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Resumen

Los microorganismos son los seres mas abundantes del planeta, colonizando
cualquier ambiente. El estudio de estos con métodos de secuenciacion masiva nos
permite identificar nuevas especies, ademas de elementos gendmicos
potencialmente patégenos. Junto a esto se suma que nos brinda mas informacion
para aumentar la prevencion, control y mitigacion de posibles enfermedades.

En el presente estudio se evaluo la reconstruccidon de genomas ensamblado por
metagenomas y, ademas, la presencia de elementos gendmicos no descritos
pertenecientes a microorganismos de interés veterinario, utilizando muestras
metagenomicas obtenidas de 13 humedales urbanos de la Regién de Los Lagos,
Chile. Se logré la reconstruccion de 40 MAGs (genomas ensamblados desde
metagenomas) de alta calidad, y se identificaron numerosos genes asociados a
resistencia antimicrobiana y virulencia. Destacoé la presencia de genes como
blaOXA, mcr-4.3 y oqxB, relacionados con resistencia a antimicrobianos de uso
critico en medicina humana y veterinaria, y genes como hipA, ccdB y virB11,
asociados a mecanismos de persistencia, dano celular y secrecion de toxinas.
Ademas, se identificaron elementos genéticos méviles, especialmente plasmidos,
que actuaban como vectores potenciales para la diseminacion horizontal de estos
genes. Los analisis taxondmicos revelaron que un numero significativo de los MAGs
no pudo ser clasificado a nivel de especie, lo que sugiere la existencia de
microorganismos aun no descritos en bases de datos gendmicas. Este hallazgo,
junto con la coexistencia de genes de resistencia y virulencia en plasmidos, refuerza
la hipotesis de que los humedales urbanos actuan como reservorios de material
genético clinicamente relevante. Se concluye que los humedales urbanos
estudiados representan ecosistemas con alto potencial de riesgo sanitario, al
albergar bacterias con perfiles genéticos peligrosos para la salud animal y humana.
Se recomienda la implementacion de sistemas de monitoreo ambiental gendmico
bajo el enfoque Una Salud, ademas de futuras investigaciones que integren estudios
funcionales y fenotipicos para validar el impacto de los genes detectados.

Palabras clave: Microorganismos, Elementos genémicos, Humedales, Resistencia
antimicrobiana, Virulencia.
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Abstract

Microorganisms are the most abundant beings on the planet, colonizing any
environment. The study of these mass sequencing methods allows us to identify new
species, in addition to potentially pathogenic genomic elements. Along with this, it
adds that it gives us more information to increase the prevention, control and
mitigation of possible diseases.

This study will evaluate the presence of undescribed genomic elements belonging
to microorganisms of veterinary interest, using metagenomic samples obtained from
13 urban wetlands in the Region of Los Lagos, Chile.

The reconstruction of 40 high-quality MAGS (genomes assembled metagenomes)
was achieved, and numerous genes associated with antimicrobial resistance and
virulence were identified. He highlighted the presence of genes such as blaOXA,
mcr-4.3, and eqgxB, related to resistance to antimicrobials critics used in human and
veterinary medicine, and genes such as hipA, ccdB and virB-11, associated with
mechanisms of persistence, cell damage and secretion of toxins.

In addition, mobile genetic elements were identified, especially plasmids, which
acted as potential vectors for the horizontal dissemination of these genes.
Taxonomic analyses revealed that a significant number of MAGs could not be
classified at the species level, suggesting that the existence of microorganisms not
yet resistant and virulent genes in plasmids, reinforces the hypothesis that urban
wetlands act as reservoirs of material genetic clinically relevant.

It is concluded that the urban wetlands studied represent ecosystems with high
potential for health risk, by housing bacteria with dangerous genetic profiles for
animals and humans’ health. The implementation of genomic environmental
monitoring systems under the One Health approach is recommended, in addition to
future research that integrates functional and phenotypic studies to validate the
impact of the genes detected.

Key words: Microorganism, Genomic Elements, Wetlands, Antimicrobial resistance,
Virulenc



1. Introduccioén

1.1 Microorganismos en la salud animal, publica y ambiental
Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos que existen en el

planeta colonizando cualquier ambiente (Arias et al., 2010), los cuales estan
presentes en la mayoria de los ciclos de nutrientes del planeta y también en
procesos metabdlicos para los seres vivos y el ambiente. Ademas, su capacidad
para generar enfermedades en casos especificos de proliferacion aumentando su
capacidad epidemiolégica, los dotan de una importancia absoluta respecto a la
salud de animales y humanos. En los ultimos afios, la variedad de formas en que
han sido usados abarca grandes avances en tecnologias médicas, humanas, salud
animal, procesamiento de alimentos, seguridad y calidad de alimentos, ingenieria
genética, proteccion del medio ambiente, biotecnologia agricola y correcto
tratamiento de desechos (Higa et al., s. f.). Como se menciona, son los seres
vivientes con mayor numero de especies a nivel taxondmico y, ademas, de aquellos
que menos informacion genética se conoce. Esto se debe a que, a pesar de las
asociaciones cruciales en fisiologia, sus caracteristicas genémicas y coexistencia
con otras especies son aun desconocidas (Yang et al., 2021).

En lo que respecta a la minima cantidad de organismos descritos, cerca del 1% de
las bacterias conocidas poseen géneros que son de relevancia etiologica en
enfermedades para los seres vivos (Caeme, 2021). Entre los microorganismos
patégenos se encuentra un numero considerable que representan una amenaza por
su capacidad de producir enfermedades zoonéticas,es decir, que se transmiten de
animales a humanos. La Organizacién Panamericanade la Salud (OPS, 2023)
estima que el 61% de los 1.415 patdégenos humanos conocidos tiene un origen
zoonotico. En los ultimos 30 anos la prevalencia de enfermedades infecciosas ha
aumentado en forma de que el 75% de las enfermedades infecciosas emergentes
son de origen animal (Osburn et al., 2009), esto sin tomar en cuenta las nuevas

patologias que aparecen conforme la humanidad avanza su estadio en el planeta.



1.2 Una salud

Una salud corresponde a un enfoque colaborativo e interdisciplinario, cuyo fin es
equilibrar y optimizar de manera sostenible la salud humana, animal y ecosistémica
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2023). Las primeras palabras que
mencionaban esta idea nacieron con Hipdcrates (460-370 AC), el mencionaba que
existia una estrecha relacion entre la salud, ambiente y prevalencia de
enfermedades infecciosas (Zunino, 2018). Aunque las primeras bases fueron
prescritas y se asociaron con la aparicion de la enfermedad respiratoria grave
(SARS) a principios del 2003, posteriormente con la propagacion de la influenza
aviar (H5N1) y con una serie de objetivos estratégicos conocidos como “Principios
de Manhattan” derivados de la reunién de la Wildlife Conservation Society en 2004
(Mackenzie, 2019). Estos objetivos fueron los primeros en reconocer legalmente la
relacion entre la salud animal y humana y las amenazas que las enfermedades
plantean en economia y alimentacion. Aunque el objetivo destacado entre todos fue
la inclusion de la salud de fauna silvestre y ambiental y el foco esencial de
prevencion, vigilancia, control y mitigacién de enfermedades a nivel mundial que
deberia tenerse en esta area.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Sanidad animal (OIE, 2011) “el 60% de los
agentes patdgenos que causan enfermedades humanas provienen de animales
domésticos o silvestres”. Por este y otros factores, la amenaza que representan las
enfermedades zoondticas deja en evidencia la necesidad de implementar
estrategias que permitan reaccionar de manera rapida y eficaz, permitiendo a
profesionales y empresas del sector herramientas y servicios esenciales para el
control y mitigacion de enfermedades (Rodriguez et al., 2023).

Desde el 2015 la OMS desarrolld una investigacién en 54 paises con el fin de
localizar los microorganismos prioritarios que podrian causar brotes o pandemias.
La lista fue publicada por primera vez en el 2017 y en la ultima edicién publicada el
30 de Julio de 2024 alberga un total de 28 familias de virus y un grupo central de

bacterias, que abarcan 1.652 patégenos en total (OMS, 2024).

En Chile, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), es consciente de la salud humana

y animal, por esto, generd un listado de enfermedades zoondticas de declaraciéon
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obligatoria (EDO), con el fin de informar a los profesionales sobre y asigenerar

mecanismos de respuesta rapida para favorecer el control y erradicacion de estas.

Este listado consta de diversas patologias bacterianas que afectan tanto a animales

como a humanos (Burgos, 2024).

Tabla 1 Lista de patologias de caracter bacteriano de denuncia obligatoria al SAG.

Enfermedad de
denuncia
obligatoria en Chile

Agente etiolégico

Aborto enzoonbtico ovino

Chlamydia abortus

Adenitis equina

Streptococcus equi

Agalaxia contagiosa

Mycoplasma agalactiae

Brucelosis

Brucella abortus,
melitensis

Brucella ovis y Brucella

Campilobacteriosis
bovina / Vibriosis

genital

Campylobacter fetus subsp venerealis

Carbunco bacteridiano

Bacillus anthracis

Clamidiosis aviar

Chlamydophila psittaci

Colera aviar

Pasteurella multocida

Erisipela porcina

Erysipelothrix rhusiopathiae

Fiebre Q

Coxiella burnetii

Infeccion por Rhodococcus equ

Rhodococcus equi

Micoplasmosis aviar

Mycoplasma gallisepticum,
synoviae y Mycoplasma meleagridis

Mycoplasma

Paratuberculosis

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Purolosis

Salmonella pullorum

Salmonelosis

Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium
y Salmonella abortus ovis

Tifosis aviar

Salmonella gallinarum

Tuberculosis bovina

Mycobacterium bovis

Adaptado de: Analisis metagenémico de Microorganismos de Relevancia en
Medicina Veterinaria ldentificados en Humedales Urbanos de la Regiéon de Los
Lagos, por A. Burgos, 2024, Memoria de titulo para optar al grado de licenciado en



Medicina Veterinaria, p. 7. Derechos reservados para Universidad San Sebastian.

1.3 Humedales y antimicrobianos
Los humedales corresponden a ecosistemas de origen natural o artificial, que

pueden estar cubiertos de agua de forma permanente o temporal (Bergamini et al.,
2020), representan una fuente de agua considerable para gran numero de especies
nativas en nuestro pais, ademas de la importancia en la conservacién de ciclos
biolégicos para plantas, animales y especies de micelios (Humedales de Chiloé,
2018). Pese a su importancia estimaciones cientificas indican que desde 1900 han
desaparecido el 64% de los humedales a nivel mundial (Davidson, 2014).

La Convencion RAMSAR (2016) define a los humedales como:

Extensiones de marismas, pantanos y turberas, o superficies cubiertas de aguas,
sean éstas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales, estancadas o
corrientes, dulces, salobres o saladas, incluidas las extensiones de agua marina

cuya profundidad en marea baja no exceda de seis metros.

En la actualidad, se considera que las actividades humanas alteran sus funciones
normales. Debido a un exceso de nutrientes que son consecuencia principalmente
de la ganaderia intensiva, la contaminacién y el crecimiento poblacional, lo que
desemboca en un aumento en el desarrollo microbiolégico descontrolado. Este
deterioro en la calidad del agua de estoshumedales puede contribuir un riesgo para
la salud humana, animal y ambiental (Opitz et al., 2024). Ademas, estos
microorganismos estan dotados de genes resistentes a los antimicrobianos y genes
de virulencia, por lo que animales silvestres, asilvestrados, mascotas vy
domesticados que entran en contacto con estas aguas contaminadas, pueden
incorporar estos microorganismos y transformarse en un foco de alerta sanitaria,
afectando a la salud publica, y facilitando ladiseminacion de especies patégenas
entre las poblaciones urbanas.

