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Resumen

Los ambientes hipersalinos son fuentes de organismos de alto interés para la bioprospeccion. Los
tapetes microbianos hal6filos son comunidades metabdlicamente interdependientes adaptadas a la
alta salinidad. EI dominio Archaea es caracteristico de estos ambientes, representando una alta
variedad de funciones dentro de los ciclos biogeoquimicos, entre ellas, el reciclaje de nutrientes.
En México, la bioprospeccién de Archaeas halofilas se encuentra en etapas tempranas, en
consecuencia, existe un gran potencial de investigacion en diferentes partes del pais. Yucatan posee
una gran variedad de ambientes hipersalinos, por lo que son sitios atractivos para la identificacion
de Archaeas halofilas novedosas. El objetivo de este trabajo fue identificar las secuencias de
Archaeas presentes en el tapete microbiano de una charca salina en Santa Clara, Yucatan;
utilizando herramientas in silico para la identificacion y analisis de su metataxonomia. Con base
en los resultados, se observd la presencia de Archaeas (5.83%) del total de secuencias del
metagenoma obtenido. Halobacteria es la clase més abundante de las Archaeas encontradas en el
metagenoma y es una clase caracteristica de las Archaeas hal6filas. En porcentajes menores al 1%
se presentaron los grupos termdfilos TACK y DPANN, asi como varios géneros con presencia de
especies desconocidas. La bioprospeccion de Archaeas en la region, marca la pauta a estudios mas
profundos que permitan identificar la participacion ecoldgica de cada género dentro de los
ecosistemas de estudios, asi como nichos de aprovechamiento biotecnoldgico.

Palabras claves: Archaea, tapete microbiano hipersalino, bioprospeccion, in silico, metataxo-
nomia

Bioprospection in silico of Archaea in the metagenome of a
halophilic microbial mat

Abstract

Hypersaline environments are sources of organisms of high interest for bioprospecting. Halophilic
microbial mats are metabolically interdependent communities adapted to high salinity. The
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Archaea domain is characteristic of these environments, representing a high variety of functions
within biogeochemical cycles, including nutrient recycling. In Mexico, the bioprospecting of
halophilic Archaea is in early stages, consequently, there is a great research potential in different
parts of the country. Yucatan has a wide variety of hypersaline environments, making them
attractive sites for the identification of novel halophilic Archaea. The objective of this work was to
identify the Archaea sequences present in the microbial mat of a saline pond in Santa Clara,
Yucatan; using in silico tools for the identification and analysis of its metataxonomy. Based on the
results, the presence of Archaea (5.83%) of the total sequences of the metagenome obtained was
observed. Halobacteria is the most abundant class of Archaea found in the metagenome and is a
characteristic class of halophilic Archaea. In percentages less than 1%, the thermophilic groups
TACK and DPANN were present, as well as several genera with the presence of unknown species.
The bioprospecting of Archaea in the region sets the tone for more in-depth studies that allow the
identification of the ecological participation of each genus within the study ecosystems, as well as
niches for biotechnological use.
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1. Introduccién contener concentraciones salinas mayores a las

Los tapetes microbianos son biopeliculas ~ del agua de mar (mas de un 3.5% de sales
gruesas encontradas en la mayoria de los  disueltas), con alto contenido en sulfatos como
sedimentos. Su poblacion esta conformada por ~ consecuencia de la evaporacion por altas

grupos microbianos especializados, cuya ~ teémperaturas. El origen de l_Jp_amblente
estratificaciéon interna se basa en un hlpersallno define su naturaleza 10NICa, dando

apilamiento de capas con diferente actividad  Pautaadiferentes comunidades microbianas en

bioldgica (Gerba, 2015). Esta actividad es ~ funcion a la salinidad como principal
variada e interdependiente, permitiendo ~ Parametro. Sin embargo, el oxigeno, los
comprender cémo una comunidad microbiana ~ nutrientes 'y la  radiacion solar también
interacciona y evoluciona ante ciertas delimitan la diversidad microbiana, llamando
condiciones, por lo que es de especial interés ~ 10S organismos capaces de sobrevivir estas

en ecosistemas extremofilos (Moissl-Eichinger ~ condiciones  como  organismos  haldfilos
etal., 2018). (Castro-Fernandez et al., 2017; DasSarma &

o o DasSarma, 2017).

