Contribucidon de las comunidades microbianas en los procesos de metilacién y desmetilacion
de Mercurio: un acercamiento metagenomico a la probleméatica de

contaminacion por mercurio en Colombia

Lina Fernanda Sanchez Aya

Departamento de biologia, facultad de ciencias basicas

Universidad de Pamplona

Pamplona, Colombia

2024



Contribucién de las comunidades microbianas en los procesos de metilacion y
desmetilacion de Mercurio: un acercamiento metagenémico a la problematica de

contaminacion por mercurio en Colombia

Lina Fernanda Sanchez Aya

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de Biologa

Director
Dr. Daniel Cerqueda Garcia
Codirector

Dr. Luis Parmenio Suescln Bolivar

Departamento de biologia, facultad de ciencias basicas

Universidad de Pamplona

Pamplona, Colombia

2024



Agradecimientos.

Al programa de Biologia, en especial a aquellos docentes que de algiin modo influyeron y

enaltecieron mi formacion académica en las ciencias basicas.

A mi codirector, Dr. Luis Parmenio Suescun, y especialmente a mi director, Dr. Daniel
Cerqueda, por su apoyo incondicional, paciencia y orientacion. Su dedicacion ha sido invaluable
para asegurar el exito de este proyecto, convirtiéndose en una fuente de inspiracion y motivacion
tanto personal como profesional.

A mi familia, amigos y pareja, por su apoyo y aliento constante en las distintas etapas de

este proceso.



Lista de abreviaturas

%GC
(CHz)2Hg
ADN
ARNr 16S
ATSDR
aUN

B.S

C.M
CeHsHg
C8H8HgO
Cd

CHs
CHsHg
CH3HgCI
CH3HgOH
CH4

C-Hg

CI(NH2)Hg

Porcentaje guanina y citosina.
Dimetilmercurio
Acido desoxirribonucleico

ARN Ribosomal 16S

Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades

assembly units Number
Barrancabermeja, Santander
Cumaral, Meta
Fenilmercurio

Acetato de fenilmercurio
Cadmio

Radical metilo

Metilmercurio

compuesto de metilmercurio

compuesto de metilmercurio
Metano

Organomercurio

Cloroamido de mercurio



Cr

DDBJ
DUPS

EBI
GTDB
GTDB

Hg |

Hg 11

Hg

Hg (CON)2
Hg (NOz3)2
Hg (OH)>
Hg (SCN)2
Hg®

Hg?*

Cromo

Banco de Datos de ADN de Japén
Duplicate Reads

European Bioinformatics Institute
Genome Taxonomy Database

The Genome Taxonomy Database
Mercurio monovalente

Mercurio divalente

Mercurio

Fulminato de mercurio

Nitrato de mercurio

Hidréxido de mercurio (I1)
Tiocinato de mercurio

Mercurio elemental

Mercurio (1)

Mercurio mercurioso

mercury methylation corrinoid protein
mercury methylation ferredoxin
Oxido de mercurio

Sulfuro de mercurio



IRB Iron Reducing Bacteria

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
M.A Medellin, Antioquia

MAGs Metagenome-Assembled Genomes

MeHg metilmercurio

merA Mercuric reductase

merB organomercurial lyase

merC organomercurial transporter

merD mercury resistance co-regulator

merF mercury resistance system transport protein
merl sulfolobus mercury resistance protein,

merP mercury resistance system periplasmic binding protein
merR Hg (11)-responsive transcriptional regulator
merT mercuric ion transporter

NCBI Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
nm nandmetro

02 Oxigeno

pb pares de bases

Pb Plomo

PNUMA Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente



ppm

R.Hg , RHg*
SRB

S.C

SCG.M

SH

SM.M

SQ.C

SRA

T.C

V.M

WGS

partes por millén
Regulacion

Mercurio orgénico
Sulfate-Reducing Bacteria
Solano, Caqueta

San Carlos de Guaroa, Meta
Grupo tiol

San Martin, Meta
Santander de Quilichao, Cauca
Sequence Read Archive
Tauramena, Casanare
Mercurio total
Villavicencio, Meta

Whole Genome Sequencing



Tabla de contenido

LiSta de ADrEVIATUIAS ......cciviieiiiie et e e e e e e nnee e 4
RESUMIBIN. . 10
N 1)1 - (¢ SO OPPRPRTOPPRP 11
INEFOTUCCION. ...ttt et ettt e et e e e et e e e srae e e e beeeebeeeenns 12
Marco teOriCO Y ANLECRUBNLES. .......eeiveeiieeieeie et eie sttt ettt nee e e 16
JUSEITICACION ...t e e e st e e e s et re e e e s ebbr e e e s eraaee e 25
HIPOTESIS ...ttt ettt ettt et b bbbt 26
L@ o] 1Yo 1SR 27
Objetivo GeNEral. ......ueueiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e iError! Marcador no definido.
Objetivos eSPeCifiCos ....uuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieeeeeeeee e, iError! Marcador no definido.
1Y/ (o T 0L PP SOURRTRRTI 28
Mineria de datos MetagenOmMICOoS........coeeeeeeiiiii i 28
Procesamiento de 1as |€CtUIras Crudas .......oouuviiieiieei it e e e 29
Ensamble de las lecturas metagenodmicas. ..........ccooeeeeiiii i 30
Construccion y cuantificacion d& MAGS ........uuiviiiiiiiiieiiiiiieeeetieerererrrrrerrrererrrerr————————————————————. 30
ANOtaCioNn fUNCIONAl A& DINS......uiiiiiiiiiiiieee e e e e e s e e s saarareeeeeee s 31
Anotacion taxonomica de bins CON GTDB-TK. ......cccccuuiriiriieeeiiiiiieeeeee e e e sriieeeee e e e e e sserereeeee e 31
Determinacion de ortélogos con OrthoFinder...........coooe i 32
Analisis de resultados BN R. .......uiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e et e e e e e e st raeeaeae s 32
LTI o [0TSRSO 34
Distribucion de los datos metagendmicos seleccionados realizados en Colombia ................... 34
Ortdlogos seleccionados con base en las proteinas molde con su asignacion taxondmica. ...... 41

DISCUSTON. ..ot 45



Calidad y generalidades de los metagenomas seleccionados. ..........ccovvvviiiiiiiieiiieiiiiiciiee e, 45

Diversidad microbiana de los datos metagendmicos seleccionados realizados en Colombia ...46

Diversidad taxondmica de los operones mery hge ...ccccvvveiiiiii, 51
(@013 Tod 11110 41T PUPPPPRRRR 55
PEISPECTIVAS. .....eetee ettt ettt et ettt et et 56
Y 1= 1o TSP PR TR 57

R B O I EINCIAS. vttt oottt et et e e et e e et e e 64



Resumen.

El mercurio, especialmente en su forma més toxica, el metilmercurio, es un contaminante
ambiental persistente motivado preocupacion a nivel global debido a su alta toxicidad y capacidad
de bioacumulacidn en ecosistemas acuéticos y terrestres; en donde procesos antropogenicos como
la mineria ilegal ha intensificado este problema, siendo una fuente importante de liberacién de
mercurio al ambiente mundialmente y en particular en Colombia, donde en los Gltimos afios se ha
datado un aumento en las emisiones de dicho contaminante. Los microorganismos juegan un papel
crucial en la biogeoquimica del mercurio, principalmente a traves de operones como hgc y mer,
los cuales son fundamentales en los procesos de metilacion y desmetilacion del mercurio. En este
estudio, se procesaron lecturas crudas de metagenomas ambientales de 74 bioproyectos de 9
localidades de Colombia mediante analisis metagenémico, obteniendo como resultado 175 MAGsS,
dentro de los cuales, se identificaron 16 MAGs como candidatos potenciales para la
biotransformacion del mercurio, entre ellos, uno corresponde al operon mer, mientras que los

restantes 15 estan asociados al operon hgc.



Abstract.

Mercury, especially in its most toxic form, methylmercury, is a persistent environmental
pollutant that has raised global concern due to its high toxicity and ability to bioaccumulate in
aquatic and terrestrial ecosystems. Illegal mining has exacerbated this problem, being a significant
source of mercury release into the environment worldwide, particularly in Colombia, where an
increase in emissions of this pollutant has been observed in recent years. Microorganisms play a
crucial role in the biogeochemistry of mercury, primarily through operons such as hgc and mer,
which are essential in the processes of methylation and demethylation of mercury. In this study,
raw metagenomic reads from 74 bioprojects in 9 locations across Colombia were processed through
metagenomic analysis, resulting in 175 MAGs. Among these, 16 MAGSs were identified as potential
candidates for mercury biotransformation, with one corresponding to the mer operon and the

remaining 15 associated with the hgc operon.



Introduccion.

De acuerdo con cifras presentadas por el PNUMA (2018), el 38 % de las emisiones de
mercurio en el mundo se generan en el sector de la mineria de oro artesanal y de pequefia escala.
En este contexto, Colombia es uno de los paises con mayor cantidad de emisiones de este metal
pesado a nivel mundial (Procuraduria General de la Nacion, 2023), un alto porcentaje de dichas
emisiones proviene de actividades antropogénicas (Zhang et al.,2021), especificamente la
extraccion ilicita de minerales y las malas practicas mineras que recurren al Hg para concentrar el
oro (Tarazona., 2023) este proceso conlleva la liberacion de residuos de mercurio al ambiente
convirtiéndolo en una amenaza para la salud humana y los ecosistemas en el territorio colombiano

(Martinez & Uribe, 2015).

