablemente mayor en el biofilm rojo de

la laguna Diamante que en el resto de los ecosistemas microbianos andinos.

Esto resulta interesante debido a que el biofilm rojo de la laguna Diamante

está dominado por haloarqueas, sin embargo la obtención de energía a partir
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de la oxidación de arsenito aún no ha sido demostrada en el dominio Archaea

(J. Andres & Bertin, 2016). Por último, con respecto a la respiración de

arsenato, se han identificado genes arr en todos los ecosistemas estudiados.

Esto sugiere que diversos microorganismos andinos tendrían la capacidad de

crecer en anaerobiosis o microaerobiosis utilizando el arsenato como aceptor

de electrones alternativo al oxígeno. Cabe mencionar que, al igual que los

genes aio, la abundancia de los genes arr es considerablemente mayor en el

biofilm rojo de la laguna Diamante que en el resto de los ecosistemas

microbianos andinos. Si bien se ha demostrado la capacidad de ciertas

arqueas del filo Crenarchaeota (Pyrobaculum arsenaticum y Pyrobaculum

aerophilum) de respirar arsenato en lugar de oxígeno, no se ha demostrado

dicha capacidad metabólica en ninguna arquea del filo Euryarchaeota. Por

ende, el estudio de las haloarqueas de la laguna Diamante resulta interesante

para determinar efectivamente si la respiración de arsenato es un proceso

metabólico presente también en los miembros del filo Euryarchaeota.

Organización genómica de los genes del metabolismo del arsénico

Con el fin de comprender mejor los mecanismos moleculares involucrados en

la resistencia al arsénico y obtención de energía a partir de su

oxidorreducción, se llevó a cabo un análisis de la organización de los genes

del metabolismo del arsénico. A partir de dicho análisis, se pudo determinar

que los mismos se agrupan de manera diversa en los genomas de los

microorganismos andinos (Figuras 18, 19, 20, 21 y 22). Los genes pstS, pstC,

pstA y pstB, involucrados en el ingreso del arsenato a las células, se

encuentran agrupados normalmente con el gen arsC, involucrado en la

reducción citoplasmática del arsenato (Figura 18). Esto sugiere que ambos

procesos metabólicos están íntimamente ligados, lo cual tiene sentido, ya que

conforman la primera respuesta celular a las elevadas concentraciones

ambientales de arsénico.
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Figura 18. Organización de los genes ars en los metagenomas ensamblados

de los ecosistemas microbianos andinos, parte 1. L.D., Laguna Diamante;

L.B., Laguna Brava; L.T., Laguna Tebenquiche; P.C.N., Puquio de campo

naranja; L.P.B., Laguna Pozo Bravo; L.S., Laguna Socompa.

El gen acr3, involucrado en la extrusión celular del arsenito, también suele

estar agrupado con el gen arsC (Figura 19). Como la reducción citoplasmática

del arsenato está a su vez ligada a la extrusión del arsenito resultante, y

ambos procesos metabólicos constituyen el principal mecanismo de

detoxificación del arsénico en los microorganismos andinos, es de esperar

que dichos genes se encuentren juntos y estén regulados

transcripcionalmente de la misma manera.
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Figura 19. Organización de los genes ars en los metagenomas ensamblados

de los ecosistemas microbianos andinos, parte 2. L.D., Laguna Diamante;
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L.B., Laguna Brava; L.T., Laguna Tebenquiche; P.C.N., Puquio de campo

naranja; L.P.B., Laguna Pozo Bravo; L.S., Laguna Socompa.

En muchas regiones donde el gen acr3 se agrupa con el gen arsC, también

suele estar presente el gen arsR (Figura 19). Esto podría indicar que el

represor ArsR regula de manera conjunta la transcripción de acr3 y arsC.

Figura 20. Organización de los genes ars en los metagenomas ensamblados

de los ecosistemas microbianos andinos, parte 3. L.D., Laguna Diamante;
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L.B., Laguna Brava; L.T., Laguna Tebenquiche; P.C.N., Puquio de campo

naranja; L.P.B., Laguna Pozo Bravo; L.S., Laguna Socompa.

Sin embargo, en muchas otras regiones donde el gen acr3 se agrupa, o no,

con el gen arsC (Figura 20), se suelen encontrar genes arsR y arsD. Por

ende, en dichas regiones, es probable que tanto ArsR como ArsD regulen la

transcripción de Acr3. A su vez, se ha observado que el gen arsA suele estar

agrupado con el gen acr3 (Figura 20). Si bien esto era de esperar, debido a

que ArsA funciona como ATPasa y se une a Acr3 para mejorar su eficiencia

de transporte, resulta una novedad ya que los genomas de microorganismos

aislados de ambientes con altas concentraciones de arsénico presentan

normalmente el gen arsA agrupado con el gen arsB y no con el gen acr3.

Figura 21. Organización de los genes ars en los metagenomas ensamblados

de los ecosistemas microbianos andinos, parte 4. L.D., Laguna Diamante;
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L.B., Laguna Brava; L.T., Laguna Tebenquiche; P.C.N., Puquio de campo

naranja; L.P.B., Laguna Pozo Bravo; L.S., Laguna Socompa.

Otros genes que suelen agruparse con acr3 son arsM, arsP y arsH (Figuras

18, 19, 20 y 21). A pesar de que dichos genes están involucrados en

mecanismos de detoxificación distintos al del gen acr3, su agrupamiento

podría indicar que presentan la misma regulación transcripcional. De hecho,

es común encontrar el gen arsR junto a los genes arsM, arsP o arsH (Figura

21). Por lo tanto, es muy probable que ArsR regule la transcripción de dichos

genes en los microorganismos andinos. Los genes arsM y arsP también

suelen encontrarse en cercanía del gen arsC (Figuras 18, 19, 20 y 21). Como

la metilación del arsenito por la enzima arsenito metiltransferasa (ArsM) y la

extrusión del metilarsenito por la bomba ArsP están ligadas a la reducción

citoplasmática del arsenato llevada a cabo por ArsC, resulta esperable que

dichos genes se encuentren juntos y estén regulados transcripcionalmente de

la misma manera.

En cuanto a los genes bioenergéticos (Figura 22), se ha observado que aioA

y aioB por lo general se agrupan solos. En pocos casos, los genes aioA y

aioB se agrupan con los genes aioX, aioS y aioR, o aioF. Por lo tanto, en

pocos microorganismos andinos la transcripción de AioAB estaría regulada

por los factores de transcripción AioX, AioS y AioR, o AioF. Al igual que los

genes aioA y aioB, los genes arxB’, arxA, arxB, arxC y arxD se suelen

agrupan solos y no con los genes que codifican para los factores de

transcripción ArxX, ArxS y ArxR. De hecho, dichos genes no han sido

identificados en ningún ecosistema estudiado, por lo que la expresión de

ArxAB no estaría regulada por ArxX, ArxS y ArxR en los microorganismos

andinos. Si bien no hay reportes de que los genes arr puedan estar regulados

transcripcionalmente por un sistema de dos componentes, se han identificado

posibles genes arrX, arrS y arrR en el metagenoma de la laguna Socompa.
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Esta observación es novedosa, pero deberá ser investigada con más detalle

para ser confirmada.

Figura 22. Organización de los genes aio, arx y arr en los metagenomas

ensamblados de los ecosistemas microbianos andinos. L.D., Laguna
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Diamante; L.B., Laguna Brava; L.T., Laguna Tebenquiche; P.C.N., Puquio de

campo naranja; L.P.B., Laguna Pozo Bravo; L.S., Laguna Socompa.

Por otro lado, el análisis de los genes implicados en el metabolismo del

arsénico ha revelado que muchos de ellos se encuentran fusionados. Como

estas fusiones génicas han sido observadas en la mayoría de los ecosistemas

microbianos andinos, lo más probable es que sean funcionales y estén

conservadas evolutivamente. Entre las fusiones génicas identificadas se

encuentran arsC-arsR, arsC-phoU, arsC-arsI, arsC-arsH, arsD-arsM, y

arsR-arsM, entre otras. La fusión génica arsC-arsR ha sido reportada

previamente en genomas de bacterias aisladas de ambientes con altas

concentraciones de arsénico (J. Chen et al., 2022). Como el represor

transcripcional ArsR suele unirse al arsenito y no al arsenato, se ha sugerido

que la fusión de ArsC con ArsR permite a ArsR sensar el arsenato al

canalizar el producto de ArsC hacia el sitio de unión de ArsR. Teniendo en

cuenta esto, se podrían sugerir funciones semejantes para las fusiones

ArsR-ArsM, ArsD-ArsM, y ArsC-PhoU. La fusión de ArsM con ArsR permitiría

a ArsR sensar el metilarsenito al canalizar el producto de ArsM hacia el sitio

de unión de ArsR. De la misma manera, la fusión de ArsM con ArsD permitiría

a ArsD sensar el metilarsenito. Mientras que la fusión de ArsC con PhoU

permitiría a PhoU sensar el arsenato en lugar del fosfato. De esta manera, se

vincularía la transcripción de los genes pst con la concentración de arsénico.

Las fusiones de ArsC con ArsI e ArsH, por otro lado, permitirían acoplar la

reducción citoplasmática del arsenato con la desmetilación del metilarsenito y

la oxidación del metilarsenito, respectivamente. Por algún motivo que se

desconoce, el acoplamiento de estos procesos metabólicos traería una

ventaja adaptativa frente a la detoxificación del arsénico, ya que dichas

fusiones se encuentran ampliamente conservadas en la mayoría de los

ecosistemas microbianos andinos.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la primera parte de la tesis, se puede

concluir que:

I. Todas las lagunas altoandinas estudiadas presentan condiciones

ambientales extremas (aguas alcalinas, hipersalinas, con altos niveles

de arsénico y bajos niveles de oxígeno). Sin embargo, de todas ellas, la

laguna Diamante es la que presenta las condiciones ambientales más

extremas.

II. Como las condiciones ambientales de la laguna Diamante son más

extremas que las del resto de las lagunas estudiadas, el biofilm rojo de

Diamante está dominado por haloarqueas quimioheterótrofas, mientras

que los ecosistemas microbianos de Brava, Tebenquiche, Puquio de

campo naranja, Pozo Bravo y Socompa están dominados por bacterias

de diferentes gremios (cianobacterias, bacterias púrpura del azufre,

bacterias verdes no del azufre, bacterias sulfato reductoras, bacterias

oxidadoras de azufre, bacterias púrpura no del azufre, bacterias

fotosintéticas anoxigénicas aeróbicas, y bacterias quimioheterótrofas,

entre otras). Por consiguiente, la diversidad alfa en el biofilm rojo de

Diamante es menor que la diversidad alfa en el resto de los

ecosistemas microbianos estudiados.

