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Resumen

Los suelos de manglar albergan una gran variedad de microorganismos claves en el ciclaje de
nutrientes que actlan bajo variaciones estacionales y diarias de salinidad. Sin embargo, se
desconoce como la salinidad influye sobre la actividad funcional de los microorganismos del
manglar. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la salinidad sobre genes
asociados a ciclos biogeoquimicos Nitrégeno, Azufre y Metano en un manglar alterado de la
Guajira por medio de un andlisis metagendmico. Para esto se muestrearon tres puntos
contrastantes en salinidad (H: 61,52 %o, M: 14,61 %o, L: 2,80 %0), se extrajo el ADN total, se
secuencio por Illumina HiSeq, se anoté con MEGAN 5 y se asignaron las secuencias con la
base de datos KEGG. El andlisis estadistico se realizd con la pagina web Microbiome Analyst
y STAMP. Se encontré que los genes asociados al ciclo del Metano tuvieron las mayores
abundancias, seguido de los genes del ciclo del N y S. El ciclo del Metano fue favorecido por
la salinidad. Se detectaron mas marcadores en salinidad alta entre los tres ciclos. Sin embargo,
la salinidad baja favorecidé la abundancia de glutamina sisntetasa (gIinA) del ciclo del N, la
salinidad media de sulfato adeniltransferasa (sat) del ciclo del S y la salinidad alta de la
piruvato, agua dikinasa (pps) del ciclo del Metano. Los resultados revelan la influencia de
salinidad sobre los ciclos biogeoquimicos y contribuyen a entender la dindmica funcional de
los microorganismos del manglar.

Palabras claves: Salinidad, Manglar, Nitrogeno, Azufre, Metano.



Abstract

Effect of salinity on genes associated with biogeochemical cycles of the mangrove swamp at

the mouth of the Rancheria River, La Guajira.

Mangrove soils harbor a great variety of microorganisms that are key in the cycling of nutrients
that act under seasonal and daily salinity variations. However, it is unknown how salinity
influences the functional activity of mangrove microorganisms. The objective of this work was
determine the effect of salinity on genes associated to Nitrogen, Sulfur and Methane
biogeochemical cycles in an altered mangrove swamp of Guajira by metagenomics. For this,
three contrasting salinity points were sampled (H: 61.52 %o, M: 14.61 %o, L: 2.80 %o), the total
DNA was extracted, sequenced by illumina HiSeq, metagenome annotation with MEGAN 5
and the sequences were assigned with the KEGG database. The statistical analysis was carried
out with the Microbiome Analyst website and STAMP. It was found that genes associated with
methane cycle had the highest abundances, followed by the N and S cycle genes. The methane
cycle was favored by salinity. In high salinity, more biomarkers were found among the three
cycles. However, these indicated that the low salinity favors the abundance of glutamine
synthetase (gInA) of the N cycle; in medium salinity the sulfate adenyltranferase (sat) of the S
cycle and in high salinity, the pyruvate water dikinase (pps) of Methane cycle. The results
reveal the influence of salinity on biogeochemical cycles and contribute to understand the

functional dynamics of mangrove microorganisms.

Keywords: Salinity, Mangrove, Nitrogen, Sulfur, Methane.



1. Introduccién

Los manglares son ecosistemas ubicados en tropicos y subtropicos en zonas marinas- costeras
1, su importancia radica en que son habitat, alimento y proteccion para muchos organismos,
también reducen el impacto de las mareas, previenen inundaciones y huracanes, desalinizan el
suelo a nivel subterraneo y controlan la erosion en la linea costera; en general son un filtro
entre la vida maritima y terrestre 2. Ademas son base del sustento econémico y cultural de
comunidades aledafias en cuanto el uso de madera, la pesca, extraccion de taninos y sustancias

quimicas para curtiembre, entre otras 3.

A pesar de la importancia de los manglares, el area ocupada por estos en todo el mundo, se ha
reducido de 1980 al 2005 en un 20 % lo que equivale aproximadamente a 3,6 millones de
hectareas, la tasa de pérdida es mayor que la de otros bosques 4. Colombia ha perdido mas del
50 % de extensién desde los afios sesenta, ha pasado de tener 501 300 hectareas a

aproximadamente 213 000 de estas °.

Son ecosistemas expuestos normalmente a cambios estacionales y diarios de salinidad 6, por
ende especies de manglar estan adaptadas a los cambios de salinidad diaria limitando la
absorcion de sal, produciendo solutos osméticos compatibles 7- 8 y desarrollando estructuras
glandulares en sus hojas para expulsar el exceso de sal °. La tolerancia de los manglares a la
salinidad podria estar asociada a la riqueza de microorganismos rizosféricos 19 1112 que pueden
promover el crecimiento de las plantas bajo condiciones fluctuantes 12, por lo tanto, la
concentracion de sales en el agua influye en la abundancia, diversidad y desarrollo del
microbioma 14, como podria pasar con la hipersalinizacion del suelo que es un problema
ambiental creciente causado por actividades tanto naturales como humanas que disminuye la
diversidad de especies Yy altera la composicién de las plantas, incluso puede llegar a producir

la muerte del mangle 15 16,

Se ha evidenciado que los microorganismos participan activamente en el ciclaje de nutrientes,
como N, C y S, compensando asi la baja disponibilidad de nutrientes, fijando nitrégeno,
solubilizando fosfatos y enriqueciendo el detrito resultante de la red trofica que canaliza el flujo
de energia y contribuye asi al rendimiento del manglar 17, su funcionamiento y el de

ecosistemas aledafios, considerado de esta manera uno de los sistemas con mayor produccion



primaria 16. 18. 19. 20 por ende el conocimiento de la diversidad taxonémica y funcional de los
microorganismos del manglar nos permitiria determinar indicadores de servicios ecosistémicos
y de calidad ambiental para fomentar la creacién de politicas de conservacion del manglar.

Actualmente un importante apoyo en el desarrollo de la investigacion biologica son las
metodologias basadas en la secuenciacion de alto rendimiento de ADN como la mategenomica,
la cual reduce cada vez més costos 2!, ofrece independencia de cultivo, por lo que permiten
conocer hasta el 99% de la diversidad de una muestra 22, con mayor precision y en menor
tiempo 23, Ademas, permite obtener menor sesgo taxondémico en la secuenciacién a diferencia
de la amplificacion clasica y brinda la capacidad de un andlisis simultdneo de una misma
comunidad a nivel taxondmico y funcional 24 y son este tipo de herramientas las que han

permitido comprender mejor la funcionalidad de muchos microbiomas en los Ultimos afios 14.

La metagenomica aunque ampliamente utilizada en diferentes campos, se ha utilizado con
mayor frecuencia para conocer la diversidad microbiana y el potencial funcional a nivel general
presente en manglares 2°-30, Sin embargo, no se ha abordado para conocer cémo funciona el

ciclaje de nutrientes de N, Sy Metano a través de gradientes de salinidad.

Por ello el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la salinidad sobre genes asociados
a ciclos biogeoquimicos, en suelo rizosférico del manglar de la desembocadura del Rio
Rancheria, ubicado en el departamento de la Guajira, por medio de andlisis metagenémico.
Como resultado se logré observar la resiliencia del manglar ante disturbios como la salinidad,

ya que en los tres puntos de muestreo la capacidad funcional se mantiene.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la salinidad sobre genes asociados a ciclos biogeoquimicos del
Nitrogeno, Azufre y Carbono (Metano) del manglar de la desembocadura del Rio Rancheria,

La Guajira; mediante un analisis metagendémico.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar los genes mas abundantes asociados a ciclos biogeoquimicos del Nitrogeno,
Azufre y Carbono (Metano) del manglar de la desembocadura del Rio Rancheria, La

Guajira.

2. Detectar las abundancias que difieren significativamente entre los tres puntos de
salinidad de los genes asociados a ciclos biogeoquimicos del Nitrogeno, Azufre y

Carbono (Metano).

3. Proponer genes marcadores de los ciclos biogeoguimicos en los tres puntos de

salinidad.



3. Antecedentes

3.1 Manglares en Colombia

En Colombia se ha estudiado la estructura y dinamica vegetal en manglares de la Guajira, en
especial los del delta de rio Rancheria, donde predominan las especies de Rhizophora mangle,
Laguncularia racemosa, Avicennia germinans y Conocarpus erectus 3!. Estos manglares
presentan alta mortalidad por la baja disponibilidad de agua, por forraje
ovino y caprino, deforestacion para propagacién de urbe, uso de lefia, alta irradiacion,
contaminacién por desechos sdlidos, y aguas provenientes del casco urbano de Riohacha 32-33,
Por otro lado, A. germinans se ha estudiado en especial ya que esta representa mayor biomasa

para el delta y un préspero crecimiento en salinidades altas 32 34,

3.2 Metagenomica en Colombia

En Colombia los estudios metagendmicos se han venido implementando en los Ultimos afios
principalmente en el analisis de suelos. Por ejemplo, a partir de una biblioteca metagendmica
de suelo agricola de cultivo de papa criolla se realizd un ensayo de bioprospeccion, de una
enzima de tipo esterasa 3°. Investigaciones similares se realizaron en el parque “Los Nevados”,
en donde se aislaron enzimas de tipo celulasas con la capacidad de producir biocombustibles
derivados de compuestos lignocelulésicos 36. Ademéas, se han caracterizado enzimas lipoliticas

y clones metagendmicos con el fin de utilizarlos en bioprospeccion 37-38,

3.3 Secuenciacion masiva en Manglares

La secuenciacion masiva se ha usado para caracterizar la comunidad microbiana total en
sedimentos y suelos de manglares por medio de secuenciacion tipo Whole Genome Shotgun 30
39 para comparar con suelo a granel 25. Ademas, se ha empleado para definir la diversidad de

hongos 4% y de bacterias por medio de la amplificacion del gen 16S ARNr 26. 29 41 |gualmente,



por medio de Whole Genome Shotgun se han buscado moléculas de interés presentes en
sedimentos de manglares representadas en genes que codifican proteinas como la proteasa
alcalina 42, familia de glicosil hidrolasa 16 B-agarasa “3, y el descubrimiento de nuevas
moléculas como B-N-acetilhexosaminidasa multifuncional 44 con el fin de utilizarlas en
bioprospeccion. Por otro lado se han empleado bibliotecas metagendmicas de suelos publicadas

para su comparacion, entre estas de manglar a nivel taxondémico y funcional 22,

En general, el analisis metagendmico de manglares se ha realizado en paises como Brasil,
China e India. Investigaciones realizadas en India han llegado a determinar que las
comunidades bacterianas presentes en suelos y sedimentos de manglar son de gran relevancia

en procesos biogeoquimicos 2.