Los tapetes microbianos  extreméfilos N o

constituyen un modelo interesante para  El dominio Archaea es caracteristico de los
estudiar el efecto del estrés fisicoquimico sobre  tapetes microbianos hipersalinos, siendo el
los mecanismos adaptativos de los individuos ~ habitat donde el dominio ha sido mas
y de la comunidad. Desde una perspectiva  estudiado. Los generos de Archaeas halofilas
taxonémica, la filogenia se delimita a  Poseen una fisiologia especializada, que le
organismos especializados a las condiciones ~ Permite sobrevivir a condiciones de alta
del medio. Esto se puede visualizar en diversos  salinidad, entre ellas se incluyen solutos como
ecosistemas extremofilos, pero es sobresaliente  Parte de su estructura celular. Por otro lado, son

en los ambientes hipersalinos (Oueriaghli, ~ capaces de obtener energia mediante la
2014; Ximena & Ortiz, 2016). degradacion de materia organica, fotosintesis,

y la biosintesis de compuestos primordiales
Los ambientes hipersalinos poseen condiciones (Baker et al., 2020; Pinto, 2017).

similares a aquellas predominantes en la tierra
temprana. Estos ambientes se caracterizan por
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La metagendmica ha ayudado a incrementar el
conocimiento que se tiene acerca de este grupo
filogenético. ElI muestreo ambiental y las
técnicas de secuenciacion masiva han ayudado
a reestructurar su filogenia en cuatro superfilos
0 grupos: TACK, DPANN, Asgard vy
Euryarchaeota (Baker et al., 2020; Rinke et al.,
2021). Este altimo comprende a la mayoria de
las Archaeas halofilas, distribuyéndose entre
las clases Halobacteria, Methanomicrobia y
Nanohaloarchaea (Castro-Fernandez et al.,
2017).

La metagendmica también ha sido la principal
herramienta para el estudio evolutivo vy
biolégico de las arqueas dado que, permite
examinar la relacion entre estas y su medio
ambiente, ampliando los estudios a un nivel
funcional mediante el uso de herramientas
bioinformaticas (in silico) que han permitido
identificar enzimas novedosas (Ramos-
Barbero et al., 2019).

Las arqueas haldfilas poseen una diversidad
enzimatica vasta y UOnica. Las enzimas
asociadas al grupo filogenético se encuentran
estrechamente relacionada a su taxonomia, que
en comparativa con el dominio Bacteria, son
mas primitivas, promiscuas, Yy resistentes
(Antunes et al., 2017; Littlechild, 2015). La
adaptabilidad de las Archaeas, particularmente
al estrés osmotico; se debe a la produccion de
biopolimeros, solutos compatibles, pigmentos,
exopolisacaridos y enzimas funcionales a estas
condiciones (Fazil et al, 2022). La
identificacion de estas especies  por
metagendmica establece una primera base para
su estudio, y propone un marco potencial de
interés biotecnologico (Ramos-Barbero et al.,
2019).

La peninsula de Yucatan tiene una variedad de
biosferas salinas: como manglares, charcas,
playas, estuarios y salineras. Los tapetes
microbianos de estas areas han sido poco
estudiados, ofreciendo un area de oportunidad
para el estudio a traves de la metagenémica
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(Antunes et al., 2017; Nancy et al., 2021). Con
base en el potencial de los ambientes
hipersalinos, este trabajo pretende identificar
Archaeas haldfilas que en un futuro permitan
estudiar el potencial biotecnolégico de estos
microorganismos.

2. Metodologia

2.1 Muestreo

El metagenoma fue obtenido a partir de un
tapete microbiano localizado en el fondo de
una charca salinera en el poblado de Santa
Clara, Yucatan. El sitio de muestreo se ubica
cercano a la costa (latitud 21.37, longitud -
89.02). Se colectaron las tres muestras en otofio
del 10/10/2017, nombradas V1, V2y V3, auna
profundidad de 10 cm por debajo de la
superficie de la charca y con un metro de
separacion entre ellas. Las muestras se
transportaron en refrigeracion hasta su uso. En
el sitio de muestreo se midieron pardmetros
fisicoquimicos tales como pH, temperatura y
conductividad.