III. La mayoría de los microorganismos de los Andes centrales presentan

mecanismos moleculares de resistencia al arsénico. Si bien se

identificaron diversos mecanismos, los principales son:
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○ Reducción citoplasmática del arsenato, mediada por ArsC, seguido de

la expulsión del arsenito resultante por la bomba Acr3.

○ Metilación citoplasmática del arsenito, mediada por ArsM, seguido de la

expulsión del metilarsenito resultante por la bomba ArsP.

Eventualmente, el metilarsenito puede ser oxidado a metilarsenato por

ArsH.

IV. Algunos microorganismos de los Andes centrales, además de resistir al

arsénico, tienen la capacidad de obtener energía metabólica a partir de

su oxidorreducción:

○ La obtención de energía, por oxidación del arsenito, es llevada a cabo

principalmente por AioAB en los microorganismos andinos. Como la

abundancia de genes aio en el biofilm rojo de la laguna Diamante es

alta, las haloarqueas de Diamante podrían oxidar el arsenito, utilizando

AioAB, para obtener energía o detoxificarse. De ser así, se demostraría

un nuevo metabolismo en el dominio Archaea.

○ La respiración de arsenato, llevada a cabo por ArrAB, permite a algunos

microorganismos andinos crecer en anaerobiosis. Como la abundancia

de genes arr en el biofilm rojo de la laguna Diamante es alta, las

haloarqueas de Diamante podrían reducir el arsenato, utilizando ArrAB,

para oxidar compuestos orgánicos en anaerobiosis. De ser así, se

demostraría un nuevo metabolismo en el filo Euryarchaeota.

V. Los genes del metabolismo del arsénico se arreglan de diversas

maneras en los genomas de los microorganismos andinos.
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PARTE 2

INTRODUCCIÓN

Oxidación y reducción del arsénico en el dominio Archaea

Dentro del dominio Bacteria, se ha demostrado la capacidad de ciertos

organismos de utilizar las enzimas arsenito oxidasas (AioAB y ArxAB) para

obtener energía de la oxidación del arsenito. Entre estos organismos se

encuentran Rhizobium sp. NT-26 (Santini et al., 2000; Santini & vanden

Hoven, 2004), Azoarcus sp. DA01 (Rhine et al., 2007), Dechloromonas sp.

ECC1-pb1 (Sun et al., 2010) y Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (Zargar et al.,

2010). A su vez, se ha demostrado que ciertos organismos, como

Chrysiogenes arsenatis (Macy et al., 1996) y Shewanella sp. ANA-3 (Saltikov

et al., 2003), utilizan la enzima arsenato reductasa (ArrAB) para respirar

arsenato en lugar de oxígeno.

Sin embargo, hasta la fecha de escritura de este trabajo, no se ha demostrado

la oxidación del arsenito mediante arsenito oxidasas (AioAB o ArxAB) en

ningún organismo del dominio Archaea. Únicamente se ha demostrado que

dos arqueas hipertermófilas del filo Crenarchaeota, Pyrobaculum arsenaticum

y Pyrobaculum aerophilum (Huber et al., 2000), pueden respirar arsenato

utilizando la enzima arsenato reductasa (ArrAB). Por lo tanto, si se prueba

que las haloarqueas de la laguna Diamante pueden oxidar el arsenito

utilizando AioAB, se demostraría un nuevo metabolismo en el dominio

Archaea. Mientras que, si se prueba que las haloarqueas de la laguna

Diamante pueden reducir el arsenato utilizando ArrAB, se demostraría un

nuevo metabolismo en el filo Euryarchaeota.
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OBJETIVOS

Objetivos específicos

Los objetivos específicos de la segunda parte de la tesis son:

1. Aislar una haloarquea, resistente a altas concentraciones de arsénico,

del biofilm rojo de la laguna Diamante.

2. Caracterizar, a partir del análisis genómico, la haloarquea aislada:

a. Identificar genes implicados en el metabolismo del arsénico y

determinar su organización dentro del genoma.

b. Comparar el genoma de la haloarquea aislada con el de otras

haloarqueas que poseen también genes implicados en el

metabolismo del arsénico.

3. Determinar si la haloarquea aislada es capaz de crecer como

quimiolitótrofo oxidando el arsenito y respirando oxígeno, y/o como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando

arsenato.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento de haloarqueas del biofilm rojo de la laguna Diamante

Figura 23. Toma de muestras del biofilm rojo de la laguna Diamante para el

aislamiento de haloarqueas.

Para aislar haloarqueas del biofilm rojo de la laguna Diamante, en primer

lugar se llevó a cabo un enriquecimiento selectivo. Para ello, se tomaron 2 gr

de biofilm (almacenado a 4°C luego de su recolección (Figura 23)) y se

colocaron en 20 ml de medio WJK líquido con Na2HAsO4·7H2O 20 mM y

NaAsO2 1 mM. El medio WJK es un medio rico para haloarqueas que

contiene, por litro de agua desionizada, 252 gr de NaCl; 0,5 gr de

MgCl2.6H2O; 0,5 gr de MgSO4·7H2O; 1 gr de KNO3; 5,84 gr de KCl; 7,5 gr de

peptona (Oxoid); 1,5 gr de extracto de levadura (Oxoid); y 1 ml de solución
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traza (HCl 25% 10 ml L-1; FeCl3 1,5 g L-1; ZnCl2 70 mg L-1; MnCl2.4H2O 100 mg

L-1; H3BO3 6 mg L-1; CoCl2·2H2O 190 mg L-1;CuCl2·2H2O 2 mg L-1; NiCl2·6H2O

24 mg L-1; Na2MoO4·2H2O 36 mg L-1). El preparado se incubó durante 30 días

a 37°C bajo agitación (120 RPM). Transcurrida la incubación, se tomaron 100

µl de cultivo y se plaquearon sobre 20 ml de medio WJK sólido (1,45% de

agar) con Na2HAsO4·7H2O 20 mM y NaAsO2 1 mM. La placa preparada se

incubó aeróbicamente durante 12 días a 37°C. Como resultado se obtuvieron

cinco colonias de haloarqueas resistentes a altas concentraciones de

arsénico. Posteriormente, las colonias de haloarqueas fueron identificadas

taxonómicamente mediante amplificación y secuenciación (3730xl DNA

Analyzer; Macrogen, Inc.) del gen ARN ribosomal 16S utilizando los primers

344 F y 915 R. Al comparar las secuencias obtenidas con las secuencias en

la base de datos SILVA (Quast et al., 2013), se pudo determinar que todas las

colonias analizadas pertenecían a haloarqueas del género Halorubrum.

Finalmente, con el fin de seleccionar la haloarquea con mayor resistencia al

arsénico, se empleó la técnica de goteo en placa. Para ello, se crecieron las

cinco haloarqueas aisladas (DM1-DM5) a 37°C bajo agitación (120 RPM) en

50 ml de medio WJK líquido hasta alcanzar una densidad óptica (DO600)

igual a 0,7. Luego se tomaron 10 µl de cinco diluciones seriadas (10-1-10-6) de

cada cultivo, y se plaquearon sobre 20 ml de medio CDM sólido (1,45% de

agar) con Na2HAsO4·7H2O 50, 150 y 250 mM por un lado, y con NaAsO2 1, 3

y 5 mM por otro lado. El medio CDM (Kauri et al., 1990) es un medio mínimo

para haloarqueas que contiene, por litro de agua desionizada, 250 gr de NaCl;

1 gr de MgCl2.6H2O; 5 gr de K2SO4; 267 mg de NH4Cl; 174 mg de K2HPO4;

367,5 mg de CaCl2; 0,8 mg de tiamina; 0,1 mg de biotina; 5 gr de piruvato de

sodio; 20 ml de Tris-HCl, pH 8, 1M; y 1 ml de solución traza (FeSO4·7H2O 2,3

gr L-1; ZnSO4·7H2O 440 mg L-1; MnCl2.4H2O 360 mg L-1; CuSO4·5H2O 50 mg

L-1; Na2MoO4·2H2O 0,5 mg L-1). Todas las placas se incubaron aeróbicamente

durante 15 días a 37°C. Los resultados demostraron que todas las

haloarqueas aisladas son capaces de crecer en medio CDM con la
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concentración más alta de As(V) evaluada (250 mM). Sin embargo,

únicamente Halorubrum sp. DM2 es capaz de crecer en medio CDM con la

concentración más alta de As(III) evaluada (5 mM). Por lo tanto, como esta

haloarquea es la que presenta la mayor resistencia al arsénico, se la

seleccionó para proceder con los subsiguientes análisis. El aislamiento de

haloarqueas fue un trabajo que se realizó en conjunto con la Lic. Mariana

Noelia Soria y el Dr. Omar Federico Ordóñez en PROIMI-CONICET.

Extracción y secuenciación del ADN genómico de Halorubrum sp. DM2

Para extraer el ADN genómico de Halorubrum sp. DM2, primero se creció la

haloarquea en 50 ml de medio WJK durante 4 días a 37°C bajo agitación (180

RPM). Transcurridos los 4 días, se centrifugó el cultivo (6.500 xg por 10 min a

4°C) y se descartó el sobrenadante. Con el pellet de células remanente, se

procedió a extraer el ADN genómico utilizando el ZymoBIOMICSTM DNA

Miniprep Kit (Zymo Research) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La secuenciación del ADN genómico extraído se realizó a través de la

plataforma de secuenciación Illumina MiSeq. Las lecturas paired end crudas

(raw sequence data) se depositaron en el repositorio de secuencias

nucleotídicas ENA bajo el número de acceso ERP113393.

Ensamblado de las lecturas genómicas de Halorubrum sp. DM2

En primer lugar, empleando la herramienta online FastQC v.0.11.5 (Babraham

Bioinformatics), se llevó a cabo un control de calidad de las lecturas

genómicas obtenidas. En dicho control de calidad se determinó el número

total de lecturas (total sequences), % GC de lecturas, calidad por base de

lecturas (per base sequence quality), calidad promedio de lecturas (per

sequence quality scores), contenido de bases de lecturas (per base sequence
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content), contenido de bases ambiguas (N) de lecturas (per base N content),

distribución del largo de lecturas (sequence length distribution), duplicaciones

de lecturas, y contenido de secuencias adaptadoras de las lecturas (adapter

content). Posteriormente, teniendo en cuenta la información obtenida en el

control de calidad, se realizó un preprocesamiento de las lecturas empleando

la herramienta Trimmomatic v.0.36 (Bolger et al., 2014). Los parámetros

utilizados para el preprocesamiento de las lecturas fueron los siguientes:

ILLUMINACLIP = NexteraPE-PE.fa:2:30:5, SLIDINGWINDOW = 4:20,

AVGQUAL = 20, MINLEN = 50. De esta manera, se removieron secuencias

adaptadoras, lecturas con calidad promedio menor a Q20, lecturas con un

largo menor a 50 bases, y extremos de lecturas con calidad promedio (cada

cuatro bases) menor a Q20.