Segun el informe “Explotacion de oro de aluvion”, en Colombia, la mineria legal e ilegal
se realiza en 101 municipios ubicados en 13 departamentos del pais, principalmente en Choco,
Antioquia y Cordoba. La mineria ilegal representd el 73% de las areas dedicadas a la explotacion
del oro durante el 2022 (Tarazona, 2023). Estudios previos, realizados en el departamento del
Chocd, concretamente en el rio Condoto, evidenciaron vertimientos de mercurio provenientes de
exploraciones mineras de entre 200 y 1000 kg*afio-1, que genera niveles detectables en el agua y
en los peces (Sanchez y Cafion, 2010). Asimismo, se han detectado concentraciones de este metal
pesado en muestras de cabello y sangre en personas expuestas a labores de mineria, con valores de
2.8 y 89.2 ppm respectivamente, (Idrovo et al., 2001). En diversos municipios de Antioquia
asociados a zonas de explotacion minera, se han encontrado concentraciones de mercurio en
muestras de leche materna que superan los niveles permisibles establecidos (Molina et al., 2018).
El norte del Cauca es otra zona altamente afectada por esta problematica, estudios realizados en el

rio Ovejas han demostrado concentraciones de mercurio que superan 1000 veces los limites



permitidos por las normas colombianas (Semana Sostenible y Mongabay Latinoamérica, 2016).De
igual forma, en trayectos del rio Cauca asociados a la mineria, se han encontrado concentraciones
de mercurio con valores promedio de 0.083 ppm, superando ampliamente el limite maximo
permisible (0.006 ppm) establecido por la organizacion mundial de la salud (Enamorado et al.,
2022).

En este contexto, los microorganismos juegan un papel crucial, ya que influyen fuertemente
en la especiacién geoquimica del Hg (Jonsson,S et al 2012), llevando a cabo procesos esenciales
para su movilizacion y transformacion, los cuales son mediados por genes que conforman a los
operones hgc y mer. (Barkay and Gu 2022). Los genes del operon hgc, ampliamente distribuidos
en bacterias y arqueas, participan en la metilacion bidtica del mercurio inorganico, convirtiéndolo
en metilmercurio (Gionfriddo et al. 2020; Lin et al. 2021). Por otro lado, Boyd y Barkay (2012)
describen cémo los genes del operon mer estan relacionados con la resistencia de los
microorganismos al estrés causado por el mercurio y sus compuestos, este operdn consta de un
grupo de genes que codifican polipéptidos con funciones reguladoras, de transporte y enzimaticas
que realizan conversiones de este metal en formas menos toxicas (Osborn et al., 1997). Dada la
relevancia de los microorganismos en el ciclo del mercurio, resulta imperativo estudiar la
diversidad taxondmica de los microorganismos metiladores y desmetiladores de mercurio.

La metagendmica es un campo de investigacion que implica la secuenciacion del genoma
en comunidades de organismos para estudiar aspectos como diversidad, funcionalidad y evolucion
(Huson et al., 2009). Esta herramienta brinda un panorama detallado de los genes presentes en el
entorno ambiental y de los procesos de transformacion de mercurio (Gionfriddo et al., 2020). En
esa linea, el objetivo del proyecto era comprender la contribucién potencial de las comunidades
microbianas en los procesos de metilacion y desmetilacion del mercurio, mediante el analisis de la

diversidad, taxonomia y distribucion de los operones involucrado en procesos de transformacion



de mercurio, en algunas regiones de Colombia. Para tal fin, se emplearon herramientas
fundamentales, tales como la base de datos Sequence Read Archive (SRA), repositorio publico
internacional para datos de secuenciacion de alto rendimiento, que facilita el acceso a los datos de
secuenciacion generados en investigaciones cientificas (Kodama et al., 2012); las instancias de la
SRA son gestionadas por el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI, National
Center for Biotechnology Information), el Banco de Datos de ADN de Jap6n (DDBJ, DNA Data
Bank of Japan) y el Instituto Europeo de Bioinformética (EBI, European Bioinformatics Institute)
(Leinonen et al., 2011). Estos datos, en su forma cruda, son la materia prima fundamental para el
andlisis de metagenomas, dicho anélisis dependeran de procesos importantes bioinformaticamente,
como un correcto ensamble llevado a cabo con herramientas como MEGAHIT ,que utiliza un
algoritmo de ensamble de grafos de Bruijn que permite reconstruir las secuencias originales de
ADN a partir de las lecturas secuenciadas, uniendo las secuencias cortas provenientes de la
secuenciacion para reconstruir secuencias mas largas, llamadas contigs, los cuales representan
fragmentos de las secuencias originales (Li et al., 2015). Este paso es esencial para el andlisis
posterior, ya que permite la identificacion de genes, la asignacion taxonomica y la obtencion de
informacion funcional. En este contexto, la herramienta MetaWRAP, es un software para el analisis
de metagenomas. Este software contiene multiples modulos para el ensamble, analisis y evaluacion
de genomas completos o provisionales a partir de lecturas crudas de secuenciacion metagendmica.
Entre los mddulos se incluyen: asignacion de taxonomia, anotacion funcional, reensamble y
refinamiento de genomas (Uritskiy et al., 2018). A continuacion, la Base de Datos GTDB (The
Genome Taxonomy Database), es una herramienta que permite asignar clasificaciones taxonémicas
a bacterias y arqueas a partir de genomas aislados y genomas ensamblados de metagenomas
(MAGs, Metagenome-Assembled Genomes) (Chaumeil et al., 2022). La asignacién de categorias

taxondmicas se fundamenta en la divergencia evolutiva relativa para definir taxones de rango



superior, y en la identidad promedio de nucleétidos para delinear grupos de especies (Parks et al.,
2022). Las secuencias peptidicas de genes clave de los operones mer y hgc se buscarén en la base
de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), la cual proporciona una amplia
coleccion de informacion funcional sobre genes y sus productos, para utilizarlas como moldes en
la identificacion posterior dentro de los datos metagendmicos seleccionados. Ademas, se buscaran
ortélogos entre los bins y las proteinas modelo seleccionadas mediante OrthoFinder, que identifica
grupos de genes ortdlogos y proporcionara una vision de las relaciones evolutivas entre ellos
(Emms y Kelly, 2019). Esta linea de trabajo permitié que, en total, se identificaron 175 MAGs en
muestras obtenidas de diferentes bioproyectos realizados en Colombia y 16 de estos MAGs

presentaron secuencias ortélogas de los operones hgc y mer.



Marco tedrico y antecedentes.

Los metales de alta densidad, tales como el cadmio (Cd), el plomo (Pb), el cromo (Cr) y el
mercurio (Hg), son liberados en grandes proporciones debido a diversas actividades antropogénicas
(Navarro et at., 2019). Segln la Agencia para Sustancias Téxicas y Registro de Enfermedades-
ATSDR- (2015), el Hg ocupa la tercera posicion en la lista de prioridades de sustancias peligrosas.
En particular, el Hg constituye un contaminante sumamente toxico, y su dispersion en el suelo y el
agua plantea una amenaza importante para la salud humana y para el equilibrio ambiental (Baldi et
al., 2012).

La liberacion antropogenica primaria de Hg es mas alta que la de las fuentes naturales,
segun datos de Zhang et al. (2021) se vierten hasta 9.000 toneladas de mercurio en la atmdsfera, el
agua y los suelos anualmente, lo que lleva a un aumento en la carga total de Hg en los ecosistemas
(Driscoll et al., 2013).

En el medioambiente, en su mayoria, a excepcion del mercurio atmosférico adopta la forma
de sales mercdricas inorganicas y compuestos organomercuriales (Kumari et al. 2020), sus tres
formas principales son: mercurio elemental (Hg®), mercurio inorganico (Hg I, Hg I1) y mercurio
organico (Tabla 1. Beckers y Rinklebe, 2017). El metilmercurio, una forma del mercurio organico,
debido a su afinidad con grupos tiol (-SH), tiene la capacidad de unirse a las proteinas y transferirse
a través de las redes troficas (Gaioli et al., 2012). Por su parte, el mercurio elemental e inorganico,
puede ingresar por inhalacion y alcanzar la sangre con una eficiencia del 80% (Ramirez, 2008). Se
ha demostrado, que exposiciones elevadas a compuestos como cloruro de mercurio o el nitrato de
mercurio, causan dafios al tracto gastrointestinal, los rifiones y el sistema nervioso central (Martinez
& Uribe, 2015).

Los compuestos de mercurio mas comunes en el entorno son las formas inorganicas de Hg

(1), tales como Hg (OH). y HgS. También se encuentran presentes compuestos de metilmercurio



como CH3HgCl y CH3HgOH, en proporciones mas reducidas, aparecen otros compuestos
orgéanicos como el dimetilmercurio o el fenilmercurio caracterizandose por presentar enlaces
covalentes C-Hg (Tabla 1. Beckers y Rinklebe, 2017).

Tabla 1

Formas quimicas de mercurio en el medio ambiente

Mercurio metalico o elemental.
Mercurio elemental Hg°

Mercurio inorganico o sales de

mercurio
Formas iénicas (HglylD
Sulfuro de mercurio HgS
Oxido de mercurio HgO
Mercurio mercurioso (Hg2 2+)
Cloroamido de mercurio CI(NH2)Hg
Fulminato de mercurio Hg(CON)2
Acetato de fenilmercurio C8H8HgO
Nitrato de mercurio Hg(NO3)2
Tiocinato de mercurio Hg(SCN)2

Mercurio organico (RHg+) (R2Hg)




Metilmercurio (CH3Hg)
Dimetilmercurio [(CH3)2Hg]

Fenilmercurio (C6H5HQ)

Fuente: Barkay et al. (2003).

Actualmente, se tiene certeza de que el cambio climéatico modifica sustancialmente el ciclo
del Hg, con implicaciones a escala local y regional (Driscoll et al., 2013; Krabbenhoft y
Sunderland, 2013). Estos impactos pueden ser directos, como aumentar la cantidad de Hg
disponible para la metilacion, amplificar el propio proceso de metilacion, y la conduccion de ciclos
de humectacion y secado inducidos por la sequia en condiciones redox (Helbig et al., 2020).

Por consiguiente, se ha suscitado un creciente interés a nivel cientifico, técnico y social en
disminuir la contaminacion derivada del mercurio y mitigar sus consecuencias. La instauracion del
Convenio de Minamata sobre el Mercurio (Minamata Disease Research Group, 1966), se anticipa
que proporcionara una comprension mas profunda de las posibles fuentes de CHsHg dentro del
marco de los ciclos biogeoquimicos mundiales y los factores que inciden en la generacion de las
diferentes formas quimicas del Hg (Kumari et al. 2020).