Cabral y colaboradores 4° realizaron un estudio de metagendémica y metatranscriptomica en
sedimento de un manglar contaminado por derrames de petréleo en Brasil, en donde
encontraron altas abundancias de enzimas con potencial para degradar hidrocarburos
aromaticos. Ademas, hicieron una comparacion con diversos sedimentos de manglar incluidos

manglares pristinos.

Imchen y colaboradores 3° compararon los metagenomas y genes involucrados en la resistencia
a antimicrobianos y metales pesados en sedimento de manglar de la India, Brasil y Arabia
Saudita. Ellos encontraron la proteina causA que le confiere resistencia a los microorganismos
contra la plata y el cobre, en cuanto a antimicrobianos la proteina mas abundante fue para la
resistencia a la acriflavina y fluoroquinolonas. El filo més abundante en los tres metagenomas

de manglar fue proteobacterias con 64,28 % 30,

3.4 Avances en la caracterizacion de los ciclos biogeoquimicos en manglares

En China, Lin y colaboradores 4, por medio secuenciacion de 16S ARNr y shotgun, estimaron
la comunidad microbiana presente en sedimentos de manglar y cOomo relacionan
funcionalmente ciclos biogeoquimicos de N, S y metano. Syntrophobacter, Sulfurovum,
Nitrospira y Anaerolinea se encontraron como enlazadores de los tres ciclos biogeoquimicos,
al igual, se encontré que para el ciclo del N gran abundancia de amonificacion, reduccion de

nitratos como forma de conservacion, reduccion de sulfato, produccion de polisulfuro para



hacer el S disponible y el metabolismo del metano se encontr6 como ciclo enlazador de los

otros dos.

Por medio de la base de datos FAPROTAX se predijo procesos del ciclo del azufre, nitrdgeno
y carbono en un manglar del sur de China a partir de muestras de sedimentos superficiales y
subterraneas en puntos de marea alta, media y baja a partir de la secuenciacién del 16S ARNTr,
se predijo que para marea alta hay mayor abundancia de nitrificacion y oxidacion de nitrito,
para marea media reduccion de nitratos y para marea baja respiracion de los compuestos de

azufre como sulfato y sulfito 7.

En Brasil mediante metagendbmica se compararon taxonémica Yy funcionalmente tres
ecosistemas de la costa del pais, entre estos un manglar, el analisis bioinformatico revel6 mayor
abundancia de secuencias codificantes de los ciclos biogeoquimicos en reduccion de sulfito,
oxidacién de amoniaco y nitrificacion 48. Andreote y colaboradores 28 también revelaron genes
de rutas metabdlicas relacionadas con los ciclos biogeoquimicos en sedimentos de manglar y
describieron las familias mas abundantes en este ecosistema como Burkholderiaceae,
Planctomycetaceae, Rhodobacteraceae y Desulfobacteraceae. Con respecto al ciclo del
carbono encontraron genes asociados al metabolismo del metano, formaldehido y el dioxido
de carbono. Para el ciclo del nitrbgeno hay prevalencia de reduccion de nitratos, fijacion del
nitrégeno y desnitrificacion. Para el ciclo del azufre se dan procesos como la produccion de

adenilsulfato, H2S y sulffito.

Rampadarath y colaboradores 4° realizaron el andlisis metatranscriptomico de rizosfera de tres
regiones de manglares de la costa de Mauritius. Los resultados evidencian genes que codifican
enzimas involucradas en el ciclaje de nutrientes, 17 términos asociados con el metabolismo del
metano, 14 con el metabolismo del nitrdgeno y nueve con el metabolismo del azufre, las
familias de microorganismos relacionadas en estos procesos fueron Burkholderiaceae,

Planctomycetaceae, Rhodobacteriaceae y Desulfobacteriaceae °.

La caracterizacion de los ciclos biogeoquimicos en manglares se ha descrito mediante la
actividad de enzimas como la fosfatasa acida (relacionada con el ciclo del fosforo), ureasa y
caseinasa (relacionadas con el ciclo del nitrogeno), y B-glucosidasa (relacionada con el ciclo
del carbono) en Rhizophora mangle en Venezuela, ellos encontraron que hay disminucion de

la actividad enzimatica en épocas secas y segin las caracteristicas fisicoquimicas del lugar °°.



Nogueira y colaboradores ! caracterizaron por metagenémica cuatro manglares, se analiz la
diversidad taxondémica y prediccion de las rutas metabdlicas de las secuencias. EI metabolismo
de carbohidratos fue el mas significativo en comparacion con otras rutas de interés como azufre

y nitrogeno. El filo mas importante relacionado con estas rutas es Gammaproteobacteria.

3.5 Efecto de la salinidad sobre microorganismos de manglar

Pocos son los estudios que han evaluado el efecto que tiene la salinidad sobre los
microrganismos de manglar, entre esos, un primer acercamiento fue en el manglar de estudio
del delta del Rio Rancheria, La Guajira que lo hace Figueroa 2° en donde reporta por medio de
analisis metagendmico de 16S ARNr que la rigueza microbiana aumenta a medida que
disminuye la salinidad, pero a nivel de una salinidad media se presenta menor diversidad
microbiana a comparacion de salinidades altas y bajas que presentaron mayor diversidad, al
igual que hay mayor complejidad en salinidades bajas que quiere decir que hay una gran
numero de especies con abundancias similiares, luego altas y menor en salinidades medias y
en cuanto a la presencia de genes relacionados con el estrés salino se pudo evidenciar

abundancias significativas en las diferentes concentraciones de salinidad.

Otro acercamiento que apunta a este tipo de analisis lo hace Kimbrel y colaboradores %2 que
determinaron el impacto de tres diferentes concentraciones de sal, en la comunidad bacteriana
por medio de secuenciacion del 16S ARNr y el potencial funcional por secuenciacion shotgun,
pero en muestras de agua y sedimento de tres estanques de salmuera en San Francisco,
California. Obtuvieron ‘“bancos” de microorganismos que permanecen en las diversas
concentraciones de sal. Ademds hallaron alteracion de la metanogénesis, metabolismo de

aminoacidos y enzimas activas en carbohidratos en cada una de ellas.



4. Marco referencial

4.1 Ecosistema manglar

4.1.1 Definicion

Ecosistemas encontrados hasta en el 70 % de tropicos y subtropicos del mundo, ubicados en
medio de tierra y mar por ende son zonas altamente dinamicas y expuestas a la acumulacion

de compuestos toxicos derivados de la actividad antropogénica 2°.

El manglar es uno de los ecosistemas con mayor produccion primaria en el mundo, debido a la
cantidad de nutrientes disponibles provenientes de rios, escorrentias y materia organica que
aporta la hojarasca, los cuales son al final mineralizados por los microorganismos °3. A pesar
de la gran cantidad de materia organica hay escasez de nutrientes como el N y P, por lo que los

microorganismos juegan un papel crucial en el reciclaje de estos 2°.

El mangle es capaz de crecer en suelos con periddicas inundaciones y expuestos a agua con
diferentes concentraciones de salinidad que van desde 0%o, hasta hipersalinas 40-90%o, pero su

optimo desarrollo lo obtiene en 15%o 3.

La salinidad en suelos y sedimentos de manglar es determinada segun la distancia de estos con
el mar, entre mas cercano se encuentre, la salinidad serd& mayor debido a que recibe
constantemente mayor cantidad de sal, en cambio si se encuentra alejado, las aguas son salobres
ya que reciben mas contenido de los rios y canales; otras variables que pueden afectar la
salinidad del ecosistema son las precipitaciones, la marea y los cambios estacionales 4, asi como
el clima, la tasa de evaporacion del agua, recambio de las mareas y el azolvamiento, se puede
llegar a presentar entonces hipersalinidad que es uno de los principales factores de impacto
ambiental que causa deterioro en la estructura del manglar llegando a convertirlo en matorral

u ocasionarle la muerte °3.



4.2 Ciclos biogeoquimicos

4.2.1 Papel de los microorganismos en los ciclos biogeoquimicos

El dominio bacteriano es considerado el de mayor biomasa, diversidad y funcionalidad
taxondmica, ademas que es el causante del cambio atmosférico mas importante del planeta, ya
que paso de ser una atmosfera reductora a una oxidante hace miles de afios, por lo tanto el
estudio de procariotas, espacial y temporalmente, puede ser un indicador de fenomenos
ecoldgicos importantes 24 y es que son los procariotas los facultados para realizar actividades
especiales en los procesos del suelo que conllevan a la descomposicion de la materia organica
y la transformacion de nutrientes, que junto con C, los almacenan y al morir pueden ser

mineralizados por otros microorganismos 14 .

