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RESUMEN

El Lago Titicaca, ubicado a una altura de 3,825 metros sobre el nivel del mar y
reconocido como el lago navegable mas extenso (8000 km?) y alto del mundo; es un
ecosistema de agua dulce expuesto a contaminacién permanente, por lo tanto, es de vital
importancia conocer la presencia y diversidad de las comunidades bacterianas que
mantienen el equilibrio ecolégico, y que a la fecha ain no han sido estudiadas. En tal
razén, se plante6 como objetivo de trabajo determinar el perfil taxondémico de
microbiomas bacterianos mediante la secuenciacién Shotgun en la captacion Chimu y
Bahia Interna del Lago Titicaca. La metodologia empleada fue de tipo observacional y
descriptivo. Se recolectaron muestras de agua, con cinco repeticiones cada una.
Posteriormente, se procedié a la extraccion y evaluacion de la cantidad, calidad e
integridad del DNA genomico bacteriano de cada una de las muestras obtenidas y
enviadas a -80°C a BTSconsultores para la construccion de librerias de los genomas
completos por la secuenciacion Shotgun. Los resultados muestran que en la Bahia Interna
al clado mas representativo son las Alphaproteobacterias, con la especie
Alphaproteobacterium SCGC AAA028 DI10. En la captacion Chimu, el clado con mayor
representatividad son las Actinomicetas, con la especie Candidatus nanopelagicus
abundans. En conclusion, se obtuvo el arbol filogenético de la Bahia Interna y la
captacion Chimu resaltando la presencia de Alpha proteobacterium SCGC AAA028 D10,
como especie representativa en los dos arboles filogenéticos; y segin el mapa de calor,
Alpha proteobacterium SCGC AAA028 D10 presenta la abundancia relativa mas alta para

ambas zonas de estudio.

Palabras clave: Arbol filogenético, Mapa de calor, Metagenoma, Shotgun, Taxonomia.
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ABSTRACT

Lake Titicaca, located at a height of 3825 meters above sea level and recognized
as the largest (8000 km?) and highest navigable lake in the world; It is a freshwater
ecosystem exposed to permanent contamination; therefore, it is vitally important to know
the presence and diversity of the bacterial communities that maintain ecological balance,
and which to date have not yet been studied. For this reason, the work objective was set
to determine the taxonomic profile of bacterial microbiomes through Shotgun sequencing
in the Chimu catchment and Internal Bay of Lake Titicaca. The methodology used was
observational and descriptive. Water samples were collected, with five repetitions each.
Subsequently, the quantity, quality and integrity of the bacterial genomic DNA was
extracted and evaluated from each of the samples obtained and sent at -80°C to
BTSconsultores for the construction of complete genome libraries by Shotgun
sequencing. The results show that in the Inner Bay the most representative clade is the
Alphaproteobacteria, with the species Alphaproteobacterium SCGC AAA028 D10. In the
Chimu catchment, the most representative clade is the Actinomycetas, with the species
Candidatus nanopelagicus abundant. In conclusion, the phylogenetic tree of the Internal
Bay and the Chimu catchment was obtained, highlighting the presence of Alpha
proteobacterium SCGC AAA028 D10, as a representative species in the two phylogenetic
trees; and according to the heat map, Alpha proteobacterium SCGC AAA028 D10 presents

the highest relative abundance for both study areas.

Keywords: Phylogenetic tree, Heat map, Metagenome, Shotgun, Taxonomy.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

El lago Titicaca cuenta con una antigliedad de 3 millones de afios
aproximadamente, la cual es catalogada como el lago navegable mas alto del mundo ya
que se encuentra a 3.800 metros sobre el nivel del mar (msnm) y se extiende por mas de
50.000 km?, el paisaje del lago Titicaca ofrece una rica variedad de nichos ecologicos

explotables con diversas poblaciones microbianas (Stanish & Levine, 2011).

La investigacion se refiere a un trabajo genémico bacterioldgico, el cual se basa
en el estudio de poblaciones microbianas, esto debido a dificultades operativas y la
informacion limitada obtenida de microorganismos individuales. El paso que se sigue
para determinar la identidad de un microorganismo es la “identificacion”. Un
microorganismo se identifica correctamente cuando se encuentra que la descripcion de la
especie es idéntica a las caracteristicas observadas en ese microorganismo. Una unidad
taxondmica comunmente utilizada es la especie. Esta clase sistematica se define como
una coleccion de poblaciones clonales con alta similitud fenotipica que son distintas de
otras poblaciones clonales. Una propiedad de los microorganismos es el gran aumento del
tamafio de la poblacion en un corto periodo de tiempo, lo que determina los cambios
genéticos que pueden establecer una continuidad adquirida. Esto dificulta la distincion de

especies basandose en un pequefio numero de caracteristicas (Usyk et al., 2023).

La secuenciacion metagendmica Shotgun es una técnica de laboratorio que
determina la secuencia del ADN genomico de un organismo. El método consiste en
descomponer el genoma en una coleccién de pequenos fragmentos de ADN dispuestos
individualmente. EI método mas eficaz para secuenciar largos tramos de ADN es la

secuenciacion Shotgun. Para ello, el ADN a analizar se corta aleatoriamente en varios

15
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fragmentos mas pequefios y cada fragmento se secuencia individualmente. La secuencia
resultante se lee a partir de diferentes fragmentos y luego se analiza mediante un programa
informatico en busca de fragmentos de secuencia que sean idénticos entre si en diferentes
lecturas. Cuando se identificaron regiones idénticas que se superponian entre si, se
unieron las secuencias de las dos lecturas. Este proceso informatico se repite una y otra
vez hasta que, con el tiempo, se obtiene a partir del ADN la secuencia completa de ese
fragmento. La fragmentacion aleatoria inicial y la lectura del ADN llevaron a que este

método se denominara "secuenciacion de Shotgun" (Wang & Bao, 2022).

Aunque existe informacion limitada sobre el conocimiento molecular del
microbioma, incluidos los microorganismos no cultivados del lago Titicaca. Como
resultado, la gran mayoria de los recursos gendémicos de la region siguen estando
subexplotados. Siendo que no se encontrd estudios que describan la composicion de las
comunidades microbianas se decidid abordar este problema, para lo cual se aplico la
metagendémica para tener una mejor comprension de los microorganismos en el medio
ambiente. Para esto se aplico, analisis de secuenciamiento Shotgun, ademas de
herramientas bioinformaticas, sistemas de informacion (SI) y del sistema operativo (SO)
Linux/Unix que emplea recursos de la terminal con una interfaz Linea-comando (CLI),
para crear y manipular la data del secuenciamiento (Zubairi & Weber, 2018). Por lo cual,
en este trabajo se realizo el perfil taxondmico del metagenoma bacteriano presente en la

Bl y CH del lago Titicaca.

16
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1.1 OBJETIVO GENERAL

e Determinar el perfil taxonémico de los microbiomas bacterianos presentes en el

Lago Titicaca.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el arbol filogenético de las bacterias presentes en la Bahia Interna.

e Obtener el arbol filogenético de las bacterias presentes en la Captacion Chima.

e Comparar la abundancia de las bacterias presentes tanto en la Bahia Interna como

en la Captacion Chimu por medio de un mapa de calor.

17
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 Metagenomas de microbiomas bacterianos

Como bien sabemos de la existencia de una variedad de ecosistemas
complejos que albergan una gran cantidad de biodiversidad procariota, segin Xu
etal., (2014) en su investigacion, denominada la caracterizacion de metagendmica
microbiana de suelos, utilizd 33 metagenomas de diversos sitios de suelo e
integraron herramientas computacionales para explorar el desarrollo y la
funcionalidad del sistema, caracteristicas y comunidades microbianas del suelo.
La composicién microbiana y el potencial metabolico del suelo se dilucidaron
exhaustivamente a nivel metagenomico. Se descubrid una serie de biomarcadores
metagenomicos que contenian 46 taxones y 33 modulos metabolicos eran
significativamente diferentes y podian usarse como indicadores para diferenciar
comunidades del suelo.

Mediante métodos computacionales es posible estudiar diferentes
microbiomas, que son los conjuntos de genes que posee un grupo especifico de
microorganismos, como los de la microbiota humana y diversas muestras de suelo,
agua y sedimentos, asi lo demuestra Santiago, (2018) que tomo un gran nimero
de muestras de agua de sitios afectados por derrames de petréleo en el Golfo de
México, con el fin de conocer la comunidad procariota, donde aprovecharon dos
técnicas metagendmicas similares: secuenciacion de amplicones de la region V4
del gen 16S del ARNTr, y secuenciacion Shotgun. Los resultados muestran los filos

preponderantes: Proteobacteria, Thaumarchaeota, Planctomycetes, Acidobacteria

18
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y Chloroflexi. El estudio permiti6 inferir los procesos biogeoquimicos activados
por los microorganismos para proporcionar el planteamiento de estudios dirigidos

para la obtencion de productos de interés biotecnoldgicos.

2.1.2 Metagenoma bacteriana en lagos

Segun Ahmad et al., (2021) que evaluaron la constitucion y particion del
microbiota en el lago Dal en Srinagar, India, descubrieron que las proteobacterias
eran el filo bacteriano més cuantioso, encontrando 3097 especies en la muestra
del area menos poblada durante el verano (LPS), mientras que la muestra de
verano del area altamente poblada (HPS) fue la méas diversa entre todas, como lo

indica el analisis de diversidad taxonomica.

Du et al.,, (2022), investigaron la distribucién y variedad de genes de
resistencia a antibioticos (ARG) y genes de resistencia a metales (MRG) en el
sedimento del lago Daihai, China mediante secuenciacion Yy analisis
metagendmico, descubriendo que los lugares de muestreo tenian comunidades
bacterianas similares siendo las mas resaltantes: Proteobacteria, Actinobacteria,

Firmicutes y Bacteroidetes.

También Quillaguaman et al., (2021) analizaron el microbioma del lago
Alalay Cochabamba, Bolivia, donde utilizaron la secuenciacién metagenémica de
Shotgun para examinar la diversidad bacteriana, descubriendo que las
proteobacterias dominaban la abundancia variable de muestras de la cuenca y del
sedimento (25%) donde un segmento significativo de la diversidad bacteriana
estaba sin clasificarse. Resultados similares fueron obtenidos por Wei et al.,
(2023) quienes revelaron perfiles moleculares y de capacidad metabolica de las
comunidades microbianas encontradas en el lago Bamucuo, Tibet, teniendo en
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cuenta el analisis metagenomico Shotgun, mediante el cual se ensamblaron 75
genomas completos y 74 genomas sin caracterizar, de las cuales las
proteobacterias y actinobacterias son los filos més dominantes y hay buenos

resultados en funcion a ARG como también para MRG.

Es cierto que la variedad que distintas comunidades bacterianas dependen
mucho de sus entornos ecologicos, asi Wang & Bao, (2022) describen la
variabilidad de microorganismos procarioticos en suelos del lago salado de
Qarhan, Qunghai Tibet, para lo cual utilizaron secuenciamiento de tercera
generacion para determinar las arqueas y bacterias de suefio salino, alcalino,
hallando que las Betaproteobacterias (Proteobacteria) y Halobacterias
(Euryarchaeota) son las méas dominantes en las areas de suelos de la zona,
comunes en ambientes de alta salinidad que al parecer son necesarios en el ciclo

del nitrégeno y el carbono por medio de vias metabdlicas singulares.

2.1.3 Herramientas bioinformaticas para metagenomica

En los ultimos afios, las comunidades microbianas se han convertido en un
importante tema de investigacion en multiples disciplinas. Estas comunidades a
menudo se examinan mediante secuenciacion metagenomica rapida, una técnica
que puede proporcionar informacion Unica sobre el contenido genémico de las
comunidades microbianas. Al respecto, Lindgreen et al., (2016) nos mencionan
que, en una evaluacion de la precision y velocidades de las herramientas de
analisis metagenomicas para diversos ecosistemas, ya sean terrestres o acuaticos,
como también de la piel y el intestino delgado, muestran claramente que las
herramientas mas utilizadas no son necesariamente las mas precisas, y que las

herramientas mas precisas no son necesariamente las que consumen mas tiempo
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y que existe un gran grado de variabilidad entre las herramientas disponibles.
Estos hallazgos son importantes porque las conclusiones de cualquier estudio
metagendmico se verian afectadas por errores en la prediccion de la composicion

de la comunidad y las capacidades funcionales.

Asimismo, Meslier et al., (2022) en su evaluacion de plataformas de
secuenciacion de distintas generaciones, que abarcaron secuenciadores de 2G
(Illumina HiSeq 300, MGI DNBSEQ-G400 y DNBSEQ-T7, ThermoFisher Ion
GeneStudio S5 e lon Proton P1) y 3G (Oxford Nanopore Technologies MinlON
R9 y Pacific Biosciences Sequel I1) demostraron que los secuenciadores de la 3G

tienen ventajas significativas sobre las plataformas 2G.
2.2 MARCO TEORICO
2.2.1. Lago Titicaca

El lago Titicaca es el lago de agua potable mas grande de Sudamérica, con
una superficie de agua de 8300 km?, ademas de una longitud aproximada de 19km,
con profundidad de 285m y una anchura de 50km (Figura 1), es el lago navegable
mas alto del mundo (3808 msnm). Tras la Convencion de Ramsar sobre
Humedales de 1971, las regiones de Per1 y Bolivia abarcan méas de 13 provincias
y 93 distritos. Mas de la mitad del territorio del Lago pertenece al Pert esto es el
55% (460 000 has) del espejo de agua y el 45% (379 000 has) pertenece a Bolivia,
datos que fueron incluidos en la lista de Humedales de Importancia Internacional

(Beltran et al., 2015).
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Figura 1

Cuenca del lago Titicaca
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Fuente: (Stanish & Levine, 2011)

Una de las singularidades del lago es la temperatura del agua, que es ( -10
a 12 °C) estas temperaturas son Optimas para la altura en la que se encuentra el
lago, permitiendo la presencia de una rica flora y fauna acudtica. La Bahia de Puno
esta situada a 15°50'34"S 69°59'43"W, cuenta con un 4rea de 16.1 km* y una
profundidad media de 2.7 m. La poca profundidad y el bajo caudal de la Bahia de
Puno, combinados con el fuerte aporte del sustancioso sistema de drenaje de la
ciudad de Puno (poblacion 125663 habitantes), han resultado en una grave
contaminacion del cuerpo de agua, causando inconvenientes en las principales
actividades en la bahia interior que son la pesca, la recoleccion de totora, el

turismo, el transporte de embarcaciones comerciales y ganaderas (INEI, 2018).
2.2.1.1 Contaminacion del lago Titicaca

Este gran cuerpo de agua recibe aguas residuales de 25 rios, el

principal de los cuales es el Rio Ramis con un territorio de 14700 km?, y
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el Rio Desaguadero con una superficie de 29843 km?, ademas del lago
Titicaca que incluye 8400 km? més de aguas efluentes. La cuenca del
Titicaca tiene naturaleza endorreica, se divide en las siguientes
subcuencas: La primera subcuenca se denomina “Lago Chucuito” y se
ubica en la zona norte con una profundidad de 135m. La zona sur cuenta
con una segunda subcuenca denominada “Lago Huifiaimarca” con una
superficie de 1470 km?. Con el tiempo la poblacién del Lago Titicaca ha
seguido aumentando, lo que ha tenido dos efectos, uno la demanda de agua
potable y el otro el aumento en la produccion de aguas residuales
domésticas, que son una de las fuentes de contaminacién en el lago,
afectando el agua del lago. Ante esta situacion, diversas autoridades
nacionales e internacionales tomaron medidas para limpiar las aguas del
lago (Medrano et al., 2020).

La ciudad de Puno cuenta con una laguna estabilizada para el
tratamiento de aguas residuales (Tabla 1), pero la eficiencia del tratamiento
es baja debido a la obstruccion de las aguas residuales, los largos tiempos
de residencia en los pozos de tratamiento y las condiciones climaticas,
ademas, las aguas residuales se descargan directamente en las acequias de

drenaje de los residentes a lo largo del lago a través de tuberias secretas.
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Tabla 1

Listado de plantas de tratamiento

Empresa Localidad Nombre de Afo de Estado de
prestadora PTAR registro PTAR
EMSAPUNO PUNO PTAR ALTO 2023 Operativo

S.A. PUNO

Nota: PTAR (Planta de tratamiento de aguas residuales)

Fuente: (DIGESA, 2023)

Tabla 2

Limites legales permitidos en aguas utilizadas para el consumo humano segun normativa

peruana DS N°031-2010-S4

Fisico-quimico Valores
Turbiedad 5 UNTs
Cloro residual 250 mgCl/L
Temperatura n/a
Conductividad 6.5-8.5

Nota: UNT (Unidad de turbidez nefelométrica)

Fuente: (DIGESA, 2011)

Tabla 3

Analisis microbiologico de aguas para el consumo humano

Microbiolégico

Valores

Coliformes totales

Coliformes fecales y E. coli

0 UFC/100ml a 35 °C
0 UFC/ 100ml a 44.5 °C

Nota: UFC (Unidades formadoras de colonias)

Fuente: (DIGESA, 2011)
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Tabla 4

Analisis de metales pesados de aguas para el consumo humano

Metales pesados Valores (mg/l)
Zn 3.0

Mn 0.4

Ni 0.02

Fe 0.5

Cu 2.0

Nota: Zn (Zinc), Mn (Manganeso), Ni (Niquel), Fe (Hierro), Cu (Cobre)
Fuente: (DIGESA, 2011)

2.2.2. Microbiomas bacterianos

Los microbiomas bacterianos son comunidades complejas de
microorganismos, principalmente bacterias, que coexisten en un ambiente
especifico, tales como agua, suelo, aire y en el humano y desempenan roles

cruciales.

Estos microbiomas bacterianos no solo influyen en la salud de sus
respectivos entornos, sino que también afectan la salud humana y la produccion
de alimentos. Las bacterias del suelo pueden promover el crecimiento de plantas
y aumentar la fertilidad en el suelo, mientras que las bacterias presentes en cuerpos
de agua pueden participar en la purificacion del agua, reciclaje de nutrientes y la

descomposicion de residuos (Beltran, 2017).

2.2.2.1 Microbiomas Ambientales

Los microbiomas ambientales se refieren a comunidades
microbianas que habitan entornos no humanos, como suelos, aguas, aire y

plantas, los cuales engloban la diversidad de microorganismos, como
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bacterias, hongos, y virus, presentes en entornos naturales y artificiales.
Contribuyen significativamente a procesos ecoldgicos, como la
descomposicion de materia organica, ciclos biogeoquimicos y la salud de
los ecosistemas, utilizan diversas tecnologias Omicas para estudiar
microbiomas ambientales, permitiendo la caracterizacion de comunidades

microbianas y su interaccion con el entorno (Belasco, 2022).
2.2.2.2. Proteobacterias

Las proteobacterias son un filo de bacterias gramnegativas, muy
diverso y amplio, que se clasifica en cinco clases principales: Alfa, Beta,
Gamma, Delta y Epsilon. Estas bacterias incluyen una variedad de formas
y metabolismos, y muchas son importantes desde el punto de vista

ecologico y médico (Weging et al., 2021).