Una de las formas mas toxicas del mercurio es el metilmercurio, aunque claramente existen
otras formas mas toxicas (organometalicas) estas suelen tener una menor incidencia. Una vez
liberado en el entorno, el mercurio elemental (Hg0) experimenta un proceso de oxidacion en
ambientes naturales, transformandose en mercurio idnico, que se deposita de manera eficiente en
suelos y/o cuerpos de agua. Posteriormente, bacterias anaerdébicas reductoras de sulfato
desempefian un papel fundamental en la conversion de este mercurio iénico en metilmercurio
(CH3HQg) (Le Jeune et al., 2012; Parkash et al., 2012). Tabla 2

Tabla 2



Transformaciones en el ciclo biogeoquimico del Hg.

Transforma
cién

Metilacion
de Hg (II)

Desmetilaciéon

CH 3 Hg(l)

Proceso

Bidtico

Abibtico

Bidtico

Mecanismo

Transferencia de CH3™ mediada por
metiltransferasa desde la metilcobalamina a
través de la via de la acetil-CoA en bacterias

reductoras de sulfato

Metilacion por acidos fulvicos vy
hamicos, acidos carboxilicos y compuestos de

estafio metilados

Reduccion por merAB produciendo CH4

y Hg (0).

Oxidacion ~ por  (un)  proceso(s)

microbiano(s) no

caracterizado(s) que producen CO2 y un

resto de Hg no identificado




Abibtico

Reduccion de Hg (1) Biotico
Abidtico

Oxidacion de Hg (0) Biotico
Abidtico

Fotodegradacion a 200—400 nm

Reductasa mercurica bacteriana y vias
indefinidas por algas durante el crecimiento

claro y oscuro

Reacciones fotoquimicas y oscuras por
radicales organicos e inorganicos libres.

Desproporcion: 2Hg(I)—Hg (II)+Hg (0)

Oxidacion por hidroperoxidasas en

microbios, plantas y animales.

Fotooxidacion por varios oxidantes y
radicales libres y oxidacion oscura posiblemente

por O2 en condiciones salinas

Fuente: Barkay et al. (2003).

La problematica del CHsHg como contaminante ambiental se remonta a la década de 1960,

cuando se postuld que la enfermedad de Minamata era causada por el envenenamiento por CHsHg

(Grupo de Investigacion de la Enfermedad de Minamata, 1966). De manera similar, Westoo (1967)

informd concentraciones anormalmente altas de mercurio en el pescado y otros alimentos en

Suecia, donde del 80% al 100% del mercurio estaba presente como CH3Hg.




Teniendo en cuenta estos y otros brotes de salud publica importantes similares en todo el
mundo, Jernelov (1969) postuld por primera vez la participacion microbiana en la formacién de
CHsHg en los ecosistemas acuaticos naturales. En su investigacion afiadi6é cloruro de mercurio a
los sedimentos del fondo del lago y observo que se formaba CH3zHg después de 5 a 10 dias. No se
detect6 CH3Hg cuando los sedimentos se esterilizaron previamente, concluyendo que este proceso
deberia involucrar actividad microbiana, aunque en ese momento no se postularon especies o genes

microbianos.

Considerando que los microorganismos son el principal impulsor de la metilacion del Hg,
en una serie de experimentos, Parks y colaboradores (2013) demostraron que la formacion biotica
de CH3Hg requiere la presencia de los genes hgc A y hgc B ya que la tasa de metilacion de Hg esta
limitada por la expresion de estos (Capo et al. 2023). Es importante destacar que, ahora, se sabe
que ambos genes solo se presentan en microorganismos capaces de metilar el mercurio y ambos
son necesarios para la actividad de metilacion (Gilmour et al. 2013 ; Podar et al. 2015 ).Este
descubrimiento ha permitido la identificacion de alto rendimiento, un método que permite analizar
de manerarépida y eficiente grandes cantidades de datos gendmicos, lo cual facilita la comprension
de la diversidad de microorganismos con potencial de metilacién en cultivos o diversos conjuntos
de datos ambientales basados en la presencia de la secuencia hgcAB (Parks et al., 2013; Schaefer

et al., 2014).

Los genes hgcAB requeridos por los microorganismos para metilar el Hg han sido
reportados en muchos ambientes, incluyendo sedimentos de humedales, suelos de arrozales,
permafrost descongelado, aguas hipersalinas e hipersulfidicas, lagos de soda y sistemas
geotérmicos (Schaefer et al., 2014). Aungue la metilacion de Hg se asocia, con mayor frecuencia,

con la reduccion de sulfato, (Compeau, G. C., et al 1985) (Bridou, R., et al 2011) la existencia de



desencadenantes ambientales o controles sobre la metilacion de Hg sigue siendo poco conocida, al

igual que la evolucion y la distribucion filogenética de los genes hgcAB.

Tanto hgcA como hgcB se encuentran en taxones procariotas, sin embargo, el par de genes
hgcAB es relativamente raro y se presenta solo en aproximadamente el 1,4 % de los genomas
microbianos secuenciados (Podar et al., 2015). Por otra parte, cabe resaltar que el potencial de
metilacién del mercurio no se puede predecir en funcion de la sefial filogenética del ARNr 16S y
es, mas bien, un rasgo especifico de especie o cepa (Yu et al., 2013; Parks et al., 2013; Gilmour et

al., 2013).

Aparte de la metilacion del Hg, la desmetilacion del CHsHg también juega un papel clave
en el ciclo global del Hg (Bridou et al., 2011). A través de estudios evolutivos y de quimiotaxis se
han identificado microorganismos capaces de adaptarse al estrés mercdrico (Gadd, 2010). Aunque
cabe resaltar que la quimiotaxis de un microorganismo hacia este metal depende de su capacidad
fisiologica para utilizar o resistir el entorno metalico (Kearns, 2010). Es asi como, el proceso de
desmetilacion se puede lograr de forma abidtica o bidtica. La bidtica, se puede realizar por dos
mecanismos: la desmetilacion reductora, mediada por bacterias aerdébicas que albergan el operdn
mer (Barkay et al., 2003), y la desmetilacion oxidativa de CHsHg por bacterias anaerobicas,
incluidas la sulfato-reductoras, metandgenas y metanotrofas (Oremland et al., 1991; Lu et al.,
2017).Los microorganismos utilizan el operdn mer para desintoxicar el Hg (I1), convirtiéndolo en
Hg(0) volatil(Gionfriddo et al., 2020) este se compone de genes que codifican proteinas con
funciones especificas para su regulacion (R), asi como el transporte (merT, merP, merC y merF) y
reduccién (merA) del mercurio, la proteina MerR, clasificada como una proteina metaloreguladora,

se une a la region promotora del operén, y ambos regulan la transcripcion de los genes estructurales



y la proteina R activa la transcripcion del operén en presencia de concentraciones de Hg?* y la

reprime en ausencia de este metal. (Nascimento A., y Chartone-Souza E., 2003).

Los genes estructurales, ubicados aguas abajo del sitio promotor/operador, desempefian un
papel crucial en el transporte del ion mercurio; entre estos, merT y merP son genes esenciales para
la expresion de la resistencia al mercurio en todos los operones mer. Ademas, los microorganismos
que portan el gen merB que codifica la liasa organomercurial como parte del operén mer pueden
desmetilar compuestos orgénicos de Hg, junto con la reductasa mercurica (merA), para producir
metano (CH4) y Hg (0), todos estos genes codifican diferentes proteinas que participan en la
deteccidn, eliminacion, transporte y reduccion de Hg (Barkay et al., 2003; Lin et al., 2011). La
coordinacion precisa entre los elementos reguladores y los genes estructurales garantiza una
respuesta eficiente y adaptativa ante la presencia de mercurio en el ambiente. Sin embargo, para
expandir nuestro entendimiento sobre la diversidad de microorganismos en diversos ambientes, la
metagendmica emerge como un enfoque robusto para establecer conexiones entre la identidad
filogenética de los microorganismos y su potencial metabdlico (Perez et al., 2021). A través de la
reconstruccion de genomas a partir de ADN ambiental (MAGS), este método ofrece una ventana
para explorar como la presencia de genes relacionados con el ciclo del mercurio y la capacidad de
metilacion se distribuyen y manifiestan en comunidades microbianas complejas. Asi, la
metagendmica no solo complementa nuestra comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes a la resistencia al mercurio, sino que también amplia el panorama de posibilidades
para detectar y caracterizar otros genes funcionales involucrados en la metilacién del mercurio,
abriendo nuevas vias para estudiar la interaccion entre microorganismos y contaminantes en el
ambiente (Rodriguez et al., 2022).Una ventaja adicional de esta técnica es la obtencion de los

MAGsSs, que brindan informacion funcional a nivel de genoma, lo que es especialmente til para



entender la diversidad en el contexto de la metilacién del mercurio. Trabajos previos han subrayado
la importancia de esta metodologia, incluyendo investigaciones de Bowers et al. (2017) y McDaniel

et al. (2020).

Considerando la problematica de la contaminacion por mercurio en Colombia, resulta
imprescindible desarrollar métodos que permitan la biorremediacion de ecosistemas contaminados
con este metal. En este sentido, la metagenémica brinda un amplio marco analitico de las diversas
comunidades de microorganismos presentes en el entorno involucrados en los procesos de
metilacion y desmetilacion del mercurio, posibilitando la identificacion de microorganismos
candidatos para biorremediacion o marcadores microbianos indicadores de zonas de alto riesgo

para la salud.



Justificacion

De acuerdo con la Procuraduria General de la Nacion, Colombia es el mayor emisor de
mercurio per capita en el mundo Yy el tercer pais que mas contamina globalmente con este metal
(Procuraduria General de la Nacion, 2023). Estos datos subrayan la importancia de estudiar las
comunidades microbianas y los genes involucrados en los procesos de transformacion del
mercurio, particularmente hacia formas metiladas como el metilmercurio (MeHg), un compuesto
perjudicial para la salud humana y el medio ambiente (Bradley, Barst y Basu, 2017; Zhang et al.,
2010), el cual a menudo se bioacumula y biomagnifica en medios acuéticos (Watras et al., 1998;
Boyd et al., 2009) y terrestres (Rimmer et al., 2010). Sin embargo, persisten limitaciones en nuestro
entendimiento de la diversidad y funcionalidad de los operones mer y hgc, esenciales para
comprender la dindmica biogeoquimica de este metal pesado en el ambiente (Barkay et al., 2003).