Microorganismos como las arqueas, hongos y bacterias cumplen papeles importantes para el
ciclo de nutrientes inorganicos fundamentales para un suelo productivo, ya que llevan a cabo
procesos como la amonificacion, fijacion de nitrogeno y oxidacion entre otros, en donde la
materia organica se descompone y se liberan nutrientes como nitrato por la nitrificacion, sulfato
por oxidacion del azufre y fosfato por la mineralizacién del fésforo, al igual que forman
sustancias himicas importantes para la retencion de C organico en el suelo 4. Es por ello que
el manglar tiene la capacidad de retener nutrientes, regenerarse y mantener una alta

productividad primaria debido a la elevada diversidad y actividad microbiana 54

4.2.2 Ciclo del Nitrégeno

El ciclo del N se da por la interaccion de diversas reacciones catalizadas por microorganismos
que incluyen al nitrdgeno desde su forma oxidada (Nitrato +5) hasta su forma reducida
(Amoniaco -3), este proceso es uno de los ciclos de nutrientes mas importantes de los
ecosistemas terrestres y se da por diferentes vias °° , como la fijacién de nitrégeno que requiere
de un medio rico en fuentes de carbono disponibles para reducir N2 en 2NH, * por medio de
la enzima nitrogenasa que es codificada por los genes nifH, nifD y nifK o AnfG de procariotas
fijadores y diazotrofos en ecosistemas acuaticos o terrestres 6 57, La actividad enzimatica
puede verse afectada por fuentes insuficientes de carbono y sensibilidad al oxigeno, ademas,

requiere de elementos como hierro, molibdeno y de un alto costo energético de los



microorganismos que solo es activado cuando el medio es deficiente en nitrégeno 1°18;

finalmente el amoniaco resultante de esta reaccion se integra al metabolismo de aminoacidos
55

La nitrificacion es un proceso realizado por un amplio rango de bacterias con la capacidad de
oxidar el NHz o reducir el nitrdgeno de compuestos organicos a nitrato, nitrito e hidroxilamina
por medio de enzimas oxidativas que catalizan la reaccion de NHs* a NO~2 %8, algunos de los

genes marcadores implicados en este proceso son amoCAB, Hao, nirK, Nir, NorB, nirS y nosZ
59

Procesos como la reduccion asimilatoria y la reduccion desasimilatoria de nitratos utilizadas
para la conversion a NHz asi como para la desnitrificacién cuentan con genes que codifican
para enzimas implicadas en los procesos como NarB, NR, NasAB y NarGHI, NapAB

respectivamente 5% 57,

La desnitrificacion continta con la reduccion de NO3™ por medio del NO2 a dxido nitrico (NO),
Oxido nitroso (N20) y N2, estos Oxidos son producto de los procesos de nitrificacion,
desnitrificacion y estan relacionadas con el efecto invernadero y el deterioro de la capa de
ozono, en esta fase la concentracion de oxigeno es importante debido a que generalmente
sucede en ambientes anaerobicos con la presencia de intermediarios que garantiza la expresion
genética, nirS, NarG, NapA, nrfA, nirK, norBCZ y nosZ son genes que codifican para enzimas

implicados en la desnitrificacion 96-59,

La nitrificacion completa (Anammox) es la oxidacién anaerdbica del amonio, encargada de
convertir el amonio y el nitrito directamente en gas dinitrdgeno en anaerobiosis (NH*s + NO~

=> N2 + 2H>0), AmoCAB, hzsA, hsh son genes marcadores implicados 56 58

Tabla 1. Microorganismos descritos en los procesos del ciclo del Nitrdgeno. Consultado de:
15,58.

Fijacion de Nitrificacion | Desnitrificac Reduccion Reduccién
nitrogeno ion asimilatoria de | desasimilatoria

nitratos de nitratos

Azospirillum sp | Nitrosococcus Nitrobacter Rhizobium sp Bacillus sp




sp sp

Azotobacter sp Nitrospira sp Paracoccus | Azotobacter sp | Bradyrhizobium

sp sp

Bradyrhizobium | Nitrobacter sp | Pseudomonas | Acinetobacter

sp sp sp

Pseudomonas sp | Nitrospinasp | Agrobacteriu Klebsiella sp

m

4.2.3 Ciclo del Azufre

El azufre es un elemento importante para el metabolismo y en general para la vida, sus
compuestos organicos son de gran relevancia en el ciclo biogeoquimico del azufre, este
elemento cuenta con diversos estados de oxidaciéon que van desde +6 sulfato a -2 HzS 0 El
ciclo del azufre cuenta con tres procesos uno de ellos es la reduccién asimilatoria del sulfato
este inicia con la reduccion de sulfato a sulfito y finalmente reduce el sulfito a sulfuro, los
genes marcadores implicados en este proceso son sat, apr, dsr, mccA, asr 81 por otra parte la
reduccion asimilatoria empieza con el adenosinfosfosulfato APS que se transforma en PAPS,
este se reduce a sulfito y finalmente a sulfuro 89, Estas vias de reduccion del azufre comparten
la via del APS que implica adenosina-5-fosfosulfato como intermediario, el gen marcador de
esta etapa es el apsA este indica la presencia de procariotas reductores de sulfito y oxidantes

del azufre 62. 63,

Por dktimo la oxidacion del azufre es realizada por el sistema SOX, siendo un proceso vital en
el ciclaje del azufre, este comprende la oxidacion de los compuestos reducidos del azufre hasta
S04, para que el complejo SOX sea totalmente funcional debe contar con los siguientes genes

SoxXA, soxYZ, soxCD, rdsr, sqr y soxB el principal marcador de este proceso 62 63,



Tabla 2. Microorganismos descritos en los procesos del ciclo biogeoquimico del azufre.

Consultado de 61-63,

Reduccion asimilatoria/desasimilatoria de sulfato Sistema sox
Desulfococcus Desulfomicrobium Thiobacillus sp
bacylatum
Desulfarculus Desulfobulbus sp Paracoccus pantotrophus
Desulfatibacillum Desulfococcus olevorans Allochromatium minutissimum
Desulfatiglans Desulfovibrio giganteus Corynebacterium
Las clases como Deltaproteobacterias, Gammaproteobacterias, firmicutes, Actinobacteria,
Spirochaetes y fusobacterium, también han sido descritas en procesos del ciclo del azufre.

4.2.4 Ciclo del Carbono

El ciclo del carbono es el mas importante en el ciclaje de nutrientes, debido a que este elemento
es un componente vital de los organismos 64, los autétrofos tienen la capacidad de utilizar el
carbono inorganico y proporcionar nuevamente carbono organico al medio, que posteriormente
sera utilizado por los organismos heterotrofos, estos lo oxidaran de nuevo a carbono inorganico
completando el ciclo, este balance regula la concentracion de CO2y O2 enla atmosfera ©5.

El metabolismo del carbono es complejo e incluye diversos procesos entre estos principalmente
la fijacion del dioxido de carbono, metabolismo de carbohidratos, lipidos, nucleétidos,

aminoacidos, &cido carboxilico, Acyl Co-A'y el metabolismo del metano 6.

El metabolismo del metano es un proceso esencial en el ciclo global del carbono principalmente
porque este gas (CHs) estd catalogado como actor en el efecto invernadero, algunos
microorganismos son capaces de oxidar el metano en presencia de oxigeno por tanto, son
indispensables en la captura del metano 7. Las microorganismos metanotrofos y
metanogénicos son los mas activos en este proceso, los primeros utilizan el CH4 como Unica

fuente de carbono, en cambio los metanogénicos a partir de los procesos metabolicos que llevan



a cabo sintetizan como un subproducto el metano 6, la transformacion de la materia organica
a metano esta dada por procesos como la hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis Yy
metanogeénesis esta Ultima puede tomar tres vias de CO2 a metano, de metanol a metano o de
acetato a metano, posteriormente el metano se oxida hasta formaldehido que serd asimilado
para la biosintesis por la via de la serina, ribulosa y xilulosa monofosfato, o hasta llagar a CO2
como fuente de energia %6 %8 . Algunos de los genes implicados en el metabolismo del metano
son fmdABCDEFGH, mtrABCDEFGH, mcrABCDG, hdrCDE, cdhABCDE, acd ©° el gen pmoA

se ha utilizado como un importante marcador de esta ruta 6768,

Tabla 3. Microorganismos descritos en los procesos del ciclo biogeoquimico del Carbono

(metano). Consultado de 67:68.70

Metanogénicos Metanotroficos

Methanobacteria | Methylomonas sp

Methanococci Methylocystis sp

Methanomicrobiota | Methylobacter sp

Methanopyri Methanosaeta sp

4.3 Metagenomica

4.3.1 Definicion y caracteristicas

La metagendémica se define segin Bonilla-Rosso G. et al 24 como “el analisis fincional y
taxonomico de secuencias de los genomas microbianos colectivos contenidos en una muestra

ambiental, basdndose ya sea en expresion o secuenciacion”.

La metagendmica se deriva de la genémica microbiana la diferencia principal es que la primera
no requiere de la obtencién de cultivos puros para realizar secuenciacion una ventaja que
promete revelar el genoma de microorganismos no cultivables, esta herramienta puede obtener

hasta aproximadamente 1Gb de informacion dependiendo de la plataforma de secuenciacion,



crea hipétesis acerca de la interacciones de la comunidad microbiana ademés, de facilitar la

comprension de la ecologia y la evolucién de los ecosistemas microbianos 7.

El analisis metagenomico requiere de un proceso que comprende recoleccion de la muestra,
extraccion de ADN, elaboracién de la biblioteca, secuenciacion, procesamiento de lecturas,

ensamblaje y anotacion, para realizar un anélisis de datos pertinente 7.

4.3.2 Herramientas bioinforméaticas de analisis metagendmico

4.3.2.1 Megan5.0

Es una herramienta de software para analisis interactivo de gran capacidad para datos de
metagendmica, disponible gratuitamente, con posibilidad de ser ejecutado en maltiples
sistemas operativos. Asigna lecturas, hace alineamientos multiples y ensamblaje contra
secuencias de referencia. Los metadatos de muestra son compatibles. Ofrece asesoria y soporte
a través de la pagina y correo electronico. Disponible en:  httpJ//ab.inf.uni-

tuebingen.de/software/megan6/whats-new/ 72

Ademds, permite analisis funcional con la base de datos KEGG donde intentara poner a cada
lectura un gen con un término KO (Kegg orthology) validd y por ende a una 0 mas vias, para
esto, MEGAN utiliza un mapeo de ndmeros Gl para grupos KO. Si se desea entonces un tipo
de analisis con KEGG, la base de datos que se usa en la alineacion BLAST debe ser nimeros
Gl 73,

4.3.2.2 KEGG

Enciclopedia de Kioto de genes y genomas, es una base de datos que contiene informacion
sobre diferentes vias entre estas las rutas metabdlicas. Asigna a cada gen una funcion de orden
superior ubicada en la base de datos Ruta (Pathway) en donde estan representadas graficamente
vias de procesos celulares 74, a su vez esta base de datos estd complementada con una base de
grupos KO (Kegg Orthology) que hace referencia a funciones moleculares representadas en

ortélogos funcionales por tanto son importantes para predecir la funcion génica.


http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan6/whats-new/
http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan6/whats-new/

También se encuentra disponible una coleccion de unidades funcionales definidas de forma
manual que se denominan Mddulos (Modules) que estan compuestos por términos KO, estos
son utilizados en la interpretacion bioldgica y la ampliacion de genomas secuenciados.

Disponible en: https//www.genome.jp/kegy/ °.