Los nombres Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria se derivan
del sistema de clasificacion que utiliza letras griegas para distinguir las

diferentes clases dentro del filo Proteobacteria.

Este sistema de nomenclatura fue propuesto para facilitar la
identificaciéon y clasificacion de estas bacterias basandose en sus
caracteristicas genéticas, fisioldgicas y ecoldgicas. La eleccion de "Alpha"
y "Beta" (asi como "Gamma", "Delta", y "Epsilon" para otras clases) sigue
un esquema alfabético sencillo que no necesariamente refleja una jerarquia
o relacion evolutiva especifica, sino que sirve para organizar la diversidad
dentro del filo de manera estructurada y comprensible (Weging et al.,

2021).
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Los términos alfa, beta y gamma en el contexto de aminodacidos y
proteobacterias se refieren a diferentes conceptos, pero hay una relacion

indirecta entre ellos debido a su uso en biologia y bioquimica:

Alfa-, Beta- y Gamma-Aminoacidos

Estos términos describen la posicion del grupo amino en relacion

con el grupo carboxilo en la estructura molecular de un aminoacido.

- Alfa-aminoacidos: Tienen el grupo amino unido al carbono
adyacente al grupo carboxilo. Son los componentes basicos de

las proteinas.

- Beta-aminoécidos: Tienen el grupo amino en el segundo

carbono a partir del carboxilo.

- Gamma-aminoacidos: Tienen el grupo amino en el tercer

carbono a partir del carboxilo.

Proteobacterias

Las proteobacterias son un filo de bacterias que se clasifican en
cinco clases principales: Alfa, Beta, Gamma, Delta y Epsilon. Esta
clasificacion no tiene relacion directa con la estructura de aminoacidos,
sino con las caracteristicas genéticas y fisiologicas de las bacterias

(Weging et al., 2021).

- Alfa-proteobacterias: Incluyen bacterias como Rhizobium, que

fijan nitrogeno.
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- Beta-proteobacterias: Incluyen bacterias como Neisseria, que

pueden ser patdogenas.

- Gamma-proteobacterias: Incluyen bacterias como Escherichia

coli, cominmente estudiada en microbiologia.

Relacion Indirecta:

La relacion entre estos términos radica en su uso para clasificar y
describir diferentes aspectos de la biologia. Aunque se usan en contextos
diferentes (estructura molecular de aminoécidos vs. clasificacion de
bacterias), ambos sistemas de nomenclatura ayudan a organizar y entender

la diversidad biologica (Weging et al., 2021).

2.2.2.3. Microbiomas de Agua Dulce

Los microbiomas de agua dulce se refieren a las comunidades
microbianas que habitan en entornos acuaticos que contienen poca o
ninguna sal. Estos microbiomas son dinamicos y pueden cambiar con
variaciones en las condiciones ambientales, como la temperatura y la
calidad del agua, estos contribuyen a procesos ecologicos esenciales, como
la descomposicion de materia organica y la regulacion de ciclos
biogeoquimicos el cual albergan una gran diversidad de organismos, desde
bacterias y hongos hasta plantas y animales acuaticos, contribuyendo a la

biodiversidad (Belasco, 2022).

2.2.3 Metagenoma

El vocablo metagenoma hacia mencion de un enfoque que pretendia

analizar una recopilacion de genes secuenciados de unas muestras ambientales
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como si se pretenderd de un Unico genoma. Kevin Chen y Lior Pachter
(investigadores de la Universidad de California, en Berkeley), puntualizaron la
metagendmica como «la utilizacion de técnicas gendmicas actuales para el estudio
continuo de comunidades de microorganismos en su entorno natural, evitando la

necesidad de aislar y cultivar cada una de las especies (Chen & Pachter, 2005).

La metagendémica es un nuevo enfoque que nos permite comprender la
biologia microbiana a un nivel superior (el descubrimiento, modelado y
comprension a nivel molecular de la gestion de relaciones dinamicas entre
moléculas que definen las comunidades microbianas en la biosfera). Se centra en
el genoma de un organismo, centrandose en los genes de la comunidad y en como
estos genes influyen en determinadas actividades metabolicas o funciones
colectivas del ecosistema. El concepto de clonacion de ADN directamente del
medio ambiente fue propuesto e implementado por primera vez por Pace y
colaboradores en 1985 y Schmidt y colaboradores 1991, quienes construyeron
bibliotecas ambientales de ADNr 16S a partir de muestras de plancton marino

utilizando fagos lambda como vectores de clonacion (Alraddadi et al., 2013).

Afos mas tarde, Healy y colaboradores en 1995 lograron secuenciar genes
que codifican enzimas celuloliticas a partir de una biblioteca metagenémica de
digestores anaerdbicos. En 1996 se obtuvo la primera biblioteca ambiental de agua
de mar, que permitié el analisis de la organizacion y composicion del genoma de
arqueas marinas no cultivables. El gran potencial de la rodopsina, un sistema de
concentracion de luz que se cree que es exclusivo de las arqueas, fue reconocido
en 2000 cuando se identific6 su homologo bacteriano en una biblioteca
metagendmica marina. El primer gran proyecto de metagendomica, denominado

GOS (Global Ocean Sampling Expedition), incluy6 la exploracion de genomas

29

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

oceénicos y tenia como objetivo evaluar la diversidad genética de las comunidades
microbianas marinas para comprender su papel en procesos fundamentales de la

naturaleza (Chen & Pachter, 2005).

Los avances recientes en la investigacion metagenomica, en particular el
analisis de secuenciacion de ADN basado en amplicones de genes marcadores
taxonomicos, han llevado a la caracterizacion de comunidades microbianas en
diversos ecosistemas. Aunque inicialmente limitado por la falta de herramientas
de analisis adecuadas y profundidad de secuenciacion, se han desarrollado nuevas
técnicas computacionales y estadisticas para manejar conjuntos de datos de
secuenciacion de proxima generacion de alta dimension. Ambas herramientas
permiten un analisis s6lido de la estructura de la microbiota y los patrones de
distribucion, que son fundamentales para comprender la ecologia y la biogeografia
microbianas. Ademads, un consorcio de varios laboratorios que trabajan en
proyectos de investigacion como el Proyecto de Microbioma Humano y Terrestre
ha desarrollado protocolos estandarizados para la extraccion de ADN,
procedimientos de secuenciacion y bioinformatica. Estos métodos proporcionan
un gran deposito de datos disponibles publicamente que pueden servir como
referencia para estudios basados en hipdtesis en curso y futuros para caracterizar
mejor las funciones de las comunidades microbianas en diversos ecosistemas

(Staley & Sadowsky, 2018).
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Figura 2

Diagrama de flujo de un proyecto metagenomico tipico
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Fuente: (Gao et al., 2021)

2.2.3.1 Secuenciacion metagenémica de alto rendimiento

En una secuenciaciéon de alto rendimiento se verifico que los
primeros estudios usaron de manera equidistante tecnologias para el
muestreo ambiental como lo son Ion Torrent Personal Genome Machine,
[llumina MiSeq o HiSeq y Applied Biosystems SOLiD. Rodrigue et al.,
(2010), estas técnicas que son usadas para la secuenciacién generan
fragmentos mas cortos que normalmente serian de ~400 pares de bases.
Gracias a las nuevas tecnologias y el crecimiento de investigacion en base
a secuenciacion de Metagenomas bacterianos estas técnicas evolucionaron
y ahora la metagendmica de Shotgun son una de los secuenciadores mas

actuales y precisos entre estas son MetaPhlAn 3, MetaPhlAn 2, mOTUs2,
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y Kraken, Bracken son los 5 HMP Metagenomas (Beghini et al., 2021).

Una ventaja adicional de la secuenciacion de alto rendimiento es
que esta técnica no requiere clonar el ADN antes de secuenciar, evitando
asi uno de los procesos mas largos y complicados del muestreo ambiental

(Rubio et al., 2020).

Tabla 5
Comparacion de tiempo de ejecucion y memoria "Consumo de MetaPhlAn 3,

MetaPhlAn2, mOTUs2 y Kraken+Bracken en los 5 metagenomas de HMP "

Herramienta Tiempo Tiempo Pico de Pico de Lectura

trascurrido transcurrido memoria memoria por

(h) (sd/h) (media (sd/GB)  segundo
GB) (media)
MetaPhlAn v3.0 3.1120 2.65 2.614 0.01 10031.2
MetaPhlAn2 v2.7 8.2183 3.58 2.079 0.27 2911.2
mOTUs251_precision 10.6094 4.92 4.034 1.30 2283
mOTUs251_recall 11.5189 6.18 4.035 1.30 2186
Bracken_208 25 refseq 2.3504 1.40 32.529 0.27 11163

Nota: H (hora), GB (Gigabyte), sd (tarjeta digital segura).
Fuente: (Beghini et al., 2021).

2.2.3.2 Extraccion de ADN metagenomico

Los protocolos de extraccion de DNA gendmico son cruciales para
un andlisis confiable posterior y, por lo tanto, la necesidad de aislamiento
y extraccion de DNA genomico de alta calidad se considera un paso

limitante en la construccién de bibliotecas metagendomicas (Forero et al.,

2021).
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Analizar toda la diversidad microbiana presentes en la muestra
original. En este sentido, diversos estudios han desarrollado y reportado la
implementacion de protocolos quimicos para la extraccion de DNA
genoémico a partir de diferentes tipos de muestras (Bag et al., 2016). Sin
embargo, se sigue buscando optimizar atin mas el proceso de extraccion
para garantizar que el DNA extraido tiene buena concentracion y pureza
(relacion proteina-acido nucleico), que es la base principal para los
procesos de secuenciacion y andlisis bioinformaticos. Aunque utilizar
buenos protocolos de extraccion de DNA es importante para los estudios
metagendmicos, se han realizado pocos estudios en muestras de origen
ambiental, por tanto, el éxito de la investigacion metodoldgica
metagendmica en muestras ambientales depende principalmente de la
obtencion de DNA metagendmico de alta calidad, para lo cual es necesario
contar con el protocolo més accesible, rentable y con resultados de gran

calidad (Forero et al., 2021).

2.2.3.3 Cuantificacion y analisis de la integridad de DNA

Sabemos que la obtencion de DNA a partir de una muestra ya sea
humana, celular, bacteriana, tejido entre otra, es 1util para analizar la
expresion genética, diagnosticar enfermedades, analizar mutaciones o
estudiar tratamientos en el laboratorio. También sabemos que existen
varios métodos de extraccion de acidos nucleicos que nos permiten
descomponer las c€lulas y obtener su material genético, en primer lugar,
debemos comprobar su integridad, es decir, si la calidad tras la extraccion
es suficiente para el analisis, de lo contrario, si no tenemos cuidado, lo

destruiremos. Ademas, en la mayoria de las técnicas que utilizan &cidos
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nucleicos como materiales de partida, es necesario conocer la
concentracion en la que se encuentran para poder trabajar en determinadas

cantidades (Iranzo, 2022).

2.2.3.4 Espectrofotometria

La espectrometria es un mecanismo de alta precision preparados
para calcular, evaluar y analizar la luz en labor de su longitud de onda.
Estas sofisticadas herramientas proporcionan calcular y determinar con
exactitud los atributos de la luz, como la intensidad, el color y la

transmitancia. Ya sea para el campo de la investigacion (Diaz, 2023).

Tabla 6

Valores indicativos de pureza y muestras de ADN previamente filtradas

Técnica de analisis Analisis Parametros Criterios de validez

A260/280 Pureza >1.8 — 2.1 Pureza optima

>1.6 — 1.7 Pureza aceptable

< 1.6 ADN contaminado con

compuestos aromaticos

>2.1 ADN contaminado con
ARN
A260/230 Pureza >2 — 2.2 Pureza optima

Espectrofotometria
>1.8 Pureza aceptable

<1.8 ADN contaminado con
sales, fenol, hidratos de
carbono, entre otros.

<1.5 ADN altamente

contaminado con sales, fenol,

hidratos de carbono

Nota: ADN (Acido desoxirribonucleico)

Fuente: (Iranzo, 2022).
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2.2.3.5 Fluorimetria

Para abordar las limitaciones de la espectrofotometria, surgieron
los métodos fluorometricos. En este caso se utilizan compuestos
fluorescentes que se unen especificamente a las cadenas de dacidos
nucleicos. Es facil entender que cuando mayor es la cantidad de DNA, més
compuestos fluorescentes se unen y mayor es la fluorescencia emitida y

detectada por el dispositivo fluorometro (Lee et al., 2012).

2.2.3.6 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que separa moléculas en su funcion
de su movilidad en un campo eléctrico, la separacion se puede realizar
sobre la superficie hidratada de un soporte so6lido, a través de una matriz
porosa o en solucion. Para ello, deben migrar a través de los poros del gel
de agarosa, esta migracion variara dependiendo del tamafio del acido
nucleico, cuando mas grande es la molécula, mas dificil es atravesar el
poro, cuando mas pequeio sea el acido nucleico, mas rapido migrara hacia

el electrodo positivo (Lee et al., 2012).
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Tabla 7
Criterios de validez y puntuacion asignada segun la integridad de ADN observada en

gel de agarosa.

Criterios validez Puntuacion

Banda definida en la parte superior del gel. Integridad alta. 3

Presencia simultanea de la banda en la parte superior del gel y

2
un ligero smear. Integridad adecuada.
Ausencia de banda definida u presencia de smear concentrado .
en la parte superior del gel. Parcialmente degradado.
Smear concentrado en la parte inferior del gel. Totalmente 0

degradado.

Nota: Smear (método de separacion utilizado para analizar fragmentos de ADN)

Fuente: (Lee et al., 2012)

En este caso, dado que la electroforesis es un método cualitativo,
no es posible asignar un valor real a la integridad de la muestra. Sin
embargo, una muestra de DNA se considera intacta cuando su contorno en
la electroforesis en gel de agarosa corresponde a bandas discretas. El nivel
de degradacion de la muestra estuvo determinado por la pérdida de
definicion de la banda principal y las pistas que la acompanan a lo largo

del gel (DIGESA, 2020).
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Figura 3
Representacion del gel con lectura de barrido electroforético
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Fuente: (Iranzo, 2022)

2.2.4 Secuenciacion Shotgun

La secuenciacion shotgun es una técnica de secuenciacion de ADN que se

utiliza para obtener informacion genética detallada.

Desde anos atras y hasta la actualidad ha sido complicado de cultivar los
microbios en el laboratorio, lo que puede complicar la catalogacion de los
miembros y su funcién en el microbioma, la secuenciacion de DNA ambiental ha
revelado una amplia biodiversidad microbiana y ha dilucidado en la relacion entre
las comunidades microbianas asociadas al huésped y los fenotipos del huésped.
La secuenciacion de DNA metagenémico de Shotgun es un método de
secuenciacion ambiental relativamente nuevo y poderoso que proporciona
informacion sobre la biodiversidad y la funcién de la comunidad para ello se

necesitan criterios computacionales complejos para los perfiles metagendmicos
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cumpliendo con ensamblaje y mapeo (Sharpton, 2014).

Sin embargo, el andlisis de secuenciamiento metagenémicas también es
complejo debido a estructuras de datos complejas. Afortunadamente se han
desarrollado nuevas herramientas y recursos de datos para sortear estas
complejidades y permitir que los investigadores determinen que microbios estan
presentes en una comunidad y que podrian estar haciendo. Esta revision describe
estrategias y herramientas de andlisis especificas que se pueden aplicar a los datos
metagendmicos, junto con advertencias y advertencias asociadas a su uso (Quince

etal., 2017).

La metagenoémica de Shotgun especifica como analizar metagenomas para
cuantificar la estructura y diversidad en una muestra, ensamblar nuevos genomas,
identificar nuevos taxones y genes e identificar vias metabdlicas codificadas en
comunidades. También analiza varios métodos que se pueden usar para comparar
la metagenémica para identificar taxones y funciones que distinguen las

comunidades (Sharpton, 2014).

Los métodos de secuenciacién basados en ampliaciones generalmente se
dirigen a un solo gen, la secuenciacion metagendémica de Shotgun permite la
secuenciacion aleatoria de todo el metagenoma de una muestra sin cebadores
especificos, lo que mitiga el sesgo de seleccion de cebadores (Quince, et al., 2017).
En comparacién con el analisis comunitario basado en genes marcadores (Gen
16S), la secuenciacion metagendmica de Shotgun agrega una capa de detalle a la
caracterizacion taxondmica de la comunidad al proporcionar informacion sobre la
composicion genética y las capacidades funcionales del microbioma de la

muestra, aunque es mas costosa y consume mas tiempo que los marcadores. El
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estudio del metagenoma de Shogun consta de los siguientes pasos (Gao et al.,

2021).

— Larecoleccion, procesamiento y secuenciacion de las muestras.

— Procesamiento previo de las lecturas de secuenciacion.

— Andlisis de secuencias para perfilar caracteristicas taxondmicas,

funciones u genémicas del microbioma.

— Analisis de posprocesamiento estadistico y biologico.

— Validacion.

La ampliacién de genes, debido a su capacidad para examinar organismos
de todos los dominios de la vida, la secuenciacion metagenomica de Shotgun sigue
siendo el método mas eficiente y completo para obtener datos estructurales y
funcionales. La composicion genética también puede utilizar para formular rutas

funcionales putativas (Gao et al., 2021).

2.2.4.1 E1 ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) y la secuenciacion Shotgun

El ARNr 16S y la secuenciaciéon shotgun son dos técnicas
importantes en el campo de la gendomica y la microbiologia, ambas
técnicas tienen aplicaciones importantes en la investigacion cientifica y
médica, como en la caracterizacion de microbiomas, estudio de la

evolucion y la ecologia microbiana.

El ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) se utiliza ampliamente como

crondmetro molecular y patron universal en la identificacion y
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clasificacion de bacterias debido a su conservacion y variabilidad en

ciertas regiones (Rubio et al., 2020).

La secuenciacion de ARN 16S es excelente para obtener perfiles
taxondmicos a nivel de género y especie en comunidades microbianas, ya
que se enfoca especificamente en una region conservada del genoma que
permite identificar y clasificar bacterias. Ademds, es mas econdmica y

requiere menos secuenciacion. (Rubio et al., 2020).

Por otro lado, la secuenciacion shotgun proporciona una vision mas
completa de la microbiota al secuenciar todo el ADN presente en una
muestra, lo que incluye no solo bacterias, sino también otros
microorganismos, asi como el genoma del huésped en muestras biologicas.
Esto ofrece una resolucion taxondmica mas detallada y una mayor
capacidad para identificar especies raras o desconocidas. Sin embargo, la
secuenciacion shotgun es mas costosa y requiere mas poder computacional

y recursos para el analisis de datos.

- Objetivo de la Secuenciacion Shotgun

La secuenciacion Shotgun estd disefiada para secuenciar todo el
genoma de un organismo, no solo un fragmento especifico como el ARNr
16S. Esta técnica fragmenta el ADN en pequefias piezas que se secuencian
de forma aleatoria y se ensamblan posteriormente para reconstruir el

genoma completo (Rubio et al., 2020)

- Complejidad del Genoma

La secuenciacion Shotgun aborda la secuenciacion de todo el
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genoma, lo cual es crucial para estudiar la genética completa del
organismo, identificar todos los genes y comprender su funciéon y
organizacion. El ARNr 16S no proporciona esta informacion completa del

genoma (Rubio et al., 2020).

