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Resumen de la tesis que presenta Estefany Villarreal Peralta como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Efecto de la disponibilidad de nutrientes sobre la regulacion fototréfica del fitoplancton y bacterias
con proteorodopsinas (PRs).

Resumen aprobado por:

Dra. Laura Gémez Consarnau
Directora de tesis

Las proteorodopsinas son proteinas transmembranales que capturan luz para generar energia bioquimica,
la cual puede ser utilizada para crecimiento y supervivencia en bacterias marinas. Las mayores
concentraciones de proteorodopsina se han observado generalmente en ambientes oligotréficos donde
las concentraciones de clorofila-a y nutrientes inorganicos son bajas. Sin embargo, en un estudio reciente
en la zona de surgencia de la cuenca del Sur de California se observé que las maximas concentraciones de
proteorodopsina coincidieron con concentraciones de clorofila-a altas durante las proliferaciones algales
de primavera. Para comprender mejor la dindmica de comunidades fotdtrofas, en este estudio
investigamos las relaciones entre la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento del fitoplancton y
microorganismos con proteorodopsinas, y la estructura de las comunidades microbianas asociadas al
desarrollo de proliferaciones algales en un ambiente controlado. Con ese objetivo se realizd un
experimento de incubacion de mesocosmos durante 20 dias con agua de mar colectada en la cuenca del
Sur de California, induciendo el crecimiento fitoplanctdnico con la adicién de nutrientes inorganicos. Se
cuantificd la clorofila-a, proteorodopsina, abundancia bacteriana y se secuenciaron amplicones de las
regiones V4-V5 del gen 16S de ARNr. Las maximas concentraciones de clorofila-a se presentaron entre los
8 y 12 dias después del inicio del experimento, mientras que los niveles mas altos de proteorodopsina y
abundancias bacterianas se presentaron entre los 14 y 20 dias. Bacterias en los érdenes Flavobacteriales
y Rhodobacterales dominaron la estructura de las comunidades bacterianas, sugiriendo la utilizacién de
proteorodopsinas en miembros de estos grupos. Estos datos sugieren que, a diferencia de lo observado
en sistemas oligotroficos, en sistemas productivos la asimilacidn activa de nutrientes y materia orgdnica
por parte del bacterioplancton esta acoplada a la obtencidn de energia solar mediante proteorodopsinas.
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Abstract of the thesis presented by Estefany Villarreal Peralta as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Marine Ecology

Effect of nutrient availability on the phototrophic regulation of phytoplankton
and bacterial with proteorhodopsins (PRs)

Abstract approved by:

Dra. Laura Gomez Consarnau
Thesis Director

Proteorhodopsins are transmembrane proteins that capture light to generate biochemical energy, which
can be used for growth and survival in marine bacteria. By quantifying retinal, as a proxy for this
photosystem, the highest concentrations of proteorhodopsin have generally been observed in oligotrophic
environments where the concentrations of chlorophyll-a and inorganic nutrients are low. However, in a
recent study in the upwelling region of the Southern California basin, maximum proteorhodopsin
concentrations coincided with those of chlorophyll-a during spring algal bloom seasons. To better
understand the dynamics of phototrophic communities, in this study we investigated the relationships
between the availability of nutrients, the growth of phytoplankton and microorganisms with
proteorhodopsins, and the structure of the microbial communities associated with the development of
algal blooms in a controlled environment. With this objective, we carried out a mesocosm incubation
experiment for 20 days with seawater collected in the Southern California basin, inducing phytoplankton
growth with the addition of inorganic nutrients. We quantified chlorophyll-a, proteorhodopsin and
bacterial abundances, and also sequenced and analyzed amplicons of the V4-V5 regions of the 16S rRNA
gene. The highest concentrations of chlorophyll-a occurred between 8 and 12 days after the start of the
experiment, while the highest levels of proteorhodopsin and bacterial abundances were found between
days 14 and 20. Bacteria in the orders Flavobacteriales and Rhodobacterales dominated the structure of
bacterial communities, suggesting the use of proteorhodopsins in members of these groups. These data
suggest that, unlike what is observed in oligotrophic systems, in productive systems the active assimilation
of nutrients and organic matter by bacterioplankton is coupled with obtaining solar energy through
proteorhodopsins.