Luego del preprocesamiento, las lecturas genómicas fueron ensambladas de

novo para obtener contigs. El ensamblado de novo se llevó a cabo empleando

la herramienta SPAdes v.3.11.0 (Bankevich et al., 2012). Una vez finalizado el

ensamblado, se evaluó la calidad del mismo utilizando la herramienta QUAST

v.4.6 (Gurevich et al., 2013). En dicho control de calidad se determinó el largo

máximo de contig (maximum contig length), el largo total del ensamblado

(total assembly length), el número de contigs (contig count) y el N50.

Posteriormente, empleando la herramienta Bowtie2 v.2.3.2 (Langmead &

Salzberg, 2012), se determinó el porcentaje de mapeo de las lecturas sobre

los contigs obtenidos (read mapping rate). La eficiencia de ensamblado se

obtuvo multiplicando el N50 por el porcentaje de mapeo de las lecturas.

Finalmente, utilizando la herramienta Multi-CSAR (Multiple reference-based

Contig Scaffolder using Algebraic Rearrangements) (K.-T. Chen et al., 2018),

se compararon los contigs obtenidos con múltiples genomas de referencia del

género Halorubrum. De esta manera, se ordenaron y orientaron los contigs en

un único scaffold.
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Anotación estructural y funcional del genoma de Halorubrum sp. DM2

La predicción de los genes en el genoma ensamblado (anotación estructural)

se realizó con la herramienta Prodigal (PROkaryotic DYnamic programming

Gene-finding ALgorithm) v.2.6.3 (Hyatt et al., 2010) y el servidor RAST (Aziz

et al., 2008). Una vez identificados los genes, se llevó a cabo la

caracterización funcional de los mismos (anotación funcional) empleando la

herramienta InterProScan v.5.34-73.0 (Jones et al., 2014) y el servidor RAST

(Aziz et al., 2008). La identificación de los genes implicados en el

metabolismo del arsénico y el estudio de su organización genómica, se llevó a

cabo como se describió en los materiales y métodos de la primera parte del

trabajo de tesis. Por último, se obtuvo una visualización circular del genoma

anotado utilizando la herramienta Circleator v.1.0.1 (Crabtree et al., 2014).

Análisis de similitud genómica de Halorubrum sp. DM2

Para determinar si Halorubrum sp. DM2 es una especie no caracterizada

dentro del género Halorubrum, se obtuvieron los valores de ANIb (Identidad

promedio nucleotídica usando BLAST), DDH (Hibridación ADN-ADN) y Mash

distance (Distancia genómica usando Mash) entre el genoma de dicha

especie y los genomas disponibles (Mayo de 2019) del género Halorubrum en

la base de datos GenBank (Benson et al., 2018). La herramienta online

JSpeciesWS (Richter et al., 2016) se utilizó para obtener los valores de ANIb

y DDH, mientras que la herramienta Mash v2.1.1 (Ondov et al., 2016) se

utilizó para obtener los valores de Mash distance. Los valores de ANIb, DDH y

Mash distance también se obtuvieron entre el genoma de Halorubrum sp.

DM2 y los MAGs D.1.1, D.2.1, D.3.2, y D.3.4 para determinar si alguno de los

MAGs reconstruidos de los metagenomas de Diamante pertenece a

Halorubrum sp. DM2.
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Análisis filogenético de Halorubrum sp. DM2

Posteriormente se llevó a cabo un análisis filogenético de Halorubrum sp.

DM2 basado en el gen ARN ribosomal 16S. Dicho análisis se realizó con la

herramienta MEGA X v.10.1 (Kumar et al., 2018) empleando el método de

máxima verosimilitud basado en el modelo de Tamura-Nei. Las secuencias

del gen ARN ribosomal 16S de las especies conocidas del género

Halorubrum, que se utilizaron en este análisis, se descargaron de la base de

datos SILVA (Quast et al., 2013) en mayo de 2019. Secuencias del gen ARN

ribosomal 16S de ciertas especies conocidas del género Haloferax también

se descargaron de esta base de datos y se incorporaron en el análisis para

funcionar como grupo externo (outgroup en inglés) y enraizar el árbol

filogenético.

Análisis de genes del metabolismo del arsénico en Halorubrum sp. DM2

Para comprender mejor los mecanismos de resistencia al arsénico y

obtención de energía a partir de su oxidorreducción en el dominio Archaea, se

analizó la abundancia y organización genómica de los genes del metabolismo

del arsénico en Halorubrum sp. DM2 y otras 15 arqueas que presentan genes

aio y/o arr [Halorubrum sp. AJ67 (GCA_000513435.1), Halorubrum sp.

BC156, Halorubrum tebenquichense (GCA_000337415.1), Halorubrum kocurii

(GCA_000337355.1), Halobiforma lacisalsi (GCA_000226975.3), Sulfolobus

tokodaii (GCA_000011205.1), Sulfolobus metallicus (GCA_009729515.1),

Acidianus hospitalis (GCA_000213215.1), Acidianus manzaensis

(GCA_002116695.1), Metallosphaera cuprina (GCA_000204925.1),

Aeropyrum camini (GCA_000591035.1), Aeropyrum pernix

(GCA_000011125.1), Pyrobaculum oguniense (GCA_000247545.1),

Pyrobaculum aerophilum (GCA_000007225.1), y Pyrobaculum arsenaticum
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(GCA_000016385.1)]. Los genomas ensamblados de estas arqueas se

descargaron de la base de datos GenBank (Benson et al., 2018), excepto el

genoma de Halorubrum sp. BC156 que fue secuenciado y ensamblado

previamente en el laboratorio de la Dra. María Eugenia Farías (Benson et al.,

2018). La identificación de los genes implicados en el metabolismo del

arsénico y el estudio de su organización genómica, en estos genomas

descargados, se llevó a cabo como se describió en los materiales y métodos

de la primera parte del trabajo de tesis.

Ensayos de crecimiento de Halorubrum sp. DM2

Con el fin de caracterizar el metabolismo energético de Halorubrum sp. DM2,

se llevaron a cabo los siguientes ensayos de crecimiento:

1. Crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio rico (WJK)

2. Crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio mínimo (CDM) con:

A. Arsenito [NaAsO2] 1mM

B. Arsenato [Na2HAsO4·7H2O] 20 mM

C. Sin arsenito ni arsenato (control)

3. Crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio mínimo (CDM)

modificado (se reemplazó el piruvato por bicarbonato de sodio 0,2 %

m/v) con:

A. Arsenito [NaAsO2] 1mM

B. Arsenato [Na2HAsO4·7H2O] 20 mM

C. Sin arsenito ni arsenato (control)

4. Crecimiento en anaerobiosis, oscuridad y medio mínimo (CDM) con:

A. Arsenito [NaAsO2] 1mM

B. Arsenito [NaAsO2] 1mM y sulfato [Na2SO4] 20 mM

C. Arsenito [NaAsO2] 1mM y nitrato [NaNO3] 20 mM
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D. Arsenato [Na2HAsO4·7H2O] 20 mM

E. Arsenato [Na2HAsO4·7H2O] 20 mM y sulfato [Na2SO4] 20 mM

F. Arsenato [Na2HAsO4·7H2O] 20 mM y nitrato [NaNO3] 20 mM

G. Sulfato [Na2SO4] 20 mM

H. Nitrato [NaNO3] 20 mM

I. Sin arsenito, arsenato, sulfato, ni nitrato (control)

El ensayo de crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio rico (1) se llevó a

cabo por triplicado utilizando frascos Erlenmeyer de vidrio (100 ml) estériles.

Primero se inocularon 500 µl de un cultivo en fase exponencial (DO600 ≈ 1)

de Halorubrum sp. DM2 (crecido en medio WJK) en 50 ml de medio WJK.

Luego se incubó el cultivo durante 7 días en oscuridad a 37°C bajo agitación

(180 RPM). Alícuotas de 500 µl se tomaron cada 24 horas para medir la

densidad óptica (DO600) y así poder determinar el crecimiento del cultivo a lo

largo del tiempo.

El ensayo de crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio mínimo (2)

también se llevó a cabo por triplicado utilizando frascos Erlenmeyer de vidrio

(100 ml) estériles. En primer lugar se inocularon 500 µl de un cultivo en fase

exponencial (DO600 ≈ 1) de Halorubrum sp. DM2 (crecido en medio WJK) en

50 ml de medio CDM. El cultivo se incubó a 37°C bajo agitación (180 RPM)

hasta alcanzar una densidad óptica (DO600) igual a 0,7. Luego se tomaron

500 µl del cultivo, se inocularon nuevamente en 50 ml de medio CDM, y el

preparado se incubó a 37°C bajo agitación (180 RPM) hasta alcanzar una

densidad óptica (DO600) igual a 0,7. Finalmente se inocularon 500 µl del

cultivo en 50 ml de medio CDM (A) con arsenito 1 mM, (B) con arsenato 20

mM y (C) sin arsenito ni arsenato (control). Los cultivos se incubaron durante

7 días en oscuridad a 37°C bajo agitación (180 RPM). Alícuotas de 500 µl se

tomaron cada 24 horas para medir la densidad óptica (DO600) y así poder

determinar el crecimiento de los cultivos a lo largo del tiempo. El ensayo de
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crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio mínimo modificado (3) se llevó a

cabo de la misma manera que el ensayo (2). Lo único que se modificó fue el

medio mínimo, que en lugar de tener piruvato tiene bicarbonato de sodio 0,2

% m/v.

A diferencia de los ensayos anteriores, el ensayo de crecimiento en

anaerobiosis, oscuridad y medio mínimo (4) se llevó a cabo por triplicado

utilizando frascos de septos de vidrio de boca estrecha con tapón de apertura

(60 ml) estériles. Primero se inocularon 500 µl de un cultivo en fase

exponencial (DO600 ≈ 1) de Halorubrum sp. DM2 (crecido en medio WJK) en

50 ml de medio CDM. El cultivo se incubó a 37°C bajo agitación (180 RPM)

hasta alcanzar una densidad óptica (DO600) igual a 0,7. Luego se tomaron

500 µl del cultivo, se inocularon nuevamente en 50 ml de medio CDM, y el

preparado se incubó a 37°C bajo agitación (180 RPM) hasta alcanzar una

densidad óptica (DO600) igual a 0,7. Finalmente, utilizando una jeringa de 1

ml estéril, se inocularon 500 µl del cultivo en frascos de septos conteniendo

50 ml de medio CDM (A) con arsenito 1 mM, (B) con arsenito 1 mM y sulfato

20 mM, (C) con arsenito 1 mM y nitrato 20 mM, (D) con arsenato 20 mM, (E)

con arsenato 20 mM y sulfato 20 mM, (F) con arsenato 20 mM y nitrato 20

mM, (G) con sulfato 20 mM, (H) con nitrato 20 mM y (I) sin arsenito, arsenato,

sulfato ni nitrato (control). Los cultivos se burbujearon con nitrógeno gaseoso

(N2) durante 30 minutos para desplazar el oxígeno disuelto y luego se

incubaron durante 12 días en oscuridad a 37°C. Alícuotas de 500 µl se

tomaron cada 3 días, utilizando una jeringa de 1 ml estéril, para medir la

densidad óptica (DO600) y así poder determinar el crecimiento de los cultivos

a lo largo del tiempo.