2.2 Extraccion y secuenciacion

La extraccion de ADN metagenémico se
realizé a partir de 0.5g de sedimento, siguiendo
el protocolo de Rojas y colaboradores (Rojas-
Herrera et al., 2008).La secuenciacion fue
realizada usando la técnica de Whole Genome
Sequencing (WGS) con una profundidad de 30
millones de lecturas pareadas. La longitud de
las lecturas fue de 150pb usando MiSeq en la
plataforma Illumina.

2.3 Analisis metagenémico.

Las secuencias fueron analizadas por dos
metodologias: la primera empleando la
plataforma en linea MG-RAST
(https://www.mg-rast.org/) y la herramienta
MEGANG (Huson et al., 2016).
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24.1. MG-RAST

MG-RAST es una aplicacion web de codigo
abierto que realiza un analisis automatico a
nivel filogenético y funcional de metagenomas
ambientales. Se fundamenta en la uniéon por
similitud de secuencias del ARNr en unidades
taxondmicas operacionales (OTU), las cuales
son comparadas con las OTU representativas
en la base de datos M5rna (Lima et al., 2021)

Los tres pares de secuencias correspondientes
a las muestras fueron cargados en la plataforma
MG-RAST, y se realizd la union de los
extremos pareados de las lecturas Forward y
Reverse en una concatenacion. Los datos
fueron analizados con el algoritmo BLAT
como control de calidad y se realizd un recorte
de las regiones de baja calidad en las
secuencias con la herramienta SolexaQA. Para
el analisis metagendmico se efectud un proceso
de derreplicacion, descartando secuencias
idénticas para remover lecturas artificiales
duplicadas (ADR). Al finalizar el analisis
automatico, se realiz6 un analisis funcional
mediante KO (KEGG Orthology) en el
dominio Bacteria y Archaea, buscando ofrecer
una primera perspectiva en el potencial
genoémico del dominio Archaea (Dombrowski
etal., 2019).

2.4 MEGANG

MEGANG6 es un software de analisis
metagendmico que permite la exploracion
visual y cuantitativa de microbiomas mediante
arboles  filogenéticos interactivos. Esta
herramienta requiere el acondicionamiento
manual de las secuencias para su analisis. La
primera etapa de dicho acondicionamiento
consiste en la limpieza de las secuencias, para
lo cual se empled la herramienta FASTP,
realizando la eliminacion de quimeras,
réplicas, adaptadores, oligonucleétidos y
regiones de baja confiabilidad (Chen et al.,
2018).

La asignacion taxonomica fue realizada
mediante Kraken2, empleando la base de datos
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“minikraken2 v2 8GB 201904, excluyendo
el genoma mitocondrial y cloropléstico. Las
secuencias fueron analizadas en MEGANG6
utilizando el paquete import_biom de RStudio
(v. 4.2.2) (Chao et al., 2016; Wood et al.,
2019).

3. Resultados

La charca salinera present6 una temperatura de
33.34°C, pH de 7.87 y conductividad de 72uS,
siendo pardmetros que corresponden a un
ambiente halofilo moderado alto. El analisis
mediante MG-RAST  logré identificar
13,098,719 secuencias en V1; 12,868,564 en
V2; y 12,280,340 en V3; de las cuales un
15.56%, 16.56% Yy 18.03% respectivamente no
pasaron el control de calidad. En promedio de
las tres muestras se lograron identificar un
80.20% de las secuencias.

La composicion taxondmica en promedio de
las tres muestras estd conformada por el
dominio Bacteria (93.51%), Archaeas (5.83%),
y Eukarya (0.46%). El porcentaje restante
corresponde a secuencias asociadas a virus y
secuencias sin clasificar. Las abundancias
relativas en las divisiones taxondmicas en las
tres muestras son muy similares, por lo que se
manejaran promedios.

Dentro del dominio Bacteria, sobresale el filo
Proteobacteria (46.6%) seguido de
Bacteroidetes (15.23%) v el filo fotosintético
Cyanobacteria (12.48%). En menor medida, se
encuentran presentes Firmicute (4.16%),
Chloroflexi (3.9%), Spirochaetes (2.84%),
Verrucomicrobia (1.81%), Planctomycetes
(1.31%) y Actinobacteria (1.12%). Entre los
géneros bacterianos identificados destaca
Salinibacter, ubicandose por arriba del 10% de
los géneros del metagenoma total.

