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Resumen de la tesis que presenta Israel Mateo Sanchez Leyva, como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina

Estudio de las comunidades microbianas asociadas a ambientes geotermales de la falla Wagner, golfo de
California

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncién Lago Leston
Directora de tesis

La falla Wagner es parte del sistema de fallas del golfo de California localizado en la zona norte del golfo. La falla
presenta alta actividad termal y de emisidon de gases en la frontera este de la cuenca Wagner, lo que la convierte
en un sitio de interés para realizar estudios sobre la adaptacién microbiana a condiciones extremas. En este
trabajo se analizaron muestras de sedimento colectadas durante la campafia oceanografica Geotermia |l realizada
de septiembre a octubre del 2015. Se estudiaron muestras tomadas hasta una profundidad de 2.2 metros bajo la
superficie del suelo marino y que mostraron gradientes de temperatura a lo largo de la columna sedimentaria,
siendo la temperatura maxima registrada de 99 °C en las secciones mas profundas. Se analizaron las muestras
provenientes de 3 estaciones de muestreo, donde se obtuvieron 2 nucleos por estacion, los cuales presentaban
diferencias en temperatura entre nucleos. Cada nucleo se secciond cada 20 centimetros y cada seccién fue
liofilizada. Para el analisis metagendmico se extrajo el ADN total de 66 muestras independientes, se amplifico la
region hipervariable V4 del gen de la subunidad 16S de ARNr y se secuencid utilizando la plataforma MiSeq de
lllumina. En total se analizaron un total de 2.2 millones de secuencias, de las cuales se obtuvieron 1,706 OTUs
distintos (1,336 bacterianos, 278 de arqueas y 92 sin asignar). Los resultados indicaron que las zonas mas calientes
presentan una baja diversidad de microrganismos, y que es la profundidad la caracteristica que influye mas en el
patrén de distribucién de la muestra. También se observan diferencias entre las comunidades de los nucleos frios
y los nucleos calientes y a lo largo del perfil de profundidad. Solo las secciones mas superficiales, las de los 20
primeros centimetros, son las que mostraron unas comunidades muy parecidas entre todas las estaciones.

Palabras clave: Sedimentos Geotermales, Metagendmica, ARNr 16S, Extremoéfilos, Secuenciacion masiva.



Abstract of the thesis presented by Israel Mateo Sdnchez Leyva as a partial requirement to obtain the Master of

Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology

Study of the microbial communities associated to geothermal environments of the Wagner fault, Gulf of
California

Abstract approved by:

Dra. Maria Asuncién Lago Leston
Thesis director

The Wagner fault is part of the Gulf of California fault system located in the Northern area. This fault has high
thermal and gas seepage activities at the Eastern border of the Wagner basin, which makes it an interesting site
for the study of microbial adaptation to extreme conditions. In this work, sediment samples collected during the
Geotermia Il oceanographic campaign (September-October, 2015) were analyzed. The studied samples were taken
up to 2.2 meters below the seafloor and with different temperature gradients along the sedimentary column, with
the highest temperature registered at 99 °C at the deepest sections. Samples from three sample stations were
analyzed, from which were obtained two cores that presented differences in temperature. Each core was
sectioned every 20 centimeters and each section was lyophilized. For metagenomic analysis, total DNA from 66
independent samples was extracted; the hypervariable region V4 was amplified from the 16S rRNA subunit and,
the samples were sequenced using the lllumina MiSeq platform. A total of 2.2 million sequences were analyzed
from which was obtained 1,706 OTUs (1,336 bacterial; 278 archaeal; and 92 unassigned). Results showed that the
warmer regions have lower microorganism diversity and, that depth is crucial for the distribution pattern of the
sample. It also was observed differences between microbial communities in the cold and hot core along the depth
profile. Only the more superficial sections, i.e., the first 20 centimeters, showed very similar communities between
all stations.

Key words: Geothermal Sediments, Geothermal, Metagenomics, 16S rRNA, Extremophiles, High-throughput
Sequencing.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Antecedentes

1.1.1. Sedimentos marinos

Los sedimentos marinos son un habitat que comprende 4.5 x 10" m® en todo el mundo representando,
en volumen, el segundo habitat mas vasto del océano, después de la corteza ocednica (Lever M., 2013).
Presentan un amplio rango de temperaturas que varia desde zonas muy frias (0-3 °C) a zonas muy
calientes (hasta 400 °C) cuando estan cerca de dareas geo e hidrotermales y en las cuales se ha
observado la presencia de microorganismos capaces de tolerar tales temperaturas (Orcutt et al., 2011).
Los sedimentos pueden clasificarse de dos maneras: de acuerdo a su localizacion en relacién al nivel del
mar y de acuerdo a la profundidad de la columna sedimentaria. Segun su localizacién en la columna de
agua existen dos clasificaciones: los sedimentos profundos y los sedimentos someros. Esta clasificacion
se debe a la capacidad de penetracién de la luz en el agua, asi los mas someros se encuentran en la zona
fotica (generalmente <200 metros bajo la superficie del mar (mbsm)), mientras que los profundos se
encuentran en la zona afética del océano, sin embargo, esto varia dependiendo de las caracteristicas de
la penetracion luminica relacionada con la turbidez en cada regidon (D’Hondt et al., 2004). La segunda
clasificacion estd en relacion a la profundidad de la columna sedimentaria, ésta puede variar desde
centimetros hasta kildmetros dependiendo de la tasa de sedimentacidn caracteristica de cada regién, y
muchos de los autores los clasifican en superficiales o subsuperficiales. Los primeros se encuentran a
menos de 1.5 metros bajo el fondo marino (mbfm) y generalmente presentan una mayor productividad
biolégica y reciben una mayor aportacién de materia orgdnica, mientras que los sedimentos
subsuperficiales se encuentran a profundidades mayores, generalmente son andxicos, y se ha
observado que presentan una gran abundancia microbiana, asi como alta diversidad de actividades

metabdlicas (Orcutt et al., 2011).

Las comunidades microbianas en los sedimentos subsuperficiales contienen taxones que habitan un
amplio espectro de ambientes redox, sin embargo algunos taxones parecen exhibir una preferencia por
ambientes subsuperficiales especificos, por lo cual se cree que podria existir una estratificacion de

microambientes a lo largo de la columna sedimentaria (D’Hondt et al., 2004).



1.1.2. Interacciones biogeoquimicas

Los microorganismos son los mediadores de los ciclos biogeoquimicos del carbono, azufre, hierro y
nitrégeno, entre otros. Su actividad metabdlica se lleva a cabo por el acoplamiento de reacciones de
oxido-reduccion la cual depende de la especiacion de donadores y aceptores de electrones. Los
donadores de electrones mas comunes son la materia organica, el hidréogeno, el metano, los
compuestos reducidos del azufre, el hierro, el manganeso reducido y el amonio. Los aceptores de
electrones mds comunes en estos ambientes son el oxigeno, el nitrato, el nitrito, los dxidos de
manganeso y el hierro, también los compuestos oxidados del azufre, el azufre elemental, el tiosulfato, el
dioxido de carbono y los compuestos organicos halogenados (Orcutt et al., 2011). En los sedimentos la
disponibilidad y concentracién de los nutrientes depende de procesos diagenéticos de difusidon y
adveccién, que pueden ser mediados por factores bidticos o abidticos, como es la bioturbacién, la
bioirrigacidn, la compactacion o la pirolisis, estos provocan una zonacidn espacial y temporal de los
sustratos (Boudreau, 1997). En sedimentos marinos esta zonacion esta muy bien caracterizada, y se ha
descrito una cascada de uso preferente de donadores de electrones en un gradiente de tasas
metabdlicas. El intercambio quimico se da en su mayoria por difusion molecular, sin embargo este se
puede ver afectado por procesos advectivos como la bioturbacién y bioirrigacién producidos por los
animales en la superficie y por la migracién de fluidos, como los lodos fluidizados y los gases,
procedentes de reservorios profundos producidos por fallas y fracturas en el sedimento (Bouderau,

1997).

1.1.3. Microorganismos del suelo marino

La diversidad de microorganismos que habitan ciertos estratos del subsuelo marino esta condicionada
por varios factores, entre ellos la disponibilidad de nutrientes. La concentracién de estos nutrientes en
el suelo puede variar en pocos centimetros y a su vez, al ser consumidos por los microorganismos
circundantes, desencadena un gradiente de actividad microbiana a medida que son metabolizados. Los
microorganismos poseen diversos mecanismos de obtencidon de energia a partir de los sustratos que
estén a su disposicion. Los microorganismos fotosintéticos pueden aprovechar la luz para catalizar
diversos procesos celulares y generar polisacaridos para el almacenamiento de esta energia, como es el
caso de las micro y macroalgas, bacterias verde-azules y purpura. Por otra parte, los organismos

guimiosintéticos aprovechan la energia que se encuentra en los compuestos quimicos como el sulfato y



el metano, y algunos de ellos son capaces de utilizar el acido sulfhidrico que emana de ventilas
hidrotermales en el fondo marino, y otros pueden metabolizar el hidrégeno proveniente de areas

geotermales.

Ademads de la disponibilidad de los componentes quimicos presentes en los sedimentos, la temperatura
también es un factor determinante en la estructura de las comunidades de microorganismos. Los
microorganismos que son capaces de vivir a temperaturas elevadas se conocen como termofilos.
Wagner and Wiegel (2008), los clasificaron en varias categorias segin la temperatura del area
geotérmica natural en donde se encuentran, como las ventilas hidrotermales del mar profundo y
fuentes hidrotermales. Estas categorias fueron: termdéfilos, cuando presentan un crecimiento dptimo a
50 °C o mas, termdfilos extremos (con un crecimiento perferente entre los 65 y 79 °C) y los

hipertermofilos (cuando son capaces de crecer por encima de 80 °C).

El estudio de organismos adaptados a estos ambientes tan duros nos da informacidon sobre su
flexibilidad metabdlica (Badhai et al., 2015) y convierte a los microorganismos termoéfilos y a sus

proteinas termoestables en interesantes desde el punto de vista biotecnoldgico e industrial.

1.1.4. Técnicas de secuenciacion masiva

Existe una diversidad de técnicas para el estudio de las comunidades microbianas. Tradicionalmente se
han venido utilizando técnicas de cultivo, donde las muestras provenientes de los diversos ambientes se
enriquecian en medios que contienen los nutrientes necesarios para el desarrollo de los
microorganismos. Sin embargo, solo un pequefio porcentaje de los microorganismos son cultivables en
condiciones de laboratorio. Los recientes avances en técnicas independientes de cultivo, como la
secuenciacién masiva, ha proporcionado informacién relevante en torno a la biodiversidad y las
interacciones ecoldgicas de los microorganismos en diferentes nichos, asi como de su participacién en
los ciclos biogeoquimicos a escala global (Anantharaman et al., 2016). Gracias al estudio de los acidos
nucleicos se han desvelado multiples aspectos de la vida microbiana, desde su taxonomia mediante la
secuenciacién de genes del ARN ribosomal (ARNr), su metabolismo potencial mediante técnicas de
secuenciacién fragmentada, e incluso determinar que genes se estan expresando en determinado

momento mediante la secuenciacion del ARN.