4.3.2.3 Microbiome analyst

Es una herramienta fundamentada en la web para metanalisis estadistico y grafico de datos de
microbioma. Contiene cuatro mddulos entre ellos SDP (Shotgun Data Profiling) que permite
explorar perfiles funcionales y visualizar redes metabdlicas de metagenémica shotgun, el cual
requiere entrada de datos de genes anotados por KEGG Orthology (KO) 76. Disponible en:
http//Amww. microbiomeanalyst.ca/

4.3.2.3.1 Lefse

Es un método estadistico basado en la matriz de abundancia relativa normalizada. Utiliza la
prueba de kruskal-wallis para obtener caracteristicas con abundancias significativamente
diferentes entre las muestras y emplea andlisis discriminante lineal (LDA) para estimar el

tamafio del efecto de cada funcion y asi determina los potenciales marcadores 76 77,

4.3.2.3.2 Biomarcador

Se definen como mediciones (organismos, clados, OTUs-Unidad Taxondmica Operacional,
funciones o genes) que pueden explicar las diferencias entre clases, su consistencia bioldgica

y relevancia de su efecto. Estas caracteristicas afirman que hay diferencias entre clases 7 78,

4.3.2.3.3 Metagenomeseq

Test estadistico que muestra diferencias significativas entre abundancias de clases del
microbioma, integrando el método de normalizacién de datos escala de suma acumulativa

(CSS) y como modelo estadistico la distribucion Gaussian (ZIG) inflada en cero 76.


https://www.genome.jp/kegg/
http://www.microbiomeanalyst.ca/

4.3.2.4 STAMP

STAMP es un paquete de software grafico utilizado para el analisis de perfiles taxondmicos o
metabdlicos, suministrando pruebas de hipotesis, graficos exploratorios, medidas de tamafio
efecto e intervalos de confianza, que determinan la importancia de las caracteristicas biologicas
de un perfil metagenébmico, este emplea pruebas estadisticas y graficos como Anélisis de
componentes principales (PCA), boxplot, mapas de calor, graficos de barras, dispersion etc,
para determinar diferencias entre dos 0 mas muestras, por ejemplo para muestras agrupadas en
tres o mas emplea el test de ANOVA y Kruskal-Wallis H. Ademés, halla caracteristicas
significativas en grupos que se diferencian entre si utilizando la prueba de Tukey-Kramer 7°: €0,
Disponible en: http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP

4.3.2.4.1 Analisis de componentes principales PCA

Gréfica que sefiala patrones dados por la variacion de un conjunto de datos 6. El objetivo del
grafico es representar la informacién importante como un conjunto de nuevas variables
ortogonales denominadas componentes principales mostrando el patron de similitud tanto de

las observaciones como de las variables como puntos en un mapa 82,

4.3.2.4.2 Mapa de calor

Muestra patrones relativos de datos con gran abundancia, menor o ausente 6!, mediante una
matriz de colores rectangular que indica la cantidad (intensidad) de la variable dependiente.

Permite una visualizacién rapida y general de los datos de manera cuantitativa 82.


http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP

5. Disefio metodoldgico

5.1 Universo, poblacion, muestra

La investigacion que se realizard tiene un alcance investigativo de tipo Descriptivo.

Universo: Manglar de la desembocadura del Rio Rancheria, Guajira.

Poblacién: Microorganismos del manglar.

Muestra: Comunidad bacteriana asociada al suelo rizosférico de Avicennia germinans.

Tamafio de la muestra: Tres puntos con gradientes de salinidad contrastantes.

5.2 Hipotesis, variables e indicadores

Hipdtesis: La salinidad influye sobre los genes asociados a ciclos biogeoquimicos del N, Sy

metano de la rizosfera de Avicennia germinans en un manglar semiarido.

Variable dependiente: Gradiente de salinidad.

Variable independiente: Abundancia de genes.

Indicador: Agrupaciones de genes presentes en cada muestra.



5.3 Técnicas y procedimientos

Este trabajo parte del muestreo realizado y descrito por Figueroa 2°. El muestreo se realizd en
una region semiarida del brazo Riito del rio Rancheria, en La Guajira, Colombia. Esté presenta
precipitaciones promedio de 50,7 mm.a-1, temperatura anual de minimo 24,1 y maximo de
33,3 °C con una media de 28,2 °C, irradiacion global horizontal de 5,25 kWh m-2d-1 y un
brillo solar medio de 7,5 horas diarias anuales 83. Se recolectaron nueve muestras de suelo
rizosférico de Avicennia germinans de tres puntos con gradientes de salinidad contrastantes
elegidas por el nivel de conductividad del agua intersticial. Las muestras se clasificaron por
nivel de salinidad alta 4A, 4B, 4C (N 11°33712.0"" W 72°54°03.9""), 61,52 %o de salinidad, CE
38,64 mS cnr?; baja 3A, 3b, 3C (N 11°33°08.4"" W 72°53759.6""), 2,80 %o de salinidad y CE
5,27 mS cml; media 2A, 2B, 2C (N 11°33°11.4"" W 72°54°03.5""), 14,61 %o de salinidad y CE
20.136 mS cml. Para categorizar el manglar, a todas las muestras se les realizaron las
siguientes pruebas y mediciones utilizando el método de relacion suelo: agua 1:1 p/v, con el
método semi-micro Kjeldahl se determiné el contenido de nitrogeno total, los niveles de
amonio Yy nitratos por medio de la extraccion de 2 N KCI, destilacion con MgO y aleacion de
devarda, utilizando extraccion con acetato de amonio 1N se determinaron los contenidos de
Ca, K, Mgy Na 29,

De cada réplica del muestreo se realizd extraccion de ADN gendmico total, utilizando el kit
PowerLyzer PowerSoil DNA isolation (MoBio Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA)
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. La concentracion de ADN
extraido se evalu6 con el fluorémetro Qubit invitrogen (Life Technologies, CA), la integridad
de ADN se observé por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Finalmente se obtuvo
un aproximado de 50 pl de ADN gendmico a 40 ng/ul 2°. La secuenciacion de las muestras se
realizd en la plataforma lllumina HiSeq 2500 2x150pb paired-end (uwBcC

Bioinformatics Resource Center, wisconsin) 8.

Un total de 294 130 516 lecturas fueron secuenciadas, en promedio 32 681 168 para cada una
de las nueve muestras. Utilizando el programa FastQC V 0.11.2 se evalué la calidad de las
secuencias, con el software Trimmomatic V 0.36 se retiraron los primers y adaptadores 85, los
pardmetros con lo que se realizd fueron los siguientes LEADING:15, TRAILING:15,
SLIDINGWINDOW:4220 y MINLEN:100, después de tener las secuencias limpias se



analizaron en DIAMOND v 0.9 8 este realiza el alineamiento, comparando con la base de
datos de proteinas no redundantes del NCBI, mediante el algoritmo BLASTX se determind un
porcentaje de identidad del 80 % (e~ valor 10-°). Se disefidé un script con Python (in house) para
cambiar los codigos de acceso id por gi arrojados por DIAMOND debido a que el software
MEGAN 5 que se uso para realizar la anotacion de las lecturas obtenidas no identifica este

codigo 84,

1. Determinar los genes mas abundantes asociados a ciclos biogeoquimicos del N, Sy

Metano del manglar de la desembocadura del Rio Rancheria, La Guajira.

Se utilizd el software MEGAN 5 para realizar la anotacién funcional de las secuencias en
términos de KEGG 8% y la anotacion taxondmica basada en algoritmo del ancestro en comin
mas bajo LCA, con los pardmetros min-support: 25, min-score:80, top-percent:10, Max
Expected:10-°.

El archivo obtenido en MEGAN 5 se subio a la plataforma web Microbiome Analyst para
realizar el analisis funcional y taxondémico. En donde las abundancias de los términos KEGG
se filtraron para eliminar los términos KO con conteos bajos (menos de 2 conteos en el 20% de
la muestra) y los términos KO de baja varianza (se elimind el 10% de los términos KO en el
rango inter-cuantil de la varianza). Los recuentos fueron normalizados utilizando el algoritmo

Cumulative Sum Scaling.

Cada término de KEGG se asoci6 a las respectivas rutas de metabolismo de nitrégeno
(map00910), metabolismo del azufre (map00920) y metabolismo del metano (map00680), al
igual los términos KO se agruparon en los mddulos de cada ciclo de acuerdo a la base de datos
de KEGG, utilizando las lecturas normalizadas. Ademas, se completaron las rutas de cada ciclo
con las secuencias relacionadas que no fueron involucradas en los mddulos, para plantear una
posible ruta del ciclo en general del manglar. Asi mismo se buscaron términos KO relacionados
con la respuesta al estrés osmotico. Los términos KEGG que se utilizaron fueron los arrojados

por esta base de datos en, agosto 2018.

Para el andlisis taxondémico los datos igualmente fueron ingresados a la pégina web
Microbiome Analyst, las abundancias de cada taxon se filtraron para remover los recuentos
bajos (menos de 10 conteos en el 20% de la muestra) y los taxones de baja varianza (remover

el 10% de los taxones en el rango inter-cuartil de la varianza), los conteos se normalizaron



utilizando el método algoritmo Cumulative Sum Scaling. Los microorganismos obtenidos se
relacionaron para cada proceso de cada ciclo biogeoquimico por medio de literatura utilizando
la base de datos curada Uniprot.

2. Detectar las abundancias que difieren significativamente entre los tres puntos de
salinidad de los genes asociados a ciclos biogeoquimicos del Nitrégeno, Azufre y
Carbono (Metano).

Las abundancias con diferencias significativas entre los puntos de salinidad de los términos
KEGG y de cada taxon se obtuvieron utilizando la plataforma web Microbiome Analyst, con
la funcién MetagenomeSeq usando parametros predeterminados y un valor de p <0,05. Usando
las abundancias de cada modulo se realizaron mapas de calor y PCA con el software STAMP

V 2.1.3 con Anova y Tukey- Kramer como pruebas estadisticas

3. Proponer genes marcadores del efecto de la salinidad en los ciclos biogeoquimicos.

Para determinar los términos KEGG con potencial para ser marcador se utilizd la funcion Lefse
de la pagina web Microbiome Analyst usando los pardmetros predeterminados, con un valor
LDA score 1,0y p <0,05.