- Diversidad de Datos

Mientras que el ARNr 16S es excelente para identificar y
clasificar bacterias, la secuenciaciéon Shotgun permite obtener datos de
todas las partes del genoma, incluidos genes de virulencia, resistencia a
antibioticos, y otros elementos modviles que no estarian presentes en la

secuenciacion dirigida al ARNr 16S (Rubio et al., 2020).

Por estas razones, aunque el ARNr 16S es una herramienta valiosa
en la microbiologia, la secuenciacion Shotgun se utiliza cuando se requiere

una vision mas completa del genoma (Rubio et al., 2020).

2.2.5 Perfil Taxon6mico

El perfil taxondémico es un analisis crucial en taxonomia, especialmente en
metagenomica. Se utiliza para identificar y cuantificar la abundancia de taxones
en una muestra bioldgica. Diversas herramientas, como kASA, QIIME,
Centrifuge, MetaPhlAn, y metagenomeSeq, facilitan este proceso mediante
pruebas estadisticas y visualizaciones exploratorias. El perfil taxondémico es
esencial para comprender la diversidad biologica en muestras complejas, siendo
fundamental en la clasificacion y estudio de organismos a nivel molecular

(Weging et al., 2021).

La taxonomia ha ampliado la teoria y la practica de la clasificacion

41

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

bioldgica y ha apoyado y nutrido muchas otras ramas de la biologia. La practica
de la disciplina en su forma moderna se remonta a mediados del siglo XVIII,
cuando el botanico sueco Carlos Linneo (1753, 1758) introdujo el concepto de
sistema, que se refiere al ordenamiento de los seres vivos. La practica de la
taxonomia incluye la identificacion, denominacion y descripcion de especies
(microtaxonomia) y la clasificacion de grupos mas grandes (macrotaxonomia).
Hoy, la disciplina enfrenta el desafio de integrar nuevos métodos. Los métodos y
técnicas para obtener datos categoricos, compararlos e interpretarlos estan
cambiando drasticamente. Por lo tanto, la identificacion, caracterizacion,
clasificacion y andlisis de especies y sus relaciones filogenéticas se apoyan y
mejoran mediante el uso de tecnologias digitales e infraestructura de red

(Fernandez et al., 2013).

La sistematica filogenética actual consta de un "nucleo" de conceptos
basicos, asi como de varios métodos basados en diferentes criterios de
optimizacion (p. €j., parsimonia, maxima verosimilitud y métodos bayesianos)
que permiten el andlisis de datos moleculares. Las hipdtesis filogenéticas
resultantes modifican clasificaciones anteriores, sugiriendo en ocasiones
relaciones que tradicionalmente no han sido consideradas y, a su vez, permiten
analizar diferentes procesos y patrones evolutivos. La formacion en la
comprension y el uso correcto de estos métodos no esta exenta de dificultades

(Mata et al., 2017).

2.2.6 Herramientas computacionales para el analisis metagenémico

2.2.6.1 Lenguaje de programacion Python

Python puede leer y escribir varios formatos de secuencias de genes
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comunes, incluidos FASTA, FASTQ, GenBank, Clustal, PHYLIP y
NEXUS. Al leer un archivo, los miembros de las clases de Biopython,
como SeqRecord, se pueden completar utilizando la informacién de
descripcion del archivo. Esto permite convertir archivos de un formato a

otro.

Los archivos de flujo grandes pueden exceder los limites de los
recursos de memoria de su computadora, por lo que Python ofrece varias
opciones para acceder a registros de archivos grandes. Estos se pueden
cargar directamente en la memoria desde las estructuras de datos de
Python, como listas o diccionarios, lo que brinda un acceso rapido a ellos,
pero a un costo de memoria mas alto. Por otro lado, el archivo se puede
leer desde el disco duro si es necesario con un rendimiento mas lento, pero

con menos requisitos de memoria (Chang et al., 2023).

Con el moédulo de Bio.Entrez, los usuarios de Biopython pueden
descargar datos bioldgicos de las bases de datos del NCBI. Todas las
funciones proporcionadas por el motor de busqueda Entrez se pueden
realizar a través de las funciones de este mddulo, incluida la busqueda y

descarga de registros.

El modulo Bio.Phylo proporciona herramientas para ver y
manipular arboles filogenéticos. Se pueden leer y escribir varios topos de
formatos, incluidos los formatos Newick, NEXUS y PhyloXML. Con
objetos Tree y Calde, se pueden realizar operaciones transversales
comunes. Por ejemplo, pueden transformar y fusionar archivos de arbol,

extraer subconjuntos de arboles, cambiar la raiz de un arbol y analizar las

43

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

caracteristicas de las ramas, como la longitud o la puntuacién de las ramas

(Chang et al., 2023).

2.2.6.2 Ensamblaje metagenémico por MetaphlAn

MetaPhlAn integra informacion de ensamblajes de metagenomas y
genomas de aislados microbianos para obtener perfiles taxondmicos mas

integros.

MetaPhAn utiliza un conjunto de aproximadamente 1 millon de
marcadores para la asignacion taxonomica, por el que no puede mapear
todas las lecturas. El conjunto de marcadores se basa en secuencias
especificas de clado, donde los clados pueden ser especificos como tan
amplio como una especie o como un filo, y la secuencia del marcador debe
estar muy conservada dentro del clado. Localmente diferente a las
secuencias fuera del clado. La asignacion de la clase se logra asignando
todas las lecturas a un gripo usando los marcadores de Bowtie (Lindgreen

etal., 2016).

MetaPhlAn es una herramienta computacional para analizar la
composicion de comunidades microbianas (bacterias, aqueas y eucariotas)
a partir de datos metagendmicos (es decir, no 16S) de secuenciacion de
Shotgun a nivel de especie. Con StrainPhlAn, es posible un analisis

microbiano preciso a nivel de cepa (Quince et al., 2017).

También incluye toda la base de datos de secuenciacion de Shotgun
metagendmica para la generacion de perfiles de metagenoma (los formatos

de entrada incluyen: fasta, fast.tar.bz2, ... entre otros) (Pasolli et al., 2016).
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2.2.6.3 Mejoramiento en el perfil taxondomico metagenomico con

especies no caracterizadas con MetaphlAn4

MetaPhlAn4 se basa en ~5.1 millones de genes marcadores
especificos de clado unicos identificados a partir de ~1 millén de genomas
microbianos (~23660 de referencia y ~771500 genomas ensamblados en
metagenoma), que abarcan 26970 contenedores gendmicos a nivel de
(SGB), de los cuales 4992 no eran taxondmicamente identificadas a nivel

de especie, lo que permite (Blanco et al., 2023).

Asignaciones taxondmicas inequivocas.

Una estimacion precisa de la abundancia relativa de organismos.

Resolucion de nivel de SGB para bacterias, aqueas y eucariotas,

Identificacion y seguimiento de cepas.

MetaphlAn amplia y mejora las capacidades existentes para el
analisis taxonémico metagendmico aprovechando un marco que integra
grandes componentes metagendmicos, como genomas de referencia
bacterianos y arquéales. Luego se preprocesan conjuntamente para
permitir un mapeo metagenémico eficiente basado en millones de genes
marcadores unicos, y en ultima instancia cuantifican organismos aislados
y ensamblados metagendémicamente en nuevas comunidades. El algoritmo
adiciona el utilizado por versiones antiguas de la siguiente manera (Blanco

etal., 2023).

- La adopcion de SGB (contenedor de genoma a nivel de especie)

como unidades taxondmicas primarias, cada una de las cuales
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agrupa genomas microbianos y MAG (genomas ensamblados en
metagenoma) en especies existentes consistentes y grupos de
genomas recién definidos de diversidad a nivel de especie

aproximadamente.

- La integracion de mas de 1 millon de MAG y genomas en esta
estructura SGB para construir una de las bases de datos mas
grandes de secuencias de referencia microbiomas confiables

actualmente disponibles.

- La curacion de unidades taxonomicas microbianas basadas en la

consistencia de genomas microbianos etiquetados
taxonémicamente y la asignacion de nuevas etiquetas taxondmicas

a SGB definidas unicamente en MAG (O’Leary et al., 2016).
Figura 4

MetaPhlAn4 integra secuencias de referencia de genomas asilados y ensamblados en

Metagenomas para el perfil taxonomico del metagenoma.
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El procedimiento mejorado para extraer genes marcadores unicos

de cada SGB para el MetaphlAn es una estrategia de mapeo en referencias

NCBI, en conclusion, MetaPhlAn 4.
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- Mejora la sensibilidad y especificidad del perfil taxonémico del
metagenoma, amplia la diversidad microbiana observable,
principalmente mediante la cuantificacion de especies aun por

caracterizar (uSGB).

- Permiten un perfil metagendmico preciso de microbiomas que

contienen pocos taxones aislados cultivados.

- Reconstruye con precision filogenias a nivel de cepa a gran escala

de especies microbianas no caracterizadas.

2.2.6.4 Contenedores genomicos a nivel de especie (SGB)

SGB representa especies existentes (conocidas o kSGB) y especies
aun no descubiertas la caracterizacion (desconocida, uSGB) solo se define
segin MAG. A partir de una colocacion de 1.01 millones de MAG
bacterianos y arqueas, genomas integran el ultimo catdlogo de genomas y
otros MAG recién ensamblados que abarcan multiples entornos, primero
ampliamos la definicion a 54596 GBS y luego definimos kGBS y 4992
Ugb tnicos especificos de GBS para genes marcadores (es decir, genes que
caracterizan de manera unica cada GBS). El conjunto de datos resultante
amplia el algoritmo MetaPhlAn existente para permitir el analisis
taxonomico cuantitativo mas profundo y preciso del microbioma
ambiental, humana y relacionada con el huésped y proporciona
ingormacion sobre muchos aspectos ya sean estudios que vinculan el

microbioma con las condiciones del huésped (Blanco et al., 2023).
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2.2.6.5 Ensamblaje metagenomico GraphlAn

GraPhlAn es una herramienta de software para producir
representaciones circulares de alta calidad de arboles taxondmicos y
filogenéticos. GraPhlAn se centra en representaciones concisas,
integradoras, informéticas y listas para publicar de la investigacion

impulsada filogenética y taxonomicamente.(Blanco et al., 2023).

También puede visualizar abundancias microbianas en un arbol de
la vida (también conocido como filogenético o cladograma) para capturar
sus relaciones taxonémicas (o filogenias). Se usa una herramienta llamada
GraPhlAn que puede representar arboles y anotarlos con datos como
nombres microbianos o abundancias. Las instrucciones asumen que
GraPhlAn desde la linea de comandos, como también la seccion GraPhlAn

en Galaxy (Gao et al., 2021).

2.2.6.6 Cladograma de GraphlAn

La herramienta GraPhlAn, desarrollada por Huttenhower et al.
(2012), se erige como un valioso recurso en la representacion visual de
arboles taxondmicos y filogenéticos mediante representaciones circulares
de alta calidad. Centrandose en la concision y claridad, GraPhlAn se
presenta como una solucion efectiva para la visualizacion grafica de

relaciones evolutivas y taxondmicas.

GraPhlAn ha sido disefiado para producir representaciones
circulares que destacan la estructura y composicion de arboles
filogenéticos y taxondmicos. Su enfoque se concentra en la generacion de

visualizaciones de calidad, facilitando la interpretacion de complejas

48

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

relaciones entre entidades bioldgicas. La herramienta permite la inclusion
de informacion detallada de manera intuitiva, lo que resulta crucial para la

comprension visual de datos bioldgicos.

Para utilizar GraPhlAn, se proporciona flexibilidad en la entrada de
datos, permitiendo representaciones visuales personalizadas y adaptadas a
las necesidades especificas de los usuarios. Este enfoque versatil posiciona
a GraPhlAn como una herramienta valiosa en la exploracion y
comunicacion efectiva de estructuras taxondmicas y filogenéticas en
contextos cientificos y de investigacion bioldgica (Huttenhower et al.,

2012)

Un cladograma es una ramificacion de un linaje y esta se representa
como una nueva rama donde se identifica si hay un antepasado comun para
los organismos, un cladograma visualiza las abundancias microbianas en
un arbol de la vida (también conocido como filogenia) que captura su

relacion taxondmica (filogenética) (Du et al., 2022; Gao et al., 2021)

2.2.6.7 Mapas de calor por hclust2

La herramienta Hclust2 desempefia un papel crucial en la
generacion de mapas de calor en el ambito de la investigacion
microbidmica. Este software, desarrollado por el equipo SegatalLab, se
presenta como una herramienta invaluable para la visualizacion efectiva
de datos taxonomicos obtenidos a través de técnicas como MetaPhlAn

(Beghini et al., 2021).

Hclust2 se erige como una solucion practica y eficiente, disefiada

especificamente para la creacion de mapas de calor con numerosas
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opciones que garantizan la produccion de figuras de alta calidad,
adecuadas para su inclusion en publicaciones cientificas. Entre sus
caracteristicas destacadas se encuentran la capacidad de realizar
agrupaciones jerarquicas utilizando el algoritmo hclust, lo que permite una
representacion visual clara de las relaciones entre las muestras y las

taxonomias identificadas.

Este software ofrece una interfaz amigable y opciones flexibles,
facilitando a los investigadores la personalizacion de sus representaciones
graficas. Al utilizar Hclust2 en combinacion con resultados de MetaPhlAn,
se logra una integracion sinérgica que potencia la interpretacion de datos

microbidomicos complejos (Blanco et al., 2023)

Dependiendo del color que nos muestra el mapa de calor producido
por Hclust2 podemos determinar la cantidad de bacterias que se
encuentran en una escala de colores. Y nos hace la pregunta de qué
microbios son mas abundantes en cada lugar del cuerpo entre estos datos

(Beghini et al., 2021).
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CAPITULO I1I

MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio es de tipo observacional y descriptivo, porque se aplico analisis de
secuenciamiento, herramientas moleculares y de bioinformatica en la determinacion de
perfiles taxondomicos del microbioma bacteriano presente en el agua del lago Titicaca

describiéndose las relaciones y abundancias obtenidas por Metaphlan4.

3.2 LUGAR DE ESTUDIO

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de las
instalaciones del Mega laboratorio de la Universidad Nacional del Altiplano Puno,
ubicada en la Avenida Floral 1153 de la ciudad de Puno (Peru) ubicado en las coordenadas
-15.824263501552979 y -70.01626235614603 UTM, con la colaboraciéon de BTS

consultores para la secuenciacion metagendémica Shotgun.

3.3 PUNTO DE MUESTREO

El punto de muestreo 1 para la Captacion Chimu, comprendi6é la siguiente
ubicacion UTM -15.852895, -69.963400, lugar donde ocurre el procesamiento de aguas
servidas, ademas de la potabilizacion del agua para la ciudad de Puno casi en su totalidad.

(Figura 5 y Figura 6)
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Figura 5

Puntos de muestreo en la captacion Chimui.

Fuente: Imagen de Googlemaps

El punto de muestreo 2, comprendio la zona de la Bahia Interna de Puno (Peru)
ubicada en las coordenadas UTM -15.834578809122428 y -70.01364981931286, la cual
se caracteriza porque presenta grandes cantidades de totorales que impiden el correcto
circulamiento del agua llegando a provocar el facil acumulamiento de contaminantes y

sedimentos residuales que proceden de la ciudad (ANA, 2016).
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Figura 6

Puntos de muestreo de la Bahia Interna

PUNTOS DE
MUESTRO EN LA
BAHIA INTERNA

S S G

Nota: 1,2,3,4,5=puntos de muestreo

Fuente: Imagen de Googlemaps

Tabla 8

Puntos de muestreo para la evaluacion de analisis metagenomico

Punto de ) Tipode Cantidad
Zona Georreferencia UTM
muestreo muestra (ml)
Puntol  -15.848927,-70.003949 Agua 1000
Punto2  -15.848901, -70.004341 Agua 1000
Captacion
chimg Punto 3  -15.848924, -70.004695 Agua 1000
ima
Punto4  -15.849027,-70.004939 Agua 1000
Punto5  -15.849180, -70.005145 Agua 1000
Puntol  -15.833426, -70.012395 Agua 1000
] Punto2  -15.834273,-70.011708 Agua 1000
Bahia
Punto3  -15.836058, -70.011086 Agua 1000
Interna
Punto4  -15.836987,-70.011215 Agua 1000
Punto5  -15.837524,-70.012266 Agua 1000

Nota: UTM (Mercator Transversal Universal), ml (mililitros)

Fuente: Datos obtenidos con el sistema de coordenadas geograficas (UTM)
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34 RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

3.4.1 Recoleccion de muestra

A. Técnica

Muestreo directo

B. Fundamento

La muestra debe ser representativa del agua en ese sitio y momento,
capturando caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas para una evaluacion
precisa donde se busca preservar la integridad de la muestra desde el momento de
la recoleccidén hasta su analisis, evitando contaminaciones o cambios en las
propiedades del agua, y lo mas importante que las propiedades del agua a analizar

no cambien durante el proceso de extraccion. (ANA, 2016).

C. Procedimiento

Se tom6 muestras de agua superficial, la cantidad de 1L a una profundidad
de 15-20 cm de la superficie y a una distancia de 50 m entre cada uno de los 5
puntos de muestreo alrededor de la “captacion Chimu” (CH) y de la “Bahia
Interna” (BI), las cuales luego se unieron, homogeneizaron para su posterior
procesamiento, siguiendo las directrices del Protocolo Nacional para el Monitoreo

de la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales (ANA, 2016).

3.4.2 Filtracion de las muestras para la concentracion de microorganismos

A. Técnica

Filtracion de muestras ambientales (Agua)
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B. Fundamento

La filtracion por membrana implica el paso de una muestra liquida a través
de una membrana microporosa. Los microorganismos quedan retenidos en la
superficie de la membrana, permitiendo su posterior analisis. La seleccion
cuidadosa del tamafio de poro de la membrana es crucial. Permite retener
microorganismos de interés, como bacterias y hongos, mientras permite el paso
de particulas mas pequenas y el agua, los microorganismos de tamafio superior al
de los poros de la membrana quedan atrapados en su superficie, asegurando una
concentracion efectiva para su deteccion. La filtracion es un método estéril y
selectivo que permite la recuperacion de microorganismos vivos, esencial para

estudios microbiologicos mas profundos (Forero et al., 2021).