La era antibidtica que comenzo en los afios 1940, revolucionando la medicina y la
guerra contra enfermedades infecciosas iniciada hace mas de 2500 afios en China
(Quifones, 2017), ha evolucionado a tal nivel que los antimicrobianos hoy en dia

son de facil acceso para la poblacion. Sin embargo, el aumento en la produccién de
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antimicrobianos y el uso indiscriminado de estos, produjeron una respuesta de
resistencia de las bacterias. Por esta razéon la OMS ha declarado que la RAM
(Resistencia Antimicrobiana) es una de las amenazas mas importantes para la salud
publica que enfrenta la humanidad en este siglo (OMS, 2021; Bhardwaj et al., 2022).
Las bacterias por ejemplo adquieren genes de resistencia antibidtica de dos
maneras, de manera natural o intrinseca, consistente en una transmision vertical
(células hijas) (Fernandez, 2003). Y de manera adquirida, por ejemplo, mutacion de
cromosomas o intercambio de genes de resistencia por transferencia horizontal, a
través de diferentes procesos denominados conjugacion (via plasmidos u otro
material genético transportable), traduccién y transformacion (Baran, 2023). De esta
ultima manera, una bacteria puede adquirir resistencia a multiples antimicrobianos

sin necesidad de haber estado en contacto con estos (Quifiones, 2017).

1.4 Gendmica y bioinformatica
En 1975, se publicé el primer método enzimatico para secuenciar ADN (Sanger y

Coulson, 1975), por medio de la incorporaciéon de dideoxinucleétidos terminales, y
gracias al desarrollo de esta metodologia, poco después secuenciaron el primer
genoma de un bacteriofago (MS2). Unos afios mas adelante aparecieron los
secuenciadores automaticos, hasta que el primer genoma bacteriano fue
secuenciado en 1995 (Fleischmann et al., 1995).

Siguiendo este método, varios otros genomas fueron secuenciados y publicados en
anos posteriores y para 1997 el numero de genomas eran 7 en total (seis procariotas
y Saccharomyces cerevisiae) fue entonces cuando Tatusov, Koonin y Lipman
crearon y pusieron a disposicion la base de datos Clusters of Orthologous Genes
(COG) por sus siglas en inglés (Tatusov et al., 1997), previendo que el nUmero de
genomas secuenciados aumentaria exponencialmente en los siguientes afios. Y no
se equivocaron, cerca de 24 anos después la cifra es de mas de 350.000 (Sayers
et al., 2019).

La base de la microbiologia ha sido el estudio de cultivos bacterianos (Clinico San
Carlos Madrid y Suarez, 2017), sin embargo, algunos microorganismos no se
pueden aislar ni cultivar facilmente in vitro, debido a sus complejos habitats

naturales, como, por ejemplo, complejidades ambientales, temporales, fisicas,
5



bioquimicas y genéticas irreproducibles (Yang, 2021). El desarrollo de la
secuenciacion masiva generé gran cantidad de informacién que cambid el modo de
investigacion en microbiologia (Hernandez, 2020), esto demanda exclusivamente la
aplicacion de la bioinformatica en la interpretacion y analisis microbiolégicos. Al
integrar técnicas matematicas, estadistica y computacion en el estudio
microbiolégico, la bioinformatica requiere estudios basicos en cuanto a herramientas
de programacion se refiere.

El proceso de secuenciacion masiva consta de 4 etapas principales: extraccion de
ADN de la muestra, la preparacion de bibliotecas (hay que preparar los fragmentos
que seran utilizados), la secuencia propiamente tal y el analisis bioinformatico e
interpretacion de los resultados (Hernandez, 2020). A su vez el analisis de datos
también cuenta con pasos a seguir: La generacion y el control de calidad, el
alineamiento contra bases de datos especificas y la generacién de datos a partir de
los resultados de la etapa anterior. Hoy en dia existen diferentes softwares de uso
libre que nos permiten trabajar en cada etapa del experimento de secuenciacion

masiva y a continuacion se mencionan algunos y con qué objetivo estan creados.

1.5 Técnicas y reconocimiento de elementos genémicos

La reduccidn de costos en la secuenciacion permite estudiar poblaciones

microbianas que hasta hace unos anos era practicamente inalcanzables (Wu et al.,

2022).

La metagendmica es un ejemplo de metodologia exitosa en este campo:
La metagendmica se conoce como una técnica de extraccion de ADN de una
muestra ambiental o un huésped, seguida de una secuenciacién rapida, es decir el
conjunto de genes y/o genomas de los miembros de un microbioma, secuenciados
(Marchesi & Ravel, 2015). El metagenoma es el conjunto de lecturas obtenidas de

dicha secuenciacion (Setubal, 2021).

Ya que en la medida que una lectura de metagenoma esté lo suficientemente bien
cubierta, puede contener informacién genética de todos o casi todos los
microorganismos presentes en la muestra (Setubal, 2021). Esto permite el

ensamblaje de genomas a través de las secuencias metagendmicas, lo que se
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conoce como genoma ensamblado desde metagenomas (Metagenomes-Assemble
Genomes, MAG). Para lograr el ensamblaje se requiere el uso de programas
bioinformaticos complejos, que se operan a través de computacion de alto
rendimiento. Estos programas ensamblan lecturas y las agrupan en fragmentos de
mayor tamafio conocidos como contigs, los cuales luego se agrupan de acuerdo
con sus patrones de secuencia y similitud para conformar un mismo genoma,
proceso que se conoce como binnig (Uritski, 2018).

Un contig se refiere a un conjunto de lecturas de gel en la secuenciacion de ADN

que se superponen y pertenecen a una sola secuencia, que se pueden sumar para

formar una secuencia de consenso contigua (Lapidus, 2009).

Gran numero de los microorganismos de estudio no cuentan con genomas de
referencia de alta calidad y/o reales, por lo tanto, una vez se hayan ensamblado los
MAG y contigs, no se ve ninguna realidad biolégica en ciertos grupos de elementos
genomicos presentados en la literatura, es decir, no hay evidencia cuantificable para
expresar que las muestran sean pertenecientes a una especie en particular (Garg et
al., 2021). Sin embargo, existen herramientas bioinformaticas que nos permiten
identificar elementos que no estan descritos en bases de datos, esto se logra
mediante la anotacion en base a su identidad de secuencia.

Actualmente es posible explorar asociaciones de microorganismos con genomas de
referencia de alta calidad (Yang et al., 2021), lo cual produce un desafio técnico
para identificar genomas de especies concretas, esto como se menciond
anteriormente, es producto de la falta de elementos genéticos aislados de las
especies de interés de cada investigador.

El/los softwares de clasificacién metagendmica utilizan diversos criterios como las
firmas de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, el contenido de GC y la
frecuencia de tetranucledtidos), las filogenias de genes especificos, la profundidad
de cobertura de las secuencias de ADN vy los patrones de abundancia en las
muestras. La combinacion de estos factores permite generar bins de alta calidad
(Bowers, 2017). Esta técnica ha demostrado ser efectiva para extraer genomas de
organismos poco frecuentes en la comunidad, es decir, aquellos que representan

menos del 1% de la poblacion total.



La homologia, siendo un concepto bioldgico, esta altamente ligada cuando ser
quiere analizar MAGs de interés. Con el fin de entendimiento de lenguaje utilizado
en este estudio, imitaré un lenguaje propuesto en 2021 por Joao C. Setubal, donde
le menciona que existen categorias de MAG. MAG que se les puede asignar una
especie (SMAG) y los MAG que no es posible, porque supuestamente pertenecen
a especies nuevas (Setubal, 2021).
Dos secuencias de ADN (dos secuencias de genes) son homdlogos si comparten
un ancestro en comun. Para la practica se debe recurrir a la “similitud” de dos
secuencias para inferir que pueden ser homologas. Esto se comprueba con pruebas
estadisticas y bioinformatica. Cuando se puede inferir una relacion de homologia
entre dos secuencias de ADN, en ausencia de factores complejantes, se puede

utilizar el término ortologia (Setubal, 2021).

Para establecer si son SMAG o HMAG el autor hace referencia a que el genoma
debera o no presentar un alineamiento con una secuencia de genoma aislado de una
especie X. Si es este presenta un alineamiento perfecto (alineamiento de un 97%
hacia arriba, aunque algunos autores describen desde un 95%) con un aislado de
cualquier fuente del planeta, entonces estamos seguros de que es un SMAG. Incluso
se puede utilizar la ayuda de técnicas estadisticas como en GGDC (Genome-to-
Genome Distance Calculator) (Meier- Kolthoff et al., 2013).

Por otra parte, comprobar si un HMAG es realmente una especie nueva es mas
complejo, debido a la ausencia de un genoma de referencia para comparar. Todo lo
que se tiene es el conjunto de contigs. La realidad es que los HMAG tienen una
realidad apremiante, ya que la mayoria de los MAG son HMAG.

Dentro de los segmentos de ADN estudiados en bacterias se encuentran los
elementos genéticos méviles (MGEs) de estos microorganismos, siendo los mas
importantes y descritos los plasmidos (autorreplicacion, ADN extra cromosémico) y
transposones (cromosodmicos o integrados en plasmidos, son casetes de ADN
transmisibles) (Cabrera et al., 1994). Aunque no son los unicos, ya que también se
encuentran presentes los, integrones, islas gendmicas, fagos entre otros. Todos
estos de vital importancia en la adquisicion o mutacion de genes de resistencia, ya
sea a antibioticos o desinfectantes.

El proceso de identificacién y etiqueta de una secuencia genémica, como minimo
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deberia incluir las coordenadas de la region codificante. Pero, en algunos casos se
desea ir mas alla para descubrir los ARN no codificantes, péptidos sefal, etc
(Seemann, 2014). La forma tradicional de predecir lo que codifica un gen (antes
mencionada) consiste en compararlo con una base de datos de secuencias
conocidas. Existen muchas herramientas que trabajan de esta manera, sin
embargo, hay unas capaces de reconocer la funcionalidad de ciertos genes, es
decir, son capaces de comparar ciertos contigs o bin, con otros ya aislados y
caracterizados, para asi lograr una categorizacion funcional de elementos
genomicos no reconocibles por todos los softwares.

La importancia del uso de técnicas como la metagendmica, secuenciacion masiva,
MAG o reconocimiento de plasmidos en la medicina veterinaria y humana, ayudan

en gran medida a reconocer especies potencialmente dafiinas para la salud de

todos y en la prevencion de nuevas epidemias, desde hace afos se trabaja el

concepto general de una salud, y desconcertadamente las ultimas epidemias de

nuestra era son asociadas a zoonosis, es decir, provienen desde el enfoque de

nuestra profesion. Mejorando el acercamiento con materias utiles y herramientas

que ayuden a entender y descubrir nuevas especies, se puede a su vez, incrementar

la prevencion.

Por medio del presente estudio, se realizara la busqueda de elementos genémicos
de interés para la medicina veterinaria, obtenidas mediante secuenciaciones de
metagendmica desde humedales de la Region de Los Lagos, Chile. Estas estaran
enfocadas directamente en elementos capaces de generar patologias, mecanismos
de resistencia 0 mecanismos de virulencia. La informacion obtenida nos dara una
idea de la evolucién que han tenido los microorganismos en su genoma, la capacidad
que tienen para adquirir caracteres necesarios para su supervivencia y posibles

fuentes de contaminantes



2. Hipétesis

En humedales urbanos de la Region de Los Lagos, existen elementos gendmicos
funcionales asociados a RAM vy virulencia aun no descritos, presentes en

microorganismos de interés veterinario, que pueden tener la capacidad de afectar la

salud animal y humana.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General
Identificar la presencia de elementos gendmicos no descritos pertenecientes a
microorganismos de interés veterinario que habitan en humedales urbanos de la

Regién de Los Lagos.

3.2 Objetivos especificos

I. Reconstruir genomas a partir de secuencias metagendmicas (MAG) de
microorganismos de interés veterinario en humedales urbanos de la Region de
Los Lagos.

[I.  Realizar una caracterizacion taxonémica a nivel de especie en los genomas
ensamblados desde metagenomas (MAG) de microorganismos de interés
veterinario de humedales urbanos de la Regién de Los Lagos.

[ll.  Reconocer elementos gendmicos no caracterizados vinculados con genes de
resistencia antimicrobiana y genes de virulencia en microorganismos de interés

veterinario de humedales urbanos en la Regién de Los Lagos.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Tipo de estudio

El siguiente estudio corresponde a una investigacion cuantitativa de tipo observacional
que tiene un alcance descriptivo retrospectivo (Manterola, 2015), que se llevo a cabo
gracias a la obtencién de muestras en investigaciones previas de colaboradores de la
misma institucion.

' —
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o >
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Figura 1 Diagrama de flujo para el analisis genémico de las muestras.