Cabe destacar que todos los ensayos de crecimiento se realizaron en

conjunto con la Lic. Mariana Noelia Soria y la Dra. Tatiana Mariel Stepanenko.
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Obtención de una mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA

Para corroborar que Halorubrum sp. DM2 es capaz de crecer como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato, se

procedió a obtener una mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA. En un principio,

se intentó obtener la mutante siguiendo un protocolo diseñado originalmente

para las haloarqueas modelo Haloferax volcanii y Halorubrum lacusprofundi

(Allers et al., 2004; Bitan-Banin et al., 2003; Liao et al., 2016). El mismo

consiste en transformar la haloarquea con un plásmido pTA131 que contiene

el gen de resistencia a pravastatina (hmgA) flanqueado por los extremos 3’ y

5’ del gen arrA. Una vez transformada la haloarquea, se la crece en un medio

sólido con pravastatina para seleccionar las células que hayan incorporado el

gen hmgA por recombinación homóloga del gen arrA cromosomal con los

extremos 3’ y 5’ del mismo gen que flanquean a hmgA en el plásmido

pTA131. Dichas células, al haber realizado la recombinación homóloga de

manera exitosa, serán mutantes ΔarrA. De todas formas, a pesar de

numerosos intentos, no se logró obtener una mutante Halorubrum sp. DM2

ΔarrA a partir de esta metodología. Por lo tanto, se procedió a obtener una

mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA mediante numerosos pasajes de

Halorubrum sp. DM2 en medio WJK en aerobiosis (37°C, 180 RPM) sin

arsénico. Al eliminar la presión de selección (alta concentración de arsénico),

se buscó que el gen arrA mutara y perdiera su función. Para identificar una

mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA en los sucesivos pasajes, se realizaron

ensayos de crecimiento en anaerobiosis, oscuridad y medio mínimo CDM con

arsenato 20 mM (12 días a 37°C). De esta manera, se identificó una posible

mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA capaz de crecer en aerobiosis en medio

WJK o CDM, pero incapaz de crecer en anaerobiosis en medio CDM con

arsenato 20 mM. Para confirmar la obtención de dicha mutante, se extrajo su

ADN genómico de la misma manera en que se extrajo el ADN genómico de la

cepa salvaje (wildtype en inglés). Luego se secuenció el ADN genómico
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extraído a través de la plataforma de secuenciación Oxford Nanopore. Las

lecturas genómicas obtenidas fueron ensambladas para obtener contigs

utilizando la herramienta Canu v.2.2. (Koren et al., 2017). A partir de dichos

contigs se identificaron los genes codificantes de proteínas empleando la

herramienta Prodigal (PROkaryotic DYnamic programming Gene-finding

ALgorithm) v.2.6.3 (Hyatt et al., 2010). Al analizar los genes del metabolismo

del arsénico en la cepa mutante, se pudo determinar que el gen arrA se

encuentra mutado ya que presenta un codón de terminación prematuro. De

esta manera se corroboró la obtención de una mutante Halorubrum sp. DM2

ΔarrA.
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RESULTADOS

Ensamblado y anotación del genoma de Halorubrum sp. DM2

A partir del control de calidad de las lecturas genómicas, se determinaron

parámetros como la calidad por base, la calidad promedio, el contenido de

bases ambiguas, el contenido de secuencias adaptadoras, y el contenido de

GC. La calidad de las lecturas genómicas disminuye en las últimas bases,

como es habitual en la mayoría de las lecturas obtenidas a partir de

plataformas de secuenciación Illumina (Tan et al., 2019). En las lecturas

forward, la calidad cae por debajo de Q20 aproximadamente en la posición

240. Mientras que en las lecturas reverse, la calidad cae por debajo de Q20

alrededor de la posición 170. Por esta razón, en el preprocesamiento de las

lecturas genómicas se removieron los extremos con calidad promedio (cada

cuatro bases) menor a Q20. La mayoría de las lecturas genómicas presentan

una calidad promedio superior a Q20. Teniendo en cuenta esto, en el

preprocesamiento de las lecturas genómicas se removieron lecturas con

calidad promedio menor a Q20. La mayor parte de las lecturas genómicas no

contienen bases ambiguas ni secuencias adaptadoras, aún así, se removieron

posibles secuencias adaptadoras durante el preprocesamiento. Como el

contenido de GC fue homogéneo en las lecturas genómicas, se pudo

determinar que el genoma no presenta contaminaciones.

Luego de realizar el control de calidad y preprocesamiento de las lecturas

genómicas, las mismas fueron ensambladas de novo con la herramienta

SPAdes para obtener contigs. Para evaluar la calidad del ensamblado, se

determinaron parámetros como el largo total, el número de contigs, el largo

máximo de contig, el N50, el porcentaje de mapeo de las lecturas, y la

eficiencia de ensamblado (Tabla 9). Como el porcentaje de mapeo de las

lecturas fue mayor a 99 %, se puede decir que prácticamente la totalidad de
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las lecturas genómicas fueron ensambladas con éxito. A su vez, como el largo

total (3,52 Mb) es semejante al largo de los genomas del género Halorubrum

en las bases de datos, se podría decir que el genoma ensamblado de

Halorubrum sp. DM2 está completo.

Tabla 9. Estadísticas del genoma de Halorubrum sp. DM2.

Estadísticas Halorubrum sp. DM2

Secuenciación

Plataforma Illumina MiSeq

Tipo de lecturas paired end

N° de acceso ERP113393

% GC de lecturas 65

Largo de lecturas (pb) 35-301

Ensamblado de las lecturas genómicas

Largo total (Mb) (contigs>= 500 pb) 3,52

N° de contigs 144

Largo máximo de contig (kb) 482,06

N50 (pb) 206.816

% de mapeo de las lecturas 99,10

Eficiencia de ensamblado 20.495,47

Anotación de los contigs

N° de ORFs identificados 3.605

ORFs (open reading frames), Marcos de lectura abiertos.

La anotación del genoma ensamblado permitió identificar 3.605 genes

codificantes de proteínas, 48 genes ARN de transferencia y 6 genes ARN

ribosomales (Figura 24). Estos valores también son semejantes a los valores

reportados en los genomas anotados del género Halorubrum, lo cual

corrobora que el genoma ensamblado de Halorubrum sp. DM2 está completo.
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Figura 24. Visualización circular del genoma de Halorubrum sp. DM2. El

primer anillo de color verde representa los genes “sentido”, el segundo anillo

de color rosa representa los genes “antisentido”, el tercer anillo de color rojo

grafica el %GC a lo largo del genoma, el cuarto anillo de color amarillo señala

las regiones con posibles elementos móviles, y el quinto anillo de color azul

indica el GC skew a lo largo del genoma. Adicionalmente, se encuentran

etiquetas de color azul y rojo que señalan la ubicación de los genes ARN de

transferencia y ARN ribosomales, respectivamente.
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Análisis de similitud genómica de Halorubrum sp. DM2

Para determinar si Halorubrum sp. DM2 es una especie no caracterizada

dentro del género Halorubrum, se analizaron los valores obtenidos de ANIb

(Identidad promedio nucleotídica usando BLAST), DDH (Hibridación

ADN-ADN) y Mash distance (Distancia genómica usando Mash) entre el

genoma ensamblado de Halorubrum sp. DM2 y los genomas disponibles

(Mayo de 2019) del género Halorubrum en la base de datos GenBank

(Benson et al., 2018) (Tabla A3 en Apéndice). La comparación del genoma

ensamblado de Halorubrum sp. DM2 con el genoma de Halorubrum sp. AJ67

fue la única que presentó un valor de ANIb > 95 %, un valor de DDH > 80 % y

un valor de Mash distance < 0,05 %. Por lo tanto, se puede decir que

Halorubrum sp. DM2 y Halorubrum sp. AJ67 son distintas cepas de una

misma especie. Halorubrum sp. AJ67 también fue aislada de una laguna en la

Puna de Catamarca (Burguener et al., 2014), lo cual podría significar que esta

especie es una de las pocas especies del género Halorubrum capaces de ser

cultivadas y aisladas de las lagunas altoandinas. Al analizar los valores

obtenidos de ANIb, DDH y Mash distance entre el genoma ensamblado de

Halorubrum sp. DM2 y los MAGs D.1.1, D.2.1, D.3.2, y D.3.4 (Tabla A4 en

Apéndice), se pudo determinar que ninguno de los genomas reconstruidos a

partir de los metagenomas de Diamante corresponde al genoma de

Halorubrum sp. DM2. Esto indicaría que Halorubrum sp. DM2 no es una

haloarquea representativa del biofilm rojo de la laguna Diamante, y que dicho

ecosistema microbiano está dominado por haloarqueas no cultivables (o

difíciles de cultivar) en el laboratorio.
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Análisis filogenético de Halorubrum sp. DM2

Figura 25. Árbol filogenético del género Halorubrum basado en el gen ARN

ribosomal 16S. Los miembros del género Halorubrum se encuentran

resaltados en rosa, mientras que los miembros del género Haloferax (grupo

externo) se encuentran resaltados en verde.

El análisis filogenético de Halorubrum sp. DM2, basado en el gen ARN

ribosomal 16S (Figura 25), permitió determinar que la haloarquea aislada del

biofilm rojo de la laguna Diamante está más relacionada evolutivamente con

Halorubrum sp. AJ67 y Halorubrum sp. BC156 que con otras haloarqueas del
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género Halorubrum aisladas de lagunas altoandinas (p.ej., Halorubrum

tebenquichense y Halorubrum sp. BOL3-1). Este resultado era de esperar, por

un lado, debido a que Halorubrum sp. AJ67 y Halorubrum sp. DM2 son dos

cepas diferentes de una misma especie, y por otro lado, debido a que

Halorubrum sp. BC156 es una haloarquea que también fue aislada del biofilm

rojo de la laguna Diamante. Lo sorprendente es que Halorubrum sp. DM2

esté más relacionada evolutivamente con Halorubrum sp. BC156 que con

Halorubrum sp. AJ67. Sin embargo, discrepancias como esta son comunes

entre los análisis genómicos y los análisis basados en un único gen marcador

(Paul et al., 2019).