Keywords: proteorhodopsin, retinal, marine bacterial, bacterioplankton.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Introduccidon general

En los océanos, los microorganismos son la fraccidn dominante de las comunidades marinas, tanto en
biomasa como en actividad metabdlica (Pomeroy, 1974; Valiela et al., 1979). Tienen un papel central en
los ciclos biogeoquimicos, soportan la productividad ocednica, capturan y transforman la energia solar,
participan en la regulacién de los gases de efecto invernadero, y representan una gran reserva de
variabilidad genética. Sin embargo, su diversidad, fisiologia y ecologia sigue estando poco entendida

(DeLong y Karl, 2005; Karl, 2007; Karl y Church, 2014).

Uno de los principales cuestionamientos dentro de la ecologia microbiana se centra en cédmo los
microorganismos, tanto procariontes como eucariontes, se relacionan, compiten por la disponibilidad de
nutrientes y transforman la energia (Handelsman, 2004). Para esta ultima actividad, se sabe que existen
dos mecanismos que permiten a las bacterias, arqueas y microalgas recolectar la abundante energia solar:
i) fotosintesis a través de pigmentos como la clorofila-a y la bacterioclorofila-g, y ii) rodopsinas microbianas
(Béja et al., 2000; Niel, 1932; Woodward et al., 1990), presentes en el 80% de bacterias marinas (Dubinsky
et al., 2017; Sieradzki et al., 2018; Olson et al., 2018).

La importancia de la fotosintesis impulsada por clorofila-a en la fisiologia y ecologia de fitoplancton es
indiscutible (Falkowski, 1994; Fuhrman y Hagstro, 2008; Zbigniew y Falkowski, 1993). Sin embargo, la
comprension del flujo de energia mediada por las rodopsinas microbianas y el papel ecoldgico que juegan

las bacterias con dichas funciones en el océano es aun limitada (Pinhassi et al., 2016).

Las proteorodopsinas son un tipo de rodopsinas microbianas que funcionan como bomba de protones
impulsadas por luz (Béja et al., 2000). Se ha estimado que estas funciones estan ampliamente distribuidas
en el plancton microbiano, estando presentes en mas de un del 80% del bacterioplancton en la superficie
del océano (Dubinsky et al., 2017; Olson et al., 2018; Sieradzki et al., 2018) principalmente en los grupos
de Flavobacteriales, Pelagibacterales (e.g., clado SAR11), Alteromonodales, Vibrionales y clado SAR86. Este
trabajo se centra en el rol ecoldgico de las comunidades de bacterias con proteorodopsinas usando un

sistema experimental cerrado y controlado con alta disponibilidad de nutrientes.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Proteorodopsinas

Las rodopsinas son proteinas transmembranales unidas por un enlace covalente a una molécula del
cromdforo retinal (o aldehido de vitamina A). La cadena polipeptidica esta formada por siete estructuras
helicoidales unidas por bucles cortos a cada lado de la membrana celular (opsina) (figura 1) (Béja et al.,
2000; Oesterhelt y Stoeckenius, 1971; Stoeckenius, 1994). Esta estructura se conserva en las rodopsinas
de todos los dominios de la vida. Sin embargo, las secuencias de aminodcidos y nucledtidos pueden ser
muy diferentes entre los diversos organismos, ya que posiblemente son producto de distintos origenes
evolutivos; y pueden realizar distintas funciones biolégicas: bombeo de protones, bombeo de otros iones,
deteccion de luz y regulacion génica, fototaxis y vision (Foster et al., 1984; Oesterhelt y Stoeckenius, 1971,
Spudich et al., 2000). De acuerdo con lo anterior, el conjunto de rodopsinas conocidas hasta hoy se
clasifican en dos grandes familias: rodopsinas tipo |, (reportadas en bacterias, arqueas, fitoplancton y
hongos) y rodopsinas tipo Il, las cuales contribuyen a la capacidad de visién de los animales (Ernst et al.,

2013).