C. Procedimiento

Una vez recolectadas las muestras de agua de la Captacion Chimu como
de la Bahia Interior se sometieron a un proceso de filtracion al vacio para lo cual
se vertieron 100 ml de muestra en un embudo en cuyo interior se colocod papel
filtro estéril de 2 dobleces y se activéd la bomba de vacio (Marca Pall MicroFunnel
— Thermo Fisher Scientific) e inicio la filtracién (Anexo 5). Cuando el filtro se
observo visiblemente seco, se procedio a retirar el embudo desenroscando la base
con precaucion para evitar el contacto con la membrana de 0.2 um de grosor
(Marca Whatman Nucleopore — Sigma Aldrich). Posteriormente, el papel filtro del
embudo se colocod en un tubo (1.5 ml) precargado con perlas de vidrio, y se
almaceno en el congelador a -80 °C hasta el momento de la extraccion de ADN

(Forero et al., 2021).
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3.5 EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

Con la finalidad de tener analisis metagendmico de calidad, se empleo el protocolo
de extraccion de ADN del kit genomic ADN mini kit Purelink, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

A. Técnica

Extraccion de ADN bacteriano

B. Fundamento

La extraccion de ADN bacteriano es un paso crucial en la investigacion
microbioldgica desde la ruptura de las interacciones proteina-ADN que se logra mediante
agentes desnaturalizantes como el SDS (dodecilsulfato de sodio) y la proteina quinasa K.
Estos agentes eliminan las proteinas asociadas al ADN, liberando el material genético
bacteriano, la accion de enzimas liticas como la lisozima y la proteasa facilita la
degradacion de la pared celular bacteriana, permitiendo el acceso al ADN intracelular y
el uso de soluciones salinas y alcoholes permite la precipitacion del ADN, separandolo
de otros componentes celulares. El posterior lavado asegura la eliminacion de

contaminantes (Forero et al., 2021).

C. Procedimiento

Para la extraccion de ADN bacteriano se utilizo el Kit PureLink™® Microbiome
DNA Purification (Anexo 6) para lo cual se siguieron los siguientes pasos segun las

recomendaciones del fabricante (ISC-III, 2011):
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a. Preparacion del Lisado de la Muestra

La muestra de agua, previamente filtrada, correspondiente al sedimento
microbiano se resuspendio con 100ul de buffer de lisis, seguido de un pipeteo continuo
para homogeneizar. Luego, la mezcla se transfirié al Bead Tube del kit al que se afiadid
100ul de Lysis Enhancer, que luego se tapé firmemente, y se agitd con el vortex para

obtener una solucion homogénea, incubandose a 65°C por 10 minutos.
b. Adsorcion del ADN

A continuacion, se agregd 900 pl de Binding Buffer y se agité brevemente con el
vortex. Después, se cargaron 700 pul de la suspension en un tubo spin columna del kit y
se centrifugo6 a 14000 rpm durante 1 minuto, luego del cual se desecho el flujo, y se repitio

la centrifugacion en seco.
¢. Lavado de ADN

El SpinColumn se traslad6 a un tubo de recoleccion limpio y se afiadio 500ul de
Wash Buffer, agitdndose brevemente con el vortex, y de ahi se centrifugd durante 1
minuto a 14000rpm. Después de desechar el flujo, se realiz6 otra centrifugacion del
conjunto spin column — tubo a 14000rpm durante 30 segundos para optimizar la

eliminacion del Wash Buffer.
d. Eluciéon de ADN

El SpinColumn se colocé en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregaron
100u1 de Elution Buffer, incubando a temperatura ambiente por 1 minuto. Posteriormente,
se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto, obteniendo asi el ADN gendmico purificado

de la Bahia Interna y la captacion Chimu.
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e. Almacenamiento de ADN

El ADN purificado de las muestras de la Bahia Interna y la captacion Chimu se

almaceno a -20°C en una refrigeradora.

3.6 CALIDAD E INTEGRIDAD DEL ADN BACTERIANO

3.6.1 Calidad/cantidad del ADN

A. Técnica

Espectrofotometria

B. Fundamento

La espectroscopia UV-Visible se centra en la adsorciéon de radiacion
ultravioleta y visible por moléculas organicas e inorganicas. Este fendmeno
proporciona informacion valiosa sobre la concentracion y la composicion de las
sustancias presentes en una muestra. La relacion lineal establecida por la Ley de
Lambert-Beer permite cuantificar la concentracion de una sustancia absorbente en
funcidn de la absorbancia medida. La ecuacion A = glc, donde A es la absorbancia,
e es la absortividad molar, 1 es la longitud del camino Optico y ¢ es la
concentracion, forma la base matematica de la espectrofotometria cuantitativa. La
espectrofotometria implica el uso de espectrofotometros que generan un espectro
de absorcion. Estos instrumentos constan de una fuente de luz, un sistema
dispersivo, una muestra y un detector, donde la variacion en la absorbancia a
diferentes longitudes de onda revela una firma espectral unica de las moléculas

presentes (ISC-III, 2011).
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C. Procedimiento

Las muestras de ADN gendmico fueron leidas en un espectrofotometro de
microvolumenes UV/Vis (marca PCRmax, modelo Lambda), para esto las
muestras extraidas en combinacion de Buffer de Elucion (BE) y ADN. El objetivo

principal es evaluar la calidad del ADN obtenido de las muestras procesadas.

Para garantizar la precision de las mediciones, se realiza un blanqueo del
equipo utilizando 1 pl de buffer de elucion (BE). De ahi se procedid a analizar la
concentracion de ADN de las muestras, expresada en unidades de microlitros por
mililitro (ul/ml) para lo cual se realizaron 5 lecturas que aseguraron la calidad

como la cantidad adecuada del ADN (ISC-IIL, 2011).

Tabla 9

Valores de pureza de ADN genomico

14 14-1.6 1.6-1.8 1.8-2.0 2.0
Malo regular Bueno Perfecto Malo
Contaminado contaminado

Fuente: Datos tomados del Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN, (2020)

3.6.2 Integridad de ADN

A. Técnica

Electroforesis

B. Fundamento

La electroforesis es la aplicacion de un campo eléctrico que induce la
migracion de las moléculas cargadas hacia el electrodo de polaridad opuesta. El

uso de un gel o matriz porosa controla la velocidad de migracion, permitiendo la
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separacion segun el tamafio y la movilidad de las moléculas en la electroforesis,
lo cual depende de su carga y forma, lo que posibilita su separacion (Forero et al.,

2021).

C. Procedimiento

En la preparacion del gel de agarosa al 1%, se emplearon 0.50g de gel de
agarosa (marca CSL-AG500) disuelto en 50 ml de TAE 1X (1 ml Tris-Acetato-
EDTA 50X +49 ml agua destilada) segun Decker et al. (2018) (Anexo 13 y Anexo
14) siendo luego colocado en una camara con un peine para 6 pocillos, dejandose

enfriar a temperatura ambiente.

Posteriormente, se efectuo la carga del gel de agarosa al 1% en la Camara
de electroforesis de la marca BIO-RAD, modelo PowerPac, cubriéndola con ~300
ml TAE 1X, luego del cual en cada uno de los pozos se coloco una mezcla de 2 pl
de ADN con 10 pl de safe green, lo que mismo que para los marcadores de peso
molecular. Posteriormente se aplicd una tensiéon de 100mV durante 30 minutos
(Anexo 15y Anexo 16), de ahi para evaluar la integridad del ADN en las muestras
de la BI y CH se traslado la corrida del gel de agarosa al 1%, a un transiluminador
(marca Imager Camera Hood E-Gel), que permitié la observacion de la migracion
e integridad de las bandas correspondientes al ADN gendémico mediante luz UV

(Anexo 17) (Decker et al., 2018).

3.7  ANALISIS METAGENOMICO POR SECUENCIACION SHOTGUN

A. Técnica

Secuenciacion Shotgun
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B. Fundamento

La secuenciacion genomica Shotgun es un método de secuenciacion de
nueva generacion que permite el analisis simultaneo de varios genomas con una
mayor precision, operando mediante la fragmentacion aleatoria del ADN de
interés en pequenios fragmentos, los cuales son secuenciados individualmente.
Estos fragmentos, al solaparse y superponerse, permiten reconstruir la secuencia
completa del genoma original. Este enfoque elimina la necesidad de secuenciar el
ADN en una secuencia lineal, proporcionando una eficiencia notable en términos
de tiempo y recursos. La técnica de secuenciacidon Shotgun ha encontrado
aplicaciones cruciales en proyectos gendmicos de gran envergadura, como la
secuenciacion de genomas completos y la identificacion de variantes genéticas.
Su capacidad para generar datos de alta resolucion ha revolucionado la
comprension de la diversidad genética y la complejidad de los organismos

estudiados (Quince et al., 2017).

C. Procedimiento

La secuenciacion metagenémica Shotgun es una secuenciacion de nueva
generacion (NGS) que requirio el envio de las muestras ambientales de ADN a
BTS Consultores. Para ello después de determinar la calidad, cantidad e integridad
del ADN con valores Optimos se almacen6 a -80°C para su respectivo envio a BTS

Consultores (Anexo 23).

Las muestras fueron enviadas en viales de microcentrifuga
correspondiente a una cantidad de 20ul de ADN, cubierta en Parafilm en una caja
de Tecnopor con hielo seco (-80°C) las que estuvieron debidamente codificadas
haciendo referencia a la Bahia Interna (BI) y la captacion Chimu (CH).
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Para la secuenciacion shotgun se utilizé el equipo Illumina HiSeq cuya
plataforma es ampliamente utilizada en laboratorios de investigacion e industria
biotecnoldgica debido a su alta capacidad de secuenciacion y su capacidad para
generar datos de alta calidad, siendo uno de los sistemas de secuenciacion de
proxima generacion (NGS) mas utilizados en la actualidad, conocido también por

su versatilidad, alta capacidad y calidad de datos.

Algunas especificaciones del funcionamiento del equipo Illumina HiSeq son:

a. Capacidad de secuenciacion: El HiSeq puede generar grandes volimenes de
datos, desde millones hasta miles de millones de fragmentos de ADN

secuenciados en una sola corrida.

b. Longitud de lectura: Puede variar dependiendo de la version especifica del
HiSeq y de los kits de secuenciacion utilizados, pero en general, puede

alcanzar varios cientos de bases por lectura.

c. Tecnologia de secuenciacion: El HiSeq utiliza una tecnologia de
secuenciacion por sintesis, en la que se incorporan nucledtidos marcados
fluorescentemente uno por uno durante la elongacion de los fragmentos de
ADN. Esto permite una alta precision en la determinacion de la secuencia de

nucleodtidos.

d. Flujo de trabajo: El flujo de trabajo tipico del HiSeq implica la preparacion de
la biblioteca de ADN, donde el ADN se fragmenta, se etiqueta y se amplifica
para su secuenciaciéon. Luego, la biblioteca preparada se carga en el

instrumento, donde se secuencia y se generan los datos crudos.

e. Andlisis de datos: Una vez completada la secuenciacion, los datos crudos se
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procesan mediante software especializado para la eliminacion de adaptadores,
la alineacion de lecturas y la llamada de variantes, entre otros analisis (Gupta

& Verma, 2019).

Funcionamiento del equipo

a. Preparacion de la biblioteca: E1 ADN de interés se extrae y se fragmenta en
fragmentos mas pequenios. Luego, se afiaden adaptadores a los extremos de
estos fragmentos y se amplifican para generar la biblioteca de ADN preparada

para la secuenciacion.

b. Carga de la biblioteca: La biblioteca de ADN preparada se carga en el

instrumento HiSeq.

c. Secuenciacion: Dentro del instrumento, los fragmentos de ADN se unen a una
superficie solida y se amplifican en clusters. Luego, se inicia el proceso de
secuenciacion por sintesis, donde se afiaden nucleotidos marcados
fluorescentemente uno por uno y se detecta la sefial de fluorescencia para

determinar la secuencia de nucledtidos.

d. Generacion de datos: A medida que se incorporan los nucle6tidos, se capturan
imagenes para registrar la sefial de fluorescencia y se generan los datos crudos

de secuenciacion.

e. Andlisis de datos: Una vez completada la secuenciacion, los datos crudos se
procesan mediante software especializado para generar la secuencia de
nucledtidos, identificar variantes genéticas y realizar otros analisis

bioinformaticos (Gupta & Verma, 2019).

En este punto BTS Consultores realizé la secuenciacion hasta la fase 4
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suministrando la data de secuenciamiento con las siguientes caracteristicas:

Data de la Bahia Interna (BI)

-.20008D-10-01 S204 1003 R1 001.fastq Peso de 437,019 KB

-.20008D-10-01 S204 L003 R2 001.fastq Peso de 447,053 KB

Data de la Captacion Chimu (CH):

-.20008D-10-02_S205 L003 R1 001.fastq Peso de 453,873 KB

-.20008D-10-02_S205 L003 R2 001.fastq Peso de 461,377 KB

Con una longitud de lectura PE (paired end) 2x150 pb y 10 millones de
lecturas por muestra (5 millones en cada direccion) es que se procedid, a la
obtencion del arbol filogenético, que se proyectd en el sistema operativo Linux,
usando los programas MEGAHit para los contigs (segmentos de ADN
superpuestos), MetaPhlAn (version 3.0.13), MetaPhlAn (version 4.0.0), metAML,

MetaLAFFA y GraphlAn para los graficos (Blanco et al., 2023).

3.8 CALIDAD DE LA DATA SECUENCIADA

La calidad se evalu6 mediante la plataforma informatica Galaxy version
0.74+galaxy0, para lo cual se analiz¢ la data secuenciada en el formato FastQC tanto para

la Bahia interna como para la Captacion Chim.
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3.9  ANALISIS BIOINFORMATICO

Tabla 10

Recursos bioinformaticos empleados para el andlisis metagenomico Shotgun

Software y algoritmos Identificador Fuente
MetaPhlAn (version Beghini et al., 2021
3.0.13) https://github.com/biobakery/MetaPhlAn/

MetaPhlAn (version https://github.com/biobakery/MetaPhlAn/ Blanco et al., 2023

4.0.0)

Metaml Pasolli et al., 2016
https://github.com/segatalab/metaml

Base de datos SILVA Quast et al., 2013
https://www.arb-silva.de/

Base de  datos O’Leary et al., 2016

RefSeq https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

Fuente: Elaboracion propia

3.9.1 Herramientas bioinformaticas para metagenémica de Shotgun

Esta investigacion requiri6 de una cantidad de recursos bioinformaticos
relacionadas a la metagendmica de Shotgun para poder determinar el perfil
taxonomico, relaciones filogéneticas y abundancia, los cuales fueron vitales para
analizar los datos de manera eficiente y correcta, como también para visualizar de

manera comprensible los resultados obtenidos.

A. Técnica

MetaphlAn4
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B. Fundamento

El fundamento de MetaPhlAn se basa en el andlisis de secuencias
metagendmicas mediante el uso de marcadores genéticos especificos. Utiliza
perfiles de clado unicos para estimar las abundancias relativas de los diferentes
organismos presentes en una muestra. MetaPhlAn aborda la complejidad de las
comunidades microbianas al proporcionar una clasificacion taxondmica de alta

resolucion y discriminacion (Chang et al., 2023).

C. Procedimiento

Se llevé a cabo la aplicacion de los software y algoritmos de MetaPhlAn
en sus versiones 3.0.13 y 4.0.0, que es una herramienta especializada en perfilar
la composicion de comunidades microbianas a partir de datos de secuenciacion
por Shotgun de metagenomas. Para la utilizacién efectiva de MetaPhlAn, se
establecid que es necesario cumplir con ciertos requisitos previos, segun lo

indicado por O’Leary et al. (2016).

Los requisitos incluyen la presencia de Python (version >= 2.7), pajarita2,
numpy, Pandas (opcional, requerido solo por scripts de utilidad), BioPython
(opcional, solo requerido por scripts de utilidad), SciPy (opcional, solo requerido
por utilidad de guiones), Matplotlib (opcional, solo requerido por scripts de
utilidad), y biom (opcional, solo requerido para el formato de entrada/salida

biom) (Home “BioBakery,” s.f.).

El lenguaje de programacion usado para poder trabajar con MetaPhlAn fue
Python que es una herramienta muy poderosa en el &mbito de la ciencia de datos
y el analisis de datos. Bibliotecas como NumPy, Pandas, Matplotlib y SciPy

proporcionaron las herramientas para manipular datos, realizar analisis
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estadisticos, visualizar datos y realizar célculos cientificos. Para ello se descargd

la version mas actualizada para el sistema operativo Linux.

a. Descarga de Python

Se descargo desde el sitio web oficial de Python en
https://www.python.org/downloads/ la ultima version estable para el sistema

operativo Linux.

b. Ejecucion del instalador

Una vez que se completo la descarga, se ejecuto el archivo de instalacion.

¢. Verificacion de la instalacion

Se aseguro que Python se haya instalado correctamente, para lo cual se

abri6 en la terminal y escribi6 el siguiente comando: python --version

Se siguid con la implementacion de bioBakery VM, MetaPhlAn que se
fundamenta en BowTie2 (version 2.3 o superior) para realizar el mapeo de lecturas
contra genes marcadores. Se especifico que la existencia de Bowtie2 en la ruta del
sistema con permisos adecuados es esencial para este proceso. En esta situacion
se utilizé Conda para la instalacion de MetaPhlAn, la cual no requiere requisitos

previos adicionales, escribiendo el siguiente comando.

$ conda install -c bioconda metaphlan=2.7

Esto también instalo todas las dependencias de MetaPhlAn,
alternativamente, se pudo instalar MetaPhlAn manualmente desde la fuente y

luego instalar manualmente las dependencias con el siguiente codigo.

$ tar xzvf biobakery-metaphlan-<versionid>.tar.gz
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$ cd biobakery-metaphlan-<versionid>/

S 1s

Se agrego este comando export
PATH=SMDIR:S$MDIR/utils/:$SPATH a SHOME/.bashrcarchivo
donde se reemplazo SMDIR con la ruta completa a la carpeta MetaPhlAn b. Para
obtener el valor de SMDIR se ejecutd $ pwd desde dentro de la carpeta

MetaPhlAn.

Se obtuvo el S$SHOME/.bashrc archivo, luego el $ source
$SHOME/ .bashrc .Esto solo se hizo una vez para actualizar la RUTA en su
sesion actual, de ahi todas las sesiones futuras se obtuvieron automaticamente

cuando se inicid sesion.

Alternativamente, en lugar de agregar los scripts a la RUTA, se puede
proporcionar la ruta completa al script cada vez que lo ejecute. El siguiente

comando imprime la pantalla de ayuda de MetaPhlAn.

$ SMDIR/metaphlan.py —help

Instalacion de las dependencias de MetaPhlAn

Se instalo bowtie2 en una carpeta en la RUTA y se especifico la ruta al
ejecutable de bowtie2 con cada ejecucion de MetaPhlAn usando la opcion --

bowtie2 exe <bowtie2>.

Cabe destacar que MetaPhlAn se integra de manera sinérgica con hclust2
para la generacion avanzada de mapas de calor y GraPhlAn para la visualizacion

de cladogramas. La metodologia que se us6 para la instalacion de MetaPhlAn fue
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a través de conda, utilizando el canal Bioconda., en caso de no haber configurado
la instalacion de Anaconda para restaurar paquetes de Bioconda, se deben seguir

los pasos indicados por Chang et al. (2023).

3.9.2 Uso de MetaphlAn4 para el perfil taxonémico por medio de arboles

filogenéticos y el mapa de calor

A. Técnica

MetaphAn

B. Fundamento

El fundamento de MetaPhlAn se basa en el andlisis de secuencias
metagendmicas mediante el uso de marcadores genéticos especificos. Utiliza
perfiles de clado unicos para estimar las abundancias relativas de los diferentes
organismos presentes en una muestra. MetaPhlAn aborda la complejidad de las
comunidades microbianas al proporcionar una clasificacion taxonémica de alta

resolucion y discriminacidon (Chang et al., 2023).