Análisis de genes del metabolismo del arsénico en Halorubrum sp. DM2

Figura 26. Abundancia de los genes del metabolismo del arsénico en

Halorubrum sp. DM2 y otras 15 arqueas que presentan genes aio y/o arr.
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Con el fin de comprender mejor el metabolismo del arsénico en el dominio

Archaea, se llevó a cabo un profundo análisis de los genes implicados en la

resistencia al arsénico y obtención de energía a partir de su oxidorreducción

en Halorubrum sp. DM2 y otras 15 arqueas que presentan genes aio y/o arr.

La identificación de dichos genes y la estimación de su abundancia en cada

genoma (Figura 26) permitió determinar los mecanismos moleculares que

estarían presentes en las arqueas estudiadas.

En los genomas de las haloarqueas (Halorubrum sp. DM2, Halorubrum sp.

AJ67, Halorubrum sp. BC156, Halorubrum tebenquichense, Halorubrum

kocurii, y Halobiforma lacisalsi) se identificaron numerosos genes ars. En

base a la presencia y abundancia de dichos genes en los genomas, se pudo

determinar que el principal mecanismo de resistencia al arsénico en las

haloarqueas estudiadas consistiría en la reducción citoplasmática del

arsenato, mediada por ArsC, seguido de la extrusión celular del arsenito

resultante por la bomba Acr3. Como no se identificaron genes arsB en

ninguna de las haloarqueas, la bomba ArsB no participaría en la extrusión

celular del arsenito, y por ende, la ATPasa ArsA mejoraría la eficiencia de

transporte de Acr3 y no de ArsB. Si bien se han identificado genes arsP en

los genomas de las haloarqueas estudiadas, no se ha podido identificar

ningún gen arsM. Con lo cual, es incierto si las haloarqueas estudiadas tienen

la capacidad de metilar el arsenito, a través de una enzima arsenito

metiltransferasa (ArsM), para luego expulsar el metilarsenito por la bomba

ArsP. Si efectivamente presentan este mecanismo de detoxificación, lo más

probable es que su enzima arsenito metiltransferasa no sea homóloga a la

enzima arsenito metiltransferasa caracterizada en otros organismos. Tampoco

se han identificado genes arsH, arsI, arsN o arsO en los genomas de las

haloarqueas. Por ende, tanto la oxidación del metilarsenito a metilarsenato

como la conversión del metilarsenito a arsenito no serían mecanismos de

detoxificación utilizados por las haloarqueas estudiadas. Por último, cabe
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mencionar que se han identificado varios genes arsR y arsD en todas las

haloarqueas, lo que indicaría que los represores transcripcionales ArsR y

ArsD regulan la transcripción de los genes ars en las haloarqueas estudiadas.

En los genomas de las arqueas termófilas (Sulfolobus tokodaii, Sulfolobus

metallicus, Acidianus hospitalis, Acidianus manzaensis, Metallosphaera

cuprina, Aeropyrum camini, Aeropyrum pernix, Pyrobaculum oguniense,

Pyrobaculum aerophilum, y Pyrobaculum arsenaticum) no se pudieron

identificar genes ars. Si bien el genoma de Sulfolobus metallicus presenta 3

copias del gen arsB, la ausencia de otros genes ars pone en duda la

funcionalidad de dichos genes arsB. Con lo cual, las arqueas termófilas

estudiadas no presentarían ningún mecanismo conocido de detoxificación del

arsénico.

Con respecto a los genes implicados en la obtención de energía a través de la

oxidación del arsenito (genes aio), se han observado ciertas diferencias entre

las haloarqueas y las arqueas termófilas que presentan genes aioA y aioB.

Las arqueas termófilas (excluyendo a Pyrobaculum aerophilum y

Pyrobaculum arsenaticum) únicamente presentan genes aioA y aioB.

Mientras que ciertas haloarqueas (Halorubrum sp. DM2 y Halobiforma

lacisalsi), además de presentar genes aioA y aioB, presentan genes aioD y/o

aioF. Lo que tienen en común todas las arqueas que presentan genes aioA y

aioB, es que ninguna tiene genes aioC, aioX, aioS o aioR. Por lo tanto, en

base a estas observaciones, se puede decir que: (1) la transcripción de la

arsenito oxidasa AioAB en las arqueas no estaría regulada por los factores de

transcripción AioX, AioS y AioR; (2) únicamente en Halorubrum sp. DM2 y

Halobiforma lacisalsi, la transcripción de la arsenito oxidasa AioAB estaría

regulada por el factor de transcripción AioF; (3) como ninguna arquea

presenta el citocromo AioC, se desconoce quién actúa como aceptor de

electrones en la oxidación del arsenito, y abre la posibilidad de que el aceptor

final de electrones sea uno alternativo al oxígeno (p.ej., nitrato o sulfato) (Y.-F.

106

https://paperpile.com/c/wMnuEb/DQtZ


Wu et al., 2021). Con respecto a los genes implicados en la respiración de

arsenato (genes arr), se ha observado que todas las arqueas que presentan

genes arrA y arrB, además presentan genes arrC y arrD. Con lo cual, el

operón arr estaría completo en dichas arqueas. A pesar de que las arqueas

estudiadas presentan genes aio y/o arr, no se ha demostrado aún si pueden

obtener energía a través de la oxidación del arsenito o si pueden respirar

arsenato en lugar de oxígeno. Únicamente se ha demostrado que

Pyrobaculum aerophilum y Pyrobaculum arsenaticum pueden crecer en

anaerobiosis respirando arsenato. Con lo cual, se deberán realizar diferentes

ensayos de crecimiento (con y sin arsénico, en aerobiosis y anaerobiosis)

para demostrar que el resto de las arqueas estudiadas pueden oxidar el

arsenito y/o reducir el arsenato.

Al analizar la organización genómica de los genes del metabolismo del

arsénico en las arqueas estudiadas (Figura 27), se pudieron observar ciertas

diferencias entre las haloarqueas y las arqueas termófilas. En las

haloarqueas, los genes aio se agrupan normalmente con genes acr3, lo cual

tiene sentido ya que la bomba Acr3 está involucrada en el transporte del

arsenito desde el citoplasma hasta el periplasma, donde se encuentra la

arsenito oxidasa AioAB. A su vez, en las haloarqueas, los genes aio se

encuentran agrupados con genes aqp y fkp que codifican acuaporinas y

chaperonas, respectivamente. Con lo cual, es probable que dichas

acuaporinas estén involucradas en el transporte celular del arsenito, y que las

respectivas chaperonas colaboren en el plegado de AioAB. Por el contrario,

en las arqueas termófilas, los genes aio se agrupan normalmente con genes

sox, qox, y cytB que codifican sulfocianinas, quinol oxidasas, y citocromos b6,

respectivamente. Por lo tanto, en las arqueas termófilas, es probable que el

oxígeno sea el aceptor final de electrones en la oxidación del arsenito.
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Figura 27. Organización de los genes ars, aio, y arr en Halorubrum sp. DM2 y

otras 15 arqueas que presentan genes aio y/o arr.
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En cuanto a los genes arr, no se podría decir si su organización es similar o

no entre haloarqueas y arqueas termófilas ya que los genes arr podrían estar

organizados de dos maneras diferentes en las arqueas termófilas

Pyrobaculum oguniense, Pyrobaculum aerophilum y Pyrobaculum

arsenaticum. Esto es debido a que aún no se sabe con exactitud cuales son

los genes arrA y arrB responsables de la respiración del arsenato en dichas

arqueas (J. Andres & Bertin, 2016). De todos modos, en el esquema de la

Figura 27, se han representado las dos posibles organizaciones de los genes

arr en Pyrobaculum oguniense, Pyrobaculum aerophilum y Pyrobaculum

arsenaticum. Por último cabe mencionar que, en las haloarqueas, el gen arsC

se encuentra agrupado con los genes pstS, pstC, pstA y pstB. Esto indicaría

que el ingreso del arsenato a través de los transportadores Pst está

íntimamente ligado a la reducción citoplasmática del arsenato por ArsC.

Ensayos de crecimiento de Halorubrum sp. DM2

A partir del análisis genómico de Halorubrum sp. DM2, se pudo determinar

que la haloarquea aislada del biofilm rojo de la laguna Diamante presenta

genes aio y arr. Por lo tanto, dicha haloarquea podría crecer como

quimiolitótrofo oxidando arsenito y respirando oxígeno, y/o como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato.

Con el objetivo de evaluar dichas capacidades metabólicas en Halorubrum sp.

DM2, se llevaron a cabo diferentes ensayos de crecimiento.

En primer lugar se evaluó la capacidad de Halorubrum sp. DM2 de crecer

como quimiolitoautótrofo oxidando arsenito y respirando oxígeno (Figura 28).

Para ello se realizó un ensayo de crecimiento en aerobiosis, oscuridad y

medio CDM modificado (se reemplazó el piruvato por bicarbonato de sodio

0,2 % m/v) (A) con arsenito 1 mM, (B) con arsenato 20 mM y (C) sin arsenito

ni arsenato (control). Como no se observó crecimiento en ninguna de las

condiciones evaluadas, se pudo concluir que Halorubrum sp. DM2 no es
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capaz de crecer como quimiolitoautótrofo oxidando arsenito y respirando

oxígeno.

Figura 28. Curvas de crecimiento de Halorubrum sp. DM2 en aerobiosis,

oscuridad y medio mínimo (CDM) bicarbonato con arsenito 1 mM, con

arsenato 20 mM y sin arsenito ni arsenato (control).

En segundo lugar se evaluó la capacidad de Halorubrum sp. DM2 de crecer

como quimiolitoheterótrofo oxidando el arsenito y respirando oxígeno (Figura

29 B). Para ello se realizó un ensayo de crecimiento en aerobiosis, oscuridad

y medio CDM (A) con arsenito 1 mM, (B) con arsenato 20 mM y (C) sin

arsenito ni arsenato (control). Como el crecimiento de la haloarquea sin

arsénico (control) fue mayor que el crecimiento con arsénico (codiciones B y

C), se pudo concluir que Halorubrum sp. DM2 no es capaz de crecer como

quimiolitoheterótrofo oxidando el arsenito y respirando oxígeno. De todas

formas, este resultado no descarta la posibilidad de que la haloarquea aislada

oxide arsenito a través de la enzima arsenito oxidasa AioAB. Al igual que

Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al., 2007), Halorubrum sp. DM2

podría oxidar el arsenito como mecanismo de detoxificación.
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Figura 29. Curvas de crecimiento de Halorubrum sp. DM2. A, Crecimiento en

aerobiosis, oscuridad y medio rico (WJK); B, Crecimiento en aerobiosis,

111



oscuridad y medio mínimo (CDM) con arsenito 1 mM, con arsenato 20 mM y

sin arsenito ni arsenato (control); C, Crecimiento en anaerobiosis, oscuridad y

medio mínimo (CDM) con arsenito 1 mM, con arsenito 1 mM y sulfato 20 mM,

con arsenito 1 mM y nitrato 20 mM, con arsenato 20 mM, con arsenato 20

mM y sulfato 20 mM, con arsenato 20 mM y nitrato 20 mM, con sulfato 20

mM, con nitrato 20 mM, y sin arsenito, arsenato, sulfato ni nitrato (control).