4.2 Area de obtencién de las muestras y caracteristicas de las muestras
utilizadas

Las muestras empleadas en este trabajo corresponden a secuencias obtenidas del
trabajo de Opitz-Rios, 2024. Las cuales pertenecen a 13 humedales correspondientes
a las ciudades de Osorno (Las Quemas y Ovejeria), LIlanquihue (El Loto, Baquedano,
Las Ranas y Teodosio Sarao), Puerto Varas (Marina y Quebrada Parque) y Puerto
Montt (Luis Ebel, La Paloma, Antifir, Rupallan y Mirasol).
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Figura 2 Mapa de distribucion de los humedales en sus ciudades correspondientes.
Puntos en rojo indican los lugares donde se obtuvieron las muestras. Adaptado de:
“Metagenomics Insight into Veterinary and Zoonotic Pathogens Identified in Urban
Wetlands of Los Lagos, Chile”, por Opitz et al., 2024, Pathogens. 13(9):788.

Estas muestras fueron enviadas a secuenciar en el servicio gendmico Novogene
(Sacramento, CA, EE.UU.) para su secuenciacion metagendémica de escopeta
(shotgun). EI ADN fue secuenciado mediante la utilizacion de pained-end (2 x 150 pb)
utilizando la plataforma lllumina Novaseq 6000 con una salida de 6 GB por muestra.
Los datos en bruto de la investigacion mencionada (Opitz-Rios, 2024) se depositaron
en la base de datos ENA-EMBL con el numero de acceso PRJEB77702
(https://lwww.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB77702, consultado el 5 de octubre
de 2024).

4.3 Preparacion bioinformatica de las secuencias metagenémicas

Los procesos bioinformaticos se realizaron utilizando el super computador de mayor
capacidad de Chile, el Guacolda-Leftraru Epu, que cuenta con una arquitectura
distribuida con nodos de cémputo y nodos GPU y ofrece un rendimiento de 280 TFlops
y cuenta con 7.360 nucleos de computo y 24.320 GB de memoria RAM, ubicado en el
Laboratorio Nacional de Computacion de Alto Rendimiento (NLHPC) permite la
realizacion de simulaciones complejas, analisis de grandes conjuntos de datos vy el
desarrollo de proyectos de investigacién multidisciplinarios. Antes de su respectivo
analisis, se filir6 todas las mediciones que no reflejaban interés para las
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investigaciones microbioldgicas, como por ejemplo el ADN de origen humano o virico
(Lépez et al., 2021; Navgire et al., 2022), la herramienta bioinformatica empleada para
esto es Bowtie2 (Utturkar, 2020). A continuacion, las muestras se procesaron
utilizando Trimmomatic, cuya funcidn principal es la eliminacion de secuencias de baja
calidad de los datos crudos obtenidos (Krueger, 2011). Posteriormente, se ensamblé
las lecturas utilizando la herramienta MEGAHIT, disefiada especificamente para
manejar datos metagendmicos complejos (Li et al., 2015). Una vez completado el
ensamblaje, se llevo a cabo una evaluacion de la calidad del ensamblaje del genoma
empleando el software QUAST (Gurevich et al., 2013). Finalmente, para lograr el
ensamblaje de genomas (MAG) se utilizo la herramienta MetaWRAP (Tan, 2024;
Uritskiy et al., 2018), software que permite el analisis avanzado de las secuencias
debido a sus modulos independientes, resultando en agrupaciones de secuencias
pertenecientes a un mismo genoma (bins) de alta calidad (Uritskiy et al., 2018).
Posteriormente, se procedieron a seleccionar de los bins ensamblados de acuerdo
con su completitud y contaminacion (40% y 20% respectivamente) (Uritskiy et al.,
2018). Ademas, se eliminaron los bins duplicados utilizando la herramienta dRep (Olm
et al., 2017).

4.4 Analisis funcional de las secuencias ensambladas

En busqueda de elementos gendmicos caracteristicos de virulencia y resistencia
antimicrobiana se utilizé la herramienta ABRIcate la cual facilita la deteccion de
numerosos genes asociados a la virulencia y resistencia a antimicrobianos a partir de
secuencias del genoma bacteriano extraidas de diversas bases de datos, como NCBI,
VFDB, Resfinder, Arg-ANNOT, MEGARES, PlasmidFinder, por mencionar algunas
(Carattoli et al., 2014; Chen et al., 2016; Feldgarden et al., 2019; Zankari et al., 2012).
ABRIcate produce un archivo de salida en formato tabular que incluye informacion
sobre los genes de resistencia antimicrobiana y virulencia identificados en la
secuencia del genoma bacteriano. Los resultados se presentan en una hoja de
calculo, y los hallazgos mas relevantes se resumieron mediante representaciones
graficas (Seemann, 2020). Para finalizar, se completd una caracterizacién taxonémica
a nivel especie para los genomas ensamblados, utilizando la herramienta

bioinformatica de METAXAZ2, cuyo principal objetivo es la identificacién y asignacién
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a un origen arqueal, bacteriano, eucariota nuclear, mitocondrial o cloroplastico
(Bengtsson-Palme, 2015). También, con el fin de comparar y tener mayor amplitud en
cuanto a base de datos, se utilizd el software de Kraken2 (Wood et al., 2019), que
proporciona una clasificacion taxondmica rapida basada en k-meros. Por ultimo,
buscando comparativas entre los reconocimientos taxonémicos, utilizamos GTDB-Tk,
un conjunto de herramientas de software para asignar clasificaciones taxonémicas
objetivas, este esta disenado para trabajar con los métodos y avances recientes que

permiten obtener genomas ensamblados por metagenomas (Chaumeil et al., 2022).

4.5 Busqueda y descripcion funcional de elementos genéticos moviles

Al comienzo de esta evaluacion, lo primero es la identificacion de genes especificos
de elementos moviles, para esto empleamos plaSquid, una herramienta bioinformatica
que nos ayuda en la deteccion y clasificacion de plasmidos en secuencias genémicas
y metagendmicas (Giménez et al., 2022). PlaSquid resume los resultados brutos
recopilados de los dos enfoques complementarios en una unica tabla de salida, lo que
nos ayuda a analizar en profundidad cada plasmido. Para la evaluacion funcional de
las secuencias plasmidicas primero se llevé a cabo la anotacion de genes obtenidos
a través de la herramienta PROKKA (Seeman, 2014), Prokka integra un conjunto de
herramientas de software para lograr una anotacion completa y fiable de secuencias
gendmicas bacterianas. A continuacién, se aplicd por segunda ocasién ABRIcate
(Seemann, 2020), como se describe en el parrafo anterior, orientando la busqueda en
genes plasmidicos relacionados con virulencia y genes de resistencia
antimicrobianos.

4.6 Representacion de datos recopilados

Los datos obtenidos fueron representados mediante tablas, figuras y graficos, con un
componente escrito descriptivo. Las representaciones visuales fueron realizadas en
Microsoft Excel version 2310, herramienta que nos permite analizar una gran cantidad
de datos brutos en conjunto, por su facilidad de utilizar y su capacidad de entregar
datos en forma cuantitativa y cualitativa, nos ayuda a identificar tendencias y patrones
de los datos (Madrid, 2023). Por consiguiente, los analisis y resultados representados
de manera escrita se llevaron a cabo con Microsoft Word 2021-2024, siguiendo el

formato empleado para realizar esta investigacion.
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5. Resultados

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las secuencias
metagenomicas procesadas en este escrito, pertenecientes a 13 humedales
urbanos de la Regién de Los Lagos. Seran agrupados en el mismo orden que la
seccion de objetivos especificos.

A lo largo de todo este punto se incluyen métricas de calidad de ensamblaje,
distribucion taxondmica, genes codificantes especificos de resistencia
antimicrobiana y virulencia, ademas de los detalles de los elementos moviles que

los portan.

5.1 Ensamblaje y analisis de MAGs

5.1.1 Ensamblado

El analisis comenz6 con el ensamblaje de los datos obtenidos a través del
supercomputador del Laboratorio Nacional de Computacion de Alto Rendimiento
(NLHPC). Posteriormente, se evalué la calidad del ensamblaje gendmico utilizando
la herramienta QUAST. Los resultados revelaron un valor promedio de N50 de
15.728 pares de bases (pb) y una longitud media de contigs (L50) de 9.925 pb, a
partir del analisis de 15 muestras. El valor N50 indica la longitud minima del contig
mas largo que cubre al menos el 50 % del genoma ensamblado, mientras que el
L50 representa la longitud mediana de todos los contigs. Estos resultados sugieren
que las muestras presentan una calidad de ensamblaje adecuada para su posterior
analisis (Gurevich et al., 2013).

A continuacion, a través de MetaWRAP (Uritskiyet al., 2018) se utilizaron 3 software
para el proceso de binning de las muestras metagendmicas. CONCOCT (Alneberg
et al., 2014), MetaBAT2 (Kang et al., 2015, 2019), MaxBin2 (Wu et al., 2016). Por
ultimo, gracias al modulo de refinamiento de MetaWRAP, se escogi6 los bins con
mejor calidad después de un refinamiento basados en los parametros de
completitud y contaminacion utilizados para esta investigacion (40% y 20%
respectivamente). La puntuacidén de completitud hace referencia a cuanto
porcentaje de genes en particular estan presentes en el bin. Mientras que la
contaminacion demuestra la proporcion de genes presentes en multiples bins, lo

gue nos da un indicativo que el bin genémico puede contener ADN de mas de un
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microorganismo (Pechlivanis & Psomopoulos, 2023). En los archivos de salida
después del refinamiento, nos enfocamos en los archivos “.stats” Los archivos
“.stat” contienen informacién util sobre cada contenedor, incluyendo su integridad y
contaminacion (Uritskiy et al., 2018). Un ejemplo de estos archivos se encuentra en
el Anexo 1.

Como ya mencionamos en la introduccion de este estudio, cada bin es comparable
a un genoma ensamblado desde metagenoma (MAG).

El numero total de bins obtenidos luego del refinamiento fue de 186, de los cuales
48 son de alta calidad (= 95% de completitud y < 5% de contaminacion) 78 de
calidad intermedia (< 95% de completitud, pero > a 50% de la misma) y 60 de baja
calidad (< 50% de completitud). En este punto los bins obtenidos obtuvieron un valor
medio de N50 de 58.529 pb y un tamafo medio de bin de 3.861.003 pb. Por ultimo
estos 48 bins fueron filtrados utilizando el software dRep (OIm et al., 2017), el cual
elimina bins redundante (replicados), obteniéndose finalmente un total de 40 bins
(40 MAG) ensamblados. Cabe mencionar que las secuencias utilizadas para el
objetivo 2 fueron estrictamente seleccionados y corresponden a los 40 bins de mejor
completitud y contaminacién aqui mencionados (Uritskiy et al., 2018). En la tabla 2

se muestra un ejemplo del archivo final de ensamblaje.

Tabla 2 Ensamblaje final de las muestras utilizadas con MetaWRAP, con sus
caracteristicas de ensamblado, representando los mejores 10 bins en parametros
de completitud.

@ bin completitud contaminacion Tamano

Mirasol bin.1 100.0 0.512 Enterobacteriaceae 336251 5267259
Antifir bin.7 100.0 0.446 Enterobacteriaceae 336188 5190028
Antinir bin.6 100.0 0.0 Gammaproteobacteria 445722 5179078
Marina bin.11 100.0 0.869 Alphaproteobacteria 287647 4153009
Quebrada

parque bin.6 100.0 0.540 Gammaproteobacteria 245210 4037938
Quebrada

parque bin.16 100.0 0.031 Gammaproteobacteria 178631 3729320
Quebrada

parque bin.13 100.0 0.810 Gammaproteobacteria 55171 4651150
El Loto bin.2 100.0 0.0 Gammaproteobacteria 409005 2599354
El Loto bin.1 100.0 0.545 Xanthomonadaceae 219786 4192901
Luis Ebel | bin.10 100.0 0.877 Gammaproteobacteria 32903 4837812
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Fuente: Elaboracion propia. Utilizando el software MetaWRAP (Uritskiy et al., 2018).