Las primeras rodopsinas se identificaron en arqueas de ambientes hipersalinos por Oesterhelt y
Stoeckenius (1971). La proteina fotosensible fue nombrada bacteriorodopsina y su descubrimiento inicid
una nueva linea de investigacion que durante décadas ha llevado a una mejor comprensién de las
estructuras, interacciones y actividades de estas proteinas de membrana, asi como estudios bioquimicos,
biofisicos y biotecnoldgicos usando como referencia este sistema (Brock y Petersen, 1976; Grote y
O’Malley, 2011; Johnson et al., 2010; Oesterhelt y Krippahl, 1983; Spudich y Bogomolni, 1984). Estructuras
similares a las bacteriorodopsinas de arqueas se han encontrado en organismos eucariontes (algas, hongos
y animales) (Bieszke et al., 1999; Foster et al., 1984; Spudich et al., 2000); y mas tarde en bacterias (Béja
et al., 2000), identificAndose asi como los mecanismos de fototrofia mas abundantes en los tres dominios

de la vida (Finkel et al., 2013).

Las proteorodopsinas son rodopsinas de tipo | que funcionan como bomba de protones. Utilizan la energia
luminica para bombear protones hacia el espacio periplasmatico de la célula, que después son tomados
por la ATPasa hacia el citoplasma de la célula para unir un fosfato al ADP y generar asi ATP, energia
suplementaria a la obtenida por respiracion o fosforilacion (DelLong y Béja, 2010) (figura 2). La energia

obtenida mediante este proceso puede sustentar un mayor crecimiento, aumentar la capacidad de
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sobrevivencia en estados de inanicidn y/o aumentar la tasa de toma de sustratos (Gomez-Consarnau et

al., 2007, 2010, 2016; Palovaara et al., 2014; Wang et al., 2012).

A inside C B

N outside

Figura 1. Estructura de rodopsina. A) Proteina con siete a-hélices a través de la membrana celular. B) Esquema de la
disposicion helicoidal de una rodopsina microbiana con la molécula de retinal (imagen tomada de Ernst et al., 2013)
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Figura 2. (1) Asimilacién de luz solar por la proteorodopsina, (2) bombeo de protones hacia el espacio periplasmatico
de la célula, (3) captura de protones por la ATPasa, 4 y 5) formacion de ATP como consecuencia del gradiente de
protones inducido por la luz (imagen modificada de Delong y Béja, 2010).
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En un transecto a lo largo del Mar Mediterraneo y la costa este del Atlantico Norte, Gdmez-Consarnau et
al. (2019) realizaron la primera cuantificacion de retinal en las bacterias marinas como una aproximacion
de la sintesis de proteorodopsina, también midieron las concentraciones de clorofila-a y nutrientes. Los
resultados de este trabajo mostraron que las proteorodopsinas puede llegar a captar la misma cantidad
de energia solar que la clorofila-a. Ademds, observaron que en las zonas donde se detectaron las mayores
concentraciones de proteorodopsina, las concentraciones de clorofila-a y de nutrientes (nitratos y
fosfatos) fueron mas bajas (figura 3). Por lo contrario, Hassanzadeh et al. (2021) aplicando el mismo
método de cuantificacién de proteorodopsina, muestra una tendencia inversa en el Pacifico Norte, es
decir, las zonas con mayores concentraciones de clorofila-a coincidieron con las altas concentraciones de

proteorodopsina (figura 4).