Figura 30. Halorubrum sp. DM2 tiene la capacidad de crecer en anaerobiosis,

oscuridad y medio mínimo (CDM) con arsenato 20 mM, con arsenato 20 mM y

sulfato 20 mM, y con arsenato 20 mM y nitrato 20 mM.
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Por último se evaluó la capacidad de Halorubrum sp. DM2 de crecer como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato

(Figuras 29 C y 30). Para ello se realizó un ensayo de crecimiento en

anaerobiosis, oscuridad y medio CDM (A) con arsenito 1 mM, (B) con arsenito

1 mM y sulfato 20 mM, (C) con arsenito 1 mM y nitrato 20 mM, (D) con

arsenato 20 mM, (E) con arsenato 20 mM y sulfato 20 mM, (F) con arsenato

20 mM y nitrato 20 mM, (G) con sulfato 20 mM, (H) con nitrato 20 mM y (I) sin

arsenito, arsenato, sulfato ni nitrato (control). Al observarse crecimiento de la

haloarquea únicamente en las condiciones con arsenato (condiciones D, E, y

F), se pudo concluir que Halorubrum sp. DM2 es capaz de crecer como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato.

Ahora bien, para corroborar que Halorubrum sp. DM2 puede respirar arsenato

utilizando la arsenato reductasa ArrAB, se procedió a obtener una mutante

Halorubrum sp. DM2 ΔarrA. Dicha mutante se obtuvo mediante numerosos

pasajes de Halorubrum sp. DM2 en medio WJK en aerobiosis (37°C, 180

RPM) sin arsénico. Al eliminar la presión de selección (alta concentración de

arsénico), se buscó que el gen arrA mutara y perdiera su función. Para

identificar una mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA en los sucesivos pasajes,

se realizaron ensayos de crecimiento en anaerobiosis, oscuridad y medio

mínimo (CDM) con arsenato 20 mM (12 días a 37°C). De esta manera, se

identificó una posible mutante Halorubrum sp. DM2 ΔarrA capaz de crecer en

aerobiosis en medio WJK o CDM, pero incapaz de crecer en anaerobiosis en

medio CDM con arsenato 20 mM (Figura 31). Al analizar el genoma de la

posible mutante se confirmó que el gen arrA se encuentra mutado, ya que

presenta un codón de terminación prematuro (Figura A1 en Apéndice). Por lo

tanto, como la mutante obtenida presenta el gen arrA mutado y no es capaz

de crecer en anaerobiosis respirando arsenato, se puede concluir que

Halorubrum sp. DM2 utiliza la enzima arsenato reductasa ArrAB para respirar

arsenato.
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Figura 31. Curvas de crecimiento de Halorubrum sp. DM2 ΔarrA. A,

Crecimiento en aerobiosis, oscuridad y medio rico (WJK); B, Crecimiento en
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aerobiosis, oscuridad y medio mínimo (CDM) con arsenito 1 mM, con

arsenato 20 mM y sin arsenito ni arsenato (control); C, Crecimiento en

anaerobiosis, oscuridad y medio mínimo (CDM) con arsenito 1 mM, con

arsenito 1 mM y sulfato 20 mM, con arsenito 1 mM y nitrato 20 mM, con

arsenato 20 mM, con arsenato 20 mM y sulfato 20 mM, con arsenato 20 mM y

nitrato 20 mM, con sulfato 20 mM, con nitrato 20 mM, y sin arsenito, arsenato,

sulfato ni nitrato (control).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la segunda parte de la tesis, se puede

concluir que:

I. De todas las haloarqueas aisladas del biofilm rojo de la laguna

Diamante, Halorubrum sp. DM2 es la que presenta la mayor resistencia

al arsénico.

II. La capacidad de Halorubrum sp. DM2 de resistir altas concentraciones

de arsénico se debe en parte a que presenta genes ars implicados en

la detoxificación del arsénico.

III. El principal mecanismo de detoxificación del arsénico en Halorubrum

sp. DM2 consistiría en la reducción citoplasmática del arsenato,

mediada por ArsC, seguido de la expulsión del arsenito resultante por la

bomba Acr3. Este mecanismo de detoxificación del arsénico también

sería utilizado por otras haloarqueas que presentan genes aio y/o arr.

IV. Halorubrum sp. DM2, además de resistir al arsénico, tiene la capacidad

de utilizar el arsenato como aceptor final de electrones en la cadena

respiratoria. De esta manera, puede crecer como quimioorganótrofo

oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato.

V. Halorubrum sp. DM2 utiliza la enzima arsenato reductasa ArrAB para

respirar arsenato.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los salares y volcanes de los Andes centrales presentan lagunas alcalinas e

hipersalinas con elevadas concentraciones de arsénico de origen volcánico.

Por lo tanto, los ecosistemas microbianos que se desarrollan en dichas

lagunas (biofilms, tapetes microbianos, y microbialitos, entre otros) están

compuestos por microorganismos que presentan diversos mecanismos

moleculares de resistencia al arsénico. Los principales mecanismos de

resistencia al arsénico en dichos microorganismos consistirían en: (1) la

reducción citoplasmática del arsenato, mediada por ArsC, seguido de la

expulsión del arsenito resultante por la bomba Acr3, y (2) la metilación

citoplasmática del arsenito, mediada por ArsM, seguido de la expulsión del

metilarsenito resultante por la bomba ArsP. Eventualmente, el metilarsenito

podría ser oxidado a metilarsenato por ArsH. Algunos microorganismos de los

Andes centrales, además de resistir al arsénico, tendrían la capacidad de

obtener energía metabólica a partir de su oxidorreducción. Ciertos

microorganismos podrían oxidar el arsenito, utilizando las enzimas AioAB o

ArxAB, para obtener energía metabólica. Mientras que otros podrían reducir el

arsenato, utilizando la enzima ArrAB, para crecer en anaerobiosis. Dicho es el

caso de la haloarquea Halorubrum sp. DM2 aislada del biofilm rojo de la

laguna Diamante. Al probarse que dicha haloarquea puede crecer como

quimioorganótrofo oxidando compuestos orgánicos y respirando arsenato, se

demostró un nuevo metabolismo en el filo Euryarchaeota. De todas formas,

para terminar de comprender el metabolismo del arsénico en Halorubrum sp.

DM2, se deberá realizar una caracterización bioquímica de las enzimas AioAB

y ArrAB. Para ello, se deberán expresar dichas enzimas en un organismo

heterólogo, y purificar utilizando diferentes técnicas cromatográficas. Luego,

con las enzimas purificadas, se podrá evaluar su actividad. Si se prueba que

la enzima AioAB oxida el arsenito, no solo se demostraría un nuevo
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metabolismo en el filo Euryarchaeota, sino un nuevo metabolismo en el

dominio Archaea.
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APÉNDICE

Tabla A1. Estadísticas de los MAGs.

MAG Completitud Contaminación Heterogeneidad MAGs con igual identidad

D.1.1 87,36 1,19 40 -

D.1.3 95,9 0,65 0 -

D.2.1 73,03 1,28 33,33 D.3.1

D.3.2 56,23 0,65 0 -

D.3.4 82,85 1,72 33,33 D.1.2,D.2.2

B.1.3 86,49 1,36 0 B.2.19

B.1.7 84,34 2,37 25 B.2.44

B.1.8 90,53 4,05 0 -

B.1.9 89,77 3,53 12,5 B.2.72,T.1.58,T.2.21

B.1.11 90,7 3,27 0 B.2.48

B.1.13 63,31 0,66 0 B.2.10

B.1.15 100 1,13 0 B.2.85

B.1.17 84,32 2,36 25 B.2.20

B.1.18 98,66 0,54 0 B.2.81

B.1.20 91,82 0 0 B.2.23

B.1.23 99,6 0,4 0 B.2.84

B.1.24 95,45 0,1 100 B.2.37

B.1.26 97,27 1,82 0 B.2.42

B.1.30 91,75 0,64 0 B.2.68,P.1

B.1.31 89,41 1,68 50 B.2.53

B.1.32 59,91 1,23 0 -

B.1.34 97,8 1,89 50 B.2.9

B.1.40 97,27 1,92 33,33 B.2.21

B.1.42 96,77 2,9 20 B.2.6,T.1.27,T.2.55

B.1.43 94,32 0,16 100 B.2.46

B.1.45 93,76 1,33 0 B.2.63,T.1.41,T.2.54
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B.1.55 97,16 1,14 0 B.2.86

B.1.59 96,23 0,19 0 B.2.5

B.1.60 73,64 1,74 66,67 B.2.2

B.1.61 74,53 0 0 B.2.31

B.1.64 97,8 1,1 0 B.2.89

B.1.66 97,27 0 0 B.2.35

B.1.70 87,5 1,24 100 B.2.79

B.1.74 96 2 0 B.2.36,T.1.16,T.2.66

B.1.77 97,94 3,33 0 B.2.43,T.1.46,T.2.11

B.1.79 98,1 0,54 0 B.2.25

B.1.81 87,27 3,03 0 B.2.61

B.2.3 96,77 1,1 66,67 B.1.72,PB.8

B.2.4 62,19 0,47 0 -

B.2.8 80,97 3,83 14,29 -

B.2.13 86,27 0,38 0 B.1.56

B.2.14 68,79 1,04 75 B.1.1

B.2.15 71,69 2,69 0 B.1.29

B.2.18 94,55 2 0 B.1.57

B.2.24 79,15 1,88 14,29 B.1.21

B.2.27 92,67 3,2 0 B.1.25,T.2.32

B.2.29 89,09 2,08 0 B.1.54

B.2.30 87,33 1,79 22,22 B.1.46,T.1.15,T.2.9

B.2.32 84,5 1,27 0 B.1.41,S.1

B.2.40 92,55 1,09 0 B.1.62

B.2.41 73,94 1,08 25 -

B.2.45 86,44 2,83 46,15 B.1.10

B.2.47 97,04 1 0 B.1.50,T.1.47,T.2.4,P.13

B.2.50 99,69 1,13 0 B.1.44

B.2.51 99,2 3,6 0 B.1.2,T.1.19,T.2.33

B.2.52 87,03 1,41 33,33 B.1.6,T.1.8,T.2.68
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B.2.54 96,82 1,82 0 B.1.27