5.1.2 Analisis funcional

Al momento de la implementacion de la herramienta ABRIcate el analisis de los
MAGs ensamblados, se utilizaron 2 bases de datos en particular, la base datos del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés)
(Feldgarden et al., 2019), la cual arrojé una cantidad de 27 genes de resistencia
antibidtica. Y a su vez, se utilizd la base de datos ResFinder (perteneciente al Centro
de Epidemiologia Gendmica) (Florensa et al., 2022) arrojando un total de 22 genes
de resistencia antibiotica. En cuanto a los resultados con estas bases de datos, los
farmacos a los cuales se les encontr6 mayor numero de genes de este tipo, fue la
familia de los betalactamicos, coincidente con estudios previos (Opitz—Rios et al.,
2024), realizados con las mismas secuencias metagenémicas. En este punto y
pesar de la variabilidad farmacos, los englobaremos a nivel de las familias de
antibioticos, con el fin de resumir este punto y abarcar el objetivo de manera general.
Los principales genes encontrados en los MAGs ensamblados se resumen en la
tabla 3.

Tabla 3 Resumen de genes de resistencia antimicrobiana encontrados en los MAGs
ensamblados.

Mirasol blaOXA-296 BETA-LACTAM NCBI
Las Ranas blaOXA-551 BETA-LACTAM NCBI
Las Ranas blaOXA-551 BETA-LACTAM NCBI
Antifiir blaOXA-427 BETA-LACTAM NCBI
Antifiir blaFOX-2 BETA-LACTAM NCBI
Antifiir cphA5 BETA-LACTAM NCBI
Antifiir blaSPR-1 BETA-LACTAM NCBI
Antifiir bla-C BETA-LACTAM NCBI
Antifiir 0qxB9 PHENICOL: QUINOLONE | NCBI
Marina aph(6)-Smalt AMINOGLYCOSIDE NCBI
Marina blal1 BETA-LACTAM NCBI
Rupallan mcr-4.3 POLIMIXINA NCBI
Rupallan blaOXA-549 BETA-LACTAM NCBI
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Rupallan blaJOHN-1 BETA-LACTAM NCBI
Quebrada Parque 0gxB30 PHENICOL;QUINOLONE NCBI
Quebrada Parque blaSPR-1 BETA-LACTAM NCBI
Luis Ebel blaACC-1a BETA-LACTAM NCBI
El Loto tet(H) TETRACYCLINE NCBI
El Loto bla-C BETA-LACTAM NCBI
El Loto 0gxB11 PHENICOL; QUINOLONE _ [NCBI
Las Quemas blaRAHN-2 CEPHALOSPORIN NCBI
Las Quemas blaSPR-1 BETA-LACTAM NCBI
Las Quemas bla-C BETA-LACTAM NCBI
Luis Ebel blaTHIN-B BETA-LACTAM NCBI
Luis Ebel blaRm3 BETA-LACTAM NCBI
Luis Ebel blaA_Yent BETA-LACTAM NCBI
Luis Ebel vat(F) STREPTOGRAMIN NCBI
Mirasol blaOXA-296_1 resfinder
Las Ranas blaOXA-551_1 resfinder
Las Ranas blaOXA-551_1 resfinder
Antifiir blaOXA-427_1 BETA-LACTAM resfinder
Antifir blaFOX-2_1 resfinder
Antifir cphA5_1 resfinder
Antifiir blaOXA-427_1 BETA-LACTAM resfinder
Antifir blaFOX-2_1 resfinder
Antifir cphA5_1 resfinder
Antifir ogxB_1 QUINOLONE resfinder
Marina aph(3')-llc_1 resfinder
Marina blall 3 resfinder
Rupallan mcr-4.3_1 COLISTIN resfinder
Rupallan blaOXA-549 1 resfinder
Rupallan blaJOHN-1_1 resfinder
Quebrada Parque ogxB_1 QUINOLONE resfinder
Luis Ebel blaACC-3_1 BETA-LACTAM resfinder
El Loto tet(H)_3 TETRACYCLINE resfinder
El Loto ogxB_1 QUINOLONE resfinder
Las Quemas blaRAHN-2_2 resfinder
Luis Ebel blaA_2 resfinder
Luis Ebel vat(F)_1 STREPTOGRAMIN resfinder

Fuente: Elaboracién propia. Utilizando el software de ABRIcate (Seemann, 2020).

A continuacion, utilizando la Base de Datos de Factores de Virulencia (VFDB por

sus siglas en inglés) para identificar genes especificos de virulencia (Liu et al.,
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2022), se logro dar con 156 genes relacionados con factores de virulencia. En
relacion con este numero, destacamos el hecho de que el humedal El Loto
(Llanquihue) y Luis Ebel (Puerto Montt) fueron quienes presentaron la mayor
cantidad de genes de este tipo, sumados cubren el 69% del total. Ademas, las
bacterias con mayor numero de factores virulentos fueron Yersinia enterocolitica
subsp. Enterocolitica, Pseudomona aeruginosa y Brucella melitensis. Un ejemplo
resumido de los hallazgos obtenidos de VFDB (Liu et al., 2022) en este punto sera

presentado a continuacién en la tabla 4.

Tabla 4 Resumen de genes relacionados con factores de virulencia en los MAGs
ensamblados.

Gen  Repeticiones Humedales Funcién ‘
fliG 10 ['Antifiir' '‘Rupallan ' '‘Quebrada Parque' 'El | flagellar motor switch
Loto' 'Las Quemas' protein G
'Luis Ebel']
flim 9 ['Antifiir' 'Rupallan ' 'Quebrada Parque' 'El | flagellar motor switch
Loto' 'Las Quemas' protein FliM
'Luis Ebel']
fliA 7 ['Antifiir' 'Rupallan ' 'El Loto' 'Las Quemas' | flagellar biosynthesis sigma
'Luis Ebel'] factor
fliP 7 ['Rupallan ' 'Quebrada Parque' 'El Loto' flagellar biosynthetic
'Luis Ebel'] protein FliP
flgH 6 ['Rupallan ' 'Quebrada Parque' 'El Loto' flagellar L-ring protein
'Luis Ebel'] precursor FlgH
flhC 5 ['Antifir' '‘Quebrada Parque' 'El Loto' 'Las flagellar biosynthesis
Quemas' 'Luis Ebel'] transcription activator FIhC
cheY 5 ['Antifir' '‘Quebrada Parque' 'El Loto' 'Las chemotaxis regulatory
Quemas' 'Luis Ebel'] protein CheY
flgG 5 ['Rupallan ' 'El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar basal-body rod
protein FIgG
flgl 5 ['Rupallan ' 'El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar P-ring protein
precursor Flgl
flil 4 ['Rupallan ' 'El Loto' 'Luis Ebel'] flagellum-specific ATP
synthase Flil
fleQ 4 ['Rupallan ' 'El Loto'] transcriptional regulator
FleQ
pilG 4 ['Marina' 'Rupallan ' 'El Loto'] twitching motility protein
PilG
fleN 4 ['Rupallan ' 'El Loto'] flagellar synthesis regulator
FleN
flgC 4 ['Rupallan ' 'El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar basal-body rod
protein FlgC
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flhA 3 ['El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar biosynthesis

protein FIhA

fliN 3 ['El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar motor switch
protein FliN

pilH 3 ['Rupallan ' 'El Loto'] twitching motility protein
PilH

algl 2 ['El Loto'] alginate o-acetyltransferase
Algl

acpXL 2 ['Marina'] acyl carrier protein

mbtH- 2 ['El Loto'] MbtH-like protein from the

like pyoverdine cluster

algA 2 ['El Loto'] phosphomannose

isomerase / guanosine 5'-
diphospho-D-mannose

pyrophosphorylase

fliQ 2 ['El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar biosynthetic
protein FliQ

alg8 2 ['El Loto'] alginate-c5-mannuronan-

epimerase AlgG

motA 2 ['El Loto' 'Luis Ebel'] flagellar motor protein

pilT 2 ['Marina' 'El Loto'] twitching motility protein
PilT

algu 2 ['El Loto'] alginate biosynthesis
protein AlgZ/FimS

pvdS 2 ['Rupallan ' 'El Loto'] extracytoplasmic-function

sigma-70 factor
Fuente: Elaboracion propia. Utilizando el software ABRIcate (Seeman, 2020).

5.2 Caracterizacion taxonémica

5.2.1 MetaWRAP

Cabe destacar que el software de MetaWRAP nos da un acercamiento taxonémico
a cada bin, gracias al método de asignaciéon taxonémica mediante el programa
CheckM (Parks et al., 2015), pero a un nivel taxonémico poco profundo, debido a la
pequefia base de datos con la que el programa se instala por defecto. En cuanto a
los hallazgos de este software, lo mas especifico que se logrd identificar
taxonédmicamente fue a nivel de género. La clase Gammaproteobacteria fue la mas
abundante e identificada en el estudio, con un total de 30 reconocimientos
taxondmicos, pertenecientes a orden Pseudomonales y familias como

21



Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Xanthomonadeceae, ademas de géneros
como Pseudomonas y Shewanella. Por otra parte, y en menor cantidad, se
reconocieron bacterias pertenecientes a clases como las Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Flavobacteriales y Actynomicetes, junto con familias como
Micrococcaceae, Flavobacteriaceae. Los resultados de la clasificacidn con este

software estan resumidos en la Tabla 5.

Tabla 5 Caracterizacion taxondmica de MAGs ensamblados utilizando el software
MetaWRAP (Uritskiyet al., 2018).

Linaje Numero
Clase Gammaproteobacteria 6
Orden Pseudomonadales 2

Familia Enterobacteriaceae 13

Familia Moraxellaceae 3
Familia Xanthomonadaceae 2
Genero Shewanella 3
Genero Pseudomonas 1
Clase Alphaproteobacteria 1
Orden Burkholderiales 3
Clase Flavobacteriales Familia
Flavobacteriaceae

3
Orden Rhizobiales 1
Familia Micrococcaceae 1
Reino bacteria 1

Fuente: Elaboraciéon propia. Utilizando la herramienta bioinformatica MetaWRAP
(Uritskiyet al., 2018).

5.2.1 METAXA2

Siguiendo con el mismo pasé de reconocimiento taxondmico, a continuacion, y con
la ayuda de METAXA2 (Bengtsson-Palme, 2015), se caracterizd6 un total de 15
genomas pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, siendo la familia
Enterobacteriaceae la mas presente dentro de esta clase, seguido por la familia
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Pseudomonadaceae. Dentro de esta clase, se aparecieron otras familias como la
Moraxellaceae, Xanthomonadaceae, Shawenellaceae y Aeromonadaceae. Al igual
que la clasificacién asignada por MetaWRAP, la escala taxondmica maxima
identificada a través de este software fue a nivel de género. Cabe destacar que de
los 40 bin, 17 fueron identificados, mientras tanto la mayoria continuan sin clasificar
con esta herramienta (Figura 2). Esto puede deberse a su manera de identificacion
basado en su alineaciéon con la base de datos BLAST (Alneberg et al., 1990) y
calculando las identidades de secuencias intra e intertaxondmicas a cada nivel
taxondmico (Bengtsson-Palme et al., 2018). Aunque también puede deberse a la

ausencia de informacion gendmica de los bins en cuestién.

Clasificacion con METAXA2

M classified

B unclassified

Figura 3: Porcentaje de clasificacion con software METAXA2 (Bengtsson-Palme,
2015).

5.2.3 Kraken2

Continuando la linea del objetivo 2, en este punto, utilizamos la herramienta
bioinformatica de Kraken2, que mejora a Kraken1 (Breitwieser etal., 2018)
reduciendo el uso de memoria en un 85%, ideal para alcanzar una mayor cantidad
de datos gendmicos de referencia, manteniendo lo mas importante, la precisién y la
velocidad (Wood et al., 2019). Al momento de realizar las lecturas con este software,
los resultados arrojaron una identificacion taxondémica a nivel de género para los 40
MAGs, pero solo el 67,5% de los genomas lograron ser clasificados a nivel de

especie, por lo que se mantiene un 32,5% de los genomas sin clasificacion y son
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los potenciales para unas especies sugerentemente sin describir. Cabe mencionar
que existen diferencias en 5 genomas con relacion a la taxonomia a nivel de genero
reconocida por METAXAZ2. De estas diferencias 2 es a nivel de familia y 3 es a nivel
de orden. Los resultados taxondmicos de estos 5 MAGs se encuentran en la Tabla
6.

Tabla 6 Diferencias en la clasificacion taxondmica de los MAGs entre METAXAZ2 y
Kraken2.