3. Resultados

De las secuencias obtenidas de cada muestra, se asignaron 9 731 528 lecturas de los cuales se
anotaron 3832 términos KEGG. La clasificacion taxonomica permitio asignar 4 877 017
lecturas al dominio de Bacteria, en promedio se clasificaron 270 945 lecturas para cada
muestra, con el conteo de lecturas mas bajo y méas alto de 135 192 (4H) y 367 073 (3L)
respectivamente. Después de eliminar las OTU con una abundancia baja (3942) y una varianza

baja (329), se conservaron 2958 OTUs, que se clasificaron en 35 filos diferentes.

El ciclo biogeoquimico del metano presentd las mayores abundancias de secuencias
relacionadas con genes que codifican para alguna enzima implicada en el ciclo biogeoquimico,
seguido del ciclo del N y el S, en las tres salinidades tanto por modulos como por ruta completa,
que incluye secuencias encontradas que no pertenecen a ningin modulo pero que al igual
participan en el ciclo; Se observd que la salinidad Unicamente influyé en el ciclo del metano,

presentando las mayores abundancias en salinidad alta (Figura 1- 2).

Promedio de lecturas de cada Ciclo biogeoquimico en los tres puntos de salinidad por pathways
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I Baja

1.000

Promedio de lecturas normalizadas

Metano Nitrogeno Azufre

Rutas metabolicas

Figura 1. Promedio de lecturas de los ciclos biogeoquimicos del Metano, S y N por cada punto

de salinidad H (alta), M (media), L (baja). Valor de significancia entre las abundancias de los

tres puntos de muestreo (***) p<0,001.



Promedio de lecturas de cada Ciclo biogeoquimico en los tres puntos de
salinidad por moédulos.
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Figura 2. Promedio de lecturas por modulos de los ciclos biogeoquimicos del Metano, S 'y N

por cada punto de salinidad H (alta), M (media), L (baja). Valor de significancia entre las

abundancias de los tres puntos de muestreo (***) p<0,001.

6.1 Ciclo del Metano

El 3,1% de las lecturas se encontraron asociadas al ciclo del metano. De los 180 términos de
KEGG del ciclo del metano, 110 (61,1%) fueron identificados. EI PCA para este ciclo separd
la salinidad alta de las deméas salinidades con una representatividad del 86,8% (Figura 4). Se
detectaron todos los 11 mddulos de KEEG asociados al ciclo biogeoquimico a excepcion de
Extension de la cadena del acido 2-Oxocarboxilico (M00608). De estos 11 modulos seis
presentaron diferencias  significativas entre los tres puntos de salinidad cinco
sobrerrepresentados en salinidad alta y uno en baja (Figura 3, 5) (Anexo 1). A pesar de haber
encontrado mddulos relacionados con la metanogénesis no se encontraron genes involucrados
en la Ultima reaccion para la formacion del metano (mcrABCDG) ni microorganismos
metanogénicos. Por otro lado, se relacionaron 29 géneros metilotrofos, nueve (31%) fueron
influenciados por la salinidad como: Methylocystis, Methyloversatilis y Methylibium

sobrerrepresentados en salinidad baja (Anexo 4)
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6.2 Ciclo del Nitrégeno

Para el ciclo del N se asigno el 2,4% de las lecturas obtenidas y se identificaron 46 (76,6%) de
los 60 términos de KEGG de este ciclo. EI PCA para este ciclo separd la salinidad alta de las
demés salinidades con una representatividad de 92,1% (Figura 7). Todos los mddulos
presentaron mayor abundancia en baja salinidad y tuvieron diferencias significativas (Anexo
2), a excepcion de la desnitrificacion que resultd ser el médulo més abundante junto con la
reduccion desasimilatoria de nitratos. EI modulo de fijacion de nitrogeno fue el menos
abundante y la nitrificacion (M00528) no fue detectada (Figura 6, 8). Se relacionaron por
literatura 38 géneros bacterianos con el ciclo del N, de los cuales 22 (57,8%) fueron
influenciados por la salinidad. Diazotrofos como Azospirillum, Rhodospirillum y Pseudomonas
y nitrificadores como Nitrospira, Nitrosococcus y Nitrospina obtuvieron mayores abundancias

en salinidad alta (Anexo 5).
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Figura 6. Ruta del ciclo del N del Manglar del Delta del Rio Rancheria, Guajira. Representado
por modulos segun la base de datos KEGG modules. Se encuentran las respectivas abundancias

en degradé de colores de los tres puntos de salinidad Alta (oscuro), Media (medio) y Baja



(claro). Las lineas de color negro representan las secuencias halladas que codifican para otros

procesos que no se agrupan en ningun modulo.

= Hygh
=3 Low
= wid .
0.02 - |
A |
I o]
B O ! o]
0.01 A | o
O B !
9 I
[2)]

D 000 = = = - - - - - - - = - e
3 &7 o
o [

& s
- B A A
0.01 O (] |
|
| Qo
-0.02 |- I
| o
] | ]
-0.02 0.00 0.02 0.04

PC1 (77.2%)

Figura 7. Andlisis de componentes principales PCA, de modulos del ciclo del N agrupado en
los tres puntos de salinidad alta (azul), media (verde) y baja (naranja). Grafico extraido con
STAMP.

abundance |

e e e T
—L -

_ M00804

M00530

AT
FATI 4
™ oF
74 OF
Y 8f
7y 8y

~
‘ZD
=
o

14 8BE
TH 82
74 az
ATleT4
AT eT4
TH D€
7Y DF
FATI T4
¥ ve
74 vE

[4- 13

3 High
3 Low
3 Mid



Figura 8. Mapa de calor. Modulos del ciclo del N con un nimero de secuencias
correspondientes a cada punto de salinidad. H (alta), M (media), L (baja). Grafico extraido con
STAMP.

6.3 Ciclo del Azufre

Al ciclo del azufre se asignaron aproximadamente el 1.0 % de las lecturas y se identificaron 62
(62%) de los 100 términos de la via metabdlica del S. EI PCA para este ciclo separo la salinidad
baja de las demas salinidades con una representatividad de 100% (Figura 10). Los modulos de
reduccion desasimilatoria de sulfatos (M00596) y oxidacion del tiosulfato por el complejo SOX
(M00595) presentaron diferencias significativas por salinidad (Anexo 3). El mddulo oxidacidn
del tiosulfato por el complejo SOX presentd6 mayores abundancias en salinidad baja, mientras
que el modulo reduccion desasimilatoria del sulfato en salinidad alta. EI mddulo reduccién
asimilatoria del (M00176) fue el mas abundante (Figura 9, 11). De 70 géneros relacionados
con el ciclo del S, 44 (62,44%) fueron influenciados por la salinidad. La reduccion de sulfatos
se relaciondé con Desulfobulbus, Desulfosarcina y Desulfatiglans, mientras que la oxidacion
del S con Thioalkalivibrio, Thioploca y Thermithiobacillus sobrerrepresentados en salinidad
alta (Anexo 6).
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Figura 9. Ruta del ciclo del S del manglar del Delta del Rio Rancheria, Guajira. Representado
por modulos segun la base de datos KEGG modules. Se encuentran las respectivas abundancias
en degradé de colores de los tres puntos de salinidad Alta (oscuro), Media (medio) y Baja
(claro). Las lineas en color negro representan las secuencias halladas que codifican para otros

procesos gue No se agrupan en ningin  mddulo.
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Figura 10. Analisis de componentes principales PCA, de mddulos del ciclo del S agrupado
en los tres puntos de salinidad alta (azul), media (verde) y baja (naranja). Grafico extraido
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Figura 11. Mapas de calor. Mddulos del ciclo del S con un numero de secuencias

correspondientes a cada punto de salinidad. H (alta), M (media), L (baja). Grafico extraido con
STAMP.

6.4 Biomarcadores

Se obtuvieron 34 marcadores asociados a los ciclos biogeoquimicos 17 para salinidad alta, seis
para media y 11 para baja (Figura 12-14). Para el ciclo del Metano en salinidad baja no se
encontraron genes marcadores, para salinidad media K00600 (glyA) y para salinidad alta
K01007 (pps) (Figura 12). Para el ciclo del N para salinidad baja con mayor LDA score se
detecté K01915 (gInA), para salinidad media K04561 (norB), y para salinidad alta K15864
(nirS) (Figura 13). Para el ciclo del S para salinidad baja se encuentra K00955 (cysNC), para
salinidad media K00958 (sat), y para salinidad alta KO0957 (cysD) (Figura 14).

Biomarcadores en termino KO para el ciclo del Metano

KO1007 pps, ppsh; pyruvate, water dikinase
k00600 glyA, SHMT; glycine hydroxymethyltransferase
K14083 mtiB; trimethylamine-—corrinoid protein Co-methyltransferase
KD2446 glpX; fructose-1,6-bisphosphatase ||
KO015585 ppc; phosphoenolpyruvate carboxylase I
K11779fbiC; FO synthase
KOD200 fwdA, fmdA; formylmethanofuran dehydrogenase subunit A

Terminos de KO

K14067 mtkA; malate-CoA ligase subunit beta
K10713 fae; 5,6,7,8-tetrahydromethanopterin hydro-lyase

K11532 glpX-3EBP; fructose-1,6-hisphosphatase I/ sedoheptulose-1,7-..
KOBES2 mtkE; malate-CoA ligase subunitalpha

K10714 mtdB; methylene-tetrahydromethanopterin dehydrogenase I
Alta

M vedia
Baja

0 0,2 04 06 02 1 1,2 14
LDA score

Figura 12. Términos KO marcadores del ciclo biogeoquimico del metano en los tres puntos

de salinidad,



Biomarcadores en terminos de KO para el ciclo del N

K01515 gInd, GLUL; glutamine synthetase

KOO370 narG, narZ, nxr4; nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, alpha...
K04561 norB; nitric oxide reductase subunit B
K002561 GLUD1_2, gdhd; glutamate dehydrogenase (NAD(P)+)

KO00376 nosZ; nitrous-oxide reductase

Terminos de KD

K15864 nir; nitrite reductase (NO-forming) / hydroxylamine reductase
K1557 6 nrtd, nasF, cynd; nitrate/nitrite transport system substrate-binding...
KO037 2 nash; assimilatory nitrate reductase catalytic subunit

KOO037 4 narl, narV; nitrate reductase gamma subunit

KDO36E nirA; ferred oxin-nitrite reductase

B At

M vedia 0,000 0200 0400 0600 0,800 1,000 1,200 1,800
M Baja

LDA score

Figura 13. Términos KO marcadores del ciclo biogeoquimico del N en los tres puntos de

salinidad.