B.2.57 82,36 1,17 0 B.1.19

B.2.58 70,14 1,36 0 B.1.36

B.2.59 77,81 0,1 0 B.1.47

B.2.64 81,26 1,92 0 B.1.38

B.2.65 59,83 0,8 100 -

B.2.66 80,09 1,97 0 B.1.71

B.2.67 79,92 1,6 0 B.1.48

B.2.70 73,58 1,81 13,33 B.1.22

B.2.71 62,06 0,16 0 B.1.51

B.2.73 58,04 0,27 0 -

B.2.74 92,73 0 0 B.1.16

B.2.75 85,98 0 0 B.1.52

B.2.76 89,82 2 33,33 B.1.33

B.2.77 88,53 2,27 0 B.1.12

B.2.78 74,42 1,31 0 B.1.5

B.2.80 98,8 0 0 B.1.80

B.2.83 77,19 2,27 0 B.1.49

B.2.87 92,8 3,2 0 B.1.53,T.1.18,T.2.56

T.1.1 67,68 0,71 0 T.2.49

T.1.9 91,6 2,27 0 B.1.28,B.2.11,T.2.57

T.1.10 76,53 0,28 0 T.2.16

T.1.11 72,77 1,98 50 T.2.25

T.1.20 78,18 1,36 0 B.2.22,T.2.30

T.1.26 96,19 2,62 0 T.2.48

T.1.28 96,83 1,88 0 T.2.17

T.1.34 96,59 0 0 T.2.35

T.1.35 88,86 1 60 T.2.28,PB.4

T.1.36 82,02 0 0 T.2.46

T.1.37 86,97 1,95 14,29 T.2.1
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T.1.39 96,11 0,51 0 T.2.3,PB.7

T.1.44 83,3 0,85 0 T.2.2

T.1.45 70,25 1,74 80 T.2.5

T.1.48 77,68 1,4 60 T.2.18

T.1.50 89,47 2,8 0 B.1.68,B.2.16,T.2.43

T.1.51 56,12 0 0 -

T.1.55 98,23 1,33 0 T.2.42

T.1.57 96,52 1,52 0 B.1.75,B.2.33,T.2.63

T.2.7 90,2 0,68 0 T.1.42

T.2.8 96,21 1,7 28,57 T.1.43

T.2.10 81,93 3,07 20 T.1.38

T.2.13 92,33 1,62 40 T.1.7

T.2.14 95,48 3,87 0 B.1.14,B.2.39,T.1.21

T.2.15 55,91 1,1 0 -

T.2.19 98,48 1,14 0 T.1.52

T.2.20 91,08 2,02 50 B.1.39,B.2.34,T.1.31

T.2.22 96,96 0,14 0 T.1.3,S.16

T.2.24 67,47 1,64 42,86 T.1.12

T.2.26 86,97 4,38 0 T.1.49

T.2.27 97,74 2,3 0 T.1.59

T.2.31 68,97 3,45 25 -

T.2.36 69,62 0,85 50 B.2.49,T.1.2

T.2.39 95,9 1,37 0 B.1.37,B.2.12,T.1.32

T.2.40 97,42 0,99 33,33 B.1.69,B.2.28,T.1.33,S.26

T.2.44 69,45 1,36 50 B.1.63,B.2.55,T.1.13,S.3

T.2.47 92,83 1,08 0 B.1.58,B.2.38,T.1.30

T.2.50 92,29 0 0 T.1.40

T.2.51 66,67 0,93 0 T.1.25

T.2.53 82,77 4,03 14,29 -

T.2.61 97,04 3,49 11,11 T.1.6
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T.2.62 73,05 1,24 33,33 -

T.2.69 83,65 2,1 37,5 T.1.4

P.2 55,54 0,99 0 -

P.3 54,68 0 0 -

P.5 92,76 0,37 100 -

P.6 61,96 2,11 15,38 B.2.26,B.1.67,S.23

P.9 89,63 1,26 28,57 -

P.12 96,12 1,94 36,36 -

PB.1 80,79 1,34 50 -

PB.2 93,9 1,16 0 -

PB.3 90,2 1,2 66,67 -

PB.5 98,72 0,85 0 -

PB.6 74,8 3,3 28,57 T.2.12,T.1.22

PB.9 89,07 1,11 66,67 -

PB.10 94,89 0,57 0 -

PB.12 98,51 0,58 0 -

PB.13 89,73 0,89 0 -

PB.14 57,53 0 0 -

S.2 89,08 0 0 -

S.4 79,43 3,77 8.7 -

S.5 93,35 0,9 50 -

S.6 91,08 1,28 66,67 -

S.7 94,3 0,85 0 -

S.8 61,49 1,66 0 -

S.9 94,09 0,54 0 -

S.11 60,34 0 0 -

S.12 62,6 0,88 0 -

S.13 89,32 1,53 12,5 -

S.19 91,67 2,12 20 -

S.20 88,24 1,01 0 -
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S.21 67,59 0 0 -

S.22 98,31 1,98 0 T.1.24,B.1.35,B.2.69,T.2.6

S.24 93,11 0,82 0 T.1.14,T.2.23

S.25 75,27 4,33 28,57 -

S.27 87,6 2,31 40 -

S.28 81,19 1,09 42,86 -

D.1, Laguna Diamante 1; D.2, Laguna Diamante 2; D.3, Laguna Diamante 3;
B.1, Laguna Brava 1; B.2, Laguna Brava 2; T.1, Laguna Tebenquiche 1; T.2,
Laguna Tebenquiche 2; P, Puquio de campo naranja; PB, Laguna Pozo Bravo;
S, Laguna Socompa.
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Tabla A2. Clasificación taxonómica de los MAGs.

MAG Dominio Filo Mejor clasificación

D.1.1 Archaea Euryarchaeota p: Euryarchaeota

D.1.3 Bacteria Pseudomonadota o: Oceanospirillales

D.2.1 Archaea Euryarchaeota f: Halobacteriaceae

D.3.2 Archaea Euryarchaeota f: Halobacteriaceae

D.3.4 Archaea Euryarchaeota f: Halobacteriaceae

B.1.3 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

B.1.7 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.8 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.9 Bacteria Bacteroidota f: Flammeovirgaceae

B.1.11 Archaea - d: Archaea

B.1.13 Bacteria Spirochaetota o: Spirochaetales

B.1.15 Bacteria Chloroflexota f: Chloroflexaceae

B.1.17 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.18 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

B.1.20 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.23 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.1.24 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.1.26 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.30 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.1.31 Bacteria Pseudomonadota p: Pseudomonadota

B.1.32 Bacteria Spirochaetota o: Spirochaetales

B.1.34 Bacteria Chloroflexota f: Chloroflexaceae

B.1.40 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.42 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

B.1.43 Bacteria - d: Bacteria

B.1.45 Bacteria Pseudomonadota o: Rhodospirillales

B.1.55 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.1.59 Bacteria Chloroflexota f: Chloroflexaceae
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B.1.60 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

B.1.61 Bacteria - d: Bacteria

B.1.64 Bacteria - d: Bacteria

B.1.66 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.1.70 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.1.74 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.1.77 Bacteria Bacteroidota o: Bacteroidales

B.1.79 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

B.1.81 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.3 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

B.2.4 Archaea - d: Archaea

B.2.8 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.13 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.14 Bacteria Pseudomonadota f: Hyphomicrobiaceae

B.2.15 Bacteria Bacteroidota f: Saprospiraceae

B.2.18 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.24 Bacteria Bacteroidota f: Flammeovirgaceae

B.2.27 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.29 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.30 Bacteria Bacteroidota f: Flammeovirgaceae

B.2.32 Bacteria Pseudomonadota o: Xanthomonadales

B.2.40 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

B.2.41 Bacteria Bacteroidota f: Porphyromonadaceae

B.2.45 Bacteria Pseudomonadota o: Xanthomonadales

B.2.47 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

B.2.50 Bacteria Chloroflexota f: Chloroflexaceae

B.2.51 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.52 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

B.2.54 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.57 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota
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B.2.58 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.59 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.2.64 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.65 Archaea Euryarchaeota p: Euryarchaeota

B.2.66 Bacteria Pseudomonadota o: Myxococcales

B.2.67 Bacteria Chloroflexota f: Chloroflexaceae

B.2.70 Bacteria Pseudomonadota f: Hyphomonadaceae

B.2.71 Bacteria - d: Bacteria

B.2.73 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.74 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.75 Archaea - d: Archaea

B.2.76 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

B.2.77 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

B.2.78 Bacteria Pseudomonadota o: Myxococcales

B.2.80 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

B.2.83 Bacteria - d: Bacteria

B.2.87 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.1.1 Bacteria Verrucomicrobiota o: Opitutales

T.1.9 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.1.10 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

T.1.11 Bacteria Chloroflexota c: Dehalococcoidetes

T.1.20 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

T.1.26 Bacteria Bacteroidota o: Bacteroidales

T.1.28 Bacteria Bacteroidota f: Porphyromonadaceae

T.1.34 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.1.35 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

T.1.36 Bacteria - d: Bacteria

T.1.37 Bacteria - d: Bacteria

T.1.39 Bacteria Pseudomonadota c: Gammaproteobacteria

T.1.44 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus
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T.1.45 Bacteria Pseudomonadota f: Rhodospirillaceae

T.1.48 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

T.1.50 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.1.51 Bacteria Spirochaetota o: Spirochaetales

T.1.55 Bacteria Bacillota f: Halobacteroidaceae

T.1.57 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.2.7 Bacteria Verrucomicrobiota o: Opitutales

T.2.8 Bacteria Pseudomonadota c: Gammaproteobacteria

T.2.10 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.2.13 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

T.2.14 Bacteria Pseudomonadota o: Myxococcales

T.2.15 Bacteria - d: Bacteria

T.2.19 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.2.20 Bacteria Bacteroidota f: Saprospiraceae

T.2.22 Bacteria Verrucomicrobiota o: Opitutales

T.2.24 Bacteria Pseudomonadota g: Haliea

T.2.26 Bacteria Pseudomonadota o: Myxococcales

T.2.27 Bacteria - d: Bacteria

T.2.31 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

T.2.36 Bacteria Spirochaetota o: Spirochaetales

T.2.39 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

T.2.40 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

T.2.44 Bacteria Chloroflexota p: Chloroflexota

T.2.47 Bacteria - d: Bacteria

T.2.50 Bacteria Bacteroidota f: Cryomorphaceae

T.2.51 Bacteria - d: Bacteria

T.2.53 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

T.2.61 Bacteria Bacteroidota f: Porphyromonadaceae

T.2.62 Bacteria Pseudomonadota f: Chromatiaceae

T.2.69 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfohalobiaceae
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P.2 Bacteria Chloroflexota c: Dehalococcoidetes