Ambos estudios consistieron en observaciones puntuales realizadas “in situ”, por lo cual no fue posible
establecer si la relacion de la regulacion de la sintesis de esta proteina es consecuencia de los nutrientes
inorganicos, asi como el material organico disuelto (DOM, por sus siglas en inglés); y/o la relacion que
existe con la abundancia fitoplanctdnica, ya que la sintesis de proteorodopsina puede estar influenciada
por multiples factores ambientales. En este sentido, los experimentos de incubacién de agua de mar en
sistemas de mesocosmos son Utiles para estudiar los efectos de diferentes cambios ambientales (e.g.,
temperatura, concentraciéon de nutrientes, pH) en comunidades microbianas naturales (Pinhassi et al.,

2004).
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Figura 3. (A) Concentracién de proteorodopsina (retinal); (B) concentracion de clorofila-a y (C) concentracion de
nitratos a lo largo del Mar Mediterraneo y el Océano Atlantico Oriental Norte (Gémez-Consarnau et al., 2019).
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Figura 4. (A) Concentracion de proteorodopsina (retinal), (B) concentracion de clorofila-a en Pacifico Norte (SPOT)
(Hassanzadeh et al., 2021).

1.2.2 Experimento de mesocosmos con nutrientes

Uno de los principales retos en oceanografia bioldgica es el poder identificar como los diferentes factores
ambientales abidticos (p. ej. temperatura, disponibilidad de nutrientes, etc.) influyen en las comunidades
microbianas naturales. Una posible solucidn para observar mas claramente la dindmica de las
comunidades microbianas es realizar experimentos de incubaciéon de agua de mar en condiciones de
laboratorio, las cuales permiten controlar varios de estos factores ambientales (Allers et al., 2007;
Lekunberri, 2008; Pinhassi et al., 2004). Los experimentos de incubacién de agua difieren de acuerdo al

volumen utilizado, algunos autores como Bloesch (1988) definen microcosmos aquellos con volumen <1
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m3, mesocosmos los que contienen volimenes de 1 m* hasta 1000 m? y macrocosmos los que contienen
volimenes > 1000 m?. Esta divisidn es arbitraria, puesto que otros trabajos toman distintos criterios de
volumen a la hora de definir el concepto mesocosmos, aun asi, todos coinciden en su caracterizacién como
un experimento de incubacidn de agua con un objetivo de estudio claro, donde se simulan los factores
ambientales. Aqui se toma la definicion de mesocosmos como cualquier sistema artificial capaz de
contener y aislar a las comunidades de organismos acudticos con el propdsito de someterlas a

experimentacion (Petersen y Englund, 2005).

Se sabe que los florecimientos de fitoplancton ocurren cuando ademas de la luz, hay una gran
disponibilidad de nutrientes en el agua (Smayda, 1991). Los florecimientos algales o blooms han sido
simulados artificialmente en numerosos experimentos de mesocosmos mediante la adicion de algun
nutriente inorganico en particular, o la combinacidn de varios. Esto permite observar la sucesién de los
distintos grupos de microorganismos autétrofos y con ello el cambio en las comunidades del
bacterioplancton a lo largo del tiempo. Por ejemplo, Allers et al. (2007) a través de incubaciones de agua
de mar en mesocosmos de mds de 200 litros describieron como en aguas superficiales del Mar
Mediterraneo, la adicidn de nitrato y fosfato estimulé el crecimiento del fitoplancton, representado como
un incremento de la concentracidn de clorofila-a (figura 5). A través de este experimento fue posible
identificar de manera mds directa el desarrollo de las comunidades bacterianas a lo largo del experimento.
El agua muestreada en el oeste del Mediterraneo fue incubada con periodos de 12 horas de oscuridad y
12 horas de luz y la temperatura se ajustd a la registrada en el sitio de muestreo. Como resultado se
obtuvieron diferencias significativas en la concentracién de clorofila-a, entre los tratamientos control y los
tratamientos a los que se les adiciond nutrientes y se determind la sucesion de distintos grupos

bacterianos a lo largo del tiempo.