METAXA2 Kraken2
Aeromonas unclassified Erwinia unclassified Erwinia
Serratia unclassified Rouxiella Rouxiella badensis
Pseudomonas unclassified Serratia Serratia fonticola
Serratia unclassified Morganella Morganella morganii
Stenotrophomonas unclassified Pseudomonas Pseudomonas monsensis

Fuente: Elaboracion propia. Utilizando los softwares METAXAZ2 (Bengtsson-Palme,
2015) y Kraken2 (Wood et al., 2019).

5.2.4 GTDB-Tk

Por ultimo, en busqueda de una tercera comparativa respecto a clasificacion
taxondémica de los genomas ensamblados desde metagenomas utilizamos el Kit de
Herramientas de Taxonomia de la Base de Datos del Genoma (GTDB-Tk), por sus
siglas en inglés. La ventaja de utilizar este conjunto de herramientas es que nos
proporciona una caracterizacion taxonomica en base a 120 marcadores
taxonodmicos al colocarlos en arboles de referencia de proteinas concatenados y
especificos (Chaumeil et al., 2020, 2022). Este kit llama genes utilizando Prodigal
(algoritmo de prediccion genética) (Hyatt et al., 2010), e identifica un total de 120
genes marcadores bacterianos y 122 arqueales gracias a HMMR (método de
inferencia probabilistica) (Eddy, 2011) por lo que brinda una mayor cantidad de
probabilidades de asignar correctamente la clasificacion taxonémica. A pesar de
contar con una base de datos perteneciente a la Taxonomia de la Base de Datos
Genodmica (GTDB) (Parks et al., 2022), hubo un 42,5% (17) de los MAGs que no se

logré reconocer con esta herramienta de software. Ademas de esto, hubo un 7,5%
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(3) de genomas que identificd, los cuales no pudo identificar Kraken2. Por ultimo,
hubo un 22,5% (9) de genomas con una clasificacion diferente en comparacion con
el software de Kraken2, pero, al igual que este, presenta gran variedad de especies
sin clasificar. Aunque de los 17 MAGs reconocidos por GTDB.Tk, hay 3 genomas
que si se lograron clasificar con Kraken2. Sin embargo, hay un numero importante
de especies sin clasificar que siguen siendo candidatos 6ptimos y potenciales para
especies nuevas, lo cual no se puede descartar. Los resultados finales vy
comparativos entre los 4 software de clasificacion taxondmica utilizados en este

estudio, se describen a continuacién en la tabla 7.
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Tabla 7 Resumen final de la clasificacion taxondmica de los MAGs ensamblados con las diferentes herramientas
bioinformaticas utilizadas para este proceso. Centrandonos en las clasificaciones mas profundas a nivel de género y

especie.
METAXA2 Kraken2 GTDB-Tk

Humedal Bin Genero Genero Genero Especie Genero Especie ‘
Baquedano bin.12 unclassified unclassified Rouxiella Rouxiella badensis Rouxiella Rouxiella silvae
Mirasol bin.2 unclassified unclassified Acinetobacter unclassified Acinetobacter Acinetobacter Acinetobacter bohemicus ‘
Teodosio Sarao bin.6 unclassified unclassified Acinetobacter unclassified Acinetobacter Acinetobacter Acinetobacter albensis
Teodosio Sarao bin.22  unclassified Aeromonas Erwinia unclassified Erwinia Erwinia unclassified Erwinia
Las Ranas bin.4 unclassified unclassified Acinetobacter Acinetobacter pseudolwoffii Acinetobacter Acinetobacter Iwofii_B
Las Ranas bin.2 Shewanella Shewanella Shewanella Shewanella baltica Shewanella Shewanella baltica
Las Ranas bin.3 Shewanella unclassified Shewanella Shewanella baltica Shewanella Shewanella morhuae
Antifiir bin.7 unclassified unclassified Serratia Serratia liquefaciens Serratia Serratia liquefaciens
Antifir bin.6 unclassified unclassified Aeromonas Aeromonas salmonicida Aeromonas Aeromonas piscicola
Antifiir bin.1 unclassified Serratia Rouxiella unclassified Rouxiella Rouxiella unclassified Rouxiella
Antifiir bin.5 unclassified Duganella Duganella Duganella dendranthematis Duganella unclassified Duganella
Marina bin.11 unclassified unclassified Pseudochrobactrum  unclassified Pseudochrobactrum  Pseudochrobactrum  unclassified Pseudochrobactrum
Marina bin.3 unclassified unclassified Stenotrophomonas Stenotrophomonas indicatrix Stenotrophomonas Stenotrophomonas indicatrix
Marina bin.12 unclassified Morganella Morganella Morganella morganii Morganella Morganella psychrotolerans_A
Rupallan bin.14  unclassified Flavobacterium Flavobacterium unclassified Flavobacterium Flavobacterium Flavobacterium hibernum
Rupallan bin.7 unclassified Pseudomonas Serratia unclassified Serratia Serratia unclassified Serratia
Rupallan bin.10  Shewanella Shewanella Shewanella unclassified Shewanella Shewanella unclassified Shewanella
Rupallan bin.4 unclassified unclassified Pseudomonas Pseudomonas fragi Pseudomonas Pseudomonas fragi
Rupallan bin.8 unclassified unclassified Rouxiella Rouxiella badensis Rouxiella unclassified Rouxiella ‘
Quebrada Parque  bin.6 unclassified Serratia Morganella Morganella morganii Morganella Morganella psychrotolerans_B
Quebrada Parque  bin.16  unclassified Acinetobacter Acinetobacter unclassified Acinetobacter Acinetobacter Acinetobacter rudis ‘
Quebrada Parque  bin.13 unclassified Providencia Providencia Providencia heimbachae Providencia unclassified Providencia
Quebrada Parque  bin.8 unclassified unclassified Myroides unclassified Myroides Myroides unclassified Myroides ‘
Quebrada Parque  bin.2 unclassified unclassified Erwinia Erwinia rhapontici Erwinia Erwinia persicina
Quebrada Parque  bin.11 unclassified unclassified Serratia Serratia proteamaculans Serratia Serratia proteamaculans
La Ovejeria bin.17  unclassified unclassified Flavobacterium unclassified Flavobacterium Flavobacterium unclassified Flavobacterium
La Ovejeria bin.14  unclassified unclassified Bradyrhizobium unclassified Bradyrhizobium unclassified unclassified



La Ovejeria bin.15  unclassified unclassified Rhodoferax unclassified Rhodoferax Rhodoferax unclassified Rhodoferax
Luis Ebel bin.4 unclassified  Hafnia-Obesumbacterium Hafnia Hafnia alvei Hafnia Hafnia alvei

El Loto bin.2 unclassified unclassified Ignatzchineria Ignatzschineria rhizosphaerae Ignatzchineria unclassified Ignatzchineria
El Loto bin.1 unclassified unclassified Stenotrophomonas unclassified Stenotrophomonas  Stenotrophomonas unclassified Stenotrophomonas
El Loto bin.7 unclassified unclassified Serratia Serratia plymuthica Serratia Serratia plymuthica

El Loto bin.4 unclassified Pseudomonas Pseudomonas unclassified Pseudomonas Pseudomonas unclassified Pseudomonas
El Loto bin.6 Pseudomonas Stenotrophomonas Pseudomonas unclassified Pseudomonas Pseudomonas unclassified Pseudomonas
Las Quemas bin.1 unclassified unclassified Rahnella Rahnella aceris Rahnella Rahnella aquatilis

Las Quemas bin.7 unclassified unclassified Flavobacterium unclassified Flavobacterium Fluviicola unclassified Fluviicola

Las Quemas bin.6 unclassified unclassified Serratia Serratia proteamaculans Serratia Serratia proteamaculans
Teodosio Sarao bin.17  unclassified unclassified Glutamicibacter unclassified Glutamicibacter Glutamicibacter unclassified Glutamicibacter
Luis Ebel bin.7 unclassified unclassified Yersinia Yersinia enterocolitica Yersinia Yersinia enterocolitica
Luis Ebel bin.2 unclassified unclassified Janthinobacterium unclassified Janthinobacterium Janthinobacterium unclassified Janthinobacterium

Fuente: Elaboracion propia.

2015), Kraken2 (Wood et al., 2019) y GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2022).

Utilizando los softwares de MetaWRAP (Uritskiy et al, 2018), METAXAZ2 (Bengtsson-Palme,



5.3 Caracterizacion de elementos genéticos méviles
Lo primero realizado en este punto fue una anotacion gendémica utilizando PROKKA
(Seeman, 2014), no olvidar que la anotacién de genes es el proceso de identificacidon
y etiqueta de los elementos genéticos relevantes en una secuencia (Richardson y
Watson, 2013). Gracias a este método, se logré reconocer elementos gendmicos
importantes y funcionales para las bacterias, ademas de elementos con potenciales
virulentos y de patogenicidad, los principales resultados de este proceso se presentan
en la tabla 8. Por supuesto ademas de estos genes caracterizados, se logré dar con
una variable cantidad de elementos gendmicos no identificados por humedal, en
donde la media es de 659 genes hipotéticos. El unico humedal que no presento
anotaciones de ningun tipo fue La Paloma (Puerto Montt). Estos resultados son

presentados en la figura 4.

Tabla 8 Resumen de genes virulentos mas importantes con relevancia para la
Medicina Veterinaria, obtenidos de anotaciones hechas a muestras tomadas de
humedales urbanos de la Region de Los Lagos. Estos genes representan una alarma
bioldgica debido a su capacidad para generar adaptaciones en las bacterias.

Humedal Gen Funcién resumida
Baquedano hipA Induce persistencia al inhibir traduccién
Mirasol hipA Induce persistencia al inhibir traduccién
Teodosio Sarao ccdB Dafia ADN al inhibir la ADN girasa
Las Ranas rtx-l Transporta toxinas hemoliticas fuera de la célula
Antifiir TcpE Favorece adhesion bacteriana en intestino
Marina hipA Induce persistencia al inhibir traduccién
Rupallan relE Corta ARNm en ribosomas, detiene traduccion
Quebrada Parque ccdB Dafia ADN al inhibir |la ADN girasa
La Ovejeria relE3 Induce latencia al degradar ARNm
Luis Ebel ccdB Dafia ADN al inhibir la ADN girasa
La Paloma - Sin genes de virulencia identificados
El Loto virB11 Transporta efectores hacia células huésped
Las Quemas vgrG1l Destruye actina en células humanas
Teodosio Sarao hipA Induce persistencia al inhibir traduccién
Luis Ebel hipA Induce persistencia al inhibir transduccién

Fuente: Elaboracion propia. Utilizando la herramienta bioinformatica PROKKA
(Seeman, 2014).
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Figura 4 Numero de genes hipotéticos anotados por PROKKA (Seeman, 2014), en
humedales urbanos de la Regidn de Los Lagos.

A continuacion, al momento de utilizar plaSquid (Giménez et al., 2022), se realizd con
las secuencias metagendmicas iniciales, debido a que este software es capaz de
identificar plasmidos y categorizarlos taxonémicamente segun su base de datos, todo
gracias a su archivo de salida multifasta. En este punto pudimos detectar un promedio
de 123 plasmidos por humedal y los resultados aparecen resumidos en la Figura 5.
Ademas, el humedal del cual se pudieron obtener mas plasmidos fue el humedal
Marina de la ciudad de Puerto Varas, seguido por Teodosio Sarao y Baquedano de
Llanquihue, estos muestran la variabilidad en el numero de plasmidos y su tendencia
a aumentar en ciudades aledafas al Lago Llanquihue, sugerente de que en estas

ciudades hay mayor intercambio gendmico Inter especie.
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Figura 5 Numero de plasmidos obtenidos por humedal.

5.4 Analisis taxonémico de plasmidos

Junto con lo anterior, se realiz6 un analisis taxonomico utilizando la misma
herramienta bioinformatica plaSquid para determinar las principales especies
infectocontagiosas encontradas en las muestras y a qué humedales corresponden. El
resumen se encuentra en la tabla 9. Sin embargo, la presencia de estos plasmidos no
significa necesariamente que estas bacterias estén presentes, significa que estos
plasmidos se han aislado de estas bacterias anteriormente y estan asociados a estas
en la base de datos.
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Tabla 9 Resumen de bacterias infectocontagiosas presentes segun plasmidos
encontrados en humedales urbanos de la Regidn de Los Lagos. La inclusion de
estas bacterias se realizé en base a su capacidad para generar enfermedades tanto
en animales, cOmo personas.