Biomarcadores en terminos KO para el ciclo del Azufre

KOOS58 sat, met3; sulfate adeny iyltransferase

KOOB57 cysD; sulfate adenylyltransferase subunit 2
K00855 cysNC; bifunctional enzyme CysN/CysC

k11180 dsr&; dissimilatory sulfite reductase alpha subunit
K11181 dsrB; dissimilatory sulfite reductase beta subunit
RO0860 cysC; adenylylsulfate kinase

K17224 soxB; Ssulfosulfanyl-L-cysteine sulfohydrolase

K17225 soxC; sulfane dehydrogenase subunit SoxC

Terminos de KO

KO0380 cys); sulfite reductase {NADPH) flavoprotein alpha-component
K15552 1a3uC; taurine transport system permease protein

K0204 7cysW; sulfate transport system permease protein

k17222 soxA; sulfur-oxidizing protein SoxA
B At &
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B Baja LDA scare
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Figura 14. Términos KO marcadores del ciclo biogeoquimico del S en los tres puntos de
salinidad.

Al evaluar la respuesta al estrés osmotico, se identificaron 16 términos KO asociados a la
produccion de osmolitos como prolina, betaina, glutamina y glutamato. La abundancia de estos

genes aumentd en la medida que la salinidad fue mayor, a diferencia de los dos mddulos



afectados negativamente por la salinidad M00461 (MtB-MtrA) y M00445 (EnvZ-OmpR)

implicados en el estrés osmotico (Table 4).

Tabla 4. Abundancias normalizadas de términos KO asociados a la produccion de osmolitos

compatibles y mddulos asociados con la respuesta al estrés osmatico.

FUNCION KO/M;)DUL GEN ALTA | mebia | BAJA p-value FDR
K00147 | proA glutamato-5- | 35 | 28 26 1,06E-01 0.0002561
Biosintesis de semialdehido 2
prolina deshidrogenasa
[EC:1.2.1.41]
K00931 proB; glutamato 5-quinasa | 9 9 9 0,017271 0,041755
[EC:2.7.2.11]
K00286 proC; pirrolina-5- | 5 5 4 0,11468 0,19317
carboxilato reductasa
[EC:15.1.2]
K06718 | ectA; L-2,4-4cido | O 0 0 0,72008 0,79246
Biosintesis de diaminobutirico
ectoina acetiltransferasa
[EC:2.3.1.178]
KO00836 | ectB, dat; diaminobutirato - | 25 16 12 2,05E-02 9,56E-01
2-oxoglutarato
transaminasa [EC:2.6.1.76]
K06720 | ectC; L-ectoina sintasa | 2 2 2 0,58419 0,67488
[EC:4.2.1.108]
K10674 | ectD; ectoina hidroxilasa | 6 4 4 0,0001066 | 0,0009868
[EC:1.14.11.55] 2 4
Biosintesis de KO00697 | otsA; trehalosa 6-fosfato | 7 8 8 0,22337 0,32595
trehalosa sintasa [EC:2.4.1.15
2.4.1.347]
K01087 | otsB; trehalose 6-fosfato [ O 0 0 0,050768 0,099155
fosfatasa [EC:3.1.3.12]
Biosintesis K03692 | E2.4.1.213; 0 0 0 0,0045366 0,014858

Glucosilglicero
I

glucosilglicerol-Fosfato
sintasa [EC:2.4.1.213]




Transporte de K05847 OpUA; Sistema de| 8 8 5 0,0003132 0,0020712
prolinay transporte osmoprotector, 9
betaina proteina de unién a ATP
K00108 | betA, CHDH; colina| 21 | 20 18 0,0045304 0,014851
Sintesis de deshidrogenasa
betaina [EC:1.1.99.1]
K00130 betB, gbsA; betaina-| 10 12 10 0,72581 0,79598
aldehido deshidrogenasa
[CE: 1.2.1.8]
Sintesis de K15371 | GDH2; glutamato | 39 | 33 29 0,0002603 | 0,0018496
glutamato deshidrogenasa
[EC:1.4.1.2]
Sintesis de K01915 | ginA, GLUL; glutamina | 131 | 111 | 104 | 0,0001358 | 0,0011889
glutamina sintetasa [EC:6.3.1.2] 7
ACC K01505 | E3.5.99.7; 1-| 4 4 3 0,081043 0,14498
desaminasa aminociclopropano-1-
carboxilato desaminasa
[CE: 35.99.7]
MtrB-MtrA  Sistema de| O 2 1 0,00002 0,00016
regulacion de dos
componentes (respuesta al
estrés
osmotico).[PATH:map020
Respuesta al 20] [BR:ko02022]
estrés osmotico | MO00461 | EnvZ-OmpR Sistema de | 5 5 7 0,00058 0,00205

regulacion de dos
componentes (respuesta al
estrés
0smotico)[PATH:map020
20] [BR:k002022]




4. Discusion

La salinidad influyo significativamente en las abundancias de algunas funciones bioquimicas,
sin alterar el potencial funcional en general de cada punto. Esto sugiere una adaptacion de las
comunidades bacterianas a la fluctuacion de la salinidad en los manglares, o que los niveles de

salinidad medidos no son extremos para llegar a afectar estos ecosistemas 87.

En general los modulos de cada ciclo biogeoquimico se identificaron en cada punto de salinidad
pero con diferencias en las abundancias, posiblemente por qué en el manglar habitan banco de
semillas qué son microorganismos que se activan metabolicamente cuando encuentran
condiciones ideales, lo que explicaria el mantenimiento de los servicios ecosistémicos de los

manglares 50-52.88 y garantizan alta resilencia del ecosistema ante disturbios 8°

El ciclo mas abundante fue el metano, seguido del N y S. Esto estd asociado posiblemente a
que este ciclo estd compuesto de una mayor cantidad de genes a comparacion de los otros dos
ciclos, al igual que a las altas abundancias de genes del metabolismo de pequefios compuestos
organicos, como el formaldehido, acetato, CO: y las metilaminas. Estos uakimos son
compuestos no competitivos bien asimilados por los microorganismos metilotrofos y
metanogenos, contrario a las bacterias reductoras del azufre, que no tienen la capacidad de

asimilarlos ya que Unicamente utilizan hidrogeno eficientemente en su actividad metabdlica °°.

A pesar de la ausencia de genes involucrados en la metanogénesis, no se descarta que pudiese
haber produccion directa de metano, ya que los manglares se consideran emisores significativos
de CH4, como lo reportaron Andreote 28 y Rampadarath 4°. Sin embargo, Lin 4 reportaron una
disminucion en genes mcr asociados a la metanogénesis y presencia de metanotrofos en
manglar. Por otra parte, las concentraciones de metales pesados en el manglar de estudio (Pb
de 46,6 pg g1, Nide 42,8 pug g y baja concentracion de Cu'y Zn) °! podrian ser inhibitorias
para la metanogénesis 38. Igualmente, la metanogénesis puede ser inhibida por el 2-
bromoetanosulfonato, 2-cloroetanosulfonato, 2-mercaptoetanosulfonato y lumazina, analogos
de la coenzima M, importante en la reduccion de metilo a metano °2. Estos compuestos no han
sido identificados en los manglares de la Guajira. Incluso, el H2S es un inhibidor de la

metanogénesis 3, caracteristico y favorecido en los manglares. Por el contrario, en el manglar



predominaron los microorganismos metanotrofos como Methylocystis, Methyloversatilis y
Methylibium sobrerrepresentados en salinidad baja. Los microorganismos D-AMO importantes
en la oxidacion anaerdbica del metano, se ha evidenciado, son afectados por altos niveles de

salinidad °4, contrario a nuestros resultados.

Todos los modulos del ciclo del N fueron detectados, a excepcion de la nitrificacion (M00528),
proceso que es favorecido por condiciones aerébicas y afectado por ambientes hipersalinos 0
87,95 No obstante, se registraron lecturas de la nitrificacion completa y bacterias nitrificantes
como Nitrospira, Nitrosococcus y Nitrospina, con mayores abundancias en alta salinidad que
aumentan la produccién de nitritos para desnitrificacion °°. La desnitrificacion y reduccion
desasimilatoria de nitratos fueron los mddulos con mayor abundancia en todas las salinidades
(Fig. 6), tal como lo encontrado en manglares de Brasil 28 3°. Esto indica ingreso de nitratos al
manglar, condiciones anaerébicas o minimas de oxigeno, en donde estos procesos se han
reportado como posibles causantes de la pérdida de nitrogeno, participando en la
descomposicion de la materia organica °¢ y la utilizacion de nitratos como aceptor final de

electrones al haber escasez de oxigeno en la respiracion microbiana 479

La desnitrificacion no fue afectada por la salinidad, lo que contrasta con evidencias de que el
aumento de la salinidad disminuye la abundancia de nirkK y nosZ 7. La baja fijacion de N
sugiere contaminacion del agua por fuentes ricas en N como aguas residuales agricolas y
domésticas 1 que pueden inhibir la actividad nitrogenasa 1°. En ecosistemas no contaminados
la fijacion de N suele ser elevada y puede prevalecer incluso sobre la desnitrificacion °7, todos
estos resultados coinciden con lo encontrado en manglares de Brasil contaminados como
pristinos 2839, Aqui se detectaron importantes diazotrofos como Azospirillum, Rhodospirillum
y Pseudomonas, que se asocian con plantas de manglar °8 y podrian contribuir a promover el

crecimiento o mitigar el estrés salino 99 100,

Todos los mddulos del ciclo del S se detectaron. Predomind la reduccion del sulfato a H2S
sobre la oxidacion de tiosulfato a sulfato (Fig. 9), dadas las condiciones anaerdbicas de los
manglares 228 por inundacion y el ingreso de sulfatos por agua de mar 191, La reduccion del
sulfato estd asociada a la descomposicion de la materia organica en ambientes anaerdbicos 102
y la degradacion de compuestos xenobibticos ciclicos 193, Varén-Lépez y colaboradores 104
hallaron aumento de bacterias sulfatorreductoras (SRB), asociado a prevalencia del gen aprA

(adenosine-5-phosphosulphate reductase) en manglares contaminados con petroleo y aguas



residuales. Entre SRB predominantes en manglares alterados se encuentran los ordenes
Desulfobacterales y Desulfovibrionales 194, Este trabajo detectdé  Desulfobacterales
representadas por los géneros Desulfobulbus, Desulfosarcina y Desulfatiglans, favorecidos por

salinidad alta.