Entre las Archaeas, el filo con mayor
porcentaje es Euryarchaeota (7.003%), y de
este filo el 94% corresponde a la clase
Halobacteria.  EI  porcentaje  restante,
corresponde a la clase Methanomicrobia
(5.01%) y a grupos con porcentajes menores al
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1%, entre los que se encuentran Crenarchaeota,
Kronarchaeota y Thaumarchaeota. Dentro de la
clase Methanomicrobia, se encontraron las
famlias Metanosarcinales (75%) y
Mehanomicrobiales (25%).

La Unica familia identificada en Halobacteria
fue Halobacteriaceae (98.09%), siendo el
1.91% restante correspondiente a secuencias de
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especies de Halobacteriaceae sin identificar.
Los géneros de mayor presencia fueron

Halorubrum (18.17%), Haloterrigena
(14.24%), Natronorubrum (13.85%),
Halobacterium  (8.14%) y Haloplanus

(7.16%). El resto de los géneros se presentaron
en valores menores al 5%. La distribucion de
los géneros en las tres muestras descritas se
puede observar en la Figura 1.

Haladaptatus W Halosimplex
Halalkalicoccus B Haloterrigena
Haloarcula B Halovivax
Halobacterium B Natrialba
Halobiforma B Natrinema
Halococcus B Natronobacterium
Haloferax

Halogeometricum

Halogranum

Halomicrobium

Halopiger

Haloplanus

Haloquadratum

Halorhabdus

Halorubrum

Figura 1. Distribucion del total de géneros de Archaea encontrados

En MEGANG la clase de mayor abundancia
también corresponde a Halobacteria (95%),
seguido de Methanomicrobia (4%), y el 1%
restante al grupo TACK. Se encontr6 la
presencia de las tres familias de la clase
Halobacteria: Haloferacales (49%),
Halobacteriales (26%) y Natrialbaceae (15%).
El 10% restante corresponde a secuencias sin
clasificar pero que pertenecen a la clase
Halobacteria. En la clase Methanomicrobia se
encontraron las familias Methanosarcinae
(73%), Methanomicrobiales  (18%) vy
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Methanotrix (6%), siendo el 3% restante a
secuencias sin clasificar que pertenecen a la
clase Methanomicrobia.

Los géneros identificados con mayor
abundancia en Halobacteria son Haloplanus
(18%), Salinigranum (6.66%), Halorubrum
(4.66%) y Natromonas (3%). El resto del
porcentaje se distribuye en diversos géneros,
con una abundancia relativa oscilando al 1%.
La distribucion de los géneros encontrados en
Halobacteria se puede observar en la Figura
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2iError! No se encuentra el origen de la
referencia..
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Figura 2. Heatmap de abundancia relativa de la clase Halobacteria entre las muestras V1, V2 'y V3.

El analisis funcional puede visualizarse en la
Figura 3. Los resultados del anlisis se dividen
conforme las funciones descritas en KEGG, y
estas se subdividen a su vez en los diferentes
metabolismos. El tercer nivel de subdivision

posee mayor especificidad, identificandose en
ambos dominios los transportadores ABC
(9.12%), biosintesis de Aminoacil ARNt
(6.92%), y metabolismo de purinas (4.96%). El
resto se ubico en un porcentaje menor al 5%.
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Figura 3. Comparativa en la distribucion de las categorias funcionales encontradas mediante KO (KEGG Orthology)
entre el dominio Archaea y Bacteria.

4. Discusion

De acuerdo con el INEGI (http://www.org.
mx), la temperatura ambiente en el estado de
Yucatdn es de 26°C con una desviacion
maxima de 36°C. Estos datos coinciden con la
temperatura determinada en la charca salina.
La charca se presenta ligeramente alcalina con
un pH de 7.87, pero también se ubica proxima
a la neutralidad, permitiendo el desarrollo de
especies neutréfilas y alcaléfilas. Por otro lado,
la conductividad encontrada, funge como
indicador que clasifica el sitio de muestreo
como hal6filo moderado alto (DasSarma &
DasSarma, 2017). Estas condiciones son
similares a las encontradas en las charcas
estudiadas en Guerrero Negro (Baja California,
México), Shark Bay (Australia) y Cuatro
Cienegas (Coahuila, México), a excepcion de
un ligero aumento del pH (Nancy et al., 2021;
Olin etal., 2019; Wong et al., 2017).