Por lo tanto, con el presente estudio se busca contribuir al conocimiento sobre la diversidad
taxonomica de los operones mer y hgc en microorganismos que habitan en diferentes ecosistemas
de Colombia y su potencial para influir en la distribucion y toxicidad de este metal en los
ecosistemas locales. Esta capacidad genética permite que estos microorganismos puedan ser

considerados modelos para estudios de evolucidn y biotecnologia ambiental.



Hipotesis

Existe una variabilidad en la diversidad taxondmica de los operones mer y hgc entre los

microorganismos presentes en diferentes ecosistemas en Colombia.



Objetivos
Objetivo general
Evaluar la diversidad taxonémica del operén mer y hgc en microorganismos presentes en
diferentes ecosistemas y su relacion con los procesos de metilacion y desmetilacion del mercurio
como contaminante en Colombia.
Obijetivos especificos
» Caracterizar la diversidad taxonémica del oper6n mer en microorganismos presentes en
diferentes ecosistemas y su relacion en procesos de desintoxicacion de mercurio.
» Caracterizar la diversidad taxonomica del operdn hgc en microorganismos presentes en
diferentes ecosistemas y su relacion con la metilacion del mercurio elemental.
 ldentificar enzimas y genes clave de operones mer y hgc, involucrados en los procesos de
desintoxicacion y metilacion del mercurio.
» Evaluar el potencial de las comunidades microbianas presentes en ambientes contaminados

con mercurio.



Meétodos.
Mineria de datos metagen6micos
Se realiz6 una busqueda de lecturas crudas de metagenomas en la base de datos del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para identificar los datos de microbiota ambiental generados en

Colombia. Se revisaron los metadatos de las librerias encontradas en el campo library,
seleccionando los datos etiquetados como Whole Genome Sequencig(WGS), secuenciadas en la
plataforma de Illumina disponibles en el Sequence Read Archive (SRA). Posteriormente, se disefid

un script en lenguaje de programacion Python v2.7.15 [http://www.python.org/] que facilitd la

descarga de los archivos SRA y su conversion al formato FASTQ mediante el uso de fasterg-dump
(Apéndice A).

Adicionalmente, en la base de datos KEGG (Kanehisa et al.,, 2023)

(https://www.genome.jp/kega/), se realizd una busqueda especifica de las secuencias peptidicas
que son codificadas por los genes de cada operdn, incluyendo merA, merB, merC, merR, merT,
merl, merP y merD para el operon mer, y hgcA y hgcB para el operdn hgc. Estas secuencias se
utilizaron como moldes para la identificacion posterior dentro de los datos metagendmicos
seleccionados (Tabla 3)

Tabla 3

Secuencias peptidicas usadas como moldes

Identificador Anotacion
WP_006224622.

1 mercuric ion transporter MerT
WP_016708222.

1 organomercurial transporter MerC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.python.org/
https://www.genome.jp/kegg/

WP_012035144.

1

WP_012617702.
1

WP_000995360.
1

WP_069283521.
1

WP_004574526.
1

WP_007803570.
1

WP_005195267.
1

WP_000425271.
1

D9J041.2

MerP

mercury methylation corrinoid protein HgcA

mercury methylation ferredoxin HgcB

mercury resistance co-regulator MerD

sulfolobus mercury resistance protein, Merl

mercury resistance system periplasmic binding protein

mercury resistance system transport protein MerF

organomercurial lyase MerB

Hg (I1)-responsive transcriptional regulator MerR

Mercuric reductase MerA

Procesamiento de las lecturas crudas

Se empleo6 el modulo de read_gc de MetaWRAP (Uritskiy et al., 2018) para llevar a cabo

la evaluacién de calidad de las lecturas crudas descargadas en formato FASTQ pareado (forward y

reverse), usando Trim Galore (Krueger, 2015) para el recorte de adaptadores de Illumina, ademas



se establecié un valor estandar de 150 pb, excluyendo lecturas que diferian de este tamafio. La
distribucion por calidad de las lecturas se calcul6 con FASTQC (Andrews y col., 2012) y visualiz6
en un informe generado con MultiQC (Ewels et al., 2016), proporcionando métricas como %GC,
DUPS (duplicados) y longitud mediana de las lecturas.

Ensamble de las lecturas metagenémicas.

Para el ensamble metagendmico, se empled la herramienta MEGAHIT v1.2.9 (Li et al.,
2015) con el propdsito de reconstruir secuencias genomicas continuas a partir de los archivos de
lecturas en formato FASTQ, utilizando los siguientes parametros: -t 80(numero de nucleos de
procesamiento); k-mers 39, 59, 79, 99, 119y 141, multiplicidad minima por defecto de 2, se aplicd
para filtrar los k-meros y un tamafio minimo de contig de 500 (min_contig_len). Estos k-mers se
emplearon para construir un grafo de Bruijn.

Para garantizar la calidad de los resultados, se desactivo la adicion de k-meros con el
parametro --no-mercy, y se establecio un nivel de fusion de burbujas con --bubble-level 2 para
resolver estructuras complejas en el grafo de Bruijn, ademas, de parametros para fusionar burbujas
con una longitud maxima de 20 y una similitud minima del 95% (--merge-len 20, --merge-similar
0.95). Se aplico un filtrado de baja profundidad con --prune-level 2 y --prune-depth 2 para eliminar
secuencias con una profundidad promedio menor a 2. Para asegurar una limpieza optima del grafo,
se realizaron 5 rondas de limpieza con el parametro —cleaning-rounds y de igual manera se trabajé
un indice de desconexion (--disconnect_ratio) en 0.1 y el --low_local_ratioen 0.2, lo que contribuyd

a optimizar atn mas la calidad de los contigs resultantes en el ensamble.

Construccion y cuantificacion de MAGs
Se realiz6 el agrupamiento de contigs generados durante el ensamble previo para la

obtencién de MAGs utilizando el médulo de binning de MetaWRAP junto con los archivos de



lecturas de todas las muestras en formato FASTQ. Se eligi6 el algoritmo MetaBAT?2 (Kang et al.,
2019) dentro del mddulo, especificando los pardmetros de entrada de la siguiente manera: -0 -t 40
—11000. Finalmente, se ejecuté inmediatamente CheckM en los resultados del binning mediante la

opcion --run-checkm, para evaluar la calidad de los bins.

Para la cuantificacién de los bins, se utilizé el médulo quant_bins de MetaWRAP, el cual
emplea Salmon (Patro et al.,2015) como la herramienta subyacente, en primer lugar, se especifico
la carpeta que contenia los genomas provisionales en formato fasta, a través del parametro -b
(/st2/scratch_d/lsanchez/refined_bins/metabat2_bins), luego, se definio el directorio de salida -0
(quantification_output) y con -a se adjunté el archivo fasta que contenia el ensamble completo.

Anotacion funcional de bins.

Los bins obtenidos con MetaBAT?2 fueron anotados utilizando el médulo annotate_bins de
MetaWRAP. Este mddulo utiliza Prokka (Seemann, 2014). Los pardmetros para este proceso
incluyeron la especificacion de un directorio de salida -0 annotation_output, también se indico la

ubicacién de los bins a anotar mediante el flag -b, y -t 5 para asignar 5 hilos de procesamiento.

Anotacion taxonomica de bins con GTDB-TK.

La anotacion taxonomica de los bins se llevo a cabo mediante el uso de GTDB-Tk v2.3.0
(Chaumeil et al., 2022), un pipeline que incluye herramientas como Prodigal VV2.6.3 (Hyatt et al.,
2010), TIGRFAM, Pfam (Finn et al., 2014; Haft et al., 2001) y HMMER 3.3.2 (Eddy, 2020). Para
iniciar este proceso, se ejecuto el comando gtdbtk classify_wf, el cual dirigio todo el flujo de trabajo
de clasificacién. Se especifico el directorio que contiene los genomas a clasificar con el parametro
--genome_dir metabat2_bins/, y también se indicé la ubicacion de la base de datos Mash que se
utilizara para la comparacion y clasificacion de los genomas mediante el parametro --mash_db

/st1/GTDB/data. Los resultados de la clasificacion se guardaran en el directorio especificado por



el parametro --out_dir classify_wf out, facilitando su acceso y gestion posterior, ademas se
especificd el uso de 40 CPU (--cpus 40) para el proceso general de clasificacion y se 20 CPU
adicionales (--pplacer_cpus 20) especificamente para el andlisis de colocacion filogenética
(pplacer). Finalmente, se indic6 la extension de los archivos de genoma en el directorio
metabat2_bins/ utilizando el parametro --extension. fa, lo que asegura que GTDB-Tk reconozca

los archivos de genoma en el formato correcto para su procesamiento.

Determinacion de ortélogos con OrthoFinder.

Se realiz6 una busqueda de ortologia entre los bins y las proteinas modelo seleccionadas
(Tabla 3). Esta busqueda se llevé a cabo utilizando el flujo de trabajo completo de OrthoFinder
(Emms y Kelly, 2019). Se emplearon los pardmetros -S diamond para seleccionar Diamond como
el programa de alineacion de secuencias de proteinas y para optimizar la paralelizacion, se
especifico -t 80 para las busquedas BLAST/DIAMOND vy los pasos de inferencia de arboles, y -a

30 para los pasos internos del algoritmo OrthoFinder.

Anélisis de resultados en R.