El “metabarcoding” o secuenciacién del gen del ARNr es una de las técnicas mas eficientes para

determinar cudles son las poblaciones microbianas que existen en determinado ambiente. Esta técnica



consiste en la extraccién del ADN total presente en una muestra, seguido por la amplificacion del gen o
region de interés, y su posterior secuenciacién. Las regiones de interés mas usadas y que son
taxonémicamente informativas son: la regién de la subunidad 16S del gen del ARNr, en el caso de
bacterias y arqueas, la 18S en el caso de eucariotas y la regién ITS, la mas usada para el estudio de
hongos. Hoy en dia el desarrollo de las tecnologias de secuenciaciéon nos permiten obtener hasta 400
Gigabases por corrida (lllumina, 2018), lecturas de hasta 10,000 pares de bases por secuencia (PacBlo,
2018) con una alta calidad de las secuencias obtenidas (Q30 > 85%, 1 error cada 1000 bases),
dependiendo del tipo de tecnologia empleada. El uso de estas tecnologias se puede optimizar para
obtener un mejor rendimiento mediante el uso de secuenciacidon por extremos pareados, donde un
extremo de la secuencia es leido en un primer ciclo y posteriormente se lee el otro extremo en un
segundo ciclo (Caporaso, 2012). También se ha utilizado la técnica de indices pareados para incrementar
el nimero de muestras que pueden incorporarse en una sola corrida de secuenciacién, esto se refiere al
uso de identificadores Unicos en ambos extremos de la secuencia por muestra, con solo tan solo 22
indices diferentes se pueden incorporar 117 muestras diferentes en una sola corrida de secuenciacion
(Kozich, 2013). Sin embargo, existen diferentes retos a superar cuando se utilizan este tipo de
tecnologias, uno de ellos es la formacién de quimeras, introducidas durante la etapa de amplificacidn,
son aquellas secuencias que pertenecen a dos unidades taxondmicas operacionales (OTUs, por sus siglas
en inglés) diferentes y solo pueden ser detectados mediante el uso de herramientas bioinformaticas.
Durante la etapa de secuenciacion se ha detectado que en ocasiones la diversidad en las muestras
estudiadas no es suficiente para cubrir la celda de secuenciacion, lo que ocasiona que la secuenciacién
no pueda ser completada debido a errores en la lectura de la emisidon luminica, para esto se ha
incorporado el uso de bibliotecas sintéticas, como una comunidad simulada o el uso de bibliotecas

generadas a partir del genoma del virus PhiX (lllumina, 2018).

1.1.5. Golfo de California

El golfo de California (GdeC), esta localizado entre la peninsula de California y los estads de Sonora y
Sinaloa, México. El GdeC se formd como resultado del desplazamiento de placas tecténicas, dando
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como resultado la formacion de cuencas submarinas del “tipo rift”, las cuales estan unidas por fallas de
transformacion largas y centros de dispersion cortos, hace aproximadamente 6 Ma (Lonsdale, 1989;
Aragén-Arreola et al., 2005). A lo largo del GdeC existen diferentes elementos tecténicos que presentan
actividad hidrotermal en torno a las diferentes cuencas. Entre ellas se encuentran las cuencas de

Guaymas y Yaqui, en el Sur y las cuencas Delfin, Wagner y Consag en el norte (Lonsdale et. al 1989;

Persuad et al. 2000).



Dentro del GdeC la cuenca mds estudiada en términos de diversidad microbiana es la cuenca de
Guaymas. El estudio de los microorganismos presentes en esta cuenca ha sido sobre todo mediante el
uso de técnicas microbioldgicas y moleculares. Gracias al andlisis de las secuencias de los genes de las
subunidades 16S y 18S del ARN ribosomal (Karl et al., 1988; Edgecomb et al., 2002; Teske et al., 2002),
se han encontrado una gran variedad de organismos dentro de los tres dominios de la vida, incluyendo
arqueas, metandgenas hipertermofilos reductoras de azufre del género Archaeoglobus, Methanopyrus y
Methanococcus, algunas bacterias anaerobias reductoras de azufre con la capacidad de degradar
alcanos, compuestos aromaticos y 4cidos grasos, algunas bacterias aerobias degradadoras de
hidrocarburos, especialmente acidos carboxilicos aromaticos ademds de algunos simbiontes de bivalvos
oxidantes de azufre, y eucariotas especialistas de ambientes hidrotermales que carecen de peroxisomas

y mitocondrias (Karl et al., 1988; Bazylinski et al., 1989;Edgecomb et al.,2002; Teske et al., 2002)
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Figura 1 Localizacidn de las cuencas Wagner y Consag, y sus fallas. (Fuente: Prol-Ledesma, 2013)



1.1.6. Cuenca Wagner

Las cuencas Wagner y Consag se han estudiado por su posible aprovechamiento en la produccion de
energia geotérmica. En 1986 se realizaron estudios de geomorfologia, oceanografia, geofisica, geologia,
geoquimica y sedimentologia en la cuenca Wagner, donde se observaron monticulos de lodo, descargas
de gases (butano) e hidrocarburos y altas temperaturas en la columna de agua (hasta 200 °C a los 180
m). Ademas, se detectd azufre, hierro y niquel en las muestras de sedimento (Grijalva, 1986). En
investigaciones mas recientes se han detectado flujos de calor entre los 16 y 15,436 MWm? (promedio
1,875 MWm?), lo que sugiere, aunando la intensa actividad sismica de la zona, la presencia de sistemas
geotermales (Prol-Ledesma, 2013). Se ha reportado la presencia de emanaciones de CH,; y CO,, que a su
vez provocan acidificacién en las cercanias de las emanaciones (pH de 7.55 — 7.85, 8.29 superficial) de
20 a 50 m del fondo submarino en un &rea aproximada de 2,000 km?. Cabe destacar la presencia de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, por sus siglas en inglés) en estos sitios, asi como presencia
de compuestos que se han relacionado con la presencia de microorganismos pertenecientes al filo
Crenarcheota (Prol-Ledesma, 2013). Un estudio presentado en una conferencia sobre las comunidades
de arqueas en diferentes puntos de la cuenca Wagner realizado por Perez-Villaltoro et al. (2017),
identificé que las clases Methanobacteria y Thermoprotei dominaban en estos ambientes (20% y 24%),
ademas de la presencia de secuencias que correspondian al grupo Lokiarchaeota, el cual es un grupo
ancestral que estd relacionado filogenéticamente con las eucariotas y que se ha descrito como un
eslabon importante para el estudio de los mecanismos por los cuales se llevé a cabo la eukaryogenesis

(Spang et al., 2015).

1.2. Justificacion

La abundancia y diversidad microbiana procariota que habita en los sedimentos geotermales de la
cuenca Wagner ha sido muy poco estudiada. Estudiar los microorganismos que estan adaptados a estos
ambientes tan extremos implica la oportunidad de descubrir nuevas bacterias y arqueas que posean
nuevas enzimas o metabolitos de interés biotecnolédgico y, al mismo tiempo, poder entender los

mecanismos para la adaptacién a condiciones tan extremas para la vida.



1.3. Hipotesis

La abundancia y diversidad microbiana procariota en los sedimentos geotermales varia en funcion de la

profundidad y de los gradientes de temperatura que se presentan a los largo la columna sedimentaria .

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Caracterizar las comunidades microbianas procariontes de los sedimentos procedentes de dareas
geotermales de la falla Wagner, a diferentes profundidades de la columna sedimentaria y con diferentes

gradientes de temperatura, mediante técnicas de secuenciacién masiva.

1.4.2. Objetivos Especificos

Identificar las comunidades microbianas procariontes principales de las estaciones de muestreo,

mediante secuenciacién masiva de la region 16S del gen del ARNTr.

Comparar las comunidades microbianas procariontes entre las diferentes estaciones de muestreo y a lo

largo de la columna sedimentaria.

Realizar una inferencia funcional de las comunidades microbianas procariontes a partir de las secuencias
de la regién hipervariable V4 de la subunidad 16S del ARNr mediante el uso de herramientas

bioinformaticas



Capitulo 2. Metodologia

2.1. Muestreo

Las muestras de sedimento se obtuvieron durante el crucero Geotermia Il realizado del 24 de
septiembre al 8 de octubre del 2015, a bordo del buque oceanografico Alpha Helix. Las muestras se
colectaron utilizando nucleadores de gravedad en un total de 13 estaciones de muestreo con una
profundidad de penetracidon variable. Una vez recuperados los nucleos, estos se seccionaron y se
congelaron a -80 °C. Los nucleos colectados se mantuvieron congelados durante su transporte y
posteriormente en el laboratorio cortaron en secciones de 20 cm que posteriormente fueron
liofilizadas. Una vez liofilizadas, las muestras se preservaron en una camara libre de humedad hasta su

procesamiento.

Para este trabajo se eligieron muestras de tres estaciones: dos estaciones que presentaban altas
temperaturas entre 35 y 50 °C en la seccién superficial y hasta 92 y 99 °C en la parte mas profunda del
nucleo y que se encontraban en la frontera entre la cuenca Wagner y la falla Wagner. También se
selecciond una estacion control, cuya temperatura fluctuaba entre los 14 y 16 °C a lo largo de toda la
columna sedimentaria, y que estaba ubicada en el centro de la cuenca Wagner. La posicién y batimetria
de los nucleos de las estaciones utilizadas se muestran en la Figura 2 y sus coordenadas geogréficas y

temperaturas medias se indican en la Tabla 1.
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Figura 2 Localizacidn de las estaciones de muestreo con respecto a la falla Wagner. A la izquierda se indica la zona
del golfo de California donde se colectaron los nucleos y a la derecha se puede ver la posicién de los puntos de
colecta junto a la batimetria de la zona.



Tabla 1. Localizacion geografica de los puntos de donde se recolectaron los ndcleos analizados y sus temperaturas
promedio. F (ndcleo frio); C (nucleo caliente)

Niicleo Coordenadas Temperatura (°C)
Longitud Latitud Maxima Minima Promedio

E4N1 (F) 31°01.2105'N 114°10.041' W 16.5 14.7 151

E4N2 (F) 31°01.2007'N 114° 09.9344' W 16.8 14.9 15.6
E9N1 (F) 31°03.724' N 114° 05.159' W 421 23.9 325
E9N2 (C) 31°03.868' N 114° 05.155' W 921 354 66.93
E2N4 (F) 31°03.742' N 114° 05.204' W 46.7 25.4 35.8
E2N3 (C) 31°03.7627' N 114° 05.086' W 99 50 94.8

Por cada estacién se utilizaron dos nucleos que presentaban diferencias en sus temperaturas, uno de
ellos presentaba una temperatura mas alta, desde 50 a 99 °C en la estacion 2 (E2N3) y de 35a 83 °C en
la estacién 9 (E9N2) (nucleo “caliente”) y otro mostraba una temperatura mas baja (nucleo “frio”),
desde 25 a 42 °C en estacion 2 (E2N4) y de 24 a 37 °C en la estacion (E9N1). En la estacidén control,
estacion 4 (E4), ambos nucleos presentaban la misma temperatura (ambos eran nucleos frios) . En todos
los nucleos utilizados la profundidad analizada en la columna sedimentaria fue hasta los 2.2 metros. La
posicion, batimetria y temperaturas de los nucleos de las estaciones utilizadas se muestran en la Figura
2. Asimismo, en la Tabla 1 se indican los puntos georeferenciados de donde se extrajeron los nucleos

utilizados en esta tesis.
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Figura 3 Perfiles de temperaturas de las muestras colectadas. A la izquierda se muestra la ubicacion de los nucleos
colectados y la temperatura superficial del ndcleo mads caliente por estacion. A la derecha se muestran los perfiles
de temperatura de los nicleos analizados. En azul se indica la estacién 4 (E4), en amarillo la estacion 9 (E9) y en
rojo la estacién 2 (E2)



2.2. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN total a partir de 0.15 g de sedimento liofilizado por extraccién, utilizando el kit de

.y aTM
extraccion PowerSoil

(QIAGEN®) siguiendo el protocolo modificado que indicaba el fabricante. Esta
modificacién consistia en afiadir 200 pL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) en la etapa de
lisis. También se aumento el tiempo de lisis a 10 min, se afiadié alcohol etilico absoluto en la etapa de
union a la columna y se afiadid un lavado adicional con alcohol etilico absoluto antes del lavado final con

solucién C6. La elucidn final se separd en dos etapas una de 50 puL y una segunda de 30 L, teniendo un

volumen de elucién final de 80 pL.

La concentraciéon de ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria utilizando un NanoDrop™ Lite
(Thermo Scientific), a una longitud de onda de 260 nm y se midid la pureza mediante el indice
260nm/280nm. Se repitieron las mediciones en NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific), donde se verificd
el espectro de absorcién desde 220 nm hasta 350 nm para descartar la presencia de contaminantes. Se
utilizaron 2 pL de la extraccion de ADN por cada medicién. Se verificéd la calidad y la cantidad de las
extracciones mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, utilizando 10 pL de la extraccién de ADN
tefiido con GelRed',se afiidié una escalera HyperLadder™, con un tamafio de fragmentos que va desde
los 10 000 pares de bases hasta 200 pares de bases, en uno de los pozos vacios para poder discernir el
tamano de nuestros fragmentos de acidos nucleicos (Bioline), la electroforesis se llevd a cabo a 80V por

40 min, permitiendo que las bandas recorrieran aproximadamente 3 cm del pozo.

2.3. Concentracidn y purificacion del ADN

Las muestras mas profundas (100-220 cm) del nucleo caliente de la estacidon 2 (E2N3) mostraron un bajo
rendimiento en la extraccién de acidos nucleicos, lo que dificultaba su posterior amplificacién, por lo
cual se procedid a realizar extracciones por triplicado, estas extracciones se juntaron y posteriormente
se concentraron utilizando el kit de limpieza y purificacidon Genomic DNA clean & concentrator™ (Zymo

Research Corporation), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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2.4. Construccion de las bibliotecas de secuenciacion

Para la construccion de las bibliotecas se utilizé un enfoque de secuenciacién de extremos pareados
(paired-end) y de doble indexado propuesto por Kozich et al. (2013), en el cual la amplificacion y la
ligacion de los adaptadores se realizan en una Unica reaccion de PCR, ya que los primers incluyen los
adaptadores para la plataforma de secuenciacién, los indices, las secuencias PAD-linker, y los primers

especificos para el gen de la region V4 de la subunidad 16S del ARNr como se muestra en la Figura 4.

Forward primer construct

............. GAAGGTGAATTTACTCTGAA CACGGTCGKCGGCGCCATT.................TAATCTWTGGGVHCATCAGG TATGTCCACTCGTGGAACAT... -Strand
<p5 adapter><i5><padF><linkF> GTGCCAGCMGCCGCGGTAA->

V4 Amplicon
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GGTAAT AGCMGCCGCGGTAA. . ... ovvsss CC CGGCTGACTGAC ATGACGTATGCCGTCTTCTGCTTG
TTACTATGCCGCTGGTGGCTCTAGATGTG CATTAACACACGGTC! ATT....ovvevnnnnn TAATC! TGAC TAGAGCAT: GAAC

Reverse primer construct

............. CTTCCACTTAAATGAGACTT GTGCCAGCMGCCGCGGTAA. ..+ vvveusssss.. . ATTAGAWACCCBDGTAGTCC ATACAGGTGAGCACCTTGTA... +Strand
<-TAATCTWTGGGVHCATCAGG <linkR><padR><i7><p7 adapter>

Figura 4 Amplicon etiquetado para secuenciacién, se muestran los componentes del primer de amplificacidn, los
adaptadores P5 y P7 (33pb), los indices forward y reverse (8pb), la secuencia pad (10pb), la secuencia linker (2pb),
los primers gen especificos, modificado de Kozich et al. (2010).

Se amplificaron 20 ng de ADN utilizando una polimerasa MyTaq'" (Bioline) y los primers gen especificos
propuestos por Caporaso et al. (2011) para la regién V4: 515F (5' GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3') y 806R
(5' GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3') utilizando una mezcla de reaccidn en un volumen final de reaccién

de 20 pL, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2 Mezcla de reaccion para PCR

Reaccion de PCR

Buffer 4 uL
MyTaq™ (Bioline) 0.125 pL
Primers (515F y 806R) 1.6 uL
Templado (5ng/ ulL) 2 uL

H,0 12.275 L

Total 20 uL
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El programa para la amplificacién consté de 3 etapas: una etapa de desnaturalizacién inicial a 95 °C por
2 min, seguido de una etapa de 35 ciclos que consistia en un paso de desnaturalizacién a 95 °C por 20
seg, otro de alineamiento a 55 °C por 15 seg y uno de extension a 72 °C por 5 min, y una uUltima etapa de
extension final a 72 °C por 7 min. Los productos de la reacciéon se mantuvieron a 4 °C y se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar si la amplificacidn se realiz6 exitosamente. En el

caso de ser exitosa se obtiene una banda de aproximadamente 400 pb.

Las muestras mas profundas (100-220 cm) del nucleo caliente de la estacion 2 mostraron un bajo
rendimiento tanto en la extraccion de ADN como en la amplificaciéon, incluso cuando se aumento a 35
ciclos el programa de amplificacidon. Para intentar obtener suficiente cantidad de producto, estas
muestras se amplificaron por sextuplicado y se concentraron estos productos de amplificacién

utilizando el kit QlIAquick PCR Purification (QIAGEN@) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

2.5. Normalizacidn de los productos de PCR

Debido a que los productos de la amplificacidon se encontraban en diferentes concentraciones se realizd
una normalizacién de los amplicones con la finalidad de llevarlos a una misma concentracién, utilizando
el kit de normalizacién en placa SequalPrep (Invitrogen). La concentracién final de la biblioteca se
cuantific6 mediante un ensayo de fluorometria utilizando un fluorémetro Qubit™ (Thermo Fisher

Scientific) y el kit labeling detection (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante.

Se utilizdé una biblioteca control generada a partir del virus PhiX, la cual se mezclé con la biblioteca
generada a partir de las muestras de sedimento siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

La secuenciacidn de las bibliotecas se realizé en la plataforma MiSeq de Illlumina que se tiene en CICESE.
2.6. Analisis bioinformatico
Después de la secuenciacién se revisaron los indices de calidad proporcionados por el equipo, y se

determind la calidad de las secuencias utilizando la herramienta FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Las secuencias obtenidas se analizaron

utilizando un pipeline basado en el uso de la suite QIIME (Caporaso, 2010) (http://qgiime.org/), que

realiza el filtrado de las secuencias con baja calidad (USEARCH, https://www.drive5.com/usearch/), el
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agrupamiento de las secuencias de novo (UCLUST, https://drive5.com/usearch/manual

Juclust_algo.html), la seleccién de OTUs, la asignacion taxondmica utilizando la base de datos SILVA

v.128 (Quast , 2013), la reconstruccion filogenética, el analisis de diversidad y la generacidn de graficos

visuales.

El andlisis consistid, de manera mas detallada, en un preprocesamiento utilizando el programa USEARCH
(Edgar, 2010) y su procesamiento en la suite QIIME. En este pipeline se unieron los extremos de cada
una de las secuencias pares (Forward y Reverse) utilizando el comando -mergepairs, seguido del filtrado
de calidad de aquellas secuencias que obtuvieron un quality score menor a 30 (es decir 1 error cada
1000 bases) utilizando el comando -fastq_filter y a continuacion se realizo el filtrado de las secuencias

quiméricas utilizando el comando -uchime.

Después del preprocesamiento, las secuencias se agruparon utilizando el programa UCLUST (Edgar,
2010) utilizando dos aproximaciones: una por referencia donde las secuencias se agrupan utilizando
secuencias de una base de datos de referencia como el centro del grupo; la otra por agrupacion de
novo, que no utiliza secuencias de referencia, sino que construye los grupos comparando todas las

secuencias entre si y agrupando las que sean mas similares.

La seleccién de OTUs o asignacion taxondmica se realizé utilizando una base de datos de referencia para
ambos casos. Para la generacion de la tabla de OTUs, los analisis de diversidad y la generacion de

graficos visuales se utilizan comandos incluidos también en la suite QIIME (http://qiime.org/). Para

obtener las unidades taxondmicas operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) se compararon las
secuencias obtenidas contra la base de datos SILVA128 16S, mediante un algoritmo basado en la
formacion de clusters (UCLUST) cuyo centroide es una secuencia de referencia (closed reference) o bien
una secuencia al azar (de novo) y el radio el porcentaje de identidad, en este caso 97%. Posteriormente
se construyo una tabla a partir de los OTUs encontrados en las secuencias de cada muestra. Se filtraron
los OTUs etiquetados como cloroplastos y mitocondrias, ademds de aquellos OTUs que solo aparecieron
una sola vez “singletons”. Se calculd la diversidad alfa y beta de las muestras, y posteriormente se

elaboraron las gréficas de abundancia relativa, rarefaccidon y coordenadas principales.

Para el calculo de la diversidad beta se utilizé la métrica UniFrac. UniFrac nos permite para calcular las
diferencias cualitativas (analisis no ponderado) y cuantitativas (andlisis ponderado) entre las muestras
analizadas, en base a sus relaciones filogenéticas (Lozupone et al., 2007). Para ello, se generd una matriz

basada en las distancias filogenéticas y los resultados obtenidos se visualizaron mediante un analisis de
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coordenadas principales (PCoA) en donde se eligieron las coordenadas que tenian un mayor peso en la

distribucion de las muestras.

Adicionalmente se realiz6 una inferencia funcional de las secuencias mediante el uso de PICRUSt
(http://picrust.github.io/picrust/). Este es un software que utiliza un algoritmo de modelacién evolutiva
para la prediccién de metagendmas a partir de secuencias de 16S y la comparacién contra genomas de
referencia basdndose en la base de datos GreenGenes (Langille., 2013, http://greengenes. Ibl.gov/).
También se utilizé la paqueteria Tax4Fun para obtener perfiles funcionales de las comunidades
microbianas encontradas en las muestras de sedimento. Este programa realiza una transformacién de
los perfiles taxondmicos obtenidos a partir de la base de datos SILVA v.123 (Quast C., 2013) a perfiles
funcionales a partir de la base de datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/), mediante el uso de

matrices de asociacién previamente calculadas (ABhauer K.P. et al., 2015).

Brevemente, el programa PICRUSt permite realizar una reconstruccidon ancestral de las actividades
microbianas mediante la comparacion de los OTUs observados en la secuenciacién del 16S y el OTU
secuenciado mas cercano con base a relaciones del arbol filogenético construido a partir de la base de
datos de GreenGenes. Tax4Fun, en cambio, se basa en la asignacién de funciones hipotéticas, mediante
la similitud de las secuencias, para encontrar los organismos ya secuenciados mas cercanos a los
obtenidos mediante la secuenciacién de la regién 16S. Este programa utiliza la base de datos SILVA
version 123 para realizar el analisis. En ambos casos los OTUs se eligieron utilizando la base de datos

correspondiente, Green Genes v.13_5 para PICRUSt y SILVA v.123 para Tax4Fun.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Extraccion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN de un total de 66 muestras de sedimento liofilizado, las cuales se
corresponden a las 11 profundidades definidas en la columna sedimentaria. Estas profundidades iban
desde la capa superficial, los primeros 20 cm, hasta los 220 cm, divididas en segmentos de 20 cm para
cada una de las tres estaciones de muestreo y de los dos nucleos por estacion (Tabla 2). El promedio de
concentracion fue 10 ng/ulL siendo la maxima concentracion 42.1 ng/uL y la minima de 1,35 ng/uL. Las
muestras que presentaron problemas durante la extraccidén fueron las muestras del ndcleo E2N3 a partir
de los 100 cm, que era la zona donde se registraron las temperaturas mds altas. Las muestras extraidas

y la concentracién de ADN (ng/ulL) se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Concentracidn de ADN (ng/ulL) en las muestras de sedimento. En amarillo se resaltan las extracciones que
tuvieron dificultad para ser extraidas y debieron hacerse varias extracciones y varias amplificaciones de la misma

muestra. En verde mas claro la que presenté menor concentracion.

Estacion/
Profundidad(c

100-120

120-140

140-160

-180

180-200

200-220
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3.2. Amplificacion de ADN

Se realizaron reacciones de amplificacion a partir del ADN extraido de las muestras de sedimento,
utilizando de 2.5 a 10 ng de 4acidos nucleicos (segln las mediciones realizadas en Nanodrop) para la
amplificacion. La mezcla de reaccion fue de 20 puL de volumen final. En total se lograron amplificar 60 de
las 66 seleccionadas inicialmente (resaltadas en verde en la Tabla 3) sin demasiada dificultad y en las
condiciones previamente optimizadas. Las otras seis muestras mostraron problemas de amplificacion, y
coincidié que fueron las mismas muestras que presentaron problemas durante la extraccion de ADN.
Para resolver este problema, se procedid a realizar varias amplificaciones y a concentrar los amplicones
obtenidos de estas muestras mediante el uso del kit QlAquick® PCR purification kit, (QIAGEN®)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con esta metodologia se logrd preparar la biblioteca

metagendmica para su secuenciacion con todas las muestras.

3.3. Preparacion de las bibliotecas metagendmicas

Los productos de PCR obtenidos, fueron normalizados para que todas las librerias tuvieran la misma
concentracién utilizando el kit SequalPrep™ (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para la normalizaciéon se
utilizaron 10 pL de los productos de PCR en cada pocillo. Posteriormente se cuantificd la concentracién
de ADN final para elaborar los metapools para la secuenciacion, y llevarlos a la concentracion de trabajo
(6 pM). Finalmente se prepard la solucion de carga utilizando 50 pL de una biblioteca PhiX (6 pM)
previamente preparada y 950 pL de nuestra biblioteca metagendémica (6 pM). Estas soluciones se
cargaron en la placa de secuenciacion, y se procedié a realizar la secuenciacién en la plataforma MiSeq

de lllumina del CICESE, se obtuvieron un total de 2 863 531 secuencias.

3.4. Control de calidad de las secuencias

La calidad de las secuencias obtenidas se verifico utilizando el programa FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Las secuencias obtenidas se descargaron

demultiplexadas del portal BaseSpace® de lllumina. y verificaron los pardmetros de la secuenciacién. Se
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observd una buena calidad de las secuencias obtenidas (Quality score >30) en la mayoria de ellas, sin
embargo se observo una caida en la calidad al final de la secuencia como se muestra en la Figura 5, pero

este comportamiento es normal en este tipo de secuenciacion (paired-end).

La relacion entre las lecturas filtradas en cada etapa y las lecturas utilizadas en el analisis final se

muestran en la Figura 6, incluyeron un total de 2 261 113 de secuencias.

a) FastQC: Mean Quality Scores b)  FastQC: Per Sequence Quality Scores
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Figura 5 Graficas de calidad de las secuencias. a) Calidad de las secuencias obtenidas donde se muestran todas las
muestras en un grafico proporcionado por el programa MultiQC, b) distribucidn de la calidad de las secuencias
obtenidas de todas las muestras.
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Figura 6 Control de calidad de las secuencias obtenidas y secuencias utilizadas para el andlisis en QIIME.
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Una vez que se revisé la calidad de las secuencias, estas se incluyeron en el pipeline de andlisis
bioinformatico observandose que la cantidad de OTUs entre muestras fue muy variable, desde los 27 en
la muestra E2NP20 hasta los 5787 OTUs en la muestra E4AN2P80. De manera general la mayoria de los
nucleos presenta su maxima cantidad de OTUs en las secciones superficiales y va disminuyendo a

medida que aumenta la profundidad en los ntcleos, como se muestra en la Figura 7.
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Nucleo Frio Nucleo Frio Nucleo Frio Nucleo Caliente | Nucleo Frio Nucleo Caliente
Estacion 4 Estacion 9 Estacion 2

Figura 7 Numero de OTUs observados por muestra. En la muestra se comparan el nimero de los OTUs observados
por para cada uno de los nucleos por estacion.

En la mayoria de las muestras la profundidad de secuenciacion fue la suficiente para alcanzar el punto
de inflexién de las curvas de rarefaccion, lo que indica que practicamente todo lo que habia en la
muestra fue secuenciado. Sin embargo, otras resultaron ser muy diversas y no se alcanzé la asintota,
aun en muestras con mas de 35 000 secuencias, como se puede observar en la Figura 8a. En general y
para la mayoria de las muestras, a partir de las 5000 secuencias ya practicamente se habia cubierto toda
la diversidad procariota presente en esa muestra. El mismo resultado se observa al analizar la
correlacion entre los OTUs observados y los OTUs esperados segun el indice Chaol (Figura 8b), donde
las muestras con alto numero de OTUs observados fueron menos que los OTUs esperados. Aunque esto
es algo esperado en aquellas muestras que presentan una alta diversidad. Sin embargo, en el peor de

los casos se alcanzé a cubrir hasta un 75% de los OTUs esperados.
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Figura 8 a) Curva de rarefaccidon que muestra el esfuerzo de secuenciacion en cada una de las muestras. En el eje
de las X se describe el nUmero de secuencias por muestra y el nimero de OTUs observados. b) Gréfica de
correlacion entre el nimero de OTUs observados y OTUs esperados. Los puntos rojos indican el valor Chao 1 que
representa los valores estimados o esperados y los puntos azules los valores observados.

3.5. Descripcion de la composicion de la comunidad procariota.

Al analizar la primera categoria taxondmica, Dominio, se observé una mayor abundancia de OTUs
bacterianos con respecto a los de arqueas en la mayoria de las muestras, como se observa en la Figura
9. A medida que se aumenta la profundidad, hay una tendencia al aumento de las arqueas, sin embargo
éstas disminuyen en el ultimo segmento de algunos de los nucleos analizados y, en particular, en la
estacion E2N3, aunque esto puede estar relacionado con el bajo rendimiento de la muestra en término
de cantidad de ADN vy este estar relacionado con la alta temperatura. Por otro lado, los OTUs no
asignados fueron muy pocos siendo la muestra de la E9N1P120 la que presenté mayor nimero de OTUs

no asignados (con un maximo 11.5% ) .
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Figura 9 Abundancia relativa de los dominios Arquea (en naranja) y Bacteria (en morado). En verde se muestran
aquellos OTUs que no lograron asignarse a ninguno de los dos dominios.

A nivel de Filo, se analizaron los perfiles de profundidad entre los nucleos de cada estacién y se
observaron los cambios de las comunidades microbianas procariotas en relacién a la profundidad y a las
variaciones en la temperatura, sobre todo en aquellos ntcleos donde se presentaban temperaturas muy
altas. En general, en la mayoria de las muestras de todas las estaciones los filos predominantes fueron
Proteobacteria, Chloroflexi y en menor medida el Hadesarcheota, Acidobacteria y Aerophobetes. Sin
embargo, para tener una mayor idea de como la temperatura y la profundidad afecta a la distribucién

de la comunidad microbiana se realizé una primera comparacién de los filos por estaciones.

3.5.1. Comunidad procariota de la Estacion 4

Como se puede ver en la Figura 10, los nucleos de la estacién 4 no presentaban muchas diferencias
entre ellos y tampoco a lo largo de todo el perfil de profundidad. En general los filos mas abundantes
fueron Proteobacteria (43 y 47%), Acidobacteria (10.6 y 9%), Chloroflexi (10.4 y 7.8%) y Planctomycetes

(6.5 y 5.4%), seguido por Latescibacteria (4.5%) en el primer nucleo y Bacteroidetes (5.2%) en el
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segundo nucleo. En las secciones mas profundas esta proporcién se vio alterada siendo los de mayor
abundancia Proteobacteria. Al aumentar la profundidad el filo Acidobacteria se vio desplazado por
Chloroflexi, que pasé a ser el filo dominante junto a Proteobacteria hasta los 220 cm en el nucleo 1y
hasta los 160 centimetros en el nicleo 2 (12.6-23.6% y 16.15--28.1% respectivamente), como se
muestra en la Figura 10. Las arqueas mostraron un incremento a medida que también se incrementaba
la profundidad, destacando las Lokiarchaeotas como grupo mds abundante en la mayoria de las
secciones a partir de los 140 cm. Uno de los resultados mas llamativos de esta estacién es fue la alta
abundancia del filo Firmicutes (57.4-70%) en las secciones de los 180 cm y de los 200 cm de profundidad
en el ndcleo 2 (E4N2). Aunque inicialmente se pensé que esta dominancia de Firmicutes podria deberse
a una contaminacidn, realmente los resultados indicaron que eran grupos que si se encuentran
presentes en los sedimentos de manera natural y que es la familia Bacilliaceae la que predomina, como

se describira en la seccién 3.7.
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Figura 10 Abundancias relativas de los organismos procariontes, a nivel filo, a lo largo del perfil de profundidad de
la estacién 4. A izquierda se observa la abundancia relativa del nucleo frio. En el centro se muestra el perfil de
temperatura de ambos nucleos. A la derecha, se puede observar la abundancia relativa el nucleo caliente.
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3.5.2. Comunidad procariota de la Estacion 9

En esta estacién la mayoria de los filos estan presentes en ambos nucleos, aunque claramente en el
nucleo caliente (E9N2) se observd un cambio mas marcado en el patréon de las abundancias, a partir de
la seccion de 120 cm. Este cambio podria estar relacionado con la temperatura pues en el nucleo frio
(E9N1) este cambio es mas gradual, solo con la excepcidon de los 200 cm (Figura 11), ademas en el
caliente el cambio se produce cuando la temperatura esta por encima de los 60 °C. En ambos nucleos
también se observd que hay un incremento de las arqueas a medida que aumenta la profundidad, pero
en el nucleo caliente es mucho mas marcado a partir de los 200 cm, pasando a ser el grupo dominante

en la mayoria de las secciones por debajo de esa profundidad.

Ya mas en detalle, en la primera seccién superficial, se encontraron diferencias entre ambos nucleos. En
el nldcleo frio dominaban los filos Aminicenantes (17.3%), ACl (12.2%), Atribacteria (10.9%) vy
Bathyarcheota (7.8%), mientras que en el nucleo caliente fueron los filos Proteobacteria (15.3%),
Chloroflexi (13%), Atribacteria (11.3%) y Euryarcheota (9.3%). También se presentaron diferencias en los
filos dominantes entre los nucleos. En el nucleo frio se observd que Aerophobetes y AC1 dominaban
desde la seccion subsuperficial hasta los 160 cm de profundidad (15.8 y 15.2 en subsuperficie y 20.4 y
13.6% a 160 cm respectivamente). En cambio, el filo Aminicenantes se encontré en mayor proporcion
en la seccion que comprende desde los 80 cm hasta los 120 cm (14-16%). Dentro de las arqueas el filo
Hadesarcheota fue el mas abundante a lo largo de toda la columna desde los 60 cm (6.2-17%). Sin
embargo, a los 200 cm Bathyarcheota (38%) reemplaza a Hadesarcheota (9.7%) como arquea mas
abundante y aparece Aigarcheota (13.4%), un filo perteneciente al clado de arqueas TACK, Finalmente,
en la seccion mas profunda, se volvid a observar un patrén similar a la mayoria de las profundidades
pero destacando la gran proporcion de Actinobacteria (25.8%) y la apariciéon de Firmicutes (11.4 %) y

Bacteroidetes (8.4%).

En el nucleo caliente (E9N2), desde los 40 hasta los 80 cm, se observé que Atribacteria (22-15.5%) junto
con los Aminicenantes (17.6-10.4%) fueron los filos mds abundantes. En la seccidn siguiente la
comunidad estaba dominada por Aerophobetes (15.5%) y WSA2 (11.1%) y a 120 cm de profundidad
predominaba el filo AK8 (19.2%), el cual se encuentra presente Unicamente desde los 100 cm hasta los
160 cm. Desde los 140 hasta los 160 cm se observd que Bathyarcheota (44.7-42%) era uno de los filos
mas dominantes, asi como Euryarcheota (12.6-6.7%) a 140 cm y Hadesarcheota (6-18.5%) a 160 cm,
siendo este Ultimo el que dominaba la comunidad desde los 180 hasta los 200 cm (46.7-23.7%), solo

seguido por Aerophobetes y Bathyarcheota (16.4-22.27 y 19.19-22% respectivamente). En la seccién



mas profunda (220 cm), al igual que ocurria en el nucleo frio se encontré una gran proporcién de

Actinobacteria (56.3%), Bacteroidetes (24.1%) y Firmicutes (13%).
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Figura 11 Abundancias relativas de los organismos procariontes, a nivel filo, a lo largo del perfil de profundidad de
la estacién 9. A izquierda se observa la abundancia relativa del nucleo frio. En el centro se muestra el perfil de
temperatura de ambos nucleos. A la derecha, se puede observar la abundancia relativa el nucleo caliente.

3.5.3. Comunidad procariota de la Estacion 2

LaFigura 12 muestra la distribucion de los principales filos de la estacién 2, y como se puede observar,

las abundancias y composicién de los filos en ambos nucleos fue claramente diferente, siendo el nucleo

caliente (E2N3) el que presentd una mayor zonacién. Analizando por secciones se observd que en la

seccion superficial (los primeros 20 cm) de ambos nucleos dominaban los filos de Proteobacteria (19.7 y

32.5%) y Chloroflexi (11.9 y 14.1%) seguido por Bathyarcheota (5.86%) en el nucleo frio vy

Planctomycetes (9.65%) en el nucleo caliente, y que ambos nlcleos eran similares entre ellos en

composicion, pero variaban las abundancias. En las secciones mds profundas dominaban los filos de

Hadesarcheota en el ntcleo frio y Proteobacteria en el nucleo caliente.
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A partir de los 40 cm, en el nucleo frio (E2N4) se observod que las arqueas y las bacterias se repartian casi
a la mitad los filos en casi todas las profundidades, con excepcion de tres (80, 200 y 220 cm). Por el lado
de las arqueas dominaban los filos Hadesarcheota (19.72-35.57%) y Bathyarcheota (10.9-13.15%) y por
las bacterias los filos Chloroflexi (2.8-13.25%) y Aerophobetes (10.62-24.27%). La primera profundidad
gue presentd un patron diferente fue a los 80 cm, donde se observd que el filo Chloroflexi englobaba el
90.3% del total de los OTUs detectados, seguido por Proteobacteria con un 9.5% de los OTUs. A los 200
cm son las aqueas las que dominaban practicamente el 85% de la seccién. Por ultimo, a los 220 cm
también se observé otro patrén diferente en las abundancias donde Firmicutes (27.7%) paso a ser el filo
mas abundante, seguido por Latescibacteria (23.6%), que solo aparece a esta profundidad,
Actinobacteria (16.4%) y Hadesarchea (10.3%). Y a partir de los 120 cm la abundancia del filo Chloroflexi
disminuyd hasta practicamente desaparecer (0.9%), y es desplazado por el filo Actinobacteria (8%). En
las secciones mas profundas de este nucleo se conserva la abundancia de Hadesarcheota y aparece el

filo Aigarcheota (7.38%), el cual pertenece al clado TACK.

En el nucleo caliente de la estacion 2 (E2N3) presentd un patron menos homogéneo y continuo que el
nucleo frio, dominado los filos Actinobacteria (57-57.7%), Bacteroidetes (25-26%) y Firmicutes (9.5 -
10.4%) desde los 40 cm hasta los 60 cm. En las siguientes secciones se observé que Proteobacteria (41-
26%) y Actinobacteria (17.2-23.5%) dominaban desde los 80 cm hasta los 100 cm de profundidad. A
partir de los 120 cm, fue Thaumarcheota es el filo que estaba dominando esta seccién (26.5%), junto
con Proteobacteria, Chloroflexi y Acidobacteria (24%, 18.8% y 11.5% respectivamente). Deinococcus-
Thermus dominaba en las profundidades que van de los 120 hasta los 140 cm (24.3-39.2%), mientras
que a los 160 cm de profundidad (99 °C) se observd que los filos Nitrospirae (27.7%), Planctomycetes
(23.28%) y Firmicutes (22.4%) eran los mas abundantes seguidos por Bacteroidetes (17.8%),
Proteobacteria (6.8%) y Actinobacteria (1.5%). En las secciones de 180 y 200 cm los filos Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria (6.9-47.6%, 11-40.6%, 1.7-7.53%, 2-76.9% respectivamente)
vuelven a ser los mds abundantes al igual que a los 40 y 60 cm. Finalmente a los 220 cm de se encontrd
que Chloroflexi y Omnitrophica comprendian la mayoria de los OTUs en esta seccién (39 y 33.2%
respectivamente) solo seguidos por Proteobacteria y Actinobacteria (16.5 y 10.3% respectivamente).
Llama la atencidon la presencia del filo Omnitrophica que solo se detecté en este nucleo y a esta

profundidad y con la mayor abundancia de esta seccién.
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O Archaea Marine Hydrothermal Vent Group(MHVG) B Bacteria Deferribacteres B Bacteria Verrucomicrobia

Archaea Thaumarchaeota @ Bacteria Deinococcus-Thermus B Bacteria WS1

B Archaea uncultured archaeon @ Bacteria Elusimicrobia B Unassigned

B Archaea Woesearchaeota (DHVEG-6) B Bacteria Firmicutes O Otros <1%

B Archaea WSA2 O Bacteria Fusobacteria

O Bacteria AC1 O Bacteria Gemmatimonadetes

Figura 12 Abundancias relativas de los organismos procariontes, a nivel filo, a lo largo del perfil de profundidad de
la estacién 2. A izquierda se observa la abundancia relativa del nucleo frio. En el centro se muestra el perfil de
temperatura de ambos nucleos, con linea azul el nucleo frio y con linea roja el nucleo caliente. A la derecha, se
puede observar la abundancia relativa el nucleo caliente.

3.6. Comparacion entre estaciones mediante andlisis de coordenadas

principales

Se realizaron analisis de coordenadas principales (PCoA), con la métrica UniFrac, para observar si
existian relaciones entre las estaciones o las muestras, y si estas relaciones se debian a algun factor
especifico. Para ello se observaron tres factores principales: el efecto de la estacidn, el efecto de la

profundidad del sedimento y el efecto de la temperatura.

3.6.1. Analisis por estacion

El andlisis de las muestras mediante PcoAs mostré que las comunidades microbianas variaron entre
estaciones (Figura 13). Sin embargo, si se observaron algunos patrones. El primero es que las muestars

de la E4 se agrupaban claramente entre ellas, independientemente de la profundidad, observandose
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Unicamente una pequefia separacién en las muestras mas profundas. Junto a estas, también agrupaban
las muestras mas superficiales (0-20 cm) de ambos nucleos de la estacidon 2 y el nucleo caliente de la
estacion 9. lgualmente se observé una agrupacién de la mayoria de las muestras del nucleo frio de la
estacion 9 (E9N1), exceptuado la muestra que se encuentra a 200 m que se situaba junto a muestras
gue se estaban por debajo de los 100 cm de profundidad. Esta observacién es mas clara en el analisis
ponderado, lo que indicaria que estas muestras contienen elementos taxondmicos similares, aunque no
sean exactamente los mismos grupos.. El grupo que contenia las muestras del ntcleo frio de la estacién
9 agrupaba también con aquellas muestras que se encuentran a menos de 120 cm de profundidad del
nucleo caliente de la misma estacion. La estacién E9N2 es fue la que presentd mayor dispersion y no se

obserbaron patrones claros.
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Figura 13 Analisis de coordenadas principales. A la izquierda se puede ver el analisis no ponderado. A la izquierda
se puede ver el analisis ponderado. Los diferentes colores indican la estacion de la que proviene cada nucleo.

3.6.2. Analisis por temperatura

Al observar las agrupaciones por temperatura se pudo ver que, aunque las muestras mas frias se
mantienen agrupadas en ambos analisis (ponderado y no ponderado), también se observd que
agrupaban con éstas muestras otras se encontraban a casi 100 °C, como se muestra en la Figura 14.

Esto nos indicaria que la temperatura es el Unico factor determinante en estas muestras superficiales, o
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en esas muestras calientes. Cuando se observa el agrupamiento por profundidad en la columna
sedimentaria nos encontramos que en la estacién 4 y en la estacidon 9 no parece haber influencia de esta

variable, debido a que cada estacidon forma su propio grupo.
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Figura 14 Analisis de coordenadas principales. A la izquierda se puede ver el andlisis no ponderado, A la derecha se
puede ver el analisis ponderado. Las muestras se agruparon por intervalos de 20 °C de temperatura.

3.6.3. Analisis por profundidad

Finalmente se intentd ver si era la profundidad la que tenia un efecto claro en la distribucion de las
comunidades. Al observar las agrupaciones por profundidad en la columna sedimentaria se distinguié
una clara agrupacion en las secciones superficiales independiente de la estaciéon de procedencia. Sin
embargo, en las muestras que se encuentran por debajo de los 20 cm ya no muestran patrones de
agrupacion claros entre las diferentes secciones, como se muestra en la Figura 15iError! No se

encuentra el origen de la referencia. .
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Figura 15 Analisis de coordenadas principales indicando las profundidades en la columna sedimentaria. A la
izquierda se puede ver el andlisis no ponderado y a la derecha el andlisis ponderado.

3.7. Analisis de las familas mas abundantes

También se realizé un analisis a nivel de familia, para tener una mejor idea de los principales protagonistas de la
actividad microbiana a diferentes profundidades. En esta seccidn se describen las variaciones en las familias mas
abundantes por estacién. En la Figura 16 se muestran las variaciones de estas familias en la estacion 4, la Figura 17

en la estacion 9 y por ultimo en la Figura 18 los perfiles los nucleos de la estacién 2.

3.7.1. Principales familias de la Estacion 4

En la primera seccién del ntcleo E4N1 (0-20cm), se encontrd que las familias Anaerolineaceae (8.5%) y
JTB255(7.5%) fueron las mas dominantes, mientras que las otras familias se encontraron en una menor
proporcién (< 5%). Por debajo de los 20 cm, se observé un cambio en las familias dominantes, donde se
observa un aumento de la familia Anaerolinaceae (hasta un 21.5%) y una notable disminucién de la
familia JTB255(<1%). Mientras la que familia Anaerolinaceae dominé desde los 20 hasta los 220 cm de
profundidad en este nucleo, en otras secciones destacaron otras familias: a los 60 cm destaco la
presencia de la familia Planctomycetaceae (5.13%); desde los 140 a los 180 cm de profundidad se

presentd una familia no cultivada de Lokiarchaeota (10.4 y 8.6% respectivamente); la familia ANME-2a-
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2b junto con la familia Desolfulobacteraceae presentaron un aumento en la abundancia desde los 80
hasta los 120 cm de profundidad (9.6 y 4% respectivamente). En la seccidn que comprende desde los
180 hasta 200 cm se observé un aumento en la abundancia relativa de una familia del orden de los
Thermoplasmatales (Marine Benthic Group D/ DHVEG-1) (4.8% 6.2%). En la seccion mas profunda (220
cm) predominaron los OTUs de la familia Anaerolinaceae (9.7%) asi como la familia Spirochaetaceae
(9.7%), Marine Benthic Group D/ DHVEG-1 (4.9%) y una familia no cultivada del filo Lokiarchaeota
(4.5%). Por debajo de estos se encontraron las familias de Bathyarcheota (3.3%) y una familia no

cultivada del filo Nitrospinae clase MD2898-B26 (2.8%).

En el nucleo E4N2 también se observd que las familias Anaerolinaceae (6.7%) y JTB255 (5.9%) son las
mas abundantes en la primera seccidn, el resto de las familias presentes en esta seccion se encontraron
debajo del 5% e incluyen a las familias Desulfobulbaceae, Syntrophobacteraceae, una familia
desconocida del filo Gammaproteobacteria, la familia Desulfobulbaceae, y una familia del filo

Lokiarcheota.

A medida que aumenta la profundidad se observé una disminucién de la familia JTB255, asi como un
aumento en la abundancia relativa de la familia Anaerolinaceae hasta los 140 cm de profundidad. En la
seccion que va desde 40 hasta los 120 cm de profundidad incrementd la abundancia relativa de la
familia Latescibacteria pero en proporciones bajas (2.8-2%). Fue mas destacable el aumento en la
abundancia relativa de las familias Lokiarcheota y Sandaraniceae desde los 60 hasta los 180 cm (2.9-

7.8% y 2.1-4.5% respectivamente).

Desde los 100 hasta los 140 cm aumentaron las familias de Planctomycetaceae, Marine Benthic Group D
/ DHVEG-1, y una familia del filo Nitrospinae clase MD2898-B26, observandose un pico de abundancia

relativa de una familia no cultivada del filo Lokiarcheota a los 160cm (7.8%).

Por ultimo de 180 a los 200 cm se observé un cambio en la comunidad microbiana donde predominaron
los OTUs de la familia Bacilliaceae (45.5-64.1%). Sin embargo, se observé otro cambio en la seccién mas
profunda donde predominaron los OTUs de las familias Anaerolinaceae (8.5%) y una familia no cultivada

del filo Lokiarcheota (5.9%), las demds familias mostraron abundancias por debajo del 5%
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Figura 16 Grafica de lineas que muestra el perfil de profundidad de las familias mdas abundantes de los nucleos de

la estacion 4.

3.7.2. Principales familias de la Estacion 9

La estacion 9 al igual que la estacion 2, presentd diferencias de temperatura en los nucleos analizados.
El nucleo frio de esta estacion (E9N1) presentd pocas diferencias a lo largo de la columna sedimentaria,
como se observa en la Figura 17. La seccién mas superficial de este nucleo se encontraba dominada por
las familias no cultivadas de los filos Aminicenantes(17.4%), Atribacteria(10.9%), Bathyarchaeota(8.1%),

asi como dos familias del filo AC1 (6.5 y 5.6%) y la familia ANME-1a (5.4%).

En las secciones que encuentran por debajo de los 20 cm se observaron algunos cambios en las
abundancias de las familias, siendo las secciones mas profundas (a partir de los 140 cm) las que
presentaron una mayor variacion. Aunque la familia del filo ACI ya se observé en la seccién superficial,
mostré una mayor proporcién a partir de los 20cm y hasta los 180 cm, donde se mantuvo entre el 10y
15%. También, se observd un cambio en la abundancia de la familia del filo Aminicenantes, que fue

disminuyendo a medida que aumentaba la profundidad, hasta llegar a un 2% a los 180 cm.
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A partir de los 120 cm se observd un aumento en la abundancia de una familia del filo Bathyarcheota
desde 1.3% en la seccién de 120 cm, hasta mas de un 30% a 200 cm, para posteriormente disminuir por
debajo del 9% en la seccion mas profunda. La familia Hadesarcheota también se encontré distribuida a
lo largo de toda la columna sedimentaria, variando desde los 20 c¢cm con un 6.1% hasta

aproximadamente un 17% a los 180 cm de profundidad.

En las secciones mas profundas, se observd a los 200 cm un aumento en la abundancia de una familia
del filo Aigarcheota género Caldiarcheum (7.2%), y la presencia de familias de los filos Bathyarchaeota
(30%), Hadesarchaeota (9.5%) y de la clase ANME-1 (4.7%). A los 220 cm destacaron la familia
Corynebacteriaceae (24.3%) (posible contaminacién) y varias familias no cultivadas de los filos
Hadesarchaea (15.1%), Bacillaceae (11.6%), Bathyarchaeota (8.6%), la familia Flavobacteriaceae (7.5%),

asi como una familia del filo AK8 (6%).

El analisis del nucleo caliente (E9N2) mostrd, que en la seccién mas superficial, los grupos dominantes
fueron una familia no cultivada del filo Atribacteria con un 11%, por debajo de ésta se encontraban la
familia Anaerolinaceae (10%) y la familia Marine Benthic Group D/ DHVEG-1 (6%). Los demas grupos
mostraron abundancias por debajo del 5% e incluian a familias no cultivadas de los filos Lokiarchaeota,

Aminicenantes y Thaumarchaeota Marine Group I.

En la seccién que va desde los 20 a los 40 cm de profundiad se observé un aumento en una familia no
cultivada del filo Atribacteria (20%), asi como del filo Aminicenantes (9%). En las secciones posteriores,
la familia Anaerolinaceae disminuye a medida que aumenta la profundidad. A los 60 cm, la familia
Atribacteria disminuyd (14%), al contrario de lo que ocurrié con una familia de la clase 19¢-33 del filo

WSA2, que aumentd y se mantuvo constante hasta los 120 cm.

Ya en las zonas mas profundas, de 100 a 120 cm, se observdé un aumento en la abundancia de una
familia no cultivada del filo Aerophobetes y de una familia del filo AK8, el cual fue el mas abundante a
120 cm de profundidad. A esta profundad también se observé una familia del filo Hadesarcheota con un
6.4% de abundancia. Esta misma familia aumenta notablemente a medida que aumenta la profundidad

hasta llegar a poco mas del 40% del total en la seccién de 180 cm.

A los 120 cm también se observé que familia del filo Acetothermia estaba presente con un 13% y que se

mantenia por encima del 5% hasta los 160 cm, donde alcanzé un 8.4%. En la seccién de los 140 cm de



31

profundidad, se observé un aumento hasta el 10% en la familia pMC2A24 del orden Thermoplasmatales.

y la familia del filo Bathyarcheota englobd el 44% de los OTUs observados a esta profundad.

A partir de los 160 cm empieza a disminuir el nUmero de grupos observados, donde solo predominan
familias no cultivadas de los filos Hadesarcheota (46%), Bathyarcheota (19%) y Aerophobetes (6.6%), los
cuales disminuyen casi a la mitad en la seccion que se encuentra a 200 cm. En la seccién mas profunda
se observa que las familias dominantes son Corynecateriaceae (55.8%), Flavobacteriaceae (9.3%),

Clostridiaceae (9.2%), Porphyromonadaceae (7.4%)y Prevotellaceae (6.7%).
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Figura 17. Grafica de lineas que muestra el perfil de profundidad de las familias mds abundantes de los nucleos de
la estacion 9. A la izquierda se muestra el perfil del nicleo frio y a la derecha el del nucleo caliente.
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3.7.3. Principales familias de la Estacion 2

La estacion 2 fue la que presentd mayor variaciéon entre nucleos. En la Figura 18 se muestran las
variaciones de las principales familias presentes a lo largo del perfil sedimentario de ambos nucleos. En
la seccion superficial del ndcleo frio de esta estacion se observdé que dominaron las familias no
cultivadas de los filos Aminicenantes (8.6%) y Bathyarchaeota (7.9%). En menor proporcion estaban la

familia Anaerolineaceae (7.2%), una familia del filo AC1 (3.6%) y la familia Desulfobacteraceae (3.3%).

A partir de los 20 cm de profundidad se presentd un cambio en la comunidad microbiana. Desde los 20
a los 60 cm domind una familia no cultivada del filo Hadesarchaeota (19%), una familia desconocida del
filo Bathyarchaeota (7.7%), y se observd un aumento en la abundancia relativa de tres familias del filo

Aerophobetes, este incremento fue de aproximadamente el 8% para cada una de ellas.

En la seccién de los 60 a los 80 cm, llama la atencién el incremento de una familia de la clase
Ardenticatenia (90.3%), que domina esta zona casi en su totalidad. A partir de los 80 cm vuelve a haber
un incremento de una familia de Hadesarchaea (34%) y a partir de los 100 cm y hasta los 180 c¢cm las
familias mas abundantes fueron aquellas de los filos Hadesarchea (21-35.9%), seguido por

Bathyarchaeota (2.4-16.9%) y Aerophobetes (3.4-13%).

En la seccién de 180 cm predominaron una familia de la clase 20a-9 perteneciente al filo WSA2 (13.5%),
una familia no cultivada del filo Hadesarchaea (21.9%), la familia Pseudomonadaceae (13.1%), y la
familia Fusobacteriaceae (3.6%). A partir de los 180 cm y hasta los 200 cm de profundidad se observé un
incremento en la abundancia de una familia del filo Bathyarcheota (pasando de un 5.5% a 180 cm hasta
46.7% a los 200cm de profundidad). Y por ultimo, en la Ultima seccién de este nucleo, las familias
Bacilliaceae (24.7%), una familia no cultivada del filo Latescibacteria (24%) |la familia Corynebacteriaceae
(12%), una familia no cultivada del filo Hadesarchaea (10.2%) y la familia Comamonadaceae (7.6%)

fueron las mas abundantes.

En el nldcleo caliente (E2N3) lado derecho de la Figura 13, en la seccién superficial dominaron las
familias Anaerolinaceae (10.58%), Desulfobacteraceae (5.9%), Desulfarculaceae (3.5%), JTB255 (3.3%) y
las familias no cultivadas del filo Aminicenantes y Latescibacteria en un 5.3 y 2.9% respectivamente. El
resto de las familias, un 47%, se encontraron por debajo del 1%. En las siguientes dos secciones (40 y 60
cm) se observd una alta abundancia de las familias Corynebacteriaceae (56.6-57%,) y Flavobacteriaceae

(11.9-17.7%), asi como de las familias Prevotellaceae (4.1-8.3%,) y Porphyromonadaceae (3.5-5.8%).
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Llamd la presencia de la familia Corynebacteriaceae que se cree puede ser una contaminacion, ya que es

un saprofito humano que se encuentra en la piel.

En la secciéon que se encuentra a 100cm se presentd un aumento en la proporcién de la familia
Micrococcaceae (21.7%), asi como de una familia no cultivada del filo Latescibacteria (6.1%). También se
presentd una familia del filo Omnitrophica (9.4%) y se volvié a observar la familia Anaerolinaceae (7.9%)

gue se encontraba en la seccién superficial.

A los 120 cm de profundidad destacd el aumento en la abundancia de la familia Anaerolineaceae
(18.7%) y la gran abundancia de una familia desconocida del filo Thaumarchaeota (26%), asi como de
una familia no cultivada de la clase HTA4 (13%) y una familia del subgrupo 17 del filo Acidobacteria

(11.4%).

En la seccién que se encuentra a 140 cm de profundidad se encontraba dominada por las familias
Helicobacteraceae (25%) y Trueperaceae (23.2%), en menor familias no cultivadas de los filos
Planctomycetes (13.3%) y Thaumarchaeota (11.2%) asi como las familias Caulobacteraceae (9.2%) y

Cenarchaeaceae (8.6%).

En las secciones mas profundas, destacé a los 160 cm el aumento en una familia del filo Planctomycetes
(23.6%), en mayor proporcion se encontraba la familia wb1-A12 (27.5%), asi como las familias
Bacteroidaceae (17.2%), Flavobacteriaceae (11.9%) y Comamonadaceae (5.9%). A los 180 cm
dominaban las familias Corynebacteriaceae (46.6%), Prevotellaceae (28%), Flavobacteriaceae (10.8%) y
Veillonellaceae (3%). En la siguiente seccidn, se observé de una familia no cultivada de la clase
SPOTSOCTOOM83 (74%), asi como, en menor presencia, las familias Flavobacteriaceae (11.6%),
Micrococcaceae (4.1%), Desulfobacteraceae (2.3%)y Anaerolinaceae (1.9%). Y en la ultima seccidn se
encontré que las familias mas dominantes fueron las de los filos Ardenticatenia y Omnitrophica (38.9 y
33.2%), asi como de las familias Xanthomonadaceae (13.4%) y Micrococcaceae (8%) en menor

proporcion..
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Figura 18 Grafica de lineas que muestra el perfil de profundidad de las familias mds abundantes de los nucleos de
la estacion 2. A la izquierda se muestra el perfil del nucleo frio y a la derecha el del nucleo caliente.

3.8. Prediccion funcional utilizando herramientas bioinformaticas

Se realizé una prediccién de las funciones que se podrian estar llevando cabo por los microorganismos que se

encuentran en los diferentes estratos. Para ello se utilizaron los programas PICRUSt y el Tax4Fun

Prediccion funcional utilizando PICRUSt y Tax4Fun. Los resultados fueron muy parecidos en ambos programas
como se puede ver en los heatmaps de la Figura 19 que muestra los resultados obtenidos con el PICRUSt y la
Figura 20, que se construyé usando el programa Tax4Fun. La estacion 4 se ve que ambos nucleos apenas
presentan diferencias tanto entre nucleos como por profundidad. En cambio, el nucleo 2 es mds diverso en
término de sus funciones al igual que el 9. Sin embargo, el nucleo 9 presenta resultados mas variables usando el

programa Tax4Fun que cuando se uso el PICRUSt.
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Figura 19 Heatmap de las funciones predichas por el programa PICRUSt
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Figura 20. Heatmap de las funciones mas abundantes predichas por Tax4Fun
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Capitulo 4. Discusion

El presente trabajo constituye una contribucién al estudio de comunidades de organismos
procarioentes en zonas marinas de actividad geotermal, describiendo por primera vez la microbiota
procariota de sedimentos procedentes de la Falla Wagner, mediante el analisis de sus metagenomas.
Hasta la fecha solo se habia caracterizando la microbiota asociada a sedimentos en el golfo de California
en la cuenca de Guaymas (Dhillon et al., 2003 y 2005; Meyer et al., 2013). Sin embargo, en la falla
Wagner no existen trabajos publicados que describan la diversidad microbiana que habita en esta zona.
Con este fin, se seleccionaron 6 nucleos de 220 metros de longitud, procedentes de tres estaciones de
muestreo: E4, E2, E9. Dos de las estaciones, las procedentes de la zona de la falla, registraron diferentes
temperaturas que oscilaron entre los 25 y 42 °C para el nucleo E2N4, entre 50 y 99 °C para el E2N3,
entre 24 y 37 °C para el E9N1 y entre 35 y 83 °C para el E9N2. Y para los nucleos del la estacién E4,
procedente del centro de la cuenca y usada como referencia externa, las temperaturas oscilaron entre
los 14 y 16 °C para ambos nucleos . Los nucleos se dividieron en secciones de 20 cm para estudiar los

posibles cambios en la comunidad a lo largo de la columna sedimentaria.

La extraccion de ADN mostrd rendimientos muy variables. Se observaron rendimientos que van desde
los 0.1 ug/g hasta los 3 ug/g, lo que son rendimientos bastante bajos, aunque esto no es extrafio y ya se
han reportado rendimientos similares por algunos autores utilizando diferentes métodos de extraccién
de acidos nucleicos en diferentes sedimentos (Alain et al., 2011). Sin embargo son muy inferiores a lo
reportado por otros estudios donde se utilizan métodos tradicionales (Smalla,et al. 1993) pero
utilizando muestras de suelos y no de sedimentos marinos. Los bajos rendimientos tuvieron efecto en
las amplificaciones, sobre todo en aquellas que estaban en los uUltimos 100 cm de la E2N3. Las
dificultades en la extraccion posiblemente se debieron a la baja densidad de microorganismos capaces

de vivir a mas de 90 °C, que era la temperatura media de esa zona del ntcleo.

Otro de los problemas a los que se pudo deber la dificultad en la obtencidon de material genético
procedente de las muestras de sedimentos estudiados en este trabajo, es la posible coextraccién de
acidos humicos impidiendo una buena amplificacion en algunas de las muestras. La existencia de acidos
himicos en los sedimentos marinos ya ha sido bastante reportada en otros trabajos como facror
causante de esta inhibicién (Tsai y Olson, 1992; Smalla et al., 1993). Aunque se utilizaron diferentes

métodos para sobrellevar la presencia de inhibidores de la PCR, no fue posible obtener fragmentos de



38

calidad aceptable en algunas muestras, sobre todo en aquellas muestras que presentaban las

temperaturas mas altas.

Sin embargo, y a pesar de las dificultades técnicas, se obtuvo un buen niumero de secuencias (2 261
113), que permitieron llevar a cabo el trabajo de manera exitosa, descartandose Unicamente 560 512

secuencias, que no cumplian con los criterios de calidad necesarios para incluirlas en los analisis.

4.1 Relaciones observadas entre las comunidades

Los analisis de Coordenadas Principales (PCoAs) mostraron que las secciones superficiales de los nucleos
fueron muy similares entre ellas. Lo mismo ocurrié con las muestras de toda la columna sedimentaria de
ambos nucleos de la estacidon 4. Las muestras mas superficiales se encontraron dominadas en su
mayoria por OTUs de las familias JTB255-MBG y Anaerolineaceae. Esta semejanza entre las muestras
superficiales entre todas las estaciones , podria deberse a que estamos estudiando un area
relativamente reducida en el golfo de California, donde se ha observado la presencia de corrientes
submarinas (Carriquiry et al., 2001). Estas corrientes podrian estar provocando que la capa superficial
del sedimento fuese mas dindmica y ayude a mantener una mayor diversidad microbiana (Galand et al.,
2016) al tiempo que hace que esta seccion sea mds homodgenea. Las pocas diferencias encontradas en
algunas de las muestras superficiales pueden deberse a factores abidticos como la temperatura

superficial del sedimento o a la diferencia en la batimetria de la region.

De igual manera, las similitudes encontradas en las muestras de la estacion 4, las cuales proceden del
centro de la cuenca, podrian explicarse por la alta tasa de sedimentacion de la zona, lo cual no estaria
permitiendo que se dé una estratificacion del sedimento que propicie una zonacién marcada en las
comunidades microbianas. Sin embargo, una de las cosas que mas llama la atencidn en esta estacion, es
gue el nucleo 2 (E4N2) presenta dos secciones con una comunidad muy diferente al resto del perfil. Este
cambio se presenta entre los 160 y 200 cm de profundidad, donde abundan los OTUs de la familia
Bacilliaceae, compuesta por 3 géneros principales Anoxybacillus, Anaerobacillus, y Bacillus, siendo este
ultimo el mas abundante (80%). Los miembros de estos géneros se caracterizan por que son capaces de
formar endoesporas (Mandic-Mulec et al., 2015). En particular, se han estudiado varias especies del
género Bacillus en diversos ambientes, incluyendo los sedimentos marinos, por su capacidad de

formacion de endosporas y por su potencial biotecnoldgico (lvanova et al., 1999; Miranda et al., 2007,
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Ettoumi et al., 2009). Otros miembros de este género también han sido encontrados en ambientes
geotermales presentando capacidad de oxidacién de Mn(ll), sin embargo, por norma general, se
encuentran en estado vegetativo cuando se encuentran en temperaturas fuera del su rango de
tolerancia (Dick et al., 2006). Por su parte, los miembros de la familia Anoxybacillus generalmente son
termodfilos o termofilos moderados y toleran un rango de temperatura que va desde los 50 hasta los 65
°C, muy pocas cepas son mesofilas, y suelen ser anaerobios estrictos, aunque también existen cepas
aerobias, asi como anaerobias facultativas (Poli et al., 2006; Pikuta et al., 2009; Goh et al., 2013), asi que
no esta claro cual es el factor promueve que sean tan abundantes en esta seccién. Este es, por tanto, el
primer trabajo que describe una alta abundancia de este género a temperaturas tan bajas, sin embargo,
es posible que hayan sido acarreados en un fenédmeno de erupcion submarina en las zonas de alta
temperatura hace aproximadamente 40 anos, que coincidiria con los sismos registrados en 1969 cuyas
magnitudes rondaron entre los 4 y 5.5 en la escala Richter (Thatcher and Brune, 1971; Alvarez et al.,

2009).

Las agrupaciones observadas en las muestras que se encuentran a partir de los 40 cm bsm de la E9N1,
nos indican que en particular este nucleo es muy distinto en composicion microbiana de los otros
analizados, lo cual no se explica por la temperatura superficial del sedimento. Posiblemente podria
tratarse de una zonacién especifica en este punto, ya que se comparten OTUs de familias de los filos
Aerophobetes, Aminicenantes, AC1, Hadesarchaeota y Bathyarchaeota. No obstante, cuando se realiza
el analisis tomando en cuenta las abundancias relativas solo aquellas muestras mas profundas empiezan
a separarse. Esto concuerda con lo observado en los analisis taxonémicos donde empieza a aumentar
las abundancias de ciertos grupos a medida que aumenta la profundidad en la columna sedimentaria.
En el ndcleo caliente de la estacion 9 (E9N2) se observé que en ambos analisis cada una de las secciones
se va alejando de la anterior, lo que nos indicaria que, debido a que este fue uno de los nucleos que
presentaba un alto gradiente de temperatura, se esta manifestando una sucesién microbiana

pobrablemente dirigida por la temperatura.

Se observé una tercera agrupacion de las muestras E9N2P140, E9N2P160, E9N1P200 y E2N4P200, las
primeras dos presentan temperaturas de 80 °C, las otras dos presentan temperaturas que rondan entre
los 40 °C Estas se encuentran dominadas en su mayoria por OTUs pertenecientes a familias de los filos
Bathyarchaeota, AK8, Hadesarchaea y Acetothermia. El segundo grupo se caracteriza, ademas de los
otros grupos, por presentar también una alta abundancia del miembros del filo Aigarcheota. Estas

agrupaciones podrian deberse a que son muestras muy profundas, lo que concuerda con lo que se ha
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observado en otros estudios, donde encuentra la presencia de estos grupos, principalmente, a altas

profundidades en el subsuelo marino (Yu et al., 2018; Baker et al., 2016)

4.2 Analisis de las principales familias

Los resultados del andlisis de las comunidades a nivel familia mostraron que hay un grupo de familias
gue se presentaron de manera abundante en determinadas secciones o estaciones. Una de estas
familias es la JTB255-MBG, que es una familia ubicua de los sedimentos marinos superficiales, tanto en
sedimentos someros como en sedimentos profundos (Bowman et al., 2005; Bienhold et al., 2016;
Dyksma et al.,2016; MuBRmann et al., 2017). En algunos estudios se ha visto que miembros de esta

familia son los principales fijadores de carbono organico en sedimentos superficiales (Dyksma, 2016).

Otra de las principales familias encontradas en los nucleos analizados fue la Anaerolineaceae. La familia
Anaerolinaceae esta compuesta por bacterias anaerobias obligadas y ha sido ampliamente estudiado su
potencial papel en la degradacién anaerobia de hidrocarburos de cadena larga y su conversién a
metano. Miembros de esta familia se han encontrado en diversos ambientes tanto en sedimentos
marinos, ventilas hidrotermales, suelos y emanaciones de hidrocarburos terrestres, pero principalmente
se encuentra en zonas caracterizadas por su anaerobiosis y ricas en hidrocarburos (Elshahed et al.,

2003; Savage et al., 2010; Nunoura et al., 2013; Sutton et al., 2013; Liang et al., 2015).

Los miembros del filo Aerophobetes han sido observados anteriormente en sedimentos profundos,
generalmente en areas relacionadas con emanaciones de metano y ambientes andxicos (Wang et al.,
2016). En nuestras muestras se encontraron en mayor abundancia entre los 40 y 200 cm de
profundidad en los nucleos cercanos a la falla Wagner E9N1, y E9N2, lo que podria indicar que los

sedimentos los bajos niveles de oxigeno en estos puntos.

La distribucion de miembros del filo Lokiarchaeota o Deep Sea Marine Group a lo largo de la columna
sedimentaria de los nucleos de la estacidon 4 concuerda con lo que se ha estudiado sobre |la ubiquidad de
miembros de este filo en los sedimentos marinos, y se ha observado que estos pueden estar

correlacionados con la presencia de materia organica (Jgrgensen et al., 2013; Spang et al., 2015).

Otro cambio observado es el aumento abrupto en la abundancia de la familia ANME-2a-2b desde los 80
hasta los 120cm de profundidad en el primer nucleo de la estacion 4, asi como de la familia

Desolfulobacteraceae (9.6 y 4% respectivamente). Esto corresponde con lo que se ha estudiado sobre la
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sintrofia entre metanotrofos y bacterias reductoras de sulfato (Boetius et al., 2000; Heijs 2007), y nos

podria indicar la presencia de metano en esta seccion.

Las muestras del nucleo caliente de la estacion 2 que se encontraban a 40, 60 y 180 cm de profundidad,
asi como las muestras de las secciones mds profundas de los nucleos de la estacion 9 presentaron
problemas en la amplificacion. Algunos de las familias encontradas en estas muestras de sedimento
analizadas, como Corynebacteriaceae y Prevotellaceae han sido encontradas en el microbioma humano,
son organismos saprofitos de la piel (Downes et al., 2008; Bernard K., 2012), lo que sugieres que en este
caso puede ser una contaminacién en la muestra a lo largo de la cadena de procesamiento, por lo que
fueron eliminadas de los andlisis de componentes principales para evitar que nos afectaran las
agrupaciones observadas. En el futuro convendra repetirlas, con especial cuidado para evitar una

posible contaminacion.

Finalmente, la co-ocurrencia, en distintas secciones, de miembros de los filos Hadesarchaea vy
Bathyarchaea podria darse por relaciones de comensalismo por parte de estos ultimos, donde los
productos metabdlicos de Hadearchaea son utilizados para potenciar el metabolismo de los miembros
del filo Bathyarchaeota. Estudios recientes subrayan la capacidad de miembros del filo Hadesarchaea de
fijar carbono inorganico, lo cual resulta util en los sedimentos profundos donde escasean las fuentes de
carbono organico, este proceso se lleva a cabo mediante la oxidacién del monoxido de carbono,
(Sokolova et al., 2009; Baker et al., 2016), mientras que los miembros del filo Bathyarchaeota son
capaces de metabolizar el carbono recalcitrante, proveniente de la lignina, para sobrellevar la escasez
de carbono organico en sedimentos profundos (Yu et al., 2018). Los miembros de este filo generalmente
se encuentran en las secciones mas profundas del sedimento marino. Es posible que Bathyarchaeota
este incorporando el CO, producido por miembros del filo Hadesarchaeota promoviendo asi el

metabolismo acetogénico (Yu et al.,2018).



Capitulo 5. Conclusiones

Las comunidades microbianas procariotas presentes en los primeros 20 cm de los nucleos analizados
presentan similitudes entre todas las estaciones de muestreo. Esta seccion en todas las estaciones estan

dominadas en su mayoria por los filos Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria y Planctomycetes.

Todas las secciones de ambos nucleos de la E4 presenta la misma estructura, por lo que la profundidad
no parece ser un factor determinante. Estas muestras se agrupan tanto en los analisis de presencia-

ausencia como en los que se tiene en cuenta la abundancia de algunos taxones.

Las secciones subsuperficiales, a partir de los 40 cm, entre la estacion de referencia y las estaciones que

se encuentran cercanas a la falla Wagner son diferentes en su composicién microbiana procariota.

Los perfiles de profundidad entre nucleos frios y nucleos calientes presentan claras diferencias tanto en
la composicion como en la abundancia de la comunidad procariota, a lo largo de la columna

sedimentaria.

La profundidad parece tener efecto sobre la estructura de la cominudad aunque el factor mas

determinante parece ser la temperarura, en los nucleos estudiados.

Los miembros del dominio Archaea fueron mas dominantes en secciones mas profundas de los nucleos
de las estaciones cercanas a la falla Wagner, exceptuando el nucleo caliente de la estacion 2 donde se

presentd la temperatura mas alta.
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