Acinetobacter baumannii

Baquedano, Las Ranas, Mirasol, Teodosio Sarao

Acinetobacter johnsonii

Mirasol

Acinetobacter Iwoffii

El Loto, Mirasol, Teodosio Sarao

Acinetobacter nosocomialis

Baquedano

Aeromonas caviae

Antifir, El Loto, Las Ranas, Luis Ebel, Marina, Mirasol, Rupallan,
Teodosio Sarao

Escherichia coli

Baquedano, Luis Ebel

Klebsiella michiganensis

Luis Ebel, Mirasol, Rupallan, Teodosio Sarao

Klebsiella oxytoca

Luis Ebel

Klebsiella pneumoniae

Baquedano, El Loto, Marina, Mirasol, Teodosio Sarao

Pseudomonas fluorescens

Luis Ebel

Pseudomonas fragi

Baquedano

Pseudomonas koreensis

Baquedano, Luis Ebel

Serratia liquefaciens

Antifiir, El Loto, Las Ranas, Marina, Mirasol, Quebrada Parque,
Rupallan, Teodosio Sarao

Vibrio furnissii

Baquedano

Yersinia frederiksenii

Luis Ebel

Fuente: Elaboracion propia. Utilizando los resultados entregados por el software
plaSquid (Giménez et al., 2022).

Aparentemente los elementos genéticos méviles (MGEs) que se recuperaron de
secuencias metagendmicas ensambladas de mas de 2000 pb, pudieron, todos y cada

uno, ser identificados quedando clasificados taxondmicas y funcionalmente.

5.5 Elementos genéticos de resistencia y virulencia

La ultima parte del estudio correspondié a buscar genes de resistencia antimicrobiana
y virulencia en humedales urbanos de la Regién de los Lagos estudiados. A partir de
los plasmidos identificados y caracterizados con plaSquid, pudimos ejecutar ABRIcate
con el respaldo de que los plasmidos ya estaban asignados a una taxonomia a nivel
de especie.

Utilizando la base datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica

(NCBI, por sus siglas en inglés) (Feldgarden et al., 2019), La Base de Datos Completa
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de Resistencia Antibidtica (CARD por sus siglas en inglés) (Alcock et al., 2023) y
ResFinder (perteneciente al Centro de Epidemiologia Gendmica) (Florensa et al.,
2022) pudimos identificar genes especificos de resistencia antimicrobiana (RAM). Y
utilizamos la Base de Datos de Factores de Virulencia (VFDB por sus siglas en inglés)
para identificar genes especificos de virulencia (Liu et al., 2022).

Los resultados de estas secuencias demostraron la presencia de una variada cantidad
de genes con RAM para distintas familias de antibiéticos tales como B-lactamicos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglucésidos, derivados del fenol, rifamicinas. El
humedal Marina es donde se encontraron mas plasmidos relacionados con presencia
de genes de resistencia antibidtica (RAM). A su vez, la mayoria de las muestras no
arrojaron resultados. Los resultados de ABRicate (Seeman, 2020) para genes de

resistencia antimicrobiana se encuentran en la tabla 10.

Tabla 10 Resultados de ABRIcate para genes de resistencia antimicrobiana en
plasmidos aislados en humedales urbanos de la Region de Los Lagos.

Baquedano blaRAHN-2 ncbi cephalosporin
Baquedano | blaRAHN-2_2 resfinder
Mirasol MexF card diaminopyrimidine;fluoroquinolone;phenicol
Marina emrY card tetracycline
Marina crp card fluoroquinolone;macrolide;penam
Marina mdtG card fosfomycin
acridine_dye;fluoroquinolone;lincosamide;nucle
Marina mdtM card oside;phenicol
Marina MexF card diaminopyrimidine;fluoroquinolone;phenicol
Marina pmrF card peptide
Marina msbA card nitroimidazole
Escherichia_coli
Marina _ampH card cephalosporin;penam
Escherichia_coli
Marina _ampC card cephalosporin;penam
Marina ugd card peptide
Marina kdpE card aminoglycoside

cephalosporin;fluoroquinolone;glycylcycline;pen
Marina acrB card am;phenicol;rifamycin;tetracycline;triclosan
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Escherichia_coli cephalosporin;fluoroquinolone;glycylcycline;pen
Marina _acrA card am;phenicol;rifamycin;tetracycline;triclosan
Marina mdtN card acridine_dye;nucleoside
Marina eptA card peptide
Marina blaRAHN-2 ncbi cephalosporin
Marina blaEC-18 ncbi cephalosporin
Marina blaRAHN-2_2 resfinder
Rupalldn MCR-4.3 card peptide
Rupallan mcr-4.3 ncbi Colistin
Rupallan mcr-4.3 1 resfinder Colistin
El Loto tet(H) card tetracycline
El Loto tet(H) ncbi tetracycline
El Loto tet(H)_3 resfinder Doxycycline;Tetracycline
Las Quemas blaRAHN-2 ncbi cephalosporin
Las Quemas | blaRAHN-2_2 resfinder
Teodosio
Sarao blaRAHN-2 ncbi cephalosporin
Teodosio
Sarao blaRAHN-2_2 resfinder

Fuente: Elaboracién propia. Utilizando el software de ABRIcate (Seeman, 2020).

Ademas, con la utilizacion de la base de datos VFDB, se logré reconocer 72 genes

relacionados con factores de virulencia en plasmidos. Los resultados se presentan a

continuaciéon en la tabla 11. Como se observa en la tabla existe la presencia de

bacterias patdgenas y de alerta sanitaria. Tales como Salmonella entérica,

Escherichia coli, Yersinia enterocolitica y Shigella dysenteriae, las cuales son agentes

que son objeto de vigilancia de laboratorios.

Tabla 11 Genes relacionados con factores de virulencia encontrados gracias a
VFDB en plasmidos obtenidos de humedales urbanos de la Region de Los Lagos

Gen ‘ Humedales Funcién

astA Luis Ebel heat-stable enterotoxin 1 [Escherichia coli 044:H18 042]

cheA Luis Ebel chemotaxis protein CheA [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
chemotaxis-specific methylesterase CheB [Yersinia enterocolitica subsp.

cheB Luis Ebel enterocolitical)
methyl-accepting chemotaxis protein CheD [Yersinia enterocolitica subsp.

cheD Luis Ebel enterocolitica]

cheR Luis Ebel chemotaxis methyltransferase CheR [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)

purine-binding chemotaxis protein CheW [Yersinia enterocolitica subsp.

cheW Luis Ebel enterocolitical)
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cheY Luis Ebel chemotaxis regulatory protein CheY [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
cheZ Luis Ebel chemotaxis regulator CheZ [Yersinia enterocolitica subsp. Enterocolitical)
curli production assembly/transport protein CsgG [Salmonella enterica subsp.
csgG Marina enterica serovar Typhimurium]
entA Marina 23-dihydro-23-dihydroxybenzoate dehydrogenase [Escherichia coli]
entB Marina isochorismatase [Escherichia coli]
23-dihydroxybenzoate-AMP ligase component of enterobactin synthase
entE Marina multienzyme complex [Escherichia coli]
fimB Marina Type 1 fimbriae Regulatory protein fimB [Escherichia coli]
fimD Marina Outer membrane usher protein fimD precursor [Escherichia coli]
fimE Marina Type 1 fimbriae Regulatory protein fimE [Escherichia coli]
Quebrada
fimF Parque FimF protein precursor [Escherichia coli]
Quebrada
fimG Parque FimG protein precursor [Escherichia coli]
Quebrada
fimH Parque FimH protein precursor [Escherichia coli]
flagellar basal body P-ring biosynthesis protein FIgA [Yersinia enterocolitica subsp.
flgA Luis Ebel enterocolitical)
flgB Luis Ebel flagellar basal-body rod protein FlgB [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flgC Luis Ebel flagellar basal-body rod protein FIgC [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flagellar basal-body rod modification protein FlgD [Yersinia enterocolitica subsp.
flgD Luis Ebel enterocolitical)
flgE Luis Ebel flagellar hook protein FIgE [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
flgF Luis Ebel flagellar basal-body rod protein FIgF [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
flgG Luis Ebel flagellar basal-body rod protein FlgG[Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
flgH Luis Ebel flagellar L-ring protein precursor FIgH [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
flg| Luis Ebel flagellar P-ring protein precursor Flgl [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flagellar rod assembly protein/muramidase Flg) [Yersinia enterocolitica subsp.
flg) Luis Ebel enterocolitical)
flagellar hook-associated protein 1 FIgK [Yersinia enterocolitica subsp.
flgk Luis Ebel enterocolitical)
flagellar hook-associated protein 3 FlgL [Yersinia enterocolitica subsp.
flgL Luis Ebel enterocolitical)
negative regulator of flagellin synthesis [Yersinia enterocolitica subsp.
flgMm Luis Ebel enterocolitica]
flgN Luis Ebel flagella synthesis protein FIgN [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
flhA Luis Ebel flagellar biosynthesis protein FIhA [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flhB Luis Ebel flagellar biosynthetic protein FIhB [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
flagellar biosynthesis transcription activator FIhC [Yersinia enterocolitica subsp.
flhC Luis Ebel enterocolitical)
flhD Luis Ebel flagellar transcriptional activator FIhD [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
flhE Luis Ebel flagellar biosynthesis protein FIhE [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
fliD Luis Ebel flagellar capping protein FliD [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flagellar hook-basal body complex protein FliE [Yersinia enterocolitica subsp.
fliE Luis Ebel enterocolitical)
fliF Luis Ebel flagellar M-ring protein FliF [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
fliG Luis Ebel flagellar motor switch protein G [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]

34




fliH Luis Ebel flagellar assembly protein H [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
flil Luis Ebel flagellum-specific ATP synthase Flil [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
fli) Luis Ebel flagellar protein FliJ [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flagellar hook-length control protein FliK [Yersinia enterocolitica subsp.
fliK Luis Ebel enterocolitical
fliL Luis Ebel flagellar basal body protein FliL [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical)
flim Luis Ebel flagellar motor switch protein FliM [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
fliN Luis Ebel flagellar motor switch protein FliN [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flio Luis Ebel flagellar protein FliO [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
fliP Luis Ebel flagellar biosynthetic protein FliP [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica)
fliQ Luis Ebel flagellar biosynthetic protein FliQ [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
fliR Luis Ebel flagellar biosynthetic protein FliR [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flis Luis Ebel flagellar protein FliS [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
flit Luis Ebel flagellar protein FIiT [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
gspC Marina general secretion pathway protein C [Shigella dysenteriae]
gspD Marina general secretion pathway protein D [Shigella dysenteriae]
gspF Marina general secretion pathway protein F [Shigella dysenteriae]
gspG Marina general secretion pathway protein G [Shigella dysenteriae]
gspH Marina general secretion pathway protein H [Shigella dysenteriae]
gspl Marina general secretion pathway protein | [Shigella dysenteriae]
gsp) Marina general secretion pathway protein J [Shigella dysenteriae]
gspK Marina general secretion pathway protein K [Shigella dysenteriae]
inv Luis Ebel invasin [Yersinia enterocolitica]
motA Luis Ebel flagellar motor protein MotA [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitical
motB Luis Ebel flagellar motor protein MotB [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica]
ospG Marina type Il secretion system effector kinase OspG [Shigella flexneri 2a]
yagV/ec
pE Marina E. coli common pilus chaperone EcpE [Escherichia coli 0157:H7]
yagW/e
cpD Marina polymerized tip adhesin of ECP fibers [Escherichia coli 0157:H7]
yagX/ec
pC Marina E. coli common pilus usher EcpC [Escherichia coli 0157:H7]
yagY/ec
pB Marina E. coli common pilus chaperone EcpB [Escherichia coli 0157:H7]
yagZ/ec
PA Marina E. coli common pilus structural subunit EcpA [Escherichia coli 0157:H7]
ykgK/ec
pR Marina regulator protein EcpR [Escherichia coli 0157:H7]
Fuente: elaboracion propia. Utilizando el software de ABRIcate (Seeman, 2020).
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6. Discusién
El crecimiento exponencial de las ciudades, impulsado por el crecimiento
demografico, ademas de la deforestacion y urbanizacion de zonas pertenecientes a
habitats silvestres, ha disminuido las fronteras que existian entre animales y humanos
(Rodriguez et al., 2023). Dichas actividades antropogénicas, ademas de destruir
habitats naturales y contribuir a la pérdida de biodiversidad, han generado una relacion
estrecha entre los seres humanos y la fauna, lo que facilita el intercambio de
patdgenos y a su vez incrementa la contaminacion por residuos de todo tipo (OMS
2020).
En primera instancia, un hallazgo particularmente interesante es la presencia de
especies particularmente importantes en la Medicina Veterinaria. Uno de los
patégenos cobra relevancia es Aeromona salmonicida, un bacilo gramnegativo inmovil
causante de la enfermedad denominada Furunculosis (Kaattari & Piganelli, 1996), que
afecta tanto a salménidos en todas las etapas de cultivo, como a especies nativas. Su
nombre deriva de las lesiones licuefactivas musculares que genera en etapas cronicas
de la enfermedad, que rara vez se llega a presentar en etapas agudas, donde
generalmente se desarrolla una rapida septicemia. En la Regién de los Lagos donde
la salmonicultura es una fuente de trabajo importante y una de las actividades
economicas mas reconocidas a nivel regional, por lo que la presencia de este agente
en aguas continentales nos sugiere una contaminacién ambiental por parte de los
procesos del cultivo del salmon.
En segunda instancia, la presencia de Yersinia enterocolitica una bacteria
gramnegativa zoondtica de la familia Enterobacteriaceae (OMSA, 2022), la cual es
residente natural de tractos intestinal en multiples especies animales, pero su
reservorio principal el cerdo. La yersiniosis causa sintomatologia diarreica en
humanos, pero también se ha descrito asociada a patologia entérica en chinchillas,
rumiantes y équidos, causando sinologia similar (dolor abdominal, diarrea, pérdida de
peso, etc). Su principal importancia radica en la zoonosis, donde la principal fuente de
transmision es la contaminacion de alimentos con la bacteria, en el caso de los
humanos, los principales lugares donde se ha aislado es la carne de cerdo y la leche
de vaca (Sotohy et al., 2024).
Otro hallazgo importante fue la elevada proporcion de MAGs que no pudieron ser
36



clasificados taxonoémicamente a nivel de especie. El hecho de utilizar multiples
herramientas y softwares bioinformaticos diferentes al momento de la identificacion
taxondmica, nos permite realizar un analisis comparativo al momento de la entrega de
resultados de cada programa. Ya sea con MetaWRAP a través de CheckM y su
meétodo para evaluar la calidad del ensamblado utilizando marcadores colocados
especificos de linaje determinados gracias a un genoma de referencia de un arbol
gendémico (Parks et al.,2015), utilizando bases de datos gendmicos pertenecientes al
sistema Integrated Microbial Genomes (IMG) (Markowitz et al., 2014). O por
METAXAZ2 con la utilizacion de los marcadores del gen ARNr subunidad pequefia
(SSU; 16S/18S), y también el ARNr de la subunidad grande (LSU; 23S/28S) para
seleccionarles una clasificacion mediante Busqueda Basica de Alineaciéon Local
(BLAST, por sus siglas en inglés). Incluso Kraken2 mediante su clasificacion
taxondmica en base a k-meros y su consulta a taxones de la base de datos RefSeq
del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI). Y, por ultimo, GTDBT-k y
su seleccion de mas de 100 proteinas marcadoras gendmicas para compararlos con
el sistema la base de datos de genoma bacteriano mas grande y completa
actualmente, la Base de Datos de Taxonomia del Genoma (GTDB). Conforme con la
utilizacién de esta ultima base de datos, cabe destacar que es un software que esta
en constante actualizacion, incluyen borradores de genomas de microorganismos no
cultivados, obtenidos de células individuales y metagendmica, lo que garantiza una
mejor vision gendmica del mundo microbiano, actualmente cuentan con mas de
700.000 genomas, y cerca de 140.000 especies identificadas, por lo que se podria
decir que, cualquier genoma exento de esta base de datos es un potencial candidato
a nueva especie, eesta situacion, observada en un 32,5% a 42,5% de los MAGs segun
el software utilizado, sugiere la presencia de genomas pertenecientes a especies no
descritas previamente.

Esto es coherente con lo planteado por Setubal (2021), quien define a estos genomas
como HMAGs (High quality Metagenome Assembled Genomes) no clasificables,
debido a la ausencia de homologia con genomas de referencia. La relevancia de estos
HMAGs radica en que pueden contener informacién genética unica, incluyendo genes
de resistencia o virulencia impensables, que podrian representar una amenaza
emergente para la salud animal y humana.
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Debido a que las muestras de agua fueron obtenidas de humedales, los cuales son
ambientes propicios para la evolucion y diseminacion de estos genomas novedosos,
estos resultados no solo evidencian un vacio en los arboles taxonémicos de genomas
bacterianos, sino que también destacan la necesidad de fortalecer las bases de datos
genomicas con informacion proveniente de ambientes sub-estudiados como los
humedales.

Los hallazgos anteriores confirman la hipétesis planteada, al demostrar que los
humedales urbanos con impacto antropogénico actuan como reservorios de material
genético, especies potencialmente patogenas, y clinicamente relevantes para la
medicina veterinaria. Coincidente con hallazgos similares en estudios recientes (Di
Cesare et al., 2023; La Rosa et al., 2025) donde se comprueba el rol que cumplen
estos ecosistemas en la adquisicion de genes de resistencia. Sin embargo, se
sugieren estudios con tecnologias de secuenciacidn mas modernas y actualizadas,
que permitan obtener secuencias de mayor numero de pares de bases (mayor
tamano) y nos permita obtener informacién mas completa con relacion a cada genoma
y sus respectivas secuencias. De esta forma, podemos complementar espacios

vacios en las secuencias y a su vez dejar un menor margen de error dentro del estudio.

La abundancia de genes relacionados con resistencia a betalactamicos, como los
identificados en multiples humedales (por ejemplo., blaOXA, blaFOX, cphA), coincide
con estudios recientes en ambientes bajo influencia antropogénica, donde el uso
intensivo de antibidticos en medicina, la agricultura cercana a vertientes de agua,
pisciculturas cercanas a sitios de agua y en algunos casos la expresion repentina de
estos genes promueve la aparicion de cepas resistentes (Zhuang et al., 2021).
Estudios anteriores evidenciaron patrones similares a alta tendencia de genes de
resistencia a betalactamicos en ambientes acuaticos urbanos de la Region de Los
Lagos (Campanini et al., 2024). Ademas, los residuos que son liberados al ambiente
por la ganaderia o la piscicultura son cada vez mayores (Kim et al., 2023), por lo que
Su presencia en ambiente acuaticos ambientales son el factor numero uno indicativo
de diseminacién aguas residuales en contacto con efluentes naturales (Sivalingam et
al., 2024)

Uno de los hallazgos particulares de este punto fue la deteccion del gen mcr (Mobile
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Colistin Resistance), asociado a resistencia a Colistina, en el humedal Rupallan. La
Colistina es uno de los antibiéticos de ultima linea, empleados en casos de infecciones
multirresistentes, por lo que su deteccion en ambientes urbanos es un riesgo sanitario.
El gen mcr se encuentra principalmente en plasmidos, por lo que su diseminacion
facilmente genera resistencia en otras bacterias (OMS, 2016). Actualmente en Chile
no hay estudios recientes referentes a la prevalencia de este gen, sin embargo,
Martino et al. (2024) informan que existen tasas notables en Argentina (4,2%
en aislamientos de E. coli). Geograficamente, el gen abarca seis continentes, con una
alta incidencia de casos en Asia y Europa. La prevalencia multifacética de China,
desde la clinica (7,5 % en pacientes hospitalizados) (Zhong et al., 2018) hasta la
ambiental (100 % en muestras de rios) (Yang et al., 2017), refleja su papel como foco
de infeccidn. Por el contrario, regiones como EE. UU. y Suiza reportan una deteccion
minima, ausencia variable o una gestion ineficaz en toma de muestras (Mavrici et al.,
2017; Zurfluh et al., 2017). Este hallazgo refuerza la relevancia clinica y plantea serias
implicancias para la salud publica y animal bajo el enfoque de Una Salud.

El analisis de factores de virulencia arrojo un total de 156 genes, siendo los humedales
de El Loto y Luis Ebel los que tuvieron una mayor concentracion de estos genes. La
presencia de genes como hipA, ccdB y relE, vinculados a la induccion de estados
persistentes y dafio al ADN, sugiere la existencia de mecanismos adaptativos que
favorecen la supervivencia bacteriana en ambientes estresantes. Este sistema,
conocido como toxina-antitoxina, se ha estudiados por su rol en la tolerancia a
antibidticos y persistencia intracelular, lo cual complica las infecciones crénicas (Page
& Peti, 2016). Ademas, la deteccion de genes relacionados con movilidad bacteriana
y adhesién, como fliG, cheY y TcpE, los cuales incrementan la capacidad de
colonizacion de los microorganismos, y también potencian su virulencia en
hospedadores, incluyendo especies de interés veterinario. La alta carga de estos
genes en ambientes urbanos confirma que los humedales pueden actuar como
reservorios activos de microorganismos con potencial zoonético.

En cuanto a elementos genéticos moviles (MGE), la identificacion de mas de 120
plasmidos por humedal, en promedio, revela una carga genética mévil muy alta
presente en estos ecosistemas. La abundancia es preocupante considerando que
muchos de estos plasmidos portan genes asociados a resistencia antimicrobiana y

39



virulencia, lo que los posiciona como vectores clave en la transferencia horizontal de
genes entre especies bacterianas. El uso de PROKKA permitié también reconocer
mecanismos completos, por ejemplo, médulos de resistencia mas genes reguladores
adyacentes que aumentan la probabilidad de expresidn funcional de estos genes en
hospedadores. Este es un hallazgo clave porque, aunque no se confirma totalmente
la funcién fenotipica, en un contexto genético, se indica la posibilidad veridica de
transferencia y activacion en cepas bacterianas receptoras de estos genes, tanto en
microorganismos ambientales como patogenos.
Al utilizar la herramienta plaSquid se logr6 no solo detectar estos elementos
(plasmidos), sino también asociarlos con bacterias patdgenas relevantes como
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Aeromonas
caviae. Todas ellas tienen un historial clinico de infecciones en animales y humanos,
lo cual eleva la preocupacién sobre el potencial zoondético de los elementos genéticos
encontrados. Cabe mencionar que la presencia de estos plasmidos en el ambiente no
confirma la existencia activa de este tipo de bacteria, pero si evidencia que los genes
relacionados con ellas circulan en la comunidad microbiana de estos ambientes. Sin
embargo, no se puede descartar la presencia de elementos genéticos moviles con
potencial para ser candidatos a genes no descritos, debido principalmente a que el
software utilizado solamente puede reconocer los elementos presentes en su base de
datos (plasmidos).
Aunque los plasmidos tienden a ser los MGEs mas faciles de traspasarse entre
microorganismos, ya mencionamos antes que no son los unicos, por lo cual la falta de
software especificos limita el estudio de otros elementos genéticos moviles
relacionados con la transferencia horizontal de genes.
Estudios recientes han demostrado que los plasmidos pueden persistir en el ambiente
por largos periodos de tiempo, dependiendo de condicionantes ambientales,
favoreciendo el intercambio genético entre cepas ambientales y patégenas
(Rozwandowicz et al., 2018). Esto refuerza aun mas la necesidad de monitorear estos
elementos mediante estudios especificos como parte integral de la vigilancia
epidemiologica en medio ambientes naturales, especialmente en ecosistemas
urbanos como los humedales representados en este estudio.
La aplicacion de la herramienta ABRIcate en las secuencias plasmidicas permitié
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identificar una amplia gama de genes asociados a resistencia antimicrobiana y
factores de virulencia. Se logré determinar que los plasmidos recuperados desde los
humedales urbanos portaban genes relevantes desde el punto de vista clinico y
veterinario, tales como blaOXA-296, blaJOHN-1, mcr-4.3, tet(H), ogxB, entre otros.
Estos genes confieren resistencia a grupos antimicrobianos criticos, como
betalactamicos, colistina, quinolonas y tetraciclinas, todos ellos catalogados por la
OMS como de alta prioridad en la lucha contra la resistencia bacteriana. Ademas,
ABRIcate permitié reconocer genes de virulencia en estos plasmidos, como vgrG1,
virB11 e hipA, los que estan involucrados en funciones como la secrecion de toxinas,
persistencia intracelular y evasion de la respuesta inmune del hospedador. Esta
concurrencia de genes de resistencia y virulencia en el mismo plasmido representa la
evolucion que existe en la transferencia horizontal de genes y representa sin dudas
un riesgo sanitario importante, ya que combina la capacidad de causar enfermedad
con la posibilidad de sobrevivir a tratamientos antimicrobianos.
Los resultados de este estudio permiten establecer que los humedales urbanos
estudiados de la Region de Los Lagos actualmente estan funcionando como un
reservorio ecologico de genes de resistencia antimicrobiana y virulencia, coincide con
los hallazgos descritos por Opitz et al. (2024) en la zona, asi como Mao et al. (2025)
en Hong Kong o incluso Mirsalami et al. (2025) en Iran, en aguas continentales. El
hecho de que coincidan los hallazgos de ABRIcate tanto en los MAGs, como en los
plasmidos, llama especialmente la atencidn, ya que nos esta indicando positivamente
la probabilidad de que el intercambio genético se esta efectuando activamente en
estos habitats, y ya se pueden evidenciar integrado a nivel del genoma de diversas
especies de microorganismos. Por supuesto, esto convierte a los humedales en un
potencial punto caliente de organismos multirresistentes, representando una amenaza
para la salud humana, animal y ambiental.
Es en este punto que el enfoque Una Salud cobra vital importancia para la vigilancia
sanitaria de estos ecosistemas ubicados en zonas donde existe una alta interaccion
entre los seres humanos, las mascotas, la fauna silvestre y los animales productivos,
por lo que se puede deducir de esta investigacion, existe un riesgo real debido a la
transferencia de genes perjudiciales para la salud en especies patdgenas de
relevancia médica.
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No hay que olvidar la presion antropogénica, como las descargas ilegales de aguas
servidas, escorrentias agricolas y residuos domiciliarios que favorecen y contribuyen
a la seleccion de bacterias con rasgos genéticos resistentes y virulentos, capaces
incluso de aumentar sus capacidades de patogenicidad indirectamente. La evidencia
presente en este estudio y otros similares realizados en China (Zhang et al., 2025),
Japon (Xiao et al., 2025), Europa (Sivalingam et al., 2024; Wang et al., 2021; Chen et
al., 2019), Sudamérica (Urrea et al., 2025) y otras partes del planeta, plantean la
necesidad de implementar estos ambientes acuaticos en estrategias de monitoreo
microbiolégico ambiental, sobre todo por los cambios producidos en la actualidad
como el cambio climatico y la expansion urbana.