C. Procedimiento

MetaPhlAn acepta pequeiias lecturas de una sola escopeta (Shotgun) como
entrada y genera una lista de microorganismos detectados junto con su relativa
abundancia. La herramienta también es capaz de procesar secuencias genomicas

extraidas

Archivos de entrada

Estan en formatos como. fasta, .fastq y .tar.bz2. Para ver

todos los formatos de entrada, se escribid6 metaphlan.py -h | less.
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Utilizando la tecla de flecha nos desplazamos hacia arriba y hacia abajo.

Escribiendo g sirve para salir y volver al mensaje.

Teniendo ya nuestra base de datos crudos se empieza ejecutando en la

terminal los siguientes cddigos:

Para la data de la Bahia interior (BI)

$ curl -L.0 $ curl -LO
https://github.com/biobakery/biobakery/raw/master/test
_suite/biobakery tests/data/metaphlan/input/ 20008D-

10-01_S204 1003 R1 _001.fastg

S curl -L0O $ curl -LO
https://github.com/biobakery/biobakery/raw/master/test
_suite/biobakery tests/data/metaphlan/input/ 20008D-

10-01_S204 1003 R2 001.fastq

Para la data de la Captacion Chimu (CH):

$ curl -LO
https://github.com/biobakery/biobakery/raw/master/test
_suite/biobakery tests/data/metaphlan/input/ 20008D-

10-02 S205 LO03 R1 00l1.fastqg

$ curl -LO
https://github.com/biobakery/biobakery/raw/master/test
_suite/biobakery tests/data/metaphlan/input/ 20008D-

10-02 S205 L003 R2 001.fastgq

Teniendo los 4 archivos de entrada, creamos una nueva carpeta donde se
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traslad6 todos los archivos subidos usando los siguientes comandos de la terminal:

$ mkdir metaphlan analysis

Permite mover los archivos de la carpeta de descargas con el siguiente

codigo.

$ mv

metaphlan4 analysis/

~/Downloads/SRS*.fasta.gz

Teniendo la ubicacion y los nombres de los archivos ejecutamos muestra

por muestra a partir de lecturas sin procesar para perfilar un metagenoma.

Para Bahia interior (BI)

$ metaphland.py
01 S204 LOO3 R1 00l.fasta.gz

20008D-10-01_S204 L0O03 Rl 001.txt

$ metaphland.py
01 S204 L003 R2 001.fasta.gz

20008D-10-01 sS204 L0O03 R2 001.txt

Para Captacion Chimt (CH)

$ metaphland.py
01 S205 LO0O3 R1 001.fasta.gz

20008D-10-01 S205 1003 R1 001.txt

$ metaphland.py
01 S205 LO0O3 R2 00l.fasta.gz

20008D-10-01_S205 L0O03 R2 001.txt
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Archivos de salida

Ejecutando MetaPhlAn, siguiendo el ejemplo de la seccion anterior, se
crearon dos archivos de salida. Las alineaciones se enumeran una por linea en

columnas de marcador de lectura y referencia separadas por tabulaciones:

Archivo 1: 20008D-10-01 S205 L003 R1 001 fasta.gz.bowtie2out.txt

Este archivo contiene los resultados del mapeo intermedio a marcadores

de secuencia Unicos:

$ less -3 20008D-10-

01 S205 LO03 R2 00l.fasta.gz.bowtieZout.txt

Archivo 2: 20008D-10-01_S205 1003 R1 001.txt

Este archivo contiene las abundancias finales de los organismos, donde las
abundancias de los organismos se enumeran en un clado por linea, separadas por

tabulaciones del porcentaje de abundancia del clado:

$ less -S 20008D-10-01 S205 L0O03 R1 001.txt

El archivo de salida resultante contiene los resultados de asignaciones
intermedias a "etiquetas" de secuencias individuales. Cada linea del archivo
presenta alineaciones enumeradas en columnas separadas por listas de etiquetas
de lectura y referencia, proporcionando la abundancia final calculada del

organismo correspondiente.

Las abundancias de los organismos se enumeran por clado y linaje,
separadas mediante tablas de abundancia porcentual de clado. La primera columna

del archivo enumera los clados, que abarcan desde reinos taxondémicos como
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Bacteria y Archaea hasta especies individuales. Cada nivel taxondémico de clado
estd precedido por un prefijo indicativo de su nivel, por ejemplo, Kingdom:
k , Phylum: p , Class: ¢, Order: o , Family: £ ,

Genus: g , Species: s__ s

Es relevante sefialar que MetaPhlAn tiene la capacidad de ejecutar
multiples nucleos, adaptandose a la capacidad de procesamiento de cada

ordenador, segiin Blanco et al. (2023).

Ejecucion en multiples nucleos

Esta opcion tuvo lugar gracias al computador usado que correspondi6 a un
servidor hp 7440 de 32gb de RAM con un procesador Intel Xeon, 2 discos solidos
de 550gb y 500gb ‘de 8 nucleos y 4 procesadores logicos. Todo esto para
aprovechar sus multiples nucleos usando la cantidad de nproc con el fin de

agilizar y trabajar varias muestras a la vez.

$ metaphlan.py 20008D-10-01 S205 L0O03 R2 001--
input type fasta --nproc 4 > 20008D-10-

01 $205 L003 R2 001 profile.txt

A continuacion, se trabajo con bash para la sintaxis del shell, con lo que

se pudo recorrer todo el conjunto de muestra con el siguiente codigo:

$ for f in SRS*.fasta.gz

> do

> metaphlan2.py $f --input type fasta --nproc

4 > ${f%.fasta.gz} profile.txt
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> done

Finalmente, la distribucion MetaPhlAn incluye un script de utilidad que

creo una unica tabla delimitada por tabulaciones a partir de estos archivos:

S merge metaphlan tables.py * profile.txt >

merged abundance table.txt

La tabla resultante se puede abrir en Excel, cualquier programa de analisis

de expresion genética con less (Anexo 2y Anexo 3)

$ less -S merged abundance table.txt

3.9.3 Obtencion de arbol filogenético

A. Técnica

GraPhlAn

B. Fundamento

GraPhlAn ha sido disefiado para producir representaciones circulares que
destacan la estructura y composicion de arboles filogenéticos y taxondmicos. Su
enfoque se concentra en la generacion de visualizaciones de calidad, facilitando
la interpretaciéon de complejas relaciones entre entidades bioldgicas. La
herramienta permite la inclusion de informacion detallada de manera intuitiva, lo
que resulta crucial para la comprension visual de datos bioldgicos (Blanco et al.,

2023).
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C. Procedimiento

Se utilizo la guia de bioBakery GraPhlan y que al insertar el siguiente
codigo:

$ conda install -c biobakery graphlan

Esto instalo GraPhlAn y todas sus dependencias. Alternativamente, se
instalaron GraPhlAn manualmente desde el codigo fuente descargando GraPhlAn
y luego instalando las dependencias de GraPhlAn (numpy, pandas, biopython,

scipy y matplotlib).

Creacion de los archivos de entrada de GraPhlAn

Se aplico el algoritmo de GraPhlAn que al usarla, demando dos inputs: (1)
una estructura de arbol que fungird como representacion y (2) opciones de

anotacion grafica especificas para dicho arbol.

$ export2graphlan.py --skip rows 1,2 -1i
merged abundance table.txt -—tree
merged abundance.tree.txt -—annotation
merged abundance.annot.txt --most abundant 100 --
abundance threshold 1 --least biomarkers 10 --
annotations 5,6 -—external annotations 7 --

min clade size 1

El comando anterior tiene opciones para omitir las lineas 1 y 2, seleccionar
los 100 clados més abundantes, establecer un umbral de abundancia minimo para
que los clados anoten, extraer al menos 10 biomarcadores, seleccionar un nivel
taxonomico 5 y 6 para la anotacion en el arbol, seleccionar el nivel taxonémico 7
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para usar en la leyenda externa y establecer el tamafio minimo de los clados
anotados como biomarcadores en 1. Los archivos de salida creados son
merged abundance.tree.txt y merged abunance.annot.txt.

(Blanco et al., 2023).

Creacion del arbol filogenético

Una vez descargado los archivos de entrada, se cre6 una nueva carpeta y
se trasladd los archivos usando los siguientes comandos en el simbolo del

terminal.

Se ejecuto los siguientes comandos para generar el cladograma que
proporciona los archivos de arbol (merged abundance.tree.txt) y
anotaciones (merged abundance.annot.txt) del paso anterior, se

introdujo los codigos a la terminal:

S graphlan annotate.py —-—annot
merged abundance.annot.txt merged abundance.tree.txt

merged abundance.xml

$ graphlan.py --dpi 300 merged abundance.xml

merged abundance.png --external legends

El primer comando crea un archivo xml a partir del arbol y las entradas de
anotaciones. El segundo comando crea la imagen, configura la resolucion de la

imagen en 300 y solicita leyendas externas.

Las primeras lineas del archivo xml son:
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<phyloxml xmlns="http://www.phyloxml.org"
xmlns:xsi="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchema-instance"
xsi:schemalLocation="http://www.phyloxml.org

http://www.phyloxml.org/1.10/phyloxml.xsd">

<phylogeny rooted="true">

<clade>

<clade>

<name>k Viruses</name>

<branch length>1.0</branch length>

3.9.4 Obtencion del mapa de calor

A. Técnica

Hclust2

B. Fundamento

Hclust2 se erige como una solucion practica y eficiente, disefiada
especificamente para la creacion de mapas de calor con numerosas opciones que
garantizan la produccion de figuras de alta calidad, adecuadas para su inclusion
en publicaciones cientificas. Entre sus caracteristicas destacadas se encuentran la
capacidad de realizar agrupaciones jerarquicas utilizando el algoritmo hclust, lo
que permite una representacion visual clara de las relaciones entre las muestras y

las taxonomias identificadas (Blanco et al., 2023).
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C. Procedimiento

En este proyecto se llevo a cabo la creacion de un mapa de calor para todas
las muestras. Utilizando el tutorial de bioBakery se instald hclust2 y otras

herramientas que de no ser asi, se inserto el siguiente codigo:

$ conda install -c biobakery hclust2

Esto instalo hclust2 y todas sus dependencias. Alternativamente, se puede
instalar hclust2 manualmente desde el codigo fuente descargando hclust2 y luego
instalando las dependencias de hclust2 (numpy, pandas, biopython, scipy y

matplotlib).

Generacion de la tabla de abundancia exclusiva de especies.

Se ejecutd un comando especifico con el proposito de generar una tabla de
abundancia exclusivamente para especies, utilizando como entrada la tabla de

abundancia (mnerged abundance table.txt).

$ grep -E "(s__ )| (7ID)" merged abundance table.txt
| grep -v "t " | sed 's/~.*s_ //g" >

merged abundance table species.txt

Dicho comando se compone de tres partes. En primer lugar, el comando
'grep' niimero 1 busca en el archivo la expresion regular " (s ) | (*ID)",
coincidiendo con las lineas que contienen informacion sobre especies. El 'grep'
numero 2 identifica las lineas con informacion acerca de la cepa, etiquetada como
t . Posteriormente, el comando 'sed' (editor de secuencias) elimina la

taxonomia completa de cada linea, dejando solo el nombre de la especie en la

primera columna.
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La tabla resultante de abundancia
(merged abundance table species.txt) contiene unicamente las
abundancias de especies, representadas por los nombres de las especies sin incluir
la taxonomia completa, siguiendo la metodologia propuesta por (Beghini et al.

2021).

Generacion del mapa de calor

Luego se gener6 el mapa de calor solo de especies ejecutando el siguiente

comando:

$ hclust2.py -i
merged abundance table species.txt -0
abundance heatmap species.png --ftop 25 --f dist f
braycurtis --s dist f braycurtis --cell aspect ratio

0.5 -1 --flabel size 6 --slabel size 6 --max flabel len

100 --max slabel len 100 --minv 0.1 --dpi 300

El comando anterior incluye opciones para seleccionar 25 caracteristicas
principales, para lo cual se usd Bray-Curtis como medida de distancia entre
muestras y entre caracteristicas (microorganismos), ademas se establecio la
relacion ancho/alto de la celda en 0,5 y se empleo usar una escala logaritmica para
escalar el mapa de calor. También se establecio el tamafio de las etiquetas de
muestra y caracteristicas en 6, ademas de la longitud méxima de las muestras y
etiquetas de caracteristicas en 100; asimismo se selecciond el valor minimo

mostrado como 0.1 y se selecciono la resolucion de la imagen como 300.

Se abrio el mapa de calor resultante

(affectity heatmap species.png) para verlo.
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Figura 7
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Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO 1V
RESULTADOS Y DISCUSION

41 EXTRACCION DE ADN CALIDAD, CONCENTRACION E

INTEGRIDAD
A. Calidad de ADN de las muestras previamente filtradas

Entre los resultados de las lecturas de calidad de ADN obtenidas a través
del espectrofotdmetro de microvolimenes con la unidad de concentracion de

pg/ml.

Tabla 11

Lectura de valores que resaltan la calidad de DNA de la muestra de Bahia interna

Calidad de ADN Bahia Interna

Repeticiones Valor
Lectura 1 1.692
Lectura 2 1.751
Lectura 3 1.702
Lectura 4 1.732
Lectura S 1.724

Fuente: elaboracion propia

En la Tabla 11 muestra datos del espectrofotdmetro sobre la calidad de la muestra
de ADN extraido de la Bahia Interna estando dentro de los valores aptos no siendo menor
a 1.4 y no siendo mayor a 2.0, donde se realizaron 5 repeticiones para demostrar la
precision de la calidad por ende se escogio la ultima lectura siendo el valor final para la

aplicacion al gel de agarosa.
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Tabla 12

Lectura de valores que resaltan la calidad de DNA de la muestra de Captacion chimu

Calidad de ADN Captacion Chimu

Repeticiones Valor
Lectura 1 1.601
Lectura 2 1.543
Lectura 3 1.532
Lectura 4 1.531
Lectura 5 1.571

Fuente: elaboracion propia

En la Tabla 12 muestra datos del espectrofotometro sobre la calidad de la muestra
de ADN extraido de la Captacion Chimu estando dentro de los valores aptos no siendo
menor a 1.4 y no siendo mayor a 2.0, donde se realizaron 5 repeticiones para demostrar
la precision de la calidad por ende se escogid la Gltima lectura siendo el valor final para

la aplicacion al gel de agarosa.
B. Concentracion de ADN de las muestras previamente filtrada

Resultados de las lecturas de concentracion de ADN a través del

espectrofotometro de microvolumenes con la unidad de concentracion de pg/ml.
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Tabla 13

Concentracion de ADN bacteriano de las muestras de agua de la Bahia Interior

Concentracion de ADN (ng/ul) Bahia Interior

Repeticiones Valor

Lectura 1 39.415
Lectura 2 44.781
Lectura 3 36.487
Lectura 4 40.935
Lectura 5 41.512

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 13 se presenta datos del espectrofotdmetro sobre la concentracion de
de ADN extraido de la Bahia Interna donde se realizaron 5 repeticiones para demostrar la
precision de la concentracion de ADN, de las cuales se escogi6 la tltima lectura siendo el

valor final para la aplicacion al gel de agarosa

Tabla 14

Concentracion de ADN bacteriano de las muestras de agua de la Captacion Chimu

Concentracion de ADN (ng/nl) Captacion Chimu

Repeticiones Valor

Lectura 1 21.741
Lectura 2 22.973
Lectura 3 22.012
Lectura 4 21.412
Lectura 5 22.321

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 14 se presenta datos del espectrofotometro sobre la concentracion de

la muestra de ADN extraido de la Captacion Chimt donde se realizaron 5 repeticiones
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para demostrar la precision de la concentracion de ADN, de las cuales, se escogio la

ultima lectura siendo el valor final para la aplicacion al gel de agarosa.

C. Integridad del ADN

La integridad obtenida de las muestras de la Bl y CH por medio del gel de
agarosa a 1% nos indica la presencia de una banda entera de 20ng de ADN, la que,
al no estar fragmentado, sefiala que el ADN estuvo de una forma integra y sin la

presencia de contaminantes en la corrida.

Figura 8
Integridad de ADN genomico bacteriano de las muestras filtradas de la Bahia

Interna y Captacion Chimu, en gel de agarosa con TAE 1%

Marcador

Bl 20ng ADV
Bl 20ng ADN
CH ADN toral

CH ADN total

Marcador

- = ADN Genomico

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 8 nos detalla una integridad perfecta de ADN donde nos
muestra que conserva su longitud y no hay presencia de fragmentacion que
evidencie que el ADN ha sufrido roturas significativas.
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4.1.2 Analisis de secuenciamiento Shotgun

El analisis de calidad se llevo a cabo mediante el recurso en linea Galaxy
(www.usegalaxy.org) con la version Galaxy Version 0.74+galaxy0 para los
reportes de calidad de cada lectura secuenciada donde se obtuvo un analisis
estadistico que representa el resumen se la secuenciacion genomica de la Bahia
interna y la Captacion Chimu, el cual indica el tipo de codificacion del
secuenciamiento, el total de secuencias, cantidad de bases nitrogenadas, tamafio

de la secuencia y porcentaje de Guanina (G), Citocina (C).

Para esta investigacion, la cantidad de secuencias totales en la BI fueron
de 5643902, y en la CH es de 5863208. Las secuencias etiquetadas como baja
calidad fueron de 0 lo cual nos da a entender que el secuenciamiento fue de alto

rendimiento.

Tabla 15

Resumen de datos de la secuenciacion genomica de la Bahia Interna

Medida Valor
Nombre Bahia Interior
Codificacion Sanger / [llumina 1.9
Secuencias Totales 5643902
Bases Totales 852.2 Mbp
Secuencias etiquetadas como de baja 0
calidad
Tamaiio de las secuencias 151
%GC 46

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 15 se presenta un resumen sobre la secuenciacion gendémica de la

muestra de la Bahia Interna, indicando de que no se tienen secuencias etiquetadas de baja

calidad.

Tabla 16

Resumen de datos de la secuenciacion genomica de la Captacion Chimu

Medida Valor
Nombre Captacion Chimu
Codificacion Sanger / Illumina 1.9
Secuencias Totales 5863208
Bases Totales 885.3 Mbp
Secuencias etiquetadas como de baja 0
calidad
Tamafio de las secuencias 151
%GC 48

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 16 muestra un resumen sobre la secuenciacion genémica de la muestra
de la Bahia Interna, ddndonos a conocer que no se tienen secuencias etiquetadas de baja

calidad.

42 ARBOL FILOGENETICO DE BACTERIAS PRESENTES EN LA BAHIA

INTERNA (BI)

Clados identificados por MetaphlAn

En el andlisis de las 5643902 lecturas obtenidas mediante secuenciamiento
metagendmico Shotgun, se empled la herramienta computacional MetaphlAn para
perfilar la composicion bacteriana. Las muestras de la Bahia Interna revelaron clados
microbiologicos significativos, especialmente los contenedores de genoma a nivel de

especiec (SGB). Entre las especies conocidas (kSGB) presentes, se destacaron
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actinomicetia, alphaproteobacteria, betaproteobacteria, sphingobacteria y tissierellia y las
especies Polynucleobacter sp MWH CaK35, Candidatus methylopumilus universalis,
Pedobacter aquae y Alpha proteobacterium SCGC AAA028 DI0. Ademas, se
identificaron especies aun por caracterizar o desconocidas (uUSGB) como CFGB13659,
CFGB18754, CFGB41185, CFGB462 y CFGBS8395 y géneros, especies;
GGB46525 SGB64386, GGB44074_SGB61453. En el estudio de Ahmad et al. (2021)
sobre la composicion y distribucion del microbioma en el lago Dal, Srinagar, India, se
observaron comunidades microbiologicas distintivas en los puntos de muestreo. El filo
bacteriano mas abundante, confirmado también por Du et al. (2022), fue Proteobacteria,

con un total de 3097 especies.