P.3 Bacteria - d: Bacteria

P.5 Bacteria - d: Bacteria

P.6 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

P.9 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

P.12 Bacteria Pseudomonadota f: Chromatiaceae

PB.1 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

PB.2 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus

PB.3 Bacteria Bacteroidota f: Cytophagaceae

PB.5 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

PB.6 Bacteria Pseudomonadota f: Desulfobacteraceae

PB.9 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

PB.10 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

PB.12 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

PB.13 Bacteria Cyanobacteria p: Cyanobacteria

PB.14 Bacteria Planctomycetota f: Planctomycetaceae

S.2 Bacteria Actinomycetota c: Actinomycetota

S.4 Bacteria Pseudomonadota o: Xanthomonadales

S.5 Bacteria Pseudomonadota g: Roseovarius

S.6 Bacteria Bacillota o: Clostridiales

S.7 Bacteria Actinomycetota c: Actinomycetota

S.8 Bacteria Bacillota f: Bacillaceae

S.9 Bacteria Bacteroidota o: Flavobacteriales

S.11 Bacteria Pseudomonadota g: Pseudoalteromonas

S.12 Bacteria Bacillota f: Bacillaceae

S.13 Bacteria Pseudomonadota o: Xanthomonadales

S.19 Bacteria Deinococcota f: Deinococcaceae

S.20 Bacteria Bacteroidota f: Saprospiraceae

S.21 Bacteria Pseudomonadota g: Halomonas

S.22 Bacteria Bacteroidota g: Rhodothermus
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S.24 Bacteria Bacteroidota p: Bacteroidota

S.25 Bacteria Bacillota f: Carnobacteriaceae

S.27 Bacteria Spirochaetota f: Spirochaetaceae

S.28 Bacteria Pseudomonadota g: Roseovarius

D.1, Laguna Diamante 1; D.2, Laguna Diamante 2; D.3, Laguna Diamante 3;
B.1, Laguna Brava 1; B.2, Laguna Brava 2; T.1, Laguna Tebenquiche 1; T.2,
Laguna Tebenquiche 2; P, Puquio de campo naranja; PB, Laguna Pozo Bravo;
S, Laguna Socompa; p, Filo; c, Clase; o, Orden; f, Familia; g, Género.
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Tabla A3. Comparación entre el genoma de Halorubrum sp. DM2 y los
genomas disponibles (Mayo de 2019) del género Halorubrum.

ANIb (%) DDH (%)
Mash

distance
P-value

Matching
hashes

Halorubrum sp. DM2

Halorubrum
distributum
JCM 9100

86,34-
85,92

31,50 0,102268 8,03E-299 62/1000

Halorubrum
distributum
JCM 10118

86,18-
85,92

31,50 0,102268 7,93E-299 62/1000

Halorubrum
distributum E8

86,27-
86,03

34,10 0,119909 1,31E-199 42/1000

Halorubrum
lacusprofundi
ATCC 49239

81,57-
81,48

31,40 0,138572 2,42E-125 28/1000

Halorubrum
lacusprofundi HLS1

81,29-
81,41

30,30 0,138572 4,60E-126 28/1000

Halorubrum
lacusprofundi DL18

81,04-
81,38

25,40 0,142009 9,55E-116 26/1000

Halorubrum
ezzemoulense Fb21

84,86-
85,25

30,60 0,112887 8,64E-237 49/1000

Halorubrum
ezzemoulense

DSM 17463

85,17-
85,40

30,60 0,117785 4,64E-205 44/1000

Halorubrum
ezzemoulense Ga2p

85,35-
85,37

30,50 0,113823 3,89E-226 48/1000

Halorubrum
ezzemoulense LD3

84,92-
85,40

30,60 0,115759 6,48E-215 46/1000

Halorubrum
ezzemoulense LG1

84,49-
85,38

30,90 0,113823 6,15E-223 48/1000

Halorubrum
ezzemoulense Ga36

85,00-
85,36

30,40 0,112887 3,07E-231 49/1000

Halorubrum
ezzemoulense G37

84,93-
85,37

30,60 0,115759 2,45E-215 46/1000
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Halorubrum
ezzemoulense Ec15

85,39-
85,44

30,70 0,115759 3,90E-216 46/1000

Halorubrum
tebenquichense

DSM 14210

90,15-
90,07

40,40 0,0690061 0 133/1000

Halorubrum litoreum
JCM 13561

86,66-
86,08

31,60 0,106047 2,14E-273 57/1000

Halorubrum kocurii
JCM 14978

81,85-
81,75

25,80 0,129604 6,66E-155 34/1000

Halorubrum
hochstenium
ATCC 700873

90,03-
89,50

39,20 0,0740698 0 118/1000

Halorubrum
coriense DSM

10284

85,27-
85,30

30,90 0,107658 3,53E-261 55/1000

Halorubrum
californiensis
DSM 19288

85,78-
85,60

30,80 0,105264 1,40E-276 58/1000

Halorubrum arcis
JCM 13916

86,24-
86,10

31,60 0,104495 7,59E-283 59/1000

Halorubrum
aidingense
JCM 13560

81,28-
81,04

25,10 0,156619 4,80E-83 19/1000

Halorubrum
saccharovorum

DSM 1137

82,16-
81,92

26,00 0,130979 2,34E-150 33/1000

Halorubrum
saccharovorum H3

82,12-
82,13

26,50 0,132399 1,03E-145 32/1000

Halorubrum
terrestre JCM

10247

86,08-
85,93

31,60 0,102997 2,61E-293 61/1000

Halorubrum
lipolyticum

DSM 21995

82,17-
82,02

26,30 0,126974 2,97E-165 36/1000

Halorubrum
trapanicum
CBA1232

86,67-
86,06

31,60 0,0974869 0 69/1000
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Halorubrum
chaoviator

DSM 19316

84,99-
85,42

30,70 0,112887 2,68E-230 49/1000

Halorubrum
aethiopicum

SAH-A6

80,27-
80,10

24,40 0,147707 8,90E-102 23/1000

Halorubrum
persicum C49

81,63-
81,96

25,90 0,13538 2,73E-135 30/1000

Halorubrum
halodurans Cb34

79,97-
79,93

24,40 0,159146 4,61E-78 18/1000

Halorubrum
vacuolatum
DSM 8800

76,57-
76,66

22,70 0,182269 8,43E-46 11/1000

Halorubrum
tropicale 5

85,62-
85,37

30,70 0,107658 1,97E-261 55/1000

Halorubrum
sodomense RD26

86,47-
85,64

31,00 0,100846 0 64/1000

Halorubrum
halophilum B8

81,73-
82,21

26,40 0,132399 6,33E-145 32/1000

Halorubrum sp.
PV6

81,29-
80,82

24,50 0,149777 5,68E-98 22/1000

Halorubrum sp.
BOL3-1

87,30-
87,56

35,00 0,0898429 0 82/1000

Halorubrum sp.
T3

86,25-
85,93

31,20 0,109331 1,69E-252 53/1000

Halorubrum sp.
BV1

80,84-
80,50

24,90 0,154223 2,49E-88 20/1000

Halorubrum sp.
Ib24

81,51-
81,00

25,20 0,145727 3,38E-107 24/1000

Halorubrum sp.
WN019

82,66-
82,53

26,40 0,133864 2,50E-140 31/1000

Halorubrum sp.
48-1-W

79,46-
79,66

24,40 0,161822 4,21E-73 17/1000

Halorubrum sp.
Atlit-28R

85,50-
85,40

30,80 0,108487 1,82E-256 54/1000
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Halorubrum sp.
Atlit-9R

86,03-
85,77

31,20 0,102997 2,04E-291 61/1000

Halorubrum sp.
Atlit-26R

85,79-
85,93

31,60 0,102268 6,68E-296 62/1000

Halorubrum sp.
Atlit-8R

86,15-
85,78

31,30 0,102997 1,38E-293 61/1000

Halorubrum sp.
CBA1229

81,80-
81,86

25,80 0,130979 7,43E-150 33/1000

Halorubrum sp.
CSM-61

82,22-
82,39

26,30 0,13538 4,72E-135 30/1000

Halorubrum sp.
AJ67

96,73-
96,99

83,50 0,0316813 0 346/1000

Halorubrum sp.
SD626R

82,21-
81,77

26,00 0,132399 8,70E-146 32/1000

Halorubrum sp.
SD612

86,64-
85,72

31,10 0,109331 5,53E-252 53/1000

Halorubrum sp.
SD683

85,43-
85,41

30,70 0,11676 1,92E-211 45/1000

Halorubrum sp.
Hd13

81,71-
81,79

25,60 0,140258 2,58E-120 27/1000

Halorubrum sp.
Eb13

82,03-
81,91

25,60 0,138572 1,89E-125 28/1000

Halorubrum sp.
Ea8

81,69-
81,80

25,70 0,142009 1,38E-115 26/1000

Halorubrum sp.
Ea1

81,54-
81,74

25,60 0,140258 3,77E-120 27/1000

Halorubrum sp.
C191

84,79-
85,31

30,60 0,11197 7,16E-235 50/1000

Halorubrum sp.
ZC67

81,93-
82,14

26,10 0,136948 2,59E-130 29/1000

Halorubrum sp.
J07HR59

70,82-
70,81

21,50 1 1 0/1000

Halorubrum sp.
E3

84,47-
84,85

32,20 0,132399 4,69E-144 32/1000

Halorubrum sp.
C3

85,64-
85,80

33,00 0,106845 1,80E-267 56/1000
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Halorubrum sp.
PL-Br10_E2g5

79,24-
78,49

24,20 0,182269 2,95E-48 11/1000

Halorubrum sp.
B1Sed10_22 B1

77,55-
76,54

22,70 0,182269 2,97E-49 11/1000

Halorubrum sp.
T1Sed10_15 T1

76,77-
76,53

22,30 0,182269 1,20E-46 11/1000

Halorubrum sp.
BC156

92,97-
93,52

55 0,0482105 0 222/1000
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Tabla A4. Comparación entre el genoma de Halorubrum sp. DM2 y los MAGs
reconstruidos de los metagenomas de Diamante.

ANIb (%) DDH (%)
Mash

distance
P-value

Matching
hashes

Halorubrum sp. DM2

D.1.1 67,94-67,38 17,40 1 1 0/1000

D.2.1 73,23-72,19 20,20 0,263022 2,96818E-08 2/1000

D.3.2 71,17-70,66 18,70 0,263022 2,74244E-08 2/1000

D.3.4 72,33-71,99 19,20 1 1 0/1000
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Figura A1. En Halorubrum sp. DM2 ΔarrA, la subunidad grande de la enzima

arsenato reductasa (ArrA) está truncada en el extremo C terminal ya que el

gen arrA presenta un codón de terminación prematuro. En la figura se

muestra el alineamiento entre la secuencia aminoacídica de ArrA salvaje y la

secuencia aminoacídica de ArrA mutada.
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