Los datos anteriormente resultantes se analizaron dentro del entorno R, empleando la
herramienta Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013) que se integré a Tidyverse que incluye paquetes
como dplyr y ggplot2 (Wickham et al., 2019). Se cred un objeto Phyloseq, el cual constituye una
estructura de datos completa que combina informacién de abundancia, taxonomia y metadatos de
las muestras. Este objeto se construy6 utilizando tablas de abundancia (otu_table), metadatos de
las muestras (sample_data) y asignaciones taxonomicas (tax_table). Posteriormente, se llevaron a
cabo visualizaciones mediante la generacion de graficos de abundancia de los bins, clasificados
segun la taxonomia. Se enfatizd las categorias taxonémicas a nivel de filo, clase y género,

incluyendo parametros adicionales, como la localidad y el tipo de muestra (suelo o agua), para



explorar las variaciones en la composicion taxondmica segin estas variables. Asimismo, la
eleccion de microorganismos candidatos en los MAGS, ya sea metilantes o desmetilantes, se basd

en la presencia presencia completa de los operones mer y hgc.



Resultados.

Distribucion de los datos metagenémicos seleccionados realizados en Colombia
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Figura 1: Distribucion geografica de estudios metagenomicos seleccionados en Colombia. Se
ilustran las localidades de origen de las muestras de los bioproyectos incluyen Tauramena,

Casanare (PRJEB35365), Medellin, Antioquia (PRINA483870), Solano, Caqueta (PRJEB44163),



Barrancabermeja, Santander (PRINA659220), Santander de Quilichao, Cauca (PRINA296369),
Villavicencio, Meta (PRINA443515), Cumaral, Meta (PRINA443518), y San Martin, Meta

(PRINA727370).

En este estudio, se seleccionaron un total de 9 bioproyectos, (Apéndice B). En total, se
seleccionaron 74 metagenomas provenientes de las siguientes localidades:

Tauramena, Casanare (PRIJEB35365):
e 13 librerias metagendmicas que contienen un total de 348,399,714 secuencias.
e Origen de las muestras: Suelos de tipo inceptisol rizosférico de cultivos de casava.
Medellin, Antioquia (PRINA483870):
e 2 librerias metagendmicas que contienen un total de 58,754,463 secuencias.
e Origen de las muestras: Aguas subterraneas urbanas.
Solano, Caqueta (PRIEB44163):
e 33 librerias metagendmicas que contienen un total de 710,378,926 secuencias.
e Origen de las muestras: Suelo de bosque amazénico.
Barrancabermeja, Santander (PRINA659220):
e 2 librerias metagendmicas que contienen un total de 51,712,417 secuencias.
e Origen de las muestras: Muestra ambiental de agua en depdsitos de petréleo.
Santander de Quilichao, Cauca (PRINA296369):
e 3 librerias metagendmicas que contienen un total de 60,720,746 secuencias.

e Origen de las muestras: Efluente de fermentacion de yuca.



San Martin, Meta (PRINA727370):
e 3 librerias metagenémicas que contienen un total de 18,316,095 secuencias.
e Origen de las muestras: Muestra ambiental de agua en depdsitos de petréleo.
Villavicencio, Meta (PRINA443515):
e 8 librerias metagendmicas que contienen un total de 657,196,147 secuencias.
e Origen de las muestras: suelo de turba tropical de turberas.
Cumaral, Meta (PRINA443518):
e 9 librerias metagendmicas que contienen un total de 640,654,212 secuencias.
e Origen de las muestras: suelo de turba tropical de turberas.
San Carlos de Guaroa, Meta:
e 7 librerias metagendmicas que contienen un total de 478,055,617 secuencias.
e Origen de las muestras: suelo de turba tropical de turberas.

Por medio del binning con Metabat2, se reconstruyeron un total de 421 MAGs a partir de
14,745,349 contigs, con un valor N50 de 1003. EI valor L50 de 3,802,269 sugiere la
representatividad del 50% del tamafio total del ensamble y el auN (assembly units Number) de
3493.4 bases representa la longitud promedio del ensamble ponderada por la abundancia de cada
contig. 175 MAGs presentaron un minimo de 40% de completamiento y 10% de contaminacion,
los cuales se clasificaron en 36 filos, 56 clases y 124 géneros. Los filos dominantes fueron fueron
Campylobacteriota (14.85%), Acidobacteriota (8.70%), Actinomycetota (8.33%) vy

Pseudomonadota (7.17%), en lo que respecta a las clases dominantes en nuestros datos fueron



Campylobacteria (12.17%), Alphaproteobacteria (10,26%)Terriglobia (8.44%), Actinomycetia

(10.65%), Bacilli (7.70%) y Thermoleophilia (6.39%) y en lo que respecta a los géneros

dominantes tenemos a Arcobacter (7.50%), Halarcobacter (5.49%), Acidoferrum (4.84%), 13-2-

20CM-66-19 (4.28%), Prevotella (4.21%) y Lactobacillus (2.83%).

Abundancia de los MAGs por sitio y tipo de muestra

Para facilitar la asignacion dentro de los gréficos, se asignaron siglas a las localidades.

(Tabla4.)

Tabla 4

Localidad y tipos de muestras utilizadas en el

estudio
Localidad Sigla Tipo de
muestra
Tauramena, T.C
Casanare Suelo
Solano, Caqueta
S.C
Villavicencio, Suelo
V.M
Meta
Suelo
C.M
Cumaral, Meta
Suelo
SCG.M
San Carlos de
Suelo
Guaroa, Meta
Medellin, M.A Agua




Antioquia

Barrancabermej
Agua
a, Santander
San martin, Meta
SM.M Agua
S. de Quilichao,
SQ.C Agua

En la figura 2, se observa que el filo Pseudomonadota esta presente y resalta en todas las
muestras independientemente de la localidad o el ambiente de procedencia. En las muestras de
agua, el filo Campylobacteriota se identifica unicamente en la localidad de Barrancabermeja,
Santander, mientras que el filo Aquificota se encuentra especificamente en la localidad de San
Martin, Meta, ambos filos son exclusivos de las muestras de agua. En cuanto a las muestras de
suelo, el filo Acidobacteriota es predominante en todas las localidades. Le sigue en mayor
proporcion el filo Actinomycetota, presente en todas las localidades de suelo y también en muestras

de agua de Santander de Quilichao.
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Figura 2. Distribucion de la abundancia de MAGs por filo en cada muestra, contemplando

localizacion y ambiente.

En la figura3, se observa la presencia predominante de las clases Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria en todas las localidades. En las muestras de suelo, destacan las clases
Acidimicrobiia y Actinomycetia en todas las localidades, ademas, en Tauramena, Casanare, y
Solano, Caquetd, resalta la clase Terriglobia. En las muestras de agua, destaca la exclusividad de
la clase Bacilli en Santander de Quilichao, Cauca, y de la clase Campylobacteria en

Barrancabermeja, Santander.
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Figura 3. Distribucion de la abundancia de MAGS por clase en cada muestra, contemplando

localizacion y ambiente.

En las muestras de suelo, se destaca un grupo “no asignado” taxondémicamente como el de
mayor porcentaje de abundancia para la mayoria de las muestras, seguido por un género ain no
clasificado, denominado 13-2-20CM-66-19, perteneciente a la clase Gammaproteobacteria y
continuando con el género Halarcobacter (Fig.4) ademas, en Tauramena, Casanare, y Solano,

Caquetd, resalta el género Acidoferrum.

En las muestras provenientes de agua, en la localidad de Santander de Quilichao, el género
Acetobacter es el mas abundante, en el caso de Medellin, Antioquia, el género Marinobacterium
ocupa el primer lugar en términos de abundancia, en Barrancabermeja, Santander, Arcobacter se
destaca y en la localidad de San Martin la cual cuenta con dos muestras identificadas por el Id
SRR14424468, Achromobacter es el género mas abundante, mientras que ld SRR14424469 y

Tepidiphilus muestra una mayor representacion y abundancia para esta localidad en especifica.
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Figura 4. Distribucion de la abundancia de MAGs por género en cada muestra,

contemplando localizacién y ambiente.

Ort6logos seleccionados con base en las proteinas molde con su asignacién

taxonémica.

Se identificaron 9 grupos de ortdlogos, distribuidos de la siguiente manera: Mercuric
Reductase (MerA) con aproximadamente el 23.08% , Hg(I1)-Responsive Transcriptional Regulator
(MerR) con alrededor del 23.45%, Mercury Resistance Co-regulator (MerD) contribuyendo con
aproximadamente el 13.88%, Mercury Resistance System Periplasmic Binding Protein (MerP)
representando cerca del 23.45%, Organomercurial Lyase (MerB) con aproximadamente el 0.29%,
Mercuric lon Transporter (MerT) con cerca del 0.58%, Mercury Resistance System Transport
Protein (MerF) con aproximadamente el 0.07%, Mercury Methylation Corrinoid Protein (hgcA)
abarcando alrededor del 3.45%, Mercury Methylation Ferredoxin (hgcB) con cerca del 10.14%,
Organomercurial Transporter (MerC) contribuyendo con alrededor del 1.01%, y Sulfolobus

Mercury Resistance Protein (Merl) con aproximadamente el 0.22%.



Se identificaron 16 MAGs como candidatos potenciales para la biotransformacion del
mercurio. Entre ellos, uno corresponde al operén mer, mientras que los restantes 15 al operén hgc,

ademas, difieren en cuanto a las localidades y el tipo de muestra de la que provienen.

En las muestras de suelo provenientes de las localidades de Villavicencio, Cumaral y San
Carlos de Guaroa, todas vinculadas en un bioproyecto comln y ubicadas en el departamento del

Meta, se identificd la presencia del operon mer especificamente en la clase Desulfomonilla.

En cuanto a la presencia del operdn hgc en las muestras de suelo, se observaron patrones
distintivos en diversas localidades, (Fig. 5). En particular, la clase Gammaproteobacteria se
presenta de manera exclusiva en la localidad de Solano, Caquetd, cuya muestra proviene de un
bosque tropical. Por otro lado, en la localidad de Tauramena, Casanare, donde las muestras
provienen de suelos de cultivos de casava, la clase Gammaproteobacteria exhibe el mayor
porcentaje de abundancia (Fig. 5). En las localidades de Villavicencio, Cumaral y San Martin,
municipios pertenecientes al departamento del Meta, se observa una similitud en las clases
asociadas al operon hgc. La clase Syntrophobacteria destaca como la mas abundante en las tres
localidades, seguida por Deltaproteobacteria (BSN033). Ademas, la clase Dehalococcoidia
presenta presencia mas notable en Cumaral en comparacion con Villavicencio y San Carlos de
Guaroa, Meta donde también estd presente, pero en baja abundancia. Finalmente, las tres

localidades comparten la presencia de las clases Thermodesulfovibrionia y Thermoplasmata.