De otro lado, en la investigacion del sedimento del lago Daihai, China, se
encontraron los filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (Li et al.,
2015), el cual subraya la globalidad de la contaminacion lacustre, evidenciada por la
rapida diseminacion de bacterias portadoras de carbapenemasas en Klebsiella
pneumoniae y metalo-p-lactamasas en Nueva Delhi, abarcando regiones de Asia, Europa

y América del Norte.
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43 ARBOL FILOGENETICO DE BACTERIAS PRESENTES DE LAS

MUESTRAS DE CAPTACION CHIMU (CH)
Clados descubiertas por MetaphlAn

De las 5863208 lecturas procesados mediante secuenciamiento metagendomico
Shotgun, donde se utiliz6 MetaphlAn para perfilar la composicién bacteriana. En las
muestras de la captacion Chimu, se identificaron los contenedores de genomas completos
(SGB), con especies conocidas (kSGB) pertenecientes a los clados de actinomycetia,
alphaproteobacteria y betaproteobacteria; se determinaron las especies Candidatus
nanopelagicus abundans, Actinobacterium SCGC AAA027 J17, y Candidatus
planktophila vernalis, Asimismo, se encontraron especies aun por caracterizar o
desconocidas (uSGB) como CFGB1083, CFGB13659, CFGB14951, CFGB18754,
CFGB34754, CFGB462 y CFGB46334; género y especies GGB46525 SGB64386 y

GGB26028 SGB38032.

Al respecto, Quillaguaman et al. (2021), en su analisis en el lago Alalay,
Cochabamba, Bolivia, revelaron que las proteobacterias dominaban la diversidad
bacteriana. Mientras que Wei et al. (2023), en el lago Bamucho Tibet, identificaron 74
genomas sin caracterizar (uSGB) y 75 genomas completos (kSGB), destacando los filos
de proteobacteria y actinobacteria. Estos resultados se complementan con los hallazgos
de Wang & Bao (2022) en el lago Qarham, Tibet, quienes demostraron que las

betaproteobacterias y halobacterias fueron predominantes en esa area.
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44 COMPARACION DE ABUNDANCIA DE BACTERIAS PRESENTES EN
LA BAHIA INTERNA (BI) Y LA CAPTACION CHIMU (CH) POR

MEDIO DE MAPA DE CALOR

La mayoria de los métodos de agrupamiento se basan en emparejar los grupos mas
similares con comportamiento homogéneo. Se basa en la matriz de similitud entre cada
par de puntos. Le permite representar visualmente las similitudes (o diferencias) entre
diferentes muestras. Cuando encuentra diferencias, genera un nuevo grupo. La
agrupacion jerarquica utiliza métodos de distancia minima, maxima o promedio para

agrupar e iterar en etapas.

Del anélisis de conglomerados jerarquico se puede visualizar que existen 4
conglomerados, una de color verde con 13 especies (con GGB23686 SGB35387 y
GGB34754 SGB48810 las mas relacionadas), otra de color naranja con 10 especies
(Candidatus Methilopumilus rimovensis y Polynucleobacter cosmopolitanus como las

mas relacionadas) y dos de color azul con 1 especie cada una.
Respecto a las 2 zonas de estudio, se puede mencionar lo siguiente:

Captacion Chimu, comprende 4 conglomerados de los cuales el cluster con mayor
abundancia es el de Candidatus Nanopelagicus abundans, asimismo las especies mas
abundantes a continuacion de la mencionada serian GGB26028SGB38032 vy
actinocatreium_SCGC_AAA027 J17 del cluster color verde. En general destaca por su

abundancia el cluster de color verde.

Bahia Interna, comprende también 4 conglomerados de el cluster con mayor
abundancia es el de Alpha proteobacterium SCGC AAA028 D10, de igual modo las
especies mas abundantes son GGB46525 SGB64386 y GGB46525 SGB64386

pertenecientes al cluster de color naranja. En general destaca por su abundancia el cluster
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naranja.

Ahora, comparando los cuatro conglomerados segin la Bahia Interna con la
Captacion Chimu, se observa que la especies presente con mds abundancia para los 2
lugares es Alpha proteobacterium SCGC  AAA028 D10 seguido de Candidatus

Nanopelagicus abundans

Al respecto, Xu et al., (2014) en la caracterizacion de suelos como microbiomas
ambientales descubrieron que una serie de biomarcadores metagenomicos eran
significativamente diferentes y podrian usarse como indicadores para diferenciar
comunidades de suelos. Esto indicaria que tendrian comportamientos similares mas el

potencial metabolico entre bacterias y comunidades.

Asimismo, Santiago, (2018) coincide con los resultados obtenidos en este estudio
(proteobacterias y actinobacterias) con respecto a la de microbiomas ambientales en el
golfo de México, que mostraron que los filos mas abundantes fueron las Proteobacterias,
Thaumarchaeota, Planctomycetes, Actinobacteria y Chloroflexi. Correlativamente Du et
al., (2022) nos mencionan que en el sedimento de lago Daihai en China, las bacterias

preponderantes son Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes.
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Figura 11
Relaciones genomicas y abundancia en el metagenoma bacteriano aislado de la Bahia

Interior y Captacion Chimu del lago Titicaca
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V. CONCLUSIONES

e Para el arbol filogenético de bacterias presentes en la Bahia Interior, se encontrd a
los grupos actinomicetia, alphaproteobacteria, betaproteobacteria, sphingobacteria y
tissierellia; ademas, se identificaron especies aun por caracterizar o desconocidas

tales como GGB46525 SGB64386' y GGB44074_SGB61453.

e Del mismo modo en el arbol filogenético de la Captaciéon Chimu, los grupos mas
relevantes fueron actinomycetia, alphaproteobacteria y betaproteobacteria.
Asimismo, se identificd bacterias ain por caracterizar, entre los més relevantes,

GGB46525 SGB64386 y GGB26028 SGB38032.

e El mapa de calor permitié determinar que en la Bahia Interna y la Captaciéon Chimu
hay 4 conglomerados de microorganismos que permitio determinar la abundancia de
las bacterias estando presente principalmente en ambas zonas Alpha proteobacterium
SCGC AAA028 DI0. Respecto a la Bahia Interna, Alpha proteobacterium SCGC
AAA028 D10 y GGB46525 SGB64386 y GGB46525 SGB64386 serian los mas
abundantes. Y respecto a la captacion Chimu, las especies mas representativas son
Candidatus nanopelagicus abundans GGB26028SGB38032 y

actinocatreium_SCGC_AAA027 J17.
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VI. RECOMENDACIONES

e Continuar con estudios de poblaciones y evaluar la determinacion de diversidad alfa
y beta de metagenomas bacterianos presentes tanto de la Bahia Interna como la

captacion Chim1.

e Determinar los genes de resistencia a antibidticos y las rutas metabolicas de

metagenomas bacterianos de la Bahia Interna y la captacion Chimu.

e Ampliar con estudios metagendmicos bacterianos en otros cuerpos de lagos de altura

usando los tutoriales de GitHub.
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ANEXO 1. Solicitud de accedo y uso del laboratorio de Biologia Molecular

Megalaboratorio de la Universidad Nacional del Altiplano.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO

Dra. MARIA TRINIDAD ROMERO TORRES
JEFE DEL LABORATIORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR
MEGALABORATORIO - UNA -PUNO

AUNTO. Solicita acceso y uso de laboratorio de Biologia Molecular Megalabotatorio dela
Universidad Nacional del Altiplano

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. Por intermedio del presente y poner en su conocimiento y al
mismo tiempo solicitar que se autorice la elaboracién y ejecucién del proyecto de tesis “PERFIL
TAXONOMICO DE MICROBIOMAS BACTERIANOS CON LA SECUENCIACION GENOMICA SHOTGUN
PRESENTES EN LA CAPTACION CHIMU Y LA BAHIA INTERNA DEL LAGO TITICACA”". Con el fin de
obtener el Grado de Licenciado en Biologia El trabajo se realizara de lunes a viernes de 9AM a
las 1PM desde el 3 de abril del 2023 hasta 31 de Julio del 2023, comprometiéndome a cumplir y
hacer cumplir las politicas y normas establecidas en el reglamento del laboratorio.

POR LO EXPUESTO

Se le ruega a usted que nuestra solicitud sea
aprobada

PUNO, 03 de abril del 202

- Atﬁ'ﬁel Vidal Mayta Mendizabal
DNI: 74484205
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ANEXO 2. Bacterias descubiertas con el analisis bioinformatico MetaphlAn4 de la

Bahia Interna.

acters Verrucomicrobialc_ CFGB8395 2174201 1.2

rkholderiales|f_ Burkholderiaceae

teriales|f Sphing

teriaceas

macterizceas

alp_: .
k__Bacterialp_ Protecbacterialc_ Alphapre

sales|f_Sphe .

Candidatus_Nanopelagicales

74201

cbacterialc_ CPGB4

56466

lesif

andidatus Nanopelagicales|f Candidatus Nanopelagicaceae!g_ Candidatus Nanopelagicus 2

104

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

rkholderia

105

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ANEXO 3. Bacterias descubiertas con el andlisis bioinformatico MetaphlAn4 de la

Captacion Chimu.

.fastq, 20

ce

onal_species

% Bacteria|p_ Flancteomycstes|c_ CFGE24506 2|2036821
k_ Bacterialp_ Actincbacterialc_ Actinomycetialo_ Candidatus Nanopelagicales  212011741176012039638  32.58065
x_ Bacterialp Retincbacterialc_ Actinomycetialo_ Aetinemycetia_unclassified  21201174/17601 14.6
k_ Bacterialp_ Proteck ialc_t rialo_ Burkholderiales 211224128216/80840 11.4

k__Bacteria|p_ Bactercidetes|c_ CFGE18754|o_ OFGBIE754 2(076(| 11.332
k__Bacterialp_ hctinobacterialc_ CFES1365%|o_OFGBI385C 21201174] 4481
k_ Bacterial|p_ Retincbacteria|c_ CFEB34754|o_ OFGBE34754 21201174| 4.04041

k__Bacterialp_Protecbacterialc_ alphapr 1alo__Rlphaprotechbacteria_unclassified 3.76603
k_ Bacterialp_ X alc_| alo_Ni dales 211224128216132003
k_Bacterialp_Actincbacterialc_ CE 3lo_oFes1083  21201174] 1.73407

k_ Bacterialp_ Bactercidetes|c_ CFGB462|o_ OFGB4E2 2197611 1.6796

k__Bacteria|p_Proteobacterialc__Alphapr __Sphi 1 2112241282111204457 1.57361

k_ Bacteria|p_ Actinchacterialc  CFEB14951/c_ OFG 212011741
k_ Bacterialp Retincbacterialc  CFGE46334|c_ OFGBE4E334 21201174
detesic_ CFGB40560|o_ oFEB40580 2/976|1 0.78844
k__Bacterialp_ Actincbacterialc__ CFGB13153|ec__ OFGB13153 212011741 0.69629
k__Bacterialp_ Verruccmicrobialc_ CFEB3305|o_OFGES305 21742011 0.66264
k_ Bacteria|p  Protackacterialc  CF 846|o_ OFGB14E46 211224 | 0.55321
deteslc_CFEE35715|o__0Fe3S715 2187611 0.43045
k_ Bacteria|p_ Aectinchacteria|c  CFGEB41185|s_ OFGB41185 2(201174) 0.42283
%__ Bacteria|p_ Protechacterialc_ alphaprotechacterizlo_ Pelagibacterales 211224128211154526
k_ Bacterialp - alc_ alo_ Betapro _ unclassified 211224128216
%__Bacteria|p_ Frotechacterialc_ CFEE8596|o_ OFGBE32E  2(1224] ] 05
detesic_ CFEE76570c_ OFGE7ES7 2127611 0.20204
yancbact: _unclassified|o__Synechococcales 211117111880424 0.
deteslc_ CFGE76281o_ OFGE7E28 2197611 0.1775

x__Bacterialp  Protechacterialc_ CFEB42731lo_ OFGB42731 211224

k__Bacteria|p_ Bactercidetes|c_Flavobacteriialo__Flavchbacteriales
crobialc_ CFGES306|o_ OFGES306 274201
deteslc_CFGE32421|0__0FEB32421 2127801 0.

monadetes]e_ CFEB55302|o_ OFGB55302

%_Bacteria|p_ Verrue

k__Bacterialp_ Bacte:

*_ Bacteria|p_Arma

k__Bacterialp_Bactercidetes|c_ Cytophagialo_ Cytophagales
k_ Bacterialp_ Planctomycstes|c  CFGB24506(c_ OFGB24506 21203682

%_ Bacterialp_Actincbacterialc_ Actinomycetialo_ Candidatus_Nanop i 120117411760 2032638 | 2162846 32.58065
k_ Bacterialp_ Actinchacterialc_ Actincmycetialo_ Actinemycetia_un 41176011 14.66375
detesic_ CFGBIE754|o_ OFGELE754|f_ FGB1ETS4
alc_: alo_ Burkholder: 2.27441
%__Bacteriz|p_ hetinobacterialc_ CFGE13650|o_ OFGEIZ650|f_ FGE13E5H
k_ Bacterialp_ Actinobacterialc  CFEE34754lo_ OFEB34754|f_ FEB347S4
x__Bacteria|p Protackacterialc_ Alphapr riale_ Alphaprotechacteria unclassified|f_Aly : ia unclassifi 2412821111 2.7660%

1224128216132003132011 8018

0

k__Bacterialp__Pr: ialo_t rialo_ Nitr dales|f_ Methylophil
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ANEXO 4. Toma de muestras superficiales entre 15 a 20cm de profundidad en ambas

zonas.

Nota: Toma de muestra de la Bahia Interior (A) y Captacion Chimu (B)

ANEXO 5. Filtracion de muestras de agua de la Bahia Interior y la Captacion Chimu.
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ANEXO 6. Protocolo de kit de extraccion de ADN microbiano by Thermo Fisher

Science.

USER GUIDE

invitrogen

PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit

Purification of high-quality microbial DNA from microbial culture and transport media samples

Catalog Number a237%
Pub. No. MAMDD14332 Rev. A0

/. WARNING! Fead the Safety Data Sheets (S05s) and
= = follow te handling instructions. Wear appropriate
protective eyewear, dething, and gloves. Safety Data Sheets
(5D135) are available from thermofishercom/support.

Product description

The InvITogen™ Furelink™ MITorome DINA Purtfication ke
enables fast purification of high-quality microbial and host DINA
from a wide variety of sample types. The kit uses proven
FureLink™ spin-column techmology for robust yields of purified
DA that is ready for downstream PCE, sequencing, or other
Applicaions.

Typical DNA recowery is 5-20 pg from 1 ml. of microbial culture.
Fol trarsport media, DMNA |s recovered In sufficient quantity for
downstream PCE. detection, but may be undetectable by
spectrophotometric methods.

Procedure overview

This guide describes purification of DNA from microbial culture
(for example, from single colondes or from broth cultures) or hquid
bansport media (for example, Amies or Stuart Transport
Medium). In this procedure, the microorganisms are efficiently
Iysed by a combination of heat, chemical and mechamnical
disruption with spedalized beads The sampile is then applied to a
FureLirk™ spin column, and the DNA that is bound to the column
undergees a sngle wash step before slution

Kit contents

Table 1 Purelink™ Micrebioma DMA Purification Kit [Cat no. AJ9790,
51 reactions)

Component Quantity Storage

51— Lwsis Buffer &) mL
52— Lysis Enhancer SmL

53— Cleanup Buffarl! 125 mL

15°C to 30°C

54— Birding Buffer &5 mL
55— Wash BuFer Concentratel® 13mL
55— Eletion Buffer SmL

FOr Researcn Use only. MOt for use In dagnostic procedures.

Component Quantity Storage
PureLink™ Spin Columns with 50
Callection Tubes
PureLink™ Colection Tubes 100 St
Bead Tubes™ 50

T Morused in this procadure,

B Aod13 ml of 96-100% ehanc befors use. See “Belore you begin” on
Z

P 2
M Snips separztely.

Required materials

Unless otherwise indicated, all materials are available through
thermofishercom. MLS: Fisher Seientific
iwww.fishersdentific.com) or other major laberatory suppler

Table 2 Required materials not induded with the kit

Item Source

Heat block, dry bath, or water bath, 65°C MLS

[Opeiznall For dry bath, LabArmor™ Beads Cat. no.ATZEL)

Microozantrifuge capebla of 14,000 = g MLS

MLS

Vortex mixers, 211

Ficher Sciontific

KCOoDTIvasld

Faor wortex baad homoganization: kands-freo
adapter for vortex mixer, with horizontal wbe
arientation

[Qpeional; alternative to vortex bead Omni 15-040, or

hemogenization) Bezd mill homeogenizer equivalent
Adjustable pipettors, 100- 1000 pl MLS
Microozntrifuge tubes, DMase-free, 1.5 ml or | HLS
20mL

Ethanol, P& 100% MLS

T For porees baat homogenitzaion: we Nacommend using wo Mxers, one
OediCated 10 e Nands-res aiamer.
B Cauno. AM130Z4 [nat avallatle for sale] can also be wsad.
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ANEXO 7. Extracciéon de DNA empleando el inserto del kit DNA by Thermo Fisher

Science.

O HONOR X8
® 64MP Quad Camera

ANEXO 8. Centrifugado de muestras con Buffer de lysis, Buffer de lavado, Buffer de

proteinasa K, Buffer de RNAs.

©O HONOR X8
® 64MP Quad Camera
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ANEXO 9. Incubacion a 65 °C para ayudar a una correcta lysis

© HONOR X8
® 64MP Quad Camera

ANEXO 10. Muestra de ADN completamente purificado de las muestras de la Bahia

Interna Bl y la Captacion Chimu CH.

O HONOR X8

@® 64MP Quac
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ANEXO 11. Cuantificacion y calidad de DNA con el Buffer de elucion (BE).

© HONOR X8
@ 64MP Quad Camera

ANEXO 12. Datos de la cuantificacion y calidad de las muestras.
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ANEXO 13. Preparado del el de agarosa al 1% para la observacion de bandas de ADN

O HONOR X8
® 64MP Quad Camera

ANEXO 14. Calentamiento de la soluciéon TAE 1X con gel agarosa al 1%.

Nota: (A) Homogenizacion de la solucion de agarosa al 1%. (B) solucion final del gel de agarosa.
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ANEXO 15. Gel de agarosa al 1% en la cdmara electroforética.

O HONOR X8
® 54MP Quad Camera

ANEXO 16. Inoculacion de ADN de las muestras para el corrido electroforético (A),

voltaje de corrido para la cdmara electroforética (B).