La reduccion del sulfato aumentd con la salinidad (Fig. 9). En lagos hipersalinos predominan
los microorganismos con actividad reductora de sulfatos capaces de mantener la concentracion
de sal intracelular igual a la externa por el uso de K*, una estrategia de menor costo frente a la
acumulacion de solutos organicos compatibles 87 195, Por otra parte, la oxidacion de tiosulfato
fue detectada en bajas abundancias y afectada por las salinidades medias y altas (Fig. 9). Este
proceso es desempefiado por bacterias oxidantes del azufre (SOB) como las bacterias purpura
del azufre y quimiotréficas en lagos de soda 196, mientras en manglares se han registrado SOB
como Thiobacillus 1%4. Nosotros detectamos SOB como Thioalkalivibrio, Thioploca vy

Thermithiobacillus favorecidas por la salinidad alta.

Los modulos que obtuvieron mayores abundancias en salinidad baja pudieron deberse a que
los microorganismos no adaptados a salinidades altas disminuyen su actividad y crecimiento
en esta, por el alto costo energético asociado a la produccion de osmolitos el estrés osmético
produce * 25, Ademas, que los dos méddulos relacionados con la respuesta al estrés osmético
fueron abundantes en salinidad baja; La alta abundancia de microorganismos de manglar podria
obedecer a la contribucién de microorganismos de agua dulce y del agua de mar %7 | las cuales
reaccionan positivamente ante bajas y altas salinidades lo que podria explicar que la salinidad
media presente las menores abundancias en algunos modulos; Mientras que las altas
abundancias en salinidad alta estd dada por los microorganismos halotolerantes y en ambientes
donde hay baja concentracién de sales se afecta su crecimiento %2 y segun los resultados se
caracterizaron por presentar los mayores recuentos de genes para la sintesis de osmolitos tipo

glutamato, prolina, glutamina y betaina.

Segun el analisis de componentes principales la salinidad media a comparacion de los otros
dos puntos de salinidad no se encuentra agrupada aparte de las otras dos salinidades
posiblemente por qué a salinidad de aproximadamente de 15%o, los microorganismos haldfilos
tienen mejor supervivencia lo que concuerda con un estudio realizado en tres estanques de sal

con porcentaje de salinidad diferentes 52,



En algunos modulos de los ciclos biogeoquimicos no se detectaron todas las enzimas
involucradas. Esto cuestiona la capacidad de los microorganismos para desarrollar estas
actividades. No obstante, abordar los ciclos biogeoquimicos por modulos presenta un menor
sesgo que la descripcion de un proceso metabdlico basado en un solo gen marcador. Esto
sugiere que las aproximaciones de metagendmica se deberian correlacionar con actividades

enzimaticas especificas, mediciones analiticas o datos de metatranscriptomica.

En los genes marcadores, se detectaron genes que aumentaron su abundancia en cada nivel de
salinidad. La mayoria de marcadores se obtuvieron para salinidad alta y menos para salinidad
media. Para el ciclo del N para salinidad baja el gen gInA, involucrado en la asimilacion del
amonio 198 y sintesis de aminoacidos 199, Para salinidad media norB, este reduce de NO a N20
como parte de la desnitrificacion completa 119, para salinidad alta nirS, un importante gen en el
proceso de desnitrificacion, encontrado en proteobacterias aisladas de suelos con diferentes
tratamientos de fertilizantes, en donde se detectd una mayor cantidad de este gen en suelo con
fertilizante 111, lo que indica que la contaminacién por aguas residuales de agricultura que
afecta el manglar puede aumentar la poblacién de desnitrificadores. Para el ciclo del S en
salinidad media sat es un gen encargado de la captacion del azufre y la respiracion con sulfato,
sin embargo, sus funciones son diversas dependiendo del organismo 112 ; en salinidad baja el
gen marcador fue cysNC, es un complejo encontrado en analisis metagenomico de sedimentos
marinos a una profundidad de cinco mil metros por debajo del mar, actuando en la reduccién
asimilatoria de sulfatos 47, este complejo en conjunto con CysD gen marcador en salinidad alta
se asociaron a la produccién de H2S en un cultivo con condiciones minimas de agua 13. Esto
podria simular el funcionamiento de la microbiota en las condiciones semiaridas del manglar.
Para el metabolismo del metano en salinidad alta pps, este interviene en la transferencia de un
fosfato de ATP => piruvato + H2O !4 y para salinidad media glyA, este fue encontrado en
Arthrobacter sp un microorganismo metilotrofo productor de la enzima serina
hidroximetiltransferasa involucrada en la produccién de serina '1°. Ambos genes marcadores
del metabolismo del metano estan involucrados en la asimilacion de formaldehido por la ruta
serina. Por otro lado, el no encontrar marcadores en baja salinidad puede deberse a que ningun

gen en el metabolismo del metano es influenciado significativamente por estas condiciones.



5. Conclusiones

Los manglares son ecosistemas diversos que presentan comunidades bacterianas adaptadas a
la fluctuacion de la salinidad. En el manglar predomind el ciclo del metano sobre los deméas
ciclos debido al gran nimero de genes que lo componen, predominaron las bacterias
metanotrofas. Para el ciclo del N abund6 la desnitrificacion y la inhibicion de la fijacion de N.
En el ciclo del S prevalecieron los procesos de reduccion, representados por las
Desulfobacterales. Los modulos del ciclo del N tienden a disminuir su abundancia por la

salinidad, mientras los modulos del ciclo del Sy metano tienden aumentar.

El metabolismo del metano fue el Unico que tuvo un efecto significativo en abundancia entre
las tres salinidades. Sin embargo, la salinidad no afectd las categorias funcionales de ningln
ciclo, lo que indica la tolerancia de los manglares para mantener la actividad microbiana ante
cambios de salinidad que en este caso se relaciond con el aumento de osmolitos tipo glutamato,

prolina, glutamina y betaina.

La salinidad alta representd el punto en donde se puede encontrar mayor abundancia de genes
marcadores de los ciclos, como transferencia de moléculas de ATP a piruvato, sin embargo la
salinidad media favorecio los que intervienen en la produccion de H2S y la baja en la

asimilacion del amonio.
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Anexos

Anexo 1. Modulos del ciclo del Metano con diferencias significativas en los tres puntos de

salinidad Alta (H), Baja (L) y Media (M) analizadas mediante Metagenomic seq.
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MO00174

M0O0174 Methane oxidation, methanotroph, methane => formaldehyde [PATH:map01200 map01220 map00680]
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Anexo 2. Maddulos del ciclo del Nitrégeno con diferencias significativas en los tres puntos de

salinidad Alta (H), Baja (L) y Media (M) analizadas mediante Metagenomic seq.
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Nitrificacion completa,
comammox, amonio
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M00B04 Complete nitrification, comammox, ammonia == nitrite => nitrate [PATH:map00910]
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M00175 M0O0175 Mitrogen fixation, nitrogen => ammonia [PATH:map00910]
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Anexo 3. Mddulos del ciclo del Azufre con diferencias significativas en los tres puntos de
salinidad Alta (H), Baja (L) y Media (M) analizadas mediante Metagenomic seq.

Modulos Detalles
MO0595 Thiosulfate oxidation by SOX complex, thiosulfate == sulfate [PATH:map00920]
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Anexo 4. Géneros asociados al ciclo biogeoquimico del metano con su respectiva abundancia

relativa, FDR y p values

p values FDR ALTA MEDIA BAJA

Metanotrofos
Clostridium 0,0016625 0,0053788 0,0002 0,0001 0,0001
Methylacidiphilum 0,048442 0,085541 0,0002 0,0001 0,0001
Methylibium 0,0002248 0,001172 0,0006 0,0007 0,0009
Methylobacillus 0,12069 0,17724 0,0002 0,0002 0,0003
Methylobacter 2,15E-03 6,38E-02 0,0016 0,0013 0,0009
Methylobacterium 0,54524 0,61767 0,0021 0,0022 0,0023
Methylocaldum 8,18E-04 1,89E-01 0,0016 0,0011 0,0009
Methylocapsa 0,088734 0,13862 0,0004 0,0005 0,0005
Methyloceanibacter 0,058666 0,10052 0,0173 0,0631 0,0222
Methylocella 0,0036146 0,010041 0,0002 0,0002 0,0002
Methylococcaceae 5,52E-02 7,50E-01 0,0009 0,0007 0,0006
Methylococcus 2,38E-03 6,72E-02 0,0010 0,0007 0,0006
Methylocystis 0,015961 0,033506 0,0008 0,0009 0,0009
Methyloferula 0,42398 0,50364 0,0002 0,0003 0,0003
Methylogaea 0,0096751 0,022511 0,0002 0,0001 0,0001




Methyloglobulus 2,02E-03 6,36E-02 0,0003 0,0002 0,0002
Methylohalobius 4,76E-05 4,76E-03 0,0022 0,0012 0,0009
Methylomarinum 1,17E-02 2,48E-01 0,0008 0,0004 0,0004
Methylomicrobium 5,03E-03 1,23E-01 0,0005 0,0004 0,0003
Methylomonas 1,95E-01 0,00017288 0,0014 0,0009 0,0009
Methylophaga 0,14716 0,21172 0,0036 0,0020 0,0029
Methylophilaceae 0,55926 0,63031 0,0001 0,0001 0,0001
Methylophilus 0,8691 0,89672 0,0000 0,0000 0,0000
Methylopila 0,0049115 0,013406 0,0006 0,0006 0,0007
Methylosarcina 0,00019173 0,0010238 0,0011 0,0011 0,0007
Methylosinus 0,63747 0,70474 0,0003 0,0002 0,0003
Methylotenera 0,82952 0,86327 0,0003 0,0003 0,0003
Methyloversatilis 0,00010682 0,00064364 0,0005 0,0007 0,0009
Methylovulum 1,50E-01 0,00014354 0,0003 0,0002 0,0002

Anexo 5. Géneros asociados al ciclo biogeoquimico del nitrdgeno con su respectiva abundancia
relativa, FDR y p values.