2 22| R | O | = 3 R | 0 T | =

Abundancia

Figura 5. Distribucion de la abundancia de MAGs tipo de operon por clase en cada muestra,

contemplando localizacién y ambiente.

Las muestras de agua analizadas para la presencia del operdn hgc muestran que los datos
disponibles se limitan a la localidad de San Martin, Meta. En esta localidad, la clase Archaeoglobi

presenta el mayor porcentaje de abundancia, seguida de la clase Thermodesulfobacteria.
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Figura 6. Distribucién de la abundancia de MAGs tipo operdn por género en cada muestra,

contemplando localizacién y ambiente.

El género (JACRDGOL1) fue el unico que presentd el operon mer en las muestras de suelo
(Fig. 6), su presencia se registro en las localidades de Villavicencio, Cumaral y San Carlos de

Guaroa.

Por otro lado, en los datos relacionados con el operdn hgc, sobresalio la presencia exclusiva
del género Rhodanobacter (66-474) en las localidades Solano, Caquetd y Tauramena, Casanare.
En el caso de las localidades Villavicencio, Cumaral y San Carlos de Guaroa, todas pertenecientes
al departamento del Meta, comparten los mismos géneros con la presencia del operon hgc, siendo
el més abundante en las tres localidades un género no asignado, seguido de Magnetocorallium
(JACAEYO01), y continuando con Syntrophorhabdus (UBA1163). Finalmente, en el apartado de
las muestras de agua con respecto a la presencia del operdn hgc, sélo se tienen datos de la localidad
San Martin, Meta, siendo el de la presencia mas notable Thermodesulfobacterium, seguido de

Archaeoglobus (WY Z-LMO?2) y finalizando con la presencia de "no asignado.”



Discusion.

Calidad y generalidades de los metagenomas seleccionados.

La reconstruccion de 421 MAGs a partir de 14,745,349 contigs provenientes de 74
metagenomas seleccionados, con un N50 de 1003 bases y un L50 de 3,802,269, evidencia una
fragmentacién considerable del ensamble, tipico en estudios metagenémicos con una alta
diversidad y complejidad genética (Albertsen et al., 2013); mientras que la proporcién balanceada
de guanina (G) y citosina (C) en el ensamble metagendmico, constituyen aproximadamente el
60.44% del total de pares bases, sugiere una distribucion equitativa que apunta a una mayor
estabilidad en la estructura del ADN, indicando integridad mejorada y menor presencia de errores
en las secuencias (Sueoka, 1962). ademas, la ausencia de bases ambiguas ('N') en una cantidad de
100,000 bases indica la alta calidad del ensamble, ya que no hay regiones indefinidas o no resueltas
en ese rango especifico. De los MAGs reconstruidos, 175 presentan un minimo de 40%
completitud, es decir que contienen una porcidn significativa del genoma, y 10% de contaminacion

dato crucial para asegurar la integridad de los resultados finales (Parks et al., 2015).

Los 74 estudios metagenomicos seleccionados abarcan una variedad de ecosistemas y
regiones geograficas, proporcionando una vision integral de los microbiomas en diferentes
contextos ambientales. Las muestras de los Ilanos orientales en las localidades de Tauramena,
Casanare, provenian de suelos de tipo inceptisol rizosférico asociados a cultivos de casava; los
inceptisoles, caracterizados por estar en una etapa temprana de desarrollo y sujetos a procesos
activos de formacion, con rizosferas intensamente activas debido a los exudados de las raices de
las plantas, tienen la capacidad para retener agua durante la estacién seca y facilitar un drenaje
rapido durante la estacién lluviosa (Soil Survey Staff, 1999). Villavicencio, Cumaral y San Carlos

de Guaroa, Meta, contribuyeron con muestras de suelos de turba tropical, caracteristicos de



humedales estacionales y de galeria; este tipo de suelo se forma a partir de la acumulacion de
material organico parcialmente descompuesto en condiciones de saturacion de agua (Rydin y
Jeglum, 2013), proporcionando habitats esenciales para una diversidad de especies adaptadas a
entornos humedos y cambiantes. Solano, Caqueta, contribuy con muestras de suelo del bosque
amazonico. Esta informacion es pertinente para entender el contexto ecoldgico de las muestras de

la categoria “suelo”.

En contraste, las muestras de agua provenientes de otras regiones de Colombia como en
Medellin, Antioquia; las muestras se tomaron de aguas subterrdneas urbanas, reflejando los
microbiomas de un entorno urbano en el Valle de Aburra, rodeado de bosques andinos y subandinos
(Arango y Duque, 2006). En Barrancabermeja, Santander, las muestras se obtuvieron de agua en
depdsitos de petréleo, representando ecosistemas fluviales y de bosque humedo tropical. En
Santander de Quilichao, Cauca, las muestras procedian de efluentes de fermentacion de yuca
artesanal, ubicAndose en una zona de transicion entre los Andes y el valle del rio Cauca, con
ecosistemas de bosque andino y bosques humedos tropicales (Mejia y Correa, 2001). En San
Martin, Meta, se tomaron muestras del agua alrededor de depositos de petroleo, esta region se
caracteriza por sus diversas subregiones, definidas por su fisiografia tales como llanura aluvial,

altillanura y piedemonte (Pardo y Rangel-Ch, 2014).

Diversidad microbiana de los datos metagendmicos seleccionados realizados en
Colombia

En todas las muestras de agua y suelo hubo presencia consistente de los filos
Actinomycetota y Pseudomonadota, independientemente de la region geografica de origen ambos
han mostrado en investigaciones previas una gran capacidad para adaptarse a diversas condiciones

ambientales (Garrity et al., 2021; Oren y Garrity, 2021)., siendo el filo Pseudomonadota el



dominante en las todas las localidades de muestras de suelo; Weber y King (2010) sugirieron que
este filo participa activamente en el ciclo ambiental del CO, ya que un aumento en las secuencias
del gen coxL, que codifica una subunidad de la enzima mondxido de carbono deshidrogenasa, se
correlaciondé con una mayor actividad de absorcion de CO, también se ha descrito el papel de este
en procesos de ciclado de nutrientes, fertilidad del suelo y la salud de las plantas ( Wei et al., 2018
; Mhete et al., 2020; Zhou et al., 2023), mientras que en las muestras de agua, fue dominante
Unicamente en la localidad de Medellin, Antioquia procedente de aguas subterrdneas urbanas;
Nilsson et al. (2018) encontraron que este filo era de los mas abundantes en los contenedores de

almacenamiento de agua domeésticos en la India relacionandolo con presencia de vectores.

Ademas de estos, las muestras de agua incluyeron los siguientes filos: Campylobacterota,
que juega un papel importante en el ciclo del nitrégeno y el azufre (Ruby, Wirsen, & Jannasch,
1981; Sun et al., 2016; Xie et al., 2021), siendo dominante y exclusivo de la localidad de
Barrancabermeja, Santander; Bacillota destaca por su habilidad de habitar diferentes ambientes y
de sobrevivir a las condiciones mas adversas (Schleifer, 2009), las bacterias de este filo son capaces
de producir enzimas que descomponen polimeros complejos como los lipidos, polisacaridos y
acidos nucleicos, lo que permite a los organismos utilizar estos compuestos para su supervivencia
(Madigan et al., 2016). (Gibbons & Murray, 2021), Bacteroidota, asociados con el procesamiento
de nutrientes (Bowman et al., 2023) y la degradacién de materia organica compleja, incluyendo
polisacaridos y proteinas (Mufioz et al., 2020); estos dos filos dominaron las muestras de Santander
de Quilichao, limitandose su presencia a dicha localidad. Aquifoccota, reconocido por su capacidad
de producir agua al oxidar hidrégeno y por habitar entornos hostiles (Oren & Garrity, 2021), se
identificd exclusivamente en muestras cercanas a depositos petroleros en San Martin, Meta;

estudios previos también han identificado este filo en una comunidad bacteriana del lodo activado



de una industria petrolera en Brasil (Antunes et al., 2021); y Myxococcota, bacterias
quimiorganotrofas que producen y excretan enzimas hidroliticas, ademéas de ser formadoras de
cuerpos fructiferos (Li et al., 2023), fueron detectadas exclusivamente en las muestras de aguas

residuales urbanas de la localidad de Medellin, Antioquia.

Respecto a las muestras de suelo, se encontraron los filos: Acidobacteriota, los cuales han
sido identificados en una variedad de habitats y ha visto implicada en procesos de degradacion de
materia organica compleja (Oren y Garrity, 2021). Thermoplasmatota, caracterizado por su
adaptacion a ambientes extremadamente &cidos, probablemente juega un papel en la
transformacion de materiales organicos en condiciones de pH bajo (Chuvochina et al., 2023).
Halobacteriota, conocido por prosperar en ambientes anoxicos u hostiles, contribuyendo a ciclos
biogeoquimicos de dichos ambientes (Brauer et al., 2020). Dormibacteriota, abundante en
horizontes profundos de suelo con baja concentracion de carbono organico, implicado en la

mineralizacion de compuestos organicos complejos (Montgomery et al., 2021).

Continuando con la categoria taxondmica clase, Gammaproteobacteria vy
Alphaproteobacteria se encontraron en muestras tanto de agua como de suelo, con excepcién de
las provenientes de Barrancabermeja, Santander. Gammaproteobacteria ha sido investigada
ampliamente debido a su papel en los ciclos biogeoquimicos del carbono y del azufre en diversos
a (Lavik et al., 2009; Canfield et al., 2010; Reinthaler et al., 2010), en las muestras de agua esta fue
dominante en Medellin, Antioquia y San Martin, Meta, mientras que, en la localidad de
Barrancabermeja, Santander domino la clase Camphylobacteria conocidas por ser fijadoras de
nitrégeno y reductoras de sulfato( Drexler et al., 2020 ),en SQ fue Bacteroidia, son bacterias Gram-

negativas mayoritariamente anaerobias, especializadas en la descomposicidén de materia organica,



incluidos biopolimeros, y se encuentran en diversos entornos lo cual se atribuye a su capacidad

adaptativa (Garcia-L6pez et al., 2019).

En las muestras de suelo estuvieron presentes las clases Acidimicrobiia, Actinomycetia,
estas agrupan bacterias gram positivas con un alto contenido (G+C) en su genoma, son bien
conocidas por su capacidad para producir metabolitos secundarios bioactivos (Hazarika y Thakur,
2020) ademas de estar vinculadas a la descomposicion de materia organica, contribuyendo al ciclo
biogeoquimico del suelo (Salam et al., 2019), Terriglobia se encuentran en gran cantidad en suelos
frios, pobres en nutrientes y acidos, como los de la tundra artica y los bosques boreales (Belova,
Ravin, et al., 2018; 2020; Kim et al., 2011). Y Nitrospira grupo de bacterias nitrificantes (Lucker
et al.,2010) que poseen diversos y ubicuos en los ecosistemas naturales (Vijayan et al., 2021)
teniendo en cuenta que la muestra de procedencia en nuestro estudio es el suelo de una turbera. En
un estudio de Yang et al. 2020 descubrieron una reductasa de nitrato, que podria proporcionar una
ventaja en condiciones andxicas permitiéndoles sobrevivir al estrés oxidativo en ecosistemas con

diferentes gradientes de oxigeno.

Por ultimo, en cuanto al género, las muestras de agua incluyeron principalmente a:
Halarcobacter predominé en abundancia en Barrancabermeja, Santander y teniendo en cuenta que
la muestra de procedencia en nuestro estudio es una agua circundante de depositos petroleros.,
Davila Aleman et al. (2024), en un estudio reciente sobre bacterias asociadas al petréleo en el agua
de mar del Artico, encontraron que su analisis de abundancia diferencial, destacé un
enriquecimiento significativo de géneros inesperados, entre los cuales se identifico a
Halarcobacter, el cual, no habia sido previamente asociados con ambientes que contienen
hidrocarburos, por lo cual sugieren un potencial para el metabolismo y biodegradacién de estos.

En San Martin, Meta, domindé el género Tepidiphilus que segun estudios previos fueron datados en



el municipio de Castilla la Nueva, Meta en donde se detectaron enzimas involucradas en la
reduccion asimilatoria de sulfato y en la via de desnitrificacion (Bedoya et a., 2021), También se
han registrado miembros de este género en baja proporcion en depositos de petréleo, y se ha
caracterizado como una bacteria que reduce nitrato (NRB) de la familia Hydrogenophylaceae.
(Zhang X. et al., 2020). y, por ultimo, en la localidad de Medellin, Antioquia, predominé
Stutzerimonas que, segun resultados de un estudio realizado en un campo petrolifero en Lizama,
Santander se evidenci6 que un individuo de este género es capaz de utilizar compuestos alifaticos
de azufre (tioles alifaticos y mercaptanos) y otros compuestos que contienen azufre reducido como

fuente de energia (Navas et al. 2023).

En las muestras de suelo se encontraron principalmente los géneros BOG-931 y PALSA-
894, pertenecientes a la familia Xanthobacteraceae, en los suelos de turbera de Villavicencio,
Cumaral y San Carlos de Guaroa, Meta, en el estudio de Nouwens (2013), se identifican
caracteristicas de crecimiento mixotrofico en un miembro de esta familia en ambientes de suelo y
agua dulce, lo cual resulta ser importante para el ciclo del carbono. Acidoferrum dominé en las
muestras de Solano, Caqueta este género ha sido descrito por su potencial microbiano para la
reduccién anaerdbica del hierro, un proceso que regula la reserva de fésforo unido a los minerales
del suelo que contienen hierro (Epihov et al., 2021), mientras que, en la localidad de Tauramena,
Casanare, predominé Rhodanobacter (66-474) Green et al. (2012) encontraron que las bacterias
desnitrificantes de dicho género, dominan las comunidades bacterianas de algunos ambientes
acidos y ricos en nitratos, ademas, Prakash et al. (2011) han documentado la capacidad de

desnitrificacion en miembros de este género.



Diversidad taxonémica de los operones mer y hgc.

En el analisis de ortdlogos seleccionados basados en las proteinas molde, se observa que
los genes que codifican proteinas con amplio espectro de resistencia al mercurio, como merB, se
detectaron con menor frecuencia (0.29%) en comparacién con los genes que codifican para la
resistencia de espectro estrecho al mercurio, que identifico con una frecuencia considerable del
23.08% como es el caso de merA, esto podria sugerir que indican que merA en las muestras
seleccionadas en nuestro estudio podria estar mas ampliamente distribuido y conservado
evolutivamente en comparacion con merB. En lo que respecta al operdn hgc, hgcA se encontrd en
un 3.45%, mientras que hgcB tuvo una mayor presencia con 10.14%. La diferencia en la deteccion
de ortélogos puede ser por razones biologicas y metodoldgicas, desde una perspectiva biologica,
pueden someterse a presiones selectivas segun sus roles especificos en la metilacion o
desmetilacion de mercurio o factores metodologicos como la eficiencia de la secuenciacion,

recuperacion y amplificacion pueden influir en la deteccion diferencial de estos.

En lo que respecta a la presencia del operon hgc, la diversidad en muestras procedentes de
suelo, especificamente de las localidades de Villavicencio, Cumaral y San Carlos de Guaroa, se
presentdo en MAGs pertenecientes a las clases Thermodesulfovibrionia (filo Nitrospirae),
Dehalococcoidia (filo Chloroflexi) y Syntrophobacter (filo Pseudomonadota). Informes anteriores
de comunidades bacterianas de suelos con una larga historia de contaminacion por mercurio
describieron la presencia recurrente de Pseudomonadota y Chloroflexi (Ji et al., 2020; Liu et al.,
2021; Li et al., 2022). Estos microorganismos se distinguen por ser reductoras de sulfato, lo cual
les permite llevar a cabo la metilacién de mercurio (Acha et al., 2011; Gilmour et al., 2011). El
mecanismo de metilacion microbiana del Hg facilitado por el sulfato se debe a que proporciona

suficientes aceptores de electrones para los SRB, promoviendo asi su actividad y aumentando la



produccion de MeHg (Pierce et al., 2022; Wang et al., 2018). Estudios previos han demostrado que
concentraciones moderadas de sulfato (0.1 mg-g—1) promueven significativamente mas la
metilacion que concentraciones bajas (0 mg-g—1) y altas (0.5 mg-g—1) (Lei et al., 2021; Shao et
al., 2012). Ademas, se encontro la presencia del operén en un MAG perteneciente a la clase
Deltaproteobacteria en estas localidades; esta clase incluye bacterias IRB que utilizan hierro férrico
como aceptor de electrones (Fleming et al., 2006), estimulando significativamente las tasas de
metilacién y sugiriendo un papel de las IRB en la sintesis de CH3Hg (Yu et al.,2012). Por otro
lado, homologos hgcAB han sido identificados en aguas oceanicas asociados a microorganismos
como aquellos pertenecientes a Deltaproteobacteria y Chloroflexi (Villar et al., 2020), lo que

corrobora la presencia extendida de estos genes en diferentes ambientes (Liu et al., 2014).

Es necesario resaltar que los factores ambientales impulsan la metilacion del Hg al afectar
la actividad biologica o los procesos metabolicos de los microorganismos; esto, en suelos de
turberas de donde provienen los datos expuestos, proporciona un escenario favorable para la
metilacion del mercurio por parte de microorganismos SRB e IRB. Investigaciones anteriores han
confirmado que los ambientes andxicos favorecen el incremento y la acumulacién de metilmercurio
(MeHg) (Yang et al., 2019; Mehrotra y Sedlak, 2005; Warner et al., 2003). Ademas, han mostrado
una mayor produccion de MeHg en sedimentos anaer6bicos en comparacion con sedimentos
aerobicos (Olson y Cooper, 1976). La materia organica disuelta (DOM) facilita la metilacion
microbiana del Hg, ya que proporciona carbono y nutrientes esenciales para los microorganismos
(Jaffe et al.,2008); esta materia organica es particularmente abundante en humedales ricos en

sulfatos (Geesink et al., 2019).

Por otro lado, un MAG pertenecientes a el género Rhodanobacter (66-474), perteneciente

a la clase Gammaproteobacteria se encontrd exclusivamente en las localidades de Solano, Caqueta,



donde la muestra proviene de un bosque tropical, y en la localidad de Tauramena, Casanare, donde
las muestras provienen de suelos de cultivos de casava; la diferencia en la localizacion geogréfica
subraya la plasticidad de estos microorganismos. (Garrity et al., 2021) La deteccién del operén hgc
en un MAG perteneciente a dicha clase, esta en linea con los datos de la literatura que establecen
ampliamente que las Pseudomonadota son microorganismos predominantes en numerosos estudios
donde se investiga la metilacién del Hg (Bravo et al., 2018a; Hamelin et al., 2011; Zhang et al.,

2021).

Por altimo, en muestras procedentes de agua, la presencia del operon hgc se limit6 a la
localidad de San Martin, Meta, encontrandose en un MAG perteneciente a bacterias de la clase
Thermodesulfobacteria, género Thermodesulfobacterium estos se caracterizan por ser reductores
de sulfato, lo que les permitiria llevar a cabo la metilacion de mercurio (Acha et al., 2011; Gilmour
et al., 2011) Ademas, se encontrd también un MAG en arqueas de la clase Archaeoglobi, género
Archaeoglobu (filo Euryarchaeota); Zhang et al. (2021), en estudios sobre arrozales afectados por
la mineria, obtuvieron datos del filo Euryarchaeota y sugieren que los metiladores de mercurio

argueanos se vuelven mas dominantes a medida que aumenta la concentracion de mercurio total

([THg)).