O HONORXS
® 54MP Quad

Nota: (A) Inoculacion de ADN de las muestras para el corrido electroforético, (B) voltaje de corrido para

la camara electroforética.
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ANEXO 17. Lectura de la integridad de DNA de las muestras de la bahia interna y la

captacion chimu del gel de agarosa a 1%

Nota: (A) gel de electroforesis en el equipo transluminador Imager (B), camera Hood E-Gel para observar

la migracion de las bandas con luz UV.

ANEXO 18. Instalacion de herramientas bioinformaticas para el secuenciamiento

metagenomico.
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ANEXO 19. Lectura de los datos crudos del secuenciado por tecnologia Shotgun.
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ANEXO 20. Script correspondiente a la parte inicial y final del analisis bioinformatico
de los contigs en formato FastQC de microbiomas bacterianos con la
secuenciacion shotgun presentes en la Captacion Chimu y Bahia Interna

del Lago Titicaca

#Installing anaconda

#Prerequisites

#To use GUI packages with Linux, you will need to install the following extended
dependencies for Qt:

#For ubuntu

sudo apt-get install libgll-mesa-glx libegll-mesa libxrandr2 libxrandr2 libxssl
libxcursorl libxcompositel libasound2 libxi6 libxtsté6

# The base environment is activated by default

conda config --set auto_activate base True

# The base environment is not activated by default

conda config --set auto_activate base False

# The above commands only work if conda init has been run first

# conda init is available in conda versions 4.6.12 and later

#Before using MetaPhlAn, you should activate the mpa environment:

conda activate mpa

#MetaPhlAn needs the clade markers and the database to be downloaded locally. To obtain

them:
metaphlan --install
hclust2.py -i merged abundance table species.txt -o abundance heatmap species.png --ftop

25 --f dist f braycurtis --s_dist f braycurtis --cell aspect ratio 0.5 -1 --flabel size
6 --slabel size 6 --max flabel len 100 --max slabel len 100 --dpi 300
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ANEXO 21. Data secuenciada correspondiente a la parte inicial de los contigs del ADN
bacteriano extraido de la muestra de agua en la Bahia Interior de Puno en

formato FASTQ

>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:11713:1047 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ANTCAGAGTCGTATCGCTAAACGGAACAAGAAAATCCCCAGACGTCGGTTTGATTTTGTTCGTCGGTCCCATGAATATGTTGCCCCGC
ATCGTGATATTCGTGGCCGTGATCTGGTTGTAATCGTTGGTCAGTGTGAATACGTTGTTTGAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:22001:1047 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GNTCTGGACATAGCCAAGCGCTCGTTCAGCTTCTTCGCGCTTTTCTTCAACCGCCGCGCCCCACTCGGCTTGTTTGCCGCGCAAGGGG
AGCGCTCCGAGGATGCTTTCGGCGCGACCAAGAGTTTTGGTTGCTCGTTCGAGTTGGCCCTTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:30101:1047 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GNCCCTTAATTACGCTCATTTATTTCTCCTTTTGTTCTTTTATATTAGTTTAGCATAGACTGTATTGATTTGTCAAACTCAAACTCAA
GTTCTTTAATTGACTTATCGTCCATATCGCCTATATCTTTATATCTGTCTCTTATACACATC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:22263:1094 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTTATATTATTCCTTTGTGGCAGAGTCGGCTCGGTTTCCGGCGACTGTTTGGACCTTGAGAACATCTGGATTTGCCTCCAAAAACTTA
CGTGGGTTAATCGCCTGACCGTTTAAGCGCACCTCGAAATGCAGATGGCTTCCGGTTGACCGA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:26621:1094 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCTTTAGGTTGTATGCTGTAGAATCCAATTGCTTTTTTGTCATCTACGACAACACCACGACTATCCCATTCAGCCTTAGCCTGTGCAC
CAATTTTACCATCAACAGGGCAAGGTGTACCTGCAGCCATCATAGCAGCAAACACACGTTCGT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:31340:1094 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCTTAGACACGACCTATACGATGGCACAACTATGACTGAATCGGCGACGCCCCCCGCACATAGCCCATCGAACATCCCTCCCTTTCGC
TATACAGCGCGCTTGGCTGCCGATATTGAGTCCAAATGGCAAGATTCGTGGGAGACCGAAGGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:2483:1125 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TAGATATGCGGATTACCGTTGAACCAGTGGGACGGACAGATATTGCTTCACCAGAACTCGGAGAGTCCAGTGCTGTGATTGCAGAGCG
AGTGCTCGCTGCAAGAGTCATTGCTCGTCAACGTTTTTCCGGCAGAGGTTTTGAACTTAATAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:3061:1125 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCTCAATCGCGTCACGCGGGAACTCGAAATTGTAAAACGTCTCGCCGCTTTCGCTGTTGCCCGCCCGGCCCGCATAACCAGTCTGGGC
CTTTTTCATCATCAGCGTCGCAATCTGGCGCGCCAGGTAGTTGATGTCTTCCGGGACGAGGTA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:3495:1125 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTCCGGAGAACTTTCTTCGTCAAAATTGATACCTTGTTGTCCTAACTTAGCGTCTTTTATCCTTTCTTTAATCCTTTCGCGCTTGGC
TTCGAGTGTTTTAACCTGCTCGTCCAATGGCTCGTAGTTTTTCCTTGCGGCATTCACTTTCTC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:26549:1188 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCATTAAGTTGGTCTGTGGCTTCATCAACTACCAGTGTAGGATGTGCAGAATAGGTAATGGCATTGTAGATCTCTGCCATGTCACCGT
AGATACTGCGTTGGATCTGTGCAACGTCTTGAATAACTGTGGTGCCAATATTGCTGTAAATCT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27344:1188 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCATTAACAGGTGGGACTCCACCTTATACGGTAGAATGGTTAAACCCTGTATTATCTCCTGATATTGTAACCACAGCACCTGCAGTTA
AAACAGGTTTAAGTGCCACAACATACGCGGTTAGGGTTAATGATAGTTCATTACCGACAAACG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27995:1188 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCATCACTTAAATCCGATCCGATAATTCGACAAGGTAATTCTGTCACTCGCTTCTTTGCCGCGCCATATATTTCCTCCCACATCTCTT
CATCAAAACCATTGAAATTCTTAAACGCATAATGTTGTCTTTCGATATTGGAAGGAATACCCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:11623:1204 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGAAGTGT
AGGAAGGTGCGCAAGTGCCAGCAGGCACTGACCTCATGCGATTAAAAGGCCATGCACGAGCCAAGATTACCGCCAGTCACTTATACAC
ATCTCCGAGCACACGAGACGTAGAGGAATCTCGGCGGCCCGCAGTTGGGAGTTATAGGGGGTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:6171:1219 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTTTACGATCATGTATTATATTATGTTTGTTTTTTAAATATGTGTTACCTGTCCTTGCCGTCTTGTGATGTCTAACGTATAAATATG
GATTCTCATCGTTAGGCATCTTCTTTAGCTCGTCTATGAATAAGTTAGCCCTCCTGTACCCTA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:7211:1235 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GGTCTGGAGGCGAGCGTGGGCGTAACTCTGGTCGCGCAGGAGCGCCTCGTCGCGGATCCTGTATTGGTCCTCCTGATGCGCCTGCACT
GCTCAAGCCGCTTCGAGGGTCGCGCAGTGCGGATTCTCGTGCGTCTGGACAGCGGGCAGGAGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:20338:1235 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TGTATACCCTGTTGGTAGGCTTGATGCAGATAGTGAAGGCTTACTTATTTTAACAAACGATACTTCTTTAAACCATAAATTATTGCAT
CCAAGTTTCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGGGGGCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:31620:1235 1:N:0:GTAGAGGAAT+GATGCAGTGT
CCAAAAGCCCGGTGGCGTTATAATGAACGAGGGGGTGAGTGCCGAACTGTACCTAAGCGAGATATTGGTGGAGCTATCAGACACCCCG
GAGGTGCAGGTAGAGCTTAACGATACCTCGATAGAGGTCGAAGTAAGCACCGAACCAACATAC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:14633:1251 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATCTACGAGCCTTTCTTCTTAGTAATTGAGACCTAATAAAGTAGATTCTATCCCTTAAATCAAAGTTTATGGCAAAGAACTCTACTCT
ATTATCAGCCAATCCAGATGGACTACCGTCTCTTTCGTACTCAATCCACATAACTTCATCTTT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:15772:1251 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATTAGATGCTGCCCATGCAGATAAGAATGCGCCAGCAGTTAGTACGATTGGATTCTTCATATTCATTATTTGCCACCTAACATGGGGA
TATTAAAGAGCGAGCCATTTGCTTTGCTCTGTTTTTTATTGAATGAAACATGCATGTGATGCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27163:1251 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GATTAAAAGTATCACTTTTTCTAGAGATTTTTACATCGATTCCAAAAAGTTTCTGTTCAAGTTGCAACACTGTCATTCCTTTTTGATG
TGCTAACTCACTCATAAAGTCCACATATTCTCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1081:1297 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GACTAATTTGGTCTGATAGGGTTAGGTCTGTATCTGTAAGTCCAACTGCTGTTGCGTATCCCATTTATTCTCCTTCTACGGTTTCTAC
TTCACAATCACAATACTGAATCATTAGTTTACCATCTACCACCGACACCATACCAAACTCATT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:14678:1297 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATGTAATCACCTGCTGCAACAGTAACAACGTAAGGCCATGAAGGAACCTGCTTGGCATCATTCAAGGTCAAGGTCAAGCGGTTGTTAG
AGTAAGGAACGTCTACACCGTTTTTACGCAACCAGACATTGACATCATCCTGTCTCTTATACA
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>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:22327:1297 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATTTATATACCTGAGGGATTTGCTCATGGTTTTTGTTGCTTAGATAAAGAGAATATAGTTCACTATTGCAACTCAAATTATAGAAACA
AAAATTATGAGACAGGAATTCTTTGGAATGATCCTGATCTTAACATCGACTGGCCTATTAAAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:24569:1297 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTTTGAGCAAGGTGCCCGTGCCGGTGAAGCTGGTGTTGTTGCCGTAATCCAACCAAACATCGGTGTGCAGTCGCAGCACTGCCCCTG
TGGCGATGTTGAAAGACGGCGAGCGGTAGCCGCCTTCGCTCAGCAGCAAGGTGCCCGCGTTGA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27407:1297 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTTTCATGTTTACCACCAATTATTTTCAATCGTAGACTTTGCGTGTGTGAGCGGTACCTCTTTTTCTTTTTCCTTATAGGTACTGTCT
AAGTTATTTTTCAAGTACAGGTTGAATGAGTTCTGTGCTTTACCTATGCTCATAGCTTCTCCT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:5358:1313 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTCACTCTCTAGAGAAAATCGTGGAGCCCAGTGGCATTTCGAGCATATTGAATCTACGTCTCGTGGATATTCAGTAGCCATCCGCGGA
ATCGGCGGAATCTTAATTGAAGGCGATTTCAATTTAATTGGTGATCACAATCTTGATAATCTC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:11071:1313 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATTTTATTTATCTTTAGTGTTTTTTAACTATCCAAGCATATCATTTGCAGCGAGCAATTGGCAAATGGGTTTTAATGAGTCAGTAACT
TCTGTCATGGACGACATTGTTCATCTACATGACCGTATTTTACTTCCAATTATAGTCGCAATA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:12933:1313 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCTCGATCATGGCTTCGAACGTGGCATCACCGCGAAAGCCCACGAGGAATCGCCACTCTTGAGCGTTGTTGGCTGACGGCGCCCATCG
GGCAGCCTCAAACGCGGGCGCGAGGTCGGCCATGGTGAGTGACCGCGTGGCGTCGAACGAACG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:19605:1313 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ACGATAACCAGAGCCGATACTGCAAAGTGGCGGTAGTTAATGTGAGTGGAGATCAATCGCTCTCGAACTTGATCTAACATGAGAACGG
CTGAGTATGTGGCTGCAACTGTTGCTAAAGAGATGAAGGCTCCCGAATATAGATAATTCGGAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:20726:1313 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GACGTATCAAGCGCCGCTTCAAAAGCTGGCCGCTACGGTTCTGGCGCAATGGAGCGCAAGCAGGGCGCAGCGTCAAACAAACTTGCCC
AACAGCTTAAAAAAACAGCCCGGACACAGGCTTATCAAAACTACAGCGAAGAACGTGGCCGTC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:2474:1329 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TACTGAAAGCATGTGTCAATAATGCCATCAACAATTTTATCTGCAGTTAGACAACCACTAGCCACAGCACTCTCAACAGTTGCAGGCA
ACGTTTACAGTTTCGTGCCCGAGTCAGTAATTCCACCAGCAGTCGTTATTGTGGTGTCTCTTA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:15085:1344 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCCCGAGGACAAGCGGGAAGCCTTCAAGGGAGAGATGGACGCTTACCGCAACAAGGAATACATGAAGTGGTTTATGACTGTCTCTTAT
ACACATCTACGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGGTTGCGGGGTGGGGTGGTTATGTGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:22625:1344 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTCGTAGATCGAGCCAATCGGCGCAGACACCGTGCGCTGCACCTGATCACCGACAGCGTAATCTGTCGCTGTCACCCAAGCGGGGGCC
CACTTCGGAATCCCTGAATACTGCACCTGGACGGCAATCCGCGACTCGTTCAGATCAAGCGCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27145:1344 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTATTATCCAACCTTCAACAAAGACTGGGTAGAAGGCACTAACCTAAAGTTTAAATCCATACTTTCAATCCGAAGTGATGACGATTAT
CTGTACTATTTTGATGCGGACACCAATGTTTCAAAACCTTTTGGTGATTGGTTTATCGGGGAT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:13937:1360 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GATAAGGGTTATTACAAATCTTCTCGCATCGTCGGTGATGTAATGGGTAATTACCACCCACACGGTGACACCGCGATTTACGACTCTG
TAGTTCGTTTAGCTCAGCATTGGTCGCTTCGTTACCTACTTATCGATGGAAATGGAAACTTCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:32344:1360 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GGGTAGCGCGACCGAATAAGTGTAATTAGTTAATTCCCCAGAAGGAGAACAGATATGTCAAGAACACCTGATGTTTCCTACATTACGG
GCTTTTCGGAAGTTGTTTACCACGAATTCCAACAAATGTCCTCAAAATTATTCCCGATTGTAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:29894:1376 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCCTCAAGGTATGTAACAGCCTTACGATATGCGCTTGCATACTGGGAGTTACGCTCATCTTGATTCATCGTATTCAACGCACGATTGA
CGTGTGCTGGCATTAGACGGGACACTAGGTCTTGATCTACTGCGTACTTGCCAAGTGTGTATC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:31684:1376 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTATACGGTCGATATAGAAGCCGGCACCAGTCCCAATATTTTGATCGACTGGGGCGATGGCAGTGCGCCCGATACCTACACCAGTACC
GGCGAAAAGACGCACGTATTCAGCACTGCCGGGTCCTACACCGTCAAGCTTTCGGGTTCATTC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:8241:1391 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTATAAATTATAAAGTAGCGGTTCTGAACATATAAAAGGCCTTCCTCAGCGCAAGCGGAGGAAGGCCTTTTAAATTAGATTAAATTA
CTTACTATAAAAACGCCAGTTGGTTTGAAAATCTCTCGTTACTGGCTGATTCATTAGTAAAGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:5484:1407 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
AGATACTTCTGCATTGCTGATTTTTTCAACATTATTTGGATTAGTCTTCAAGTCAATTGCATTCTGACTGCGAGTATTTTCGTTTTCA
ATATAACGCCCTTCCTTATCAATTTGATACTGGTTAATGATTGCCATAGTACCCCGGTTAATC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:9896:1407 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GGTCAGTGTCATGGGCGATCTTGGTAGCGCCGGGCTGAAGCTGAACCTCACGCACAAGCAGGGAGTGAAGCTCGCCCCGCACAACCGG
CGCAGCCTGGAAGCCAGCAATGAGGCGCGTCTGCTGAACCTGTCTCTTATACACATCTCCGAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:14018:1438 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATACTTTACGTTCAGTAAAAACCATTTCAAGTTCTCCCTGTGCATCATACCATTCCTTAAACTTGCCAAATGATTTTTTAATTTGAGT
ATTAACTATCTCAGGTTCTATTCCTTTATGAATATACTCCTCCTGTCTCTTATACACATCTCC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:16107:1454 1:N:0:GTAGAGGACT+TATGCAGTGT
CAACGTAGGTGATGTCACCCAGGAATACGTGACCGCAATCGTCGGGGTCACCTGTGAGGCCACAATCACGGCAGAACGTATCATCTAC
CCAACACACATGCTCACTCATCATCTACCTCCCCACATGGCTACCAATTCGTCAGAAGTAGGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:24542:1470 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCGCTGGACCAATCCCAGCGCGCGACCCACGCTCCGGAGGAGATCATCCATCTGCGGTATCTGGCGGATCCGGCCAACCCCATCATGG
GCATCGGCCCGCTTCAGGCGGCGGCAAAATCCGTGGATGTGGACAACGCCCAGAGGGAGCACA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:5385:1485 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TAAGAAATCGGCGCACTAATTTGCGCATCATCCGTATTCTCAACCCAGTAAGCCCAAGCCAATTTCTTATTGGGGTCGTAGACCAGTT
TATATAGATGGCTTGGAATAGTGACCTTACTTTTGCCGATGCTCCCAGCAAAACCAATGGAGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:22101:1501 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTCTAGACCAAGTACCACAGAGTATGCCCCATTTTTTCAAACCTATATCAATTATACCAGTGGTAAGGATTATGAAATTTTAGTTAAA
CAATACCATGACCGTTTAGTCGATTCATGGAATTCAATACCTCCAGAAAAAATTAAGTATGCC