Otro ejemplo claro de la importancia de este tipo de experimentos, donde aumenta la concentracién de
clorofila-a con la adicion de nutrientes es el de Bunse et al. (2016), donde el factor de estudio fue la
respuesta del bacterioplancton ante el cambio del pH. Colectaron agua con baja concentracion de
nutrientes cerca de la costa de Cataluia y la dividieron en cuatro tratamientos: 1) mesocosmos control,
sin adicion de otro factor, 2) mesocosmos con burbujeo constante de CO2, 3) mesocosmos con exceso de
nutrientes inorganicos y 4) mesocosmos con exceso de nutrientes inorgdnicos y burbujeo de CO2. Sus
resultados mostraron que la concentracién de clorofila-a aumento de forma significativa en aquellos
tratamientos donde se agregaron nutrientes inorganicos y que el bacterioplancton favorecié la expresién

de genes de homeostasis de pH en ambientes con baja disponibilidad de nutrientes.
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Estudios similares (Pinhassi et al., 2006, 2004; Scha et al., 2001) demuestran que los experimentos de
mesocosmos son factibles para la simulacién de proliferaciones algales y el estudio de las comunidades

microbianas asociadas a estos eventos.
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Figura 5. Concentracién de clorofila-a (ug-L?) en dos diferentes mesocosmos experimentales (barras sombreadas).
Control: sin modificaciones y +P: adicion de fosfatos y nitratos (imagen modificada de Allers et al., 2007).

1.2.3 Dindmica de comunidades microbianas y su estudio a través del gen 16S ribosomal

En los ambientes marinos, habitan aproximadamente 3.6 x 10%® microorganismos a una densidad
promedio de 5 x 10° células mL™ (Cock et al., 2010). Sin embargo, estimar la diversidad microbiana habia
resultado dificil ya que menos del 1% de los microbios son cultivables (Torsvik y @vreas, 2002). Por lo tanto,

los métodos de cultivo de bacterias, resultan inadecuados para establecer el rol ecolégico de los microbios
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(Salazar y Sunagawa, 2017). Por lo anterior, para los analisis de diversidad bacteriana se ha utilizado el gen
16S ribosomal (16S ARNr) como marcador molecular, ya que contiene una variabilidad y divergencia
genética significativa a nivel de especie, posee sitios conservados adyacentes para su amplificacién por el
método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por su siglas en inglés) y tiene una longitud adecuada
que permite la extraccidn y secuenciacion de forma facil, reproducible y precisa, asi como una baja

frecuencia de transferencia horizontal (Caumette et al., 2015; Woese y Fox, 1977).

De las nueve regiones del gen 16S ARNr, las primeras cinco (V1-V5) son las que se consideran para el disefio
de cebadores o primers, ya que su variabilidad permite diferenciar los distintos grupos de bacterias. El par
de primers 515F-Y/ 926R, que amplifica las regiones V4-V5, ha demostrado mejores resultados comparado
con otros primers, ya que reduce el sesgo de sobrestimacion o subestimacién de algunos grupos

bacterianos (Parada et al., 2015; Walters et al., 2015).

Las particularidades del gen 16S ARNr han permitido la secuenciaciéon de miles de millones de fragmentos
y generar informacidn gendmica para la identificacidn de especies bacterianas y asignacion de especies en
todo el mundo (Salazar y Sunagawa, 2017) y con ello establecer la estructura de las comunidades

microbianas que a su vez permiten entender la importancia de cada grupo en los distintos ambientes.

Como resultado del estudio del gen 16S ARNr en distintas zonas del océano a lo largo de los afios, se han
identificado patrones de distribucion de ciertos grupos taxondmicos asociados a distintas caracteristicas
del agua, dentro de los cuales destacan por su abundancia y funciéon ecolégica: SAR11, SARS6,
Flavobacterias, Rhodobacterales y las Cianobacterias (Buchan et al., 2005, 2014; Fuhrman y Hagstro, 2008;
Moran et al., 2007; Morris et al., 2002)

Dentro de las Alfaproteobacterias se encuentra el grupo mds abundante de los océanos, el Clado SAR11.
Constituyen aproximadamente el 33% de las comunidades microbianas presentes en la zona eufética y
aunque se considera un grupo diverