Ensamblaje metagendmico y prediccion de rutas metabolicas por ShotGun en
microbiomas del Lago Titicaca

Introduccion

El lago Titicaca es considerado el lago navegable mas alto del mundo. Posee una
antigliedad aproximada de 3 millones de afios. Ademas, se es consciente que dicho lago
es empelado para el abastecimiento de agua potable de casi toda la poblacion de Puno. A
pesar de su inmensa importancia tanto histérica como ambiental, se observd que este
ecosistema esta constantemente expuesto a contaminantes provenientes de residuos
solidos vertidos por la poblacion, relaves mineros, aguas servidas, entre otros.

Debido a estos sucesos que afectan al Titicaca, se infiere que los microbiomas presentes
en el lago poseen diversas rutas metabdlicas caracteristicas a su ecosistema y factores
externos. Siendo posible determinar rutas de degradacion de celulosa, hemicelulosa,
quitina, almidon, entre otros carbohidratos complejos. Ademas, determinar rutas de
biosintesis de antibidticos indicaria el gran potencial de las bacterias del lago Titicaca
para la bioprospeccion de antibidticos naturales potencialmente novedosos.

Por ello, es de alta relevancia tener un perfil solido del estado del Titicaca respecto a las
rutas metabdlicas que poseen las poblaciones bacterianas. ElI campo de la biologia
molecular brinda diversas herramientas que permiten realizar estos estudios. Este es el
caso de la metagendmica, que analiza todos los genomas existentes en un consorcio de
especimenes, en este caso, bacteriano. La técnica que se propone es la de Shutgun, prueba
novel en el campo de la metagendmica que permite tener un perfil completo de todas las
secuencias de nucle6tidos extraidas previamente.

Finalmente, sera requerido otras herramientas bioinformaticas y de programacion. La
realizacion de estos analisis a través de sistemas operativos como Windows es inviable.
Por ello, se requiere el dominio de lenguajes de programacion a través de la linea de
comando en una arquitectura Unix como la del sistema operativo Linux.

Planteamiento del problema

Los lagos constituyen el 50% de toda el agua de la superficie de la Tierra y
aproximadamente el 49% de agua dulce liquida de manera superficial. Hoy en dia, el
turismo lacustre provoca un crecimiento urbano en la region de las tierras altas y dréasticas
actividades antropogenicas, que afectan negativamente sus recursos hidricos. Estas
actividades incluyen la adicion de efluentes, la eutrofizacion y la invasion de malas
hierbas nocivas. Ademas, el aterramiento de la deposicion y sedimentacién de materia
organica modifica el estado ecologico del lecho sedimentario. Los lagos de terreno
montafioso estdn muy influenciados por la rapida tasa de descarga (Vreca and Muri,
2006).

En adicion, el Titicaca es una frontera natural entre los paises Bolivia y Perd. Respecto a
la parte peruana, Flores & Quifionez (2021) reportan que la contaminacion de la bahia del
interior del lago son en gran parte responsabilidad de las actividades antropicas y que
amerita proponer estrategas que permitan mitigar esta contaminacion.



Precisamente, los lagos de gran altitud generalmente representan un ecosistema
comparativamente Unico debido a su lejania y al corto periodo de verano de aguas
abiertas; sin embargo, estdn menos explorados en comparacion con los lagos de tierras
bajas. Siendo los sedimentos una rica fuente de alta diversidad microbiana en ambientes
acuaticos (Bhat et al., 2011).

Entre las metodologias mas importantes para un analisis exhaustivo en microbiomas esta
la de secuenciamiento de metagenomas, comparado a otras técnicas como PCR, qPCR,
entre otros la metagenomica brinda un analisis global de los genes de resistencia a
antibioticos en muestras ambientales (Li et al., 2015).

La mayoria de los microorganismos que se encuentran en el medio ambiente permanecen
sin cultivar, los enfoques tradicionales basados en cultivos no logran determinar la
diversidad taxondémica y funcional de la comunidad microbiana. Por este motivo, el
enfoque metagendmico se ha aplicado con éxito a una variedad de ambientes acuaticos
(Samson et al., 2019).

El enfoque metagendmico supera al cultivo microbiano al ayudar al descubrimiento de
vias metabodlicas y nuevas secuencias de genes de microorganismos no cultivables
directamente del medio ambiente. Este es el principal beneficio de la metagenémica, ya
que el cultivo de nuevos microorganismos es una técnica ardua. Estudios previos sobre
microbios independientes no cultivados descubrieron que la diversidad de organismos en
los lagos salobres es inusualmente alta con una riqueza de especies en comparacion con
los ecosistemas de agua dulce (Tang et al., 2015)

Uno de estos métodos, la metagendmica ShotGun, es la secuenciacién no dirigida
("ShotGun™) de todos los ("meta-") genomas microbianos "gendmicos™ presentes en una
muestra. La secuenciacion ShotGun se puede utilizar para realizar un perfil de la
composicion taxonémica y las rutas metabolicas de las comunidades microbianas y
recuperar secuencias gendmicas completas. Los enfoques como la secuenciacion del gen
16S rRNA de alto rendimiento, que perfilan organismos seleccionados o genes
marcadores Unicos, a veces se denominan metagendmica, pero este es un nombre
inapropiado, ya que no se enfocan en todo el contenido genémico de una muestra (Quince
etal., 2015)

El ensamblaje metagenémico se construye mediante un grafico de De Bruijn dividiendo
cada lectura de secuenciacion en subsecuencias superpuestas de una longitud fija k. Este
conjunto de 'k-meros' superpuestos define los vértices y los bordes del grafico de de
Bruijn. La tarea del ensamblador es encontrar un camino a través del grafico que
reconstruya el o los genomas. Esta tarea se complica por los errores de secuenciacion,
gue generan secuencias no genémicas, y secuencias repetitivas, que pueden provocar
errores de ensamblaje y fragmentacion del ensamblaje (Pevzner et al., 2001).

El ensamblaje del metagenoma presenta desafios Gnicos. En primer lugar, cuando se
ensambla un solo genoma, normalmente se supone que la cobertura de la secuencia a lo
largo del genoma sera aproximadamente uniforme. Un ensamblador puede usar la
cobertura de secuencia para identificar copias repetidas, distinguir la secuencia verdadera
de los errores de secuencia e identificar la variacion alélica. EI ensamblaje del
metagenoma es mas dificil, porque la cobertura de cada genoma constituyente depende
de la abundancia de cada genoma en la comunidad (Simpson, 2014).



La prediccion de rutas metabdlicas puede obtenerse con un ensamblaje de metagenoma
fragmentado, pero de alta calidad, utilizando herramientas de caracterizacion adaptadas
de un solo genoma. Estos incluyen un paso de identificacion de genes, especialmente
relacionadas a rutas metabdlicas y que poseen con una configuracion de parametros
especificos de metagendmica, seguido de canalizaciones de anotacién basadas en
homologia comunmente utilizadas para caracterizar ensamblajes de genomas aislados
puros (Zhu et al., 2010).

Para la identificacion de las rutas metabdlicas es necesario el uso de bases de datos que
incluyen combinaciones de familias de proteinas anotadas manualmente y predichas
computacionalmente, como KEGG o0 UniProt, se pueden usar para esta tarea y permiten
la caracterizacion del potencial funcional del microbioma. Las rutas metabdlicas
altamente conservadas se detectan y cuantifican de manera mas consistente en los
metagenomas, lo que podria explicar por qué los rasgos funcionales a menudo son
sorprendentemente consistentes en diferentes muestras y entornos (Quince et al., 2015).

Entonces, surge la siguiente interrogante ¢EI secuenciamiento por ShotGun permitira
obtener un correcto ensamblaje metagendmico y la prediccidn de rutas metabdlicas en
microbiomas del lago Titicaca?

Antecedentes

Rathour et al. (2020) realizaron un estudio metagenémico comparativo determinando la
diversidad microbiana y su rol en el ciclo biogeoquimico del Lago Pangong. El lago
Pangong es un lago de agua salobre de gran altitud del Himalaya situado en la parte
oriental de Ladakh (Tibet indio), a una altura de 4250 m sobre el nivel del mar. Se realiz6
la secuenciacién metagenémica por ShotGun de los sedimentos del lago Pangong para
examinar la diversidad taxonomica y las rutas metabdlicas de las comunidades
microbianas psicrofilicas y psicrotolerantes residentes del lago. Reportando vias
enzimaticas responsables del metabolismo del metano, el metabolismo del nitrégeno, la
reduccion del azufre, el benzoato y la degradacion del xileno parecian estar completas en
el conjunto de datos metagendmicos. Los genes de respuesta al estrés responsables de la
adaptacion al pH, el frio, la tolerancia a la sal, el estrés osmotico y el estrés oxidativo
también se encontraron en abundancia en el metagenoma.

Adicionalmente, Warden et al. (2016) Caracterizaron los microbiomas del lago Clifton
en Australia mediante ShotGun. Determinaron rutas metabdlicas responsables de la
sintesis de carbohidratos, la fotosintesis, el metano y el metabolismo del nitrégeno,
representaron del 46,5 al 47,9 % de las lecturas asignadas, mientras que el procesamiento
de informacion genética (19,9 a 20,9 %) y el procesamiento de informacion ambiental
(10,1 a 11,1 %) fueron los siguientes grupos méas abundantes. Aproximadamente el 16 %
del total de lecturas no se pudo clasificar seguin la funcién metabdlica.

Finalmente, Rai & Bhattacharjee (2021) realizaron un perfil molecular a las comunidades
bacterianas del lago Tsomgo en el Himalayas. Utilizaron el secuenciamiento por
ShotGun. El analisis de las muestras revela que ambas muestras son muy ricas en
proteinas transportadoras de aminoacidos y proteinas metabolicas de carbohidratos. Esto
se ha manifestado por la presencia de una gran cantidad de CAZimas tanto en el suelo
como en las muestras de agua.



Objetivos
Objetivo General

Determinar las rutas metabdlicas en metagenomas de consorcios bacterianos del lago
Titicaca.

Objetivos especificos

Realizar el ensamblaje metagendmico de consorcios bacterianos del lago Titicaca
secuenciados mediante ShotGun.

Obtener el perfil taxondmico de consorcios bacterianos del lago Titicaca.

Metodologia
Filtracion de las muestras liquidas del lago Titicaca
La muestra liquida obtenida se filtrard& en una membrana de 0.2 pm (Whatman
Nucleopore — Sigma Aldrich) a través de un embudo de filtro desechable (Pall
MicroFunnel — Thermo Fisher Scientific) conectado a un colector de vacio.
Extraccion de ADN, cantidad, calidad e integridad
Se ultilizara el kit de purificacion Purelink — Thermo Fisher Scientific; la cuantificacion
y calidad en un espectrofotometro de microvolimenes UV/Vis (Lambda — PCR max); la
integridad de ADN extraido se determinard por medio de electroforesis de geles de
agarosa a concentracion del 1%.

Secuenciamiento por Shotgun

Se llevara a cabo a una longitud de lectura PE 2x150 pb y 10 millones de lecturas por
muestra (5M en cada direccion).

Andlisis bioinformatico

Se programara a través de la linea de comando en una arquitectura Unix, usando los
programas MEGAHIT para el ensamblado de genes y bases de datos de genes
microbianos: KEGG. Para la obtencién del perfil taxondémico se utilizara la linea de
comando Unix y los cddigos Metaphlan2 y Graphlan.
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