En este trabajo se observo la presencia de los
filos bacterianos Proteobacteria, Cyanobac-
teria, Verrumicrobia y Actinobacteria, los
cuales son indicadores de un ambiente de
salinidad moderada (Oueriaghli, 2014). La
dominancia del filo Proteobacteria es
consistente en la mayoria de los estudios
relacionados con los tapetes microbianos
haléfilos, siendo integrado por
microorganismos de fisiologia y funciones
metabdlicas variables, entre las que podemos
encontrar la fijacion de nitrogeno y la
reduccion de sulfuro y sulfatos. (Garcia-
Maldonado et al., 2018; Mani et al., 2020).

El género Salinibacter constituye de un 5% al
25% de las especies en la mayoria de los
ambientes hipersalinos y esto es asociado a un
mecanismo adaptativo que se encarga de
incluir iones inorganicos a su sistema
fisiolégico. Este mecanismo, asi como su
gradiente ionico intracelular, es anélogo a las
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Archaeas de la clase Halobacteria (Mongodin
et al., 2005; Oren, 2013). Las similitudes que
presenta este género con las Archaeas se
asocian a la integracion de al menos 40 genes
relacionados con procesos de transferencia
horizontal derivada de Archaeas (Oren, 2013).

Se observé que a pesar de que el dominio
Archaea es poco abundante en la muestra del
tapete  microbiano, presenta una alta
diversidad. La mayor parte de las secuencias se
asocian al filo Euryarchaeota, aunque también
se observan secuencias asociadas a los filos
Crenarchaeota, Thaumarchaeota y algunas sin
clasificacion (6.39%). Esta composicion de
filos se muestra consistente en los tapetes
microbianos neutros de alta salinidad, siendo
los mayor representativos Shark Bay, Hautz
Plateaux (Algeria) y el Gran Lago Salado
(Ogden) (Kemp et al., 2018; Menasria et al.,
2018; Olin et al., 2019).

Si bien a nivel de filo, la distribucion de la
taxonomia es similar entre los analisis
realizados con MG-RAST y MEGANSG, esta se
pierde al ir disminuyendo el nivel taxonémico.
La variacion entre los resultados de MG-RAST
y MEGANG es atribuible a el uso de diferentes
bases de datos y algoritmos utilizados, mas se
mostré consistencia en las especies de mayor
abundancia.

A nivel de género, Halorubrum y Haloplanus,
se observan con alta abundancia en ambos
resultados. Ambos géneros pertenecen al orden
Haloferacales, el cual contiene organismos
quimiorganotroficos, abundantes en pH neutro,
cuya presencia se ha documentado con
anterioridad en la peninsula de Yucatan
(Richardson et al., 2023). jError! No se
encuentra el origen de la referencia.jError!
No se encuentra el origen de la
referencia.jError! No se encuentra el origen
de la referencia.jError! No se encuentra el
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origen de la referencia.Los géneros de
Haloferacales  pueden alimentarse  por
reduccion de nitratos, fermentacion de un
azucar especifico, fotosintesis, o catalisis de
arginina; desplegando un alto potencial en vias
metabolicas y actividad proteolitica. Con base
en la poblacion de bacteria encontrada
(Rhodobacteria), es probable que ambos
géneros hayan integrado rutas metabdlicas
desnitrificantes para participar en el ciclo de
nitrégeno del tapete (Antunes et al., 2017; Cui
& Dyall-Smith, 2021; Menasria et al., 2018;
Oren, 2015).jError! No se encuentra el
origen de la referencia.

Otros géneros de Archaea encontrados son
Salinigranum, Natromonas, Haloterrigena,
Halobacterium y Natronorubrum. Dentro del
género Salinigranum se observé la presencia
de la especie Salinigranum rubrum, la cual es
una Archaea aerobica heterétrofa cuyas
condiciones Optimas de crecimiento son
temperaturas de 20°C a 50°C y un pH neutro lo
que coincide con los datos fisicoquimicos
asociados a este trabajo. Salinigranum rubrum
es capaz de crecer de forma anaerdbica
mediante la catalisis de arginina, y esta
involucrado en la reduccion de nitratos a
nitritos (Han et al., 2019). Con relacién al
género Halobacterium, las condiciones de vida
son similares a las descritas para el género
Salinigranun ya que es capaz de crecer en un
rango de 25 a 55°C y un pH de 5.5 a 8.5. Este
género, es quimiorganotrofico, mayormente
compuesto de aerobios estrictos con algunas
excepciones aerobicas facultativas. La mayoria
exhiben actividad proteolitica e integran
vacuolas de gas, por lo que se encuentran cerca
de la superficie de la charca (Grant, 2015).

Natromonas y Natrorubrum son géneros
alcaldfilos pertenecientes a la familia
Haloarculaceae. El pH de la charca demuestra
ser suficiente para el crecimiento de ambos
géneros, mas el pH 6ptimo de ambos es 8.5y 8
respectivamente. Los dos géneros se relacionan
con procesos de fijacion de amoniaco, asi como
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un mecanismo de nutricion estrictamente
aerobio mediante fotosintesis por
bacteriorrodopsina (Gonzalez et al., 2010;
Kulkarni et al., 2019; Najjari et al., 2021). Por
otro lado, el género Haloterrigena integra
especies halofilas termofilas, siendo de 40 a
60 °C el rango de temperatura en los que se ha
observado su presencia. Si bien, de acuerdo
con la literatura, las condiciones de vida de
estos géneros no son compatible con las
condiciones encontradas en esta charca, hay
que tener en cuenta que los sitios de muestreo
funcionan como evaporadores en el proceso de
obtencion de sal, por lo que es posible que las
temperaturas sean mayores en diferentes
épocas del afio, y sean aptas para el desarrollo
Optimo de este género (Chen et al., 2019).

Ademas de Halobacteria se not6 la presencia
de la clase Methanomicrobia, Las especies
haléfilas metandgenas pertenecen a la familia
Methanosarcinaceae, siendo en su mayoria
especies halofilas leves. Estos microrganismos
poseen una funcion clave en el ciclo del
carbono, degradando la materia orgénica del
sedimento bajo condiciones anaerobicas
estrictas (Bueno de Mesquita et al., 2021). La
abundancia de las clases Methanomicrobia y
Halobacteria se encuentra estrechamente
relacionada a la profundidad, debido a que una
mayor profundidad implica una menor
salinidad. Este tipo de Archaeas se ubican en
las secciones inferiores de los tapetes donde la
concentracion de sales es menor (Cui & Dyall-
Smith, 2021; Garcia-Maldonado et al., 2018;
Wong et al., 2020).

Finalmente, el analisis funcional demostro
resultados similares en la distribucion de
ambos dominios. Las proteinas asociadas al
transporte ABC destacan al involucrarse en
procesos de percepcion de  cudrum,
fotosintesis, fijacion de carbono, y transporte
de solutos entre el ambiente y la membrana
celular (Campbell et al.,, 2020), siendo
procesos esenciales para su supervivencia en el
medio hipersalino. De la misma forma, la
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mayoria de los organismos halofilos poseen
sistemas de degradacién de aminoacidos
(Bueno de Mesquita et al., 2021; DasSarma &
DasSarma, 2017). Es muy probable que
mediante un estudio mas profundo se pueda
encontrar una mayor diferencia en la
distribucion funcional de ambos dominios,
permitiendo identificar potenciales usos en un
futuro.

5. Conclusion
El andlisis realizado en este articulo aporta una
primera visualizacion en la composicion del
ecosistema de una charca hipersalina en Santa
Clara, Yucatan. La distribucién taxonémica se
compone principalmente de organismos
haléfilos extremos, encontrandose el filo
Proteobacteria del dominio Bacteria como el
mas abundante. La presencia del género
Salinibacter también sugiere su importancia
dentro del ecosistema. La mayoria de los
géneros encontrados en la clase Halobacteria
del dominio Archaea, tales como Halorubrum
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