p values FDR ALTA MEDIA BAJA
Diazotrofos

Azorhizobium 2,09E-02 3,71E-01 0,0004 0,0005 0,0007
Azoarcus 0,068973 0,11459 0,0017 0,0016 0,0016
Azohydromonas 1,07E-01 0,00011631 0,0003 0,0004 0,0006
Azonexus 0,022691 0,044572 0,0001 0,0002 0,0002
Azospira 0,0023274 0,0069606 0,0003 0,0004 0,0005
Azospirillum 0,00010443 0,00063939 0,0059 0,0051 0,0044
Azotobacter 0,0013497 0,0046689 0,0004 0,0003 0,0003
Azovibrio 0,013681 0,029278 0,0002 0,0003 0,0003
Bradyrhizobium 0,0079732 0,019404 0,0088 0,0099 0,0113
Clostridium 0,0016625 0,0053788 0,0002 0,0001 0,0001
Cyanothece 0,0003789 0,0017572 0,0007 0,0006 0,0005
Klebsiella 0,005322 0,014269 0,0001 0,0001 0,0001
Pseudomonas 0,0013351 0,0046327 0,0063 0,0052 0,0052
Rhodobacter 3,77E-04 2,18E-02 0,0005 0,0006 0,0012
Rhodospirillum 0.00066881 0.0028172 0,0028 0,0023 0,0020
Sinorhizobium 0,079533 0,12668 0,0016 0,0016 0,0018

Desnitrificantes
Pseudomonas 0,0013351 0,0046327 0,0063 0,0052 0,0052




Agrobacterium 0,00032011 0,0015243 0,0006 0,0006 0,0008
Alcaligenes 0,020059 0,040486 0,0001 0,0001 0,0001
Bacillus 0,00026478 0,0013239 0,0020 0,0035 0,0036
Burkholderia 0,27306 0,34804 0,0053 0,0053 0,0051
Mesorhizobium 0,073643 0,11966 0,0052 0,0054 0,0057
Nitrobacter 4,51E-04 1,13E-01 0,0005 0,0005 0,0008
Paracoccus 3,49E-01 0,00026445 0,0013 0,0012 0,0019
Rhizobium 0,00037499 0,0017509 0,0031 0,0031 0,0039
Nitrificantes
Arthrobacter 0,071997 0,11803 0,0003 0,0005 0,0003
Aeromonas 0,12698 0,1855 0,0001 0,0001 0,0001
Bradyrhizobium 0,0079732 0,019404 0,0088 0,0099 0,0113
Nitrobacter 4,51E-04 1,13E-01 0,0005 0,0005 0,0008
Nitrococcus 0,069068 0,11459 0,0024 0,0016 0,0019
Nitrolancea 0,11805 0,17407 0,0009 0,0009 0,0008
Nitrosococcus 2,10E-03 6,38E-02 0,0071 0,0042 0,0029
Nitrosomonas 0,15996 0,22616 0,0021 0,0021 0,0020
Nitrosospira 0,010079 0,023195 0,0011 0,0015 0,0017
Nitrospina 1,32E-05 1,81E-03 0,0016 0,0009 0,0007




Nitrospira 0,00016081 0,00088892 0,0238 0,0107 0,0090
Nitrospirillum 0,47504 0,55354 0,0003 0,0003 0,0003
Reductores asimilatorios
de nitratos
Acinetobacter 0,39975 0.48068 0,0002 0,0001 0,0002
Azotobacter 0,0013497 0,0046689 0,0004 0,0003 0,0003
Bacillus 0,00026478 0,0013239 0,0020 0,0035 0,0036
Klebsiella 0,005322 0,014269 0,0001 0,0001 0,0001
Serratia 0,016872 0,035151 0,0001 0,0001 0,0000
Reductores disimilatorios
de nitratos
Bacillus 0,00026478 0,0013239 0,0020 0,0035 0,0036
Bradyrhizobium 0,0079732 0,019404 0,0088 0,0099 0,0113

relativa, FDR y p values.

Anexo 6. Geéneros asociados al ciclo biogeoquimico del azufre con su respectiva abundancia

p values FDR ALTA MEDIA BAJA
Reductores
asimilatorios/disimaltorios
de sulfato
Desulfococcus 9,33E-03 2,09E-01 0,0036 0,0028 0,0013




Desulfarculus 0,00014789 0,00083635 0,0012 0,0009 0,0008
Desulfatibacillum 7,94E-01 0,00052292 0,0002 0,0002 0,0001
Desulfatiglans 0,015575 0,032759 0,0015 0,0011 0,0011
Desulfatirhabdium 0,091634 0,14197 0,0008 0,0006 0,0006
Desulfatitalea 0,32703 0,40556 0,0018 0,0014 0,0015
Desulfitibacter 2,45E-01 0,00020768 0,0002 0,0001 0,0001
Desulfitobacterium 0,031618 0.059555 0,0002 0,0002 0,0002
Desulfobacca 0,48154 0,55815 0,0010 0,0008 0,0018
Desulfobacter 8,02E-01 0,00052292 0,0007 0,0005 0,0004
Desulfobacterium 0,00011934 0,00069825 0,0005 0,0003 0,0003
Desulfobacula 0,00075706 0,0030685 0,0007 0,0006 0,0005
Desulfobulbus 0,0011828 0,0042003 0,0024 0,0019 0,0015
Desulfocapsa 0,00073747 0,0030497 0,0010 0,0008 0,0005
Desulfocarbo 0,00095783 0,0035753 0,0007 0,0005 0,0005
Desulfocurvus 0,021253 0,042368 0,0003 0,0003 0,0002
Desulfohalobium 0,0020739 0,006408 0,0003 0,0002 0,0002
Desulfomicrobium 0,096121 0,14726 0,0004 0,0003 0,0003
Desulfomonile 0,31199 0,38955 0,0014 0,0012 0,0013
Desulfonatronospira 7,37E-01 0,00049707 0,0003 0,0002 0,0002




Desulfonatronovibrio 3,82E-01 0,00028611 0,0004 0,0003 0,0002
Desulfonatronum 0,00075223 0,0030685 0,0008 0,0006 0,0006
Desulforegula 0,24102 0,31675 0,0003 0,0002 0,0002
Desulfosarcina 0,0013741 0,0046992 0,0021 0,0017 0,0012
Desulfospira 0,0008364 0,0032742 0,0007 0,0006 0,0004
Desulfosporosinus 0,014112 0,030025 0,0004 0,0004 0,0003
Desulfotalea 0,019666 0,04006 0,0004 0,0003 0,0003
Desulfotignum 0,0010163 0,0037389 0,0004 0,0003 0,0002
Desulfotomaculum 0,0082484 0,019898 0,0012 0,0012 0,0010
Desulfovermiculus 0,0057016 0,015004 0,0005 0,0003 0,0003
Desulfovibrio 0,98328 0,98507 0,0052 0,0041 0,0052
Desulfovirgula 0,032252 0,060541 0,0004 0,0003 0,0003
Desulfurispirillum 0,02415 0,047017 0,0002 0,0002 0,0002
Desulfurispora 0,053267 0,091983 0,0002 0,0002 0,0002
Desulfurivibrio 0,00015208 0,00085352 0,0007 0,0006 0,0004
Desulfurobacterium 0,0013565 0,0046776 0,0002 0,0001 0,0001
Desulfuromonas 0,0066119 0,016836 0,0239 0,0247 0,0520
Thermodesulfatator 0,00063823 0,0027285 0,0005 0,0003 0,0003
Thermodesulfobacterium 0,008168 0,019747 0,0002 0,0001 0,0001




Thermodesulfobium 0,011495 0,025441 0,0001 0,0001 0,0001
Thermodesulfovibrio 0,016404 0,034305 0,0005 0,0004 0,0004
Oxidantes del azufre

Corynebacterium 0,0020431 0,0063307 0,0001 0,0002 0,0001
Allochromatium 0,00091024 0,0034526 0,0006 0,0004 0,0004
Chlorobaculum 0,0069699 0,017464 0,0003 0,0002 0,0002
Paracoccus 3,49E-01 0,00026445 0,0013 0,0012 0,0019
Rhodococcus 0,30871 0,38632 0,0006 0,0011 0,0007
Rhodovulum 2,08E-09 2,29E-06 0,0012 0,0019 0,0043
Thioploca 9,64E-07 3,12E-04 0,0017 0,0009 0,0006
Thioalkalivibrio 7,19E-06 1,32E-03 0,0123 0,0076 0,0046
Thioflavicoccus 3,06E-04 1,90E-02 0,0015 0,0011 0,0008
Thiobacillus 0,10113 0,15259 0,0026 0,0026 0,0024
Thiorhodococcus 6,20E-04 2,73E-02 0,0013 0,0009 0,0007
Thiohalorhabdus 1,01E-04 3,83E-02 0,0014 0,0009 0,0007
Thiolapillus 2,22E-03 6,42E-02 0,0009 0,0005 0,0005
Thioclava 1,22E-02 2,53E-01 0,0005 0,0006 0,0009
Thiomicrospira 1,27E-02 2,58e-05 0,0007 0,0005 0,0004
Thiorhodovibrio 1,43E-02 2,86E-01 0,0008 0,0006 0,0005




Thiothrix 1,54E-02 2,98E-02 0,0015 0,0010 0,0010
Thiocystis 3,79E-02 5,55E-01 0,0006 0,0004 0,0004
Thiorhodospira 7,70E-02 9,11E-01 0,0005 0,0003 0,0003
Thiohalocapsa 1,34E-01 0,00013278 0,0013 0,0009 0,0008
Thermithiobacillus 0,00011096 0,00065978 0,0016 0,0011 0,0011
Acidithiobacillus 0,00038458 0,00177 0,0008 0,0006 0,0006
Thiocapsa 0,00060644 0,0026472 0,0010 0,0007 0,0007
Halothiobacillus 0,0050186 0,013631 0,0002 0,0002 0,0002
Thioalkalimicrobium 0,0085623 0,020488 0,0001 0,0000 0,0000
Dethiobacter 0,046497 0,082761 0,0002 0,0002 0,0001
Thiomonas 0,071709 0,11773 0,0005 0,0005 0,0006
Thiobacillus 0,10113 0,15259 0,0026 0,0026 0,0024
Dethiosulfovibrio 0,50534 0,58085 0,0001 0,0001 0,0001