Paginas restantes 4,515,415
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ANEXO 22. Data secuenciada correspondiente a la parte inicial de los contigs del ADN
bacteriano extraido de la muestra de agua en la Captacion Chimu en

formato FASTQ

>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:5403:1517 1:N:0:GTAGAGGACT+TATGCAGTGT
GTATGGGCGGTGAATGCTGAGAAGGTTCGAGTAGCTGCCCTCGACGTAGCCTTTACCGCCGGTGGGGACCGATGCGTTCTGCGGTTCG
GCACTGTTGGGAAGACGATCAACGGCTCTCGCCACCTAAACTTTGACGAGGTCCTGACCATCT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:25536:3098 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTCTTAATTAATAAGCGTTTAACTTAAAAAGTACGAAAGTACGAAAGTTTTTAGCTATTTCTTTCACGTGAGTAATAACTTTTATATT
TATTTACTCCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGGTTGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27887:3098 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GACTAACAGCGATGTTTGATGTCCATCCAGCACCACCTGGTAAAAAGACATCATTTAACGTTACACTAAAAGTATATCCTGAAATTCC
GTGAACAGAATAACCAAATTCAAATGTGTCCCCACTTGTATATCCAGGATTACCAATAATTGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:3757:3114 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GAAGAAAAGGCATTCTTGACAAACATCTTTCGTTTCTTTACGCAAGGTGACATTGACGTAGCTGGTGGTTATGTCAAGAACTATCTAC
CACACTTTCCACAACCAGAGATTCGTATGATGTTGTCTGGTTTTGCTGCACGTGAAGCATTAC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1217:3129 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TATTAGAAGCATATAAAGAGTATAAAAAAGAAGCCACAAGTTGTGGTGCATTTTGTAGAAGATAAATAAAGATAACAATGAAACTAAC
AATAAAAAACAGATTCGGAGTTGCTCCAAATGATCTATTAAACAATACCAATATATCATTAAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:20491:3129 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GGACTGATGAGTGGACTCAGTTTTATATGCCGTCCGAATTTGAGTGTGACGAATGTCACATAGAAATGTTGGAAGAAGACAACAGATG
TATTGACTGTGGGCAAGAAATCTGTCATAATTGTTGTACAGACAAGGAGCACACATGACCACA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:25283:3129 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ACTAATAACTTAAATAAAATTGAAAAATTAGTTGCAATTAACTTCATTAGATAACCATAATTGAATCAGTGTAACCATTATCCTCATT
CTTAGTCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGGTGGGGGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:6542:3145 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTGAGGTTTGTAATGCGGTGATTGGGAAATCGGACCAACTCCTGAGCGACAGATGGTTATTAACCTTCCGGCAACAGTTGAGATGAT
CACACCTAACGTTTACGCAGACTCAATCCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:9200:3145 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ACCTACTACAAGCTGGCCATCAACGGGATCGATTTGGTGGAGATCGACCCTGTGAACATGATCCGCAAGATCAATGGCGTCGATCAGG
TAGCATCCATCCGAGCAGCGATCGGGGTTTGATCTATGGGCGCATCCGCTACGGCTCCGGAGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:12418:3145 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CCATGTGGATAAATGTTAGGTAATTTGCATTACTTTCATCATCTCGTAAGTATGTCGGTATTCCGTTTATTAGTGAATTGTAATTCCC
GTTATCGTATAGTACTGCTTTTTCCACCTGTCTTGTATACCATAGCTGTCTCTTATAAACATA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:30047:3145 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTGCGGATTACTCTCAGATTGAAATGCGAATCATGGCTCATTTGTCTGAGGACCCTGGCCTGATTGAGGCATTCAACGCAGGAGAGGA
TCTCCATAGATCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCGCGGGTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:26277:3161 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATCTCAAACCCAGGCACTAATGAGTGGGAAGTAGGCATTGGTACAGTAAGTGCTGGTCAATTAGCCCGTACAACGATTCTTTCGTCTT
CTAATAGCGGTTCAATTGTTAACTTTAGTGCTGGTACTAAGGATGTGTTTGTTACTTACCCAG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27073:3161 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GGCCCAATCCGCTCGATGGCCATCATGACCAAGAGCACCGGCAGCACGGTGCACGCGGTGGCGTTGAGCAGCGACAGCCAAAGAACCG
GCTCGGGCACCCAAGCCGAAGCCAAAGGCCTGAGCAACACAAACTGCAGCAAACAAAAACCGC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:6036:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ACCGTTTCCTGATGTATTAACTTGTCCCTGAATGACTAAATAAAGACTGACGTAAGTTTGTGGTATTGAAGATAACGTAACTGAACTG
CCTGAAAGACTTGTAGTACTAATTAAAGTCATTCCACCACCAGAAATGTCACCCCATGCAGGA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:7934:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATGTGGATAAGATTAATAAATATGTTACCGTACCTTATACCGCCATGCAGTGGTCGTCAACCGGCGGCATGGAAGAAGAAACAGATAC
AAATTAAACTAGGATAAAAAATGGCGATTGCAAACACAACACAAGTATTGGTTGATACAAATA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:10140:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CGCTTGCGCGCCACCCCAGAGGCCAATGCGGACACCCTCTTTTCCGGCGCCGCCAGCCACCGCCAAGCGCATCATCGAGGCAATCGCG
GCGATTGAAAATGCACCATTGGCTAAGCCCAATAAAAATACGTTAAAACGCAGTGGCCACTCA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:14443:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CAATATGCAGGTGCAATAATGTCTGAACCAGTTTTAATCCTTGGATTTTCTGGAAGTGGAAAAAGTACTGGAATACGAACACTTCCAC
CAGAACAAACATTTTTATTTAATGTTTGCGGGAAGGACTTGCCTTTTAAAGGAGCACGTAAAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:21694:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GATCTGGACATAGCCAAGCGCTCGTTCAGCTTCTTCGCGCTTTTCTTCAACCGCCGCGCCCCACTCGGCTTGTTTGCCGCGCAAGGGG
AGCGCTCCGAGGATGCTTTCGGCGCGACCAAGAGTTTTGGTTGCTCGTTCGAGTTGGCCCTTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:29776:3176 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
AAACAGCACCATTGCTGCCTATGTGTTAATTATACAGTTATTTAGTTCTCTTGTCAACCTCTTTTTAATCTTTTGACTAAAAAGTTTT
TAACAACTGAACTTCTTAACGTATGCCTTAATTGTACAGTTATTTAGTCTCTTTGTCAACCAC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:5593:3192 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATGTTTACCGATCCGCCGTCGCCACTCTCGCTGCCAACCGCAAGCTTCGTCCGATCTTTGTCGAGAAGAAGTCCATGGCAGATCAATA
CGATTGGATTCATAAAACCTTGAAGTTGAAGGCTTGTGACACCATCGGTGAGCATTTGCTGCA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:9263:3192 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TAGCGTCTGTGTTGGTAGTTCGTTTGGTCATCGTGTATAATTTTGTTGTATGGGGTCTTTTTGTACTCTTAACATATGCTTGAACTAA
CAAAATTATCAATGCAATTCCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:10818:3192 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TTATTGAAGTAGCGCAACAAGTTTTACTCGAAGAAAATGAACGCATCAAAACAGAAAACGGAGAATCACTGTTGACGTATTTCAGCAG
TAATGTTGGTGCGGTTCAAAATTTAGGACAAACGGGGAATCACGTTGGAAATCTTTCGGTTTT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:12970:3192 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
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GTTTGAGTTACAGGGACGTTGTACTAATTCAATTTAAAAATTAATTCGGCTATGTTGATACGTATCGTAAAATTGAGTTTTCACGAGG
AAAAAATTCCTGCGTTTCTAGAAAATTTTGAATTGGTTAAGGATCAAATACGAAATTTCCCTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27181:3192 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
AGCTTGCACACGCATTTCCCGCTGCTCAGGACTGAGCTGTGGAAAACGGATGTAAATGGTCCACATCCCCATGAAGACATGCCATAGC
CCCCTTACGAATTTCCAGACAGCGATCAAAGAACTCATCTGAGCAGCACCCTGTTTCAGAGTG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1244:3208 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
AAATACTGTTTTAGAGATTGCATCCGTTTACGATTCAATTTTGGCTTCAACAAAATTAAAACCTAACGATAAAGGCTGTCTCTTATAC
ACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGGGGGGGGGEGEGEGGGEGEGGGGAAGGGGGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:10212:3208 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CGCTTGCGCGCCACCCCAGAGGCCAATGCGGACACCCTCTTTTCCGGCGCCGCCAGCCACCGCCAAGCGCATCATCGAGGCAATCGCG
GCGATTGAAAATGCACCATTGGCTAAGCCCAATAAAAATACGTTAAAACGCAGTGGCCACTCA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:24496:3208 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTCTGTAGTGCTTAATGATTTCAGAACGTAGACCTGCGCACGTGAGAGTAGTGCAGAGTTGACTTCAAAGGAAGGGTTTTCAGTGGT
CGCGCCAATAAAGGTAAACAAGCCAGACTCAACATGTGGCAACAAAGCGTCTTGTTGGCTTTT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:6442:3223 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CATATTTGCTCCTATGAAAGCCTGATTATGGCGTCAGATGCTGTCGCCGTTGGGAAAGTCACGGTAAATGTGCTGTTGCACGTTTTGT
CCGCACCAAAATCTAATACAGCTACAGCAGCACCGGTTGCACTATTGTAGATTAACGCGCCCC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1208:3239 1:N:0:GTAGAGGAAT+GATGCAGTGT
AAATACTGTTTTAGAGATTGCATCCGTTTACGATTCAATTTTGGCTTCAACAAAATTAAAACCTAACGATAAAGGCTGTCTCTTATAC
ACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGTGTGGGGTGTGGGGGGGGTTAATAGGGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:11406:3239 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TTCACATCCTTCTCCCAAACAAGGTACTCAAACACGCTCTCGATCTGCTCAATGCGGAAGTCGGGCATCCCATCCTTTTCGGGGTATA
CAAAAAAGAAGTTATCTTTCACCATGTCAAAAGCCTTCAAGTATTCCTCCTCGCTCAAGTCAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1145:3255 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TATTAGAAGCATATAAAGAGTATAAAAAAGAAGCCACAAGTTGTGGTGCATTTTGTAGAAGATAAATAAAGATAACAATGAAACTAAC
AATAAAAAACAGATTCGGAGTTGCTCCAAATGATCTATTAAACAATACCAATATATCATTAAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:9625:3255 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CTCAACAACGAAGAGGCAGCCGAACTGCTTCGTAAGAACGGTCGTGAAGAGGTTGGTCACGCCCGTCGAATGATGAAGGTCATTTCGC
TAAAGACCGGCACCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGAGGAATCTCGGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:25030:3255 1:N:0:GTAGAGGACT+TATGCAGTGT
GTGTAGCCGTTTCTGGGTGGACAACCAGATGGGCGGAAATCAAGCCGTTGGTTACAGTCCCGTGGCAAAAAGTAATGGAATCAAACTT
GTCAGCTTGTTTCCATTCGGTATCCAACAGCAAGCTGTTGGTGCTACAACCCGGGTGGAACTA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:20211:3270 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CATCAATATAGGTATGGATCCAGCATTCAAGATAATGGCGCAGCCTTACAGAACAGCGAGTGTAGGTAAATCAAGGGTAATCGACCTA
GGGTAACCTCAATGAAATCAAGGGTTTTAAGCGGTATCGACCTAGGGGAAACCCTAGGTAATA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:23592:3270 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTTCTGTAGTGCTTAATGATTTCAGAACGTAGACCTGCGCACGTGAGAGTAGTGCAGAGTTGACTTCAAAGGAAGGGTTTTCAGTGGT
CGCGCCAATAAAGGTAAACAAGCCAGACTCAACATGTGGCAACAAAGCGTCTTGTTGGCTTTT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:23683:3270 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
AAATAAACATATGATAAAGCATTGTTTAATACTATTTTGTTTTGTGTTGGGATTACATGCTGCCCATGCACAATCAGAATCAACGGTT
GTATATATTGAGCAGTATAAAAAAATCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:27064:3270 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATACATTTCGTGGATCGGATTTTGTGAGGGGTTGTCAAAGTTATGGAAATGACATCAGAATTTTGGCAATGCCTCAGAATTGCAACCG
AGGCGTTTTGGCTCTGTCTCTTATACACATCTACCAGCCCACCAGACGTAGAGGAATCGCGGG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:1741:3286 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTACCTATAGCACCGCCAATAGCGCCCCCAGCAACTTGTCCAATACCTGTAGATAAAGCACTACCTGTACCAATACCTACGTTTTGAG
CTGCTAACATTGCTGTTTGTTGTGAGCCAATTGAGGTTCCAAACTCTGCTAACGTCCCAACAT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:4634:3286 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCACGGGAATCCTAACCTTGCCTTTTGCAACTTACGGACAGGTGAACCTTCCGAGAGCAACTCGACTTAAGTTTATCACCGCTTCAGA
CGGGCACTGGGGGCAACCCAATACAGATTTTGCTGGATCGCATCGGCAACTGATTGAAGCGAT
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:21178:3286 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCATTGGCTGGATCTCTGATGTGTACTCATATAGAACCGCTTTTGGTGCATCTGCCGTGATCTTTTCTCTGGTTCTATTCCTGGTCTA
TCAAATCCCAGAGACCAGCAATGTCGAAGGGCCCCAGGTTAAAAACCTGAAGCCCCGCGGGGA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:3911:3317 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
ATTTTAAACCTATGTCATAGTGTTGTCAGTGATAAAACATTTAAGAGGTTTAAAGCGATGGCAGTAAATAGAATCAATGAATTTCTGG
AAGCGCTGAAAGTTTCTACAGACTTAGAAACCCTTGCTAAAACTGAGTTAAATTATCTTGACG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:11849:3317 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GTACTAGGTTCAATCAATACACAGAAGTCAACAGTAACTAAGTACACAGATGCCGACGGCTTCGTTTCATTTATTGCTGGTTCAAATG
CTGCTGGTGCAAACACCATCACATTTACATCAGGAACTGCTACAACATCAGGTGCATTCTGGA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:13277:3317 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
GCAGAACCCTTCTTGGTCCGCAATGGCTTTATGGCCAGGACTCCTCGGGGACGCGTGGCTACAGCCCTTGGCTACTCCCACCTGGGGL
GGCCAGTACCAGCGGGTTTAGCAACGCTTTTTGATCCCATCTCTGAGTAATCTCACATCTGAC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:14434:3317 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CAATATGCAGGTGCAATAATGTCTGAACCAGTTTTAATCCTTGGATTTTCTGGAAGTGGAAAAAGTACTGGAATACGAACACTTCCAC
CAGAACAAACATTTTTATTTAATGTTTGCGGGAAGGAATTGCCTTTTAAAGGAGCACGTAAAA
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:23502:3333 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
CAGCAGGTCATCGCTGATGCCGCGGCGACGCGTGGTGGCTTATTGATTGGCGTTGCTGGCACCCACGGAAAGACCACCTCGACGGGAT
GGGTGCTCGATGCCCTGATGCGTTCCGGGATTGATCTCTCTGCATTTGTTGGCGGCCCACTCG
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:7726:3380 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT
TCTCCATACCTTCTACAATCTTGTGGATTGAGACAAACTTCTCAATAGCCACACCCATCGCATCATCCACAGACACTGCGTTAGGGTC
AATTAAGAAGTTCTTAGGATTAACTGGTGTGTACTTAACACAGAAGTAGTCCTTCTCTTGTAC
>A01940:43:HT3V3DSX3:3:1101:10719:3396 1:N:0:GTAGAGGAAT+TATGCAGTGT

Paginas restantes 4,680,873
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ANEXO 23. Constancia de secuenciamiento por Shotgum de muestras de ADN
presentes en muestras de agua la Captacion Chimu y Bahia Interna del

Lago Titicaca por BTS consultores.

40' BTS Consultores

Solucién e Innovacion Biotecnolégica

Carta N° 004-2024
Lima, 25 de enero de 2024

Senores

Megalaboratorio de Biologia Molecular

Universidad Nacional del Altiplano — UNA — Puno

Ref. Secuenciamiento por shotgun de muestras de ADN

Apreciados investigadores,

Luego de su solicitud verbal para realizar una constancia de que sus muestras de ADN purificado de la
Bahia interior, codificado como “Bl" y la Captacion Chimu codificado como “CH" del Lago Titicaca de la
UNA Puno, fueron secuenciados por medio de la empresa BTS Consultores.

Como gerente de dicha empresa certifico que se realizé dicho secuenciamiento de las muestras de
ADN que los investigadores del Megalaboratorio de Biologia Molecular de Universidad Nacional del
Altiplano — UNA — Puno llevaron a nuestras instalaciones y se obtuvieron las datas correspondientes

con las siguientes caracteristicas:

Data de la Bahia Interior (BI):

1. 20008D-10-01_S204_L003_R1_001.fastq Peso de 437,019 KB
2. 20008D-10-01_S204_L003_R2_001.fastq Peso de 447,053 KB
Data de la Captacion Chimu (CH):

1. 20008D-10-02_S205_L003_R1_001.fastq Peso de 453,873 KB
2. 20008D-10-02_S205_L003_R2_001.fastq Peso de 461,377 KB

Agradecemos su comprension,

Cordialmente,
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ANEXO 24. Constancia de ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO DE INVESTIGACION

El que suscribe, Dra. MARIA TRINIDAD ROMERO TORRES. Jefe del laboratorio de
Biologia Bolecular, Megalaboratorio = UNA — PUNO Otorga la presente constancia de

ejecucion de proyecto de investigacion a:

Abel Vidal Mayta Mendizabal, bachiller en Biologfa, de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Del Altiplano Puno, codigo de matricula 161454
identificado con N° DNI: 74484205.

Quien ha realizado la ejecucion de su proyecto de investigacién denominado
PERFIL TAXONOMICO DE MICROBIOMAS BACTERIANOS CON LA SECUENCIACION
GENOMICA SHOTGUN PRESENTES EN LA CAPTACION CHIMU Y LA BAHIA INTERNA DEL
LAGO TITICACA, PUNO, PERU, 2022. tendientes a la obtencidn del titulo profesional,
bajo mi supervision, desde el 03 de Abril al 30 de Julio del 2023.

El tesista Abel Vidal Mayta Mendizabal realizo su ejecucion de investigacién a
completa satisfaccion y mostro en todo momento eficiencia, puntualidad y

responsabilidad y buena formacion académica.

Se otorga la presente constancia para fines que el interesado considere

conveniente.

Puno, 25 de Octubre del 2023.

N

Dra. Maria/r rinidad Romero Torres
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Qeies =] PIIDIM
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Universidad Nacional
del Aitiplano Puno

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE

INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO l.\IDSTITUCIONAL
Por el presente documento, Yo Abe’l \]?da] HCU.! & ”m e’" ZObu[
identificado con DNI__ 344 842 0SS en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profesional, [0 Programa de Segunda Especialidad, [0 Programa de Maestria o Doctorado

De B%ologian.

informo que he elaborado el/la 4 Tesis o [J Trabajo de Investigacién denominada:

o

« ey | Toxonomico de wicrobfomas beclerronos  con /q

sewemoodon oholgun presemles em la (‘,C.plaJO;‘t Chimd v
bu‘l‘u/o. Indernc del Lago Ttltcaca ,Puno, Pexd, 2023 »

para la obtenciéon de CJGrado, & Titulo Profesional o [ | Scgunda Espccialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, unico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general {en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en ¢l repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy scguridad de que los contenidos entregados sc encuentran libres de toda contrasciia,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos. sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia ¢ Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y concxas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por ¢l tiecmpo de duracién de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracién ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Peru
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusién.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicién del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En senal de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno 23 de ﬂﬁo del 20 24

FIRMA (obligatoria) Huella
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DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS
Por el presente documento, Yo cAb@‘ \I?JDI Maerq lv\ en (‘JI.Z ObO’ 5

identificado con DNI__ 344942095 en mi condicién de egresado de:

X Escuela Profesional, [0 Programa de Segunda Especialidad, [0 Programa de Maestria o Doctorado

De &?O\D‘qﬁq

informo_que he elaborado el/la B Tesis o [J Trabajo de Investigacién denominada:
« Petli]l doxonomSco de miccoblomas baclerfangs con  In

secuendacion sholgun  orcsemles em g calp-facfo% Chimd y
bohle. Inlemne, del lago T*icoce | Puno, Pesd, 2022. »

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacioén, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno “ :’7 de /'/070 del ZOﬁ

FIRMA (obligatoria) Huella
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