A pesar de los hallazgos significativos de este trabajo, este estudio presenta ciertas
limitaciones que hay que considerar. En primera instancia, si bien las secuenciaciones
metagenomicas permiten detectar una amplia gama de genes, no nos permite
confirmar la expresion fenotipica de estos mismos, por lo que no se puede asegurar
su funcionalidad in vivo. Ademas, la reconstrucciéon de genomas desde metagenomas
(MAG) utilizando el tipo de secuenciacion de metagenomica de escopeta, la cual es
una secuenciacion de segunda generacion, no nos permite (en la mayoria de los
casos) obtener genomas completamente veridicos y sélo se basa mayormente en el
sistema de probabilidades implementado para cada software. Esto se debe
principalmente a que sélo nos permite obtener secuencias cortas de entre 25 y 400
pb, lo cual genera que la lectura de secuencias se vea limitada ante las repeticiones
en tandem del ADN. Esto puede causar errores en la lectura en forma de espacios y
complicaciones en el ensamblaje final, Rojas-Villalta et al. (2024) discuten las ventajas
y limitaciones de plataformas como lllumina, PacBio y Oxford Nanopore. En ese
sentido, destacamos nuevamente que este estudio se realizé en base a secuenciacion
de segunda generacion, y en la actualidad la sugerencia es complementar estas
lecturas con secuencias de molécula larga, también conocidas como tercera
generacion de secuenciacion. El estudio de co-ensamblaje de ambas tecnologias nos
permite tener descripciones mas completas (Chakrawarti et al. 2024; Krakau et al.
2022; Ye et al. 2022).

Otra limitacion importante son las dependencias de las bases de datos publicas para
la clasificacidon taxondmica y funcional. Muchos MAGs y genes quedaron sin identificar
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o sin clasificar debido a la ausencia de informacion gendémica homodloga, lo cual
restringe el alcance interpretativo de aquellos elementos gendmicos considerados en
esta investigacion como candidatos a no descritos anteriormente. Lo cual sugiere la
necesidad de ampliar y diversificar las bases de datos actuales esencialmente con
material proveniente de ambientes naturales y en Ameérica del Sur.

En un futuro se recomienda complementar este tipo de investigacién, con estudios de
metatranscriptomicos o inclusive con ensayos fenotipicos in vitro, asi se podria validar
la calidad de los genes detectados. Del mismo modo, la implementacion de técnicas
de cultivo bacterioldgico aislado y dirigido que permitan comprender las caracteristicas
y funcionalidad de especies candidatas a nuevas descripciones o incluso evaluar el
riesgo real de diseminacidén genética en modelos experimentales.

Por ultimo, se sugiere implementar planes de vigilancia epidemiolégica sistematica en
humedales urbanos de la Region de Los Lagos, el pais y el mundo, integrando
especificamente el enfoque Una Salud con herramientas de vigilancia gendmica, con
el fin de identificar a tiempo patdgenos resistentes y mejorar la respuesta sanitaria

global.

A

Figura 6: Diagrama descriptivo de los principales hallazgos bacteriologicos y
genomicos del estudio. Donde se describen 4 humedales en particular; Marina
(mayor cantidad de genes y genes plasmidicos), Rupallan (presencia del gen mcr-
4.3), Antifiir (presencia de Aeromonas salmonicida), Luis Ebel (presencia de Yersinia
enterocolitica).
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7. Conclusiones

Este estudio logré ensamblar 40 genomas desde metagenomas (MAGs) en muestras
metagenomicas obtenidas de humedales urbanos de la Region de Los Lagos para
especies de interés veterinario, como, por ejemplo: Aeromonas salmonicida, Yersinia
enterocolitica, Morganella morganii, Providencia heimbachae, Hafnia alvei,
Ignatzschineria rhizosphaerae, Serratia proteamaculans, afectando gran variedad de
especies animales. Las demas especies aisladas no tienen relevancia etiologica, pero
si presentan importancia debido a ser portadoras de genes de resistencia, tales como
Acinetobacter bohemicus, Acinetobacter albensis, Rouxiella badensis, etc.

Nuestro estudio demostro la amplia variabilidad de especies bacterianas presente en
estos nichos microbianos acuaticos debido a que se lograron reconocer un total de 25
de los 40 MAGs ensamblado, es decir, el 62,5% de los genomas ensamblados
pudieron ser clasificados taxondmicamente, mientras que el 37,5% restante funcionan
como potenciales especies no descritas en los humedales urbanos de la Region de
Los Lagos.

Se describieron elementos genéticos moviles pertenecientes a plasmidos de los 13
humedales urbanos incluidos en este estudio, de los cuales se pudo obtener genes
vinculados con la resistencia antimicrobiana a familias como betalactamicos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrélidos, polimixinas. Ademas, se lograron
identificar plasmidos pertenecientes a especies especialmente patdégenas para
animales y humanos como Yersinia enterocolitica subs. Enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa y Brucella Melitensis. Por ultimo, se detectaron genes codificantes sin
clasificacion, pertenecientes a multiples especies e indicadores potenciales de
elementos genéticos maoviles y funcionales no descritos.

Este estudio no solo logré cumplir con su objetivo principal, sino que también sento
las bases para futuras investigaciones en los campos de la ecologia microbiana y la
medicina veterinaria en entornos de humedales urbanos. Los resultados obtenidos
destacan la importancia de estos ecosistemas como reservorios de microorganismos
con potencial impacto veterinario, resaltando a su vez la necesidad de una vigilancia

permanente para mitigar eventuales riesgos sanitarios.
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9. Anexos

9.1 Anexo 1. Lista de software comunmente utilizados en bioinformatica para el

estudio de secuencias genoémicas.

Accion Programa Sitio web
Asignacion taxonomica  RDP https://rdp.cme.msu.edu/
Greengenes http://greengenes.secondgenome.com/
Silva www.arb-silva.de
Calidad de secuencia FastQC www.bioinformatics.babraham.ac.uk
TRIMMOMATIC http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
PRINSEQ http://prinseq.sourceforge.net/
Identificacion K-merFinder www.genomicepidemiology.org
BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
MEGAN http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/malt
Kraken https://ccb.jhu.edu/software/kraken/
Ensamblado SPAdes http://bioinf.spbau.ru/spades
Velvet www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet
MIRA www.chevreux.org/projects.mira.html
Alineamiento Mauve http://darlinglab.org/mauve/mauve.html
Visualizacion ACT www.sanger.ac.uk/science/tools
Artemis www.sanger.ac.uk/science/tools
Clustalw www.genome. jp/tools/clustalw
BRIG http://brig.sourceforge.net/
Anotacion Prokka https://github.com/tseemann/prokka
RAST http://rast.nmpdr.org
Prodigal https://github.com/hyattpd/prodigal/wiki
Mapeado Bowtie http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
BWA http://bio-bwa.sourceforge.net/
Filogenia FastTree www.microbesonline.org/fasttree/
SNPTree www.genomicepidemiology.org
iToL http://itol.embl.de/
Resistencia ARDB https://ardb.cbcb.umd.edu
CARD https://card.mcmaster.ca
ResFinder https:/ /cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
Abricate https://github.com/tseemann/abricate
ARG-ANNOT http://www.mediterranee-infection.com/article.php?laref=282&titre=arg-annot
PointFinder https://bitbucket.org/genomicepidemiology/pointfinder
SNP Samtools www.htslib.org
VarScan http://dkoboldt.github.io/varscan/
GATK https://software.broadinstitute.org/gatk/
Snippy https://github.com/tseemann/snippy
Plasmidos PlasmidFinder https://cge.cbs.dtu.dk//services/PlasmidFinder/
PlasmidSPAdes http://cab.spbu.ru/software/plasmid-spades/
PLACNETW https://castillo.dicom.unican.es/upload/
Plasmid MLST https://pubmist.org/plasmid/
Tipado BIGSdb http://bigsdb.readthedocs.io
EnteroBase https://enterobase.warwick.ac.uk
MLST http://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
Virulencia VFDB www.mgc.ac.cn/VFs
VirulenceFinder ~ www.genomicepidemiology.org
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Nota. Adaptado de: “Aplicacion de la secuenciacion masiva y la bioinformatica al
diagndstico microbiolégico clinico”, por M Hernandez, 2020, Revista Argentina de
Microbiologia, 52(2), p. 156, (https://doi.org/10.1016/J.RAM.2019.06.003).
Derechos reservados 2020 para Asociacion Argentina de Microbiologia.

9.2 Anexo 2. Ejemplo de un archivo “.stats” en las salidas de MetaWRAP después
de su modulo de refinamiento. A continuacion, se muestran las estadisticas
genomicas de los bin obtenidos previo al proceso de seleccion de los mejores en
términos de completitud y contaminacion. Con esta informacion se realiza la

selecciéon de los mejores bins.

bin completitud contaminacion GC linaje N50 tamafio

bin.5 100.0 1.6 0.311 Euryarchaeota 12686 1705532
bin.4 99.32 1.3 0.408 Clostridiales 58825 2083650
bin.14 86.69 5.9 0.293 Bacteria 3754 2199676
bin.6 86.22 2.348 0.371 Clostridiales 4283 2055792
bin.8 83.16 2.516 0.446 Clostridiales 2723 1467846
bin.2 80.34 0.0 0.469 Bacteria 11936 3579466
bin.9 76.57 2.648 0.425 Selenomonadales 3155 1796524
bin.13 74.82 1.710 0.435 Bacteroidales 7456 3643185
bin.3 74.53 0.377 0.284 Clostridiales 10440 1241933
bin.10 65.78 0.0 0.263 Bacteria 3045 1159966
bin.11 64.85 3.776 0.417 Bacteroidales 2086 3103352
bin.1 57.36 0.0 0.430 Bacteria 4628 2673426
bin.7 52.94 1.724 0.501 Bacteria 3614 1465011

Nota: Adaptado de MetaWRARP: un proceso flexible para el analisis de datos
metagendmicos resueltos por genoma (Uritskiy et al., 2018).
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