Un estudio de Choi y Bartha (1994) reportdé que el nivel de materia organica estaba
correlacionado positivamente con la actividad de metilacion del mercurio en los sedimentos
estuarinos. Lo que denota que la abundancia y diversidad de los microorganismos que portan el
operdn hgc constituyen indicadores sensibles del potencial de metilacion (Gilmour et al. 2013;
Podar et al. 2015) teniendo en cuenta que algunos de estos microorganismos exhiben un
metabolismo conocido como sintrofia microbiana se podria llevar a potenciar la actividad

enzimatica y la eficiencia metabdlica de los microorganismos implicados, (Gilmour et al., 2013;



Yu et al., 2018; Hu et al., 2020). Lo que subraya la importancia en la cadena tréfica microbiana

asociada a la metilacion de mercurio en los entornos de procedencia de las muestras.

En este estudio, la deteccion del operon mer se dio en MAG del género Desulfomonile,
perteneciente a la clase Desulfomonilia y al filo Thermodesulfobacteriota en las muestras
provenientes de las localidades de Villavicencio, Cumaral y San Carlos de Guaroa, todas en el
departamento del Meta, teniendo en cuenta que este género se caracteriza por ser reductores de
sulfato ademas de anaerobios estrictos, implica que puede crecer en ambientes andxicos como los
suelos de turberas, investigaciones anteriores, ya han evidenciado a Desulfomonile en la capa
anoxica y reductora del lago meromictico Cueva de la Mora, este tipo de lagos presentan capas que
suelen incluir, una capa superior oxigenada (mixolimnion) y una capa inferior andxica
(monimolimnion) (Sanchez-Espafia y Johnson, 2013), y mas recientemente en el lago acido
Brunita, donde también se propone que desempefie un papel importante en la atenuacion natural
de las condiciones extremas en el monimolimnion(Sanchez-Espafia et al., 2020). Sobre la base de
experimentos de inhibicion, concluyeron que, en los sedimentos anoxicos, tanto los metandgenos
como los reductores de sulfato participan en la desmetilacion del metilmercurio en sedimentos
(Oremland, Culbertson, & Winfrey, 1991). Lo anterior argumenta la posible presencia de un MAG
de dicho género en las muestras en cuestion, aunque no se data a la fecha de informacion en la
literatura o en estudios anteriores que vinculen a estos con la presencia del oper6n mer y en su

defecto a procesos de desmetilacion de mercurio.



Conclusiones.

El analisis metagendmico de muestras ambientales de diferentes localidades y tipos reveld
una notable diversidad de microorganismos y su distribucién en Colombia, lo que subraya la
importancia de realizar estudios para avanzar en el conocimiento de la ecologia microbiana.

La deteccion del operébn mer en un MAG asociado al género Desulfomonile
(Thermodesulfobacteriota) es un hallazgo innovador, ya que hasta la fecha no se ha vinculado dicho
género con el operdn en cuestion ni con el potencial de desmetilacién de mercurio. Esto resalta la
relevancia de seguir profundizando en la diversidad microbiana vinculada a estos procesos de
transformacion del mercurio.

La caracterizacion de diversidad taxonomica de los operones hgc y mer en diversos
ecosistemas colombianos, mostro que existe variabilidad en la diversidad taxondmica,
prevaleciendo el operdn hgc en los datos analizados en comparacion con el operon mer. Este
hallazgo subraya el potencial de la actividad metabolica de microorganismos capaces de llevar a
cabo la metilacion del mercurio. Ademas los resultados indican que el suelo de turba tropical de la
region de los llanos orientales de Colombia, especificamente en las localidades de Villavicencio,
Cumaral y San Carlos de Guaroa, Meta, fueron identificados como entornos con alto potencial de
actividad de metilacion del mercurio, al albergar ambos operones (mer y hgc) lo cual sugiere que
podrian influir en la movilizacion y bioacumulacion de mercurio en el ambiente local, siendo
relevante en el contexto colombiano, donde la produccién y uso de mercurio presentan desafios

ambientales importantes.



Perspectivas.

Ahora que se han obtenido los genomas parciales de los microorganismos relacionados al
metabolismo del mercurio, se abre la posibilidad de realizar andlisis mas especificos para
profundizar en el entendimiento de los mecanismos de desmetilacion y metilacion del mercurio
mediados por los operones mer y hgc. Estos andlisis incluirian la genémica comparada, que
permitird identificar rutas metabdlicas relacionadas., ademas, de permitir explorar la expresion
génica y la actividad metabdlica integralmente en los ecosistemas de origen, mejorando asi nuestra

comprension de estos procesos en contextos naturales.



Apéndices.
Apéndice A. (Script)
#1/bin/bash
esearch -db sra -query "(Strategy:WGS[Properties] AND Colombia) AND (metagenome
OR shotgun)" | efetch -format runinfo > output.csv
cut -d, -f22 output.csv | tail -n +2 | sort | uniq > unique_bioproject_ids.txt
echo "BioProject_ID,Project_Title,Project_Description” > bioproject_details.csv
while read BIOPROJECT _ID; do
if [ ! -z "$BIOPROJECT _ID" ]; then
title=$(esummary  -db  bioproject -id $BIOPROJECT ID | awk -v
RS='<Project_Title>|</Project_Title>''NR==2"| sed -e 's/[[:space:]]*//' -e 's/[[:space:]]*$//' | tr \n'
")
description=$(esummary -db bioproject -id $BIOPROJECT_ID | awk -v
RS='<Project_Description>|</Project_Description>" 'NR==2" | sed -e 's/*[[:space:]]*/I' -e
's/[[:space:]]*$//" | tr \n" ")
echo "$BIOPROJECT _ID,\"$title\" \"$description\"" >> bioproject_details.csv
fi
done < unique_bioproject_ids.txt
awk -F, 'NR==FNR{a[$1]=%$2","$3;next}{print $0","a[$22]}' bioproject_details.csv
output.csv > output_with_details.csv
echo "jProceso completado! Los detalles de BioProject se han guardado en

bioproject_details.csv y output_with_details.csv"



Apéndice B. Metadatos.

B Localid Tipo de T.
ioproyecto RA Ids at. ong. Ititud ad muestra media anual umedad lima
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671680 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671681 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671683 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671684 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671685 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671686 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671688 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671691 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671693 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671694 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671695 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJEB35365 RR3671696 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Tauram suelo 2
RJIEB35365 RR3671697 .958889 72.5730555 19 msnm ena Casanare inseptisol rizosférico 8°C 5% ropical
P Solano suelo de 2




RIEB44163 RR5866825 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866831 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866833 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866839 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866840 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866843 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866844 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866845 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866846 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866850 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866851 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RJEB44163 RR5866852 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866853 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866855 738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866859 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
Solano suelo de

RIEB44163 RR5866862 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical

Solano

suelo de




RIEB44163 RR5866863 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866864 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866865 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866867 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866870 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866871 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866873 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazonica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866875 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866876 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866877 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866880 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866881 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866882 .738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazoénica 8°C 2% ropical
P Solano suelo de

RIEB44163 RR5866886 738517 75.181233 35 msnm Caqueta la selva amazénica 8°C 2% ropical
P Santand Tanques

RINA296369 RR2753156 .01585 76,483.00 044 msnm er de | de Fermentacion de | 6°C 0% ropical

Quilichao,Cauca Almiddnn de Yuca

P Santand Tanques

RINA296369 RR2753157 .01585 76,483.00 044 msnm er de | de Fermentacion de | 6°C 0% ropical




Quilichao,Cauca

Almidénn de Yuca

P S - Santand Tanques
RINA296369 RR2753158 .01585 76,483.00 044 msnm | er de | de Fermentacion de | 6°C 0% ropical
Quilichao,Cauca Almidénn de Yuca
P S - Medelli aguas
RINA648659 RR12326541 .244195 75.5811945 473 msnm n Antioquia residuales urbanas 45°C 3% ropical
P S - Medelli aguas
RINA648659 RR12396704 .244195 75.5811945 473 msnm n Antioquia residuales urbanas 45°C 3% ropical
P S - Barranc muestra
RINA659220 RR12532398 .936333 73.7675 08 msnm abermeja Santander de agua en depésitos | 6.2 °C % ropical
de petréleo
P S - Barranc muestra
RINA659220 RR12532400 .936333 73.7675 08 msnm abermeja Santander de agua en depositos | 6.2 °C 7% ropical
de petréleo
P S - San agua del
RINA727370 RR14424468 497833 73.405889 37 msnm Martin Meta deposito de petréleo 9°C 0% ropical
P S - San agua del
RINA727370 RR14424469 497833 73.405889 37 msnm Martin Meta deposito de petréleo 9°C 0% ropical
P S - San suelo de
RINA443510 RR7004198 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P S - San suelo de
RINA443510 RR7004199 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P S - San suelo de
RINA443510 RR7004201 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P S - San suelo de
RINA443510 RR7004202 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P S - San suelo de
RINA443510 RR7004203 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical

Meta

turberas




P - San suelo de
RINA443510 RR7004339 .838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P - San suelo de
RINA443510 RR7004340 838111 73.3193889 51 msnm Carlos de Guaroa, | turba tropical de | 5.8°C. 9.8% ropical
Meta turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004204 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 5.5°C. 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004205 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 55°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004206 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba  tropical de | 5.5°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004200 062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 55°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004341 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 55°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004342 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 55°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004343 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 5.5°C 0% ropical
turberas
P - Villavic suelo de
RINA443515 RR7004344 .062694 73,195.00 11 msnm encio, Meta turba tropical de | 55°C 0% ropical
turberas
P - Cumara suelo de
RINA443518 RR7004333 .239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P - Cumara suelo de

turba  tropical de




RINA443518 RR7004334 .239611 73.2023889 15 msnm 1, Meta turberas 5.8°C. 4.3% ropical
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004335 .239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004337 239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004338 239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba  tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004345 .239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba  tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004346 .239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7004347 .239611 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical
turberas
P Cumara suelo de
RINA443518 RR7006909 2396111 73.2023889 15 msnm I, Meta turba tropical de | 5.8°C. 4.3% ropical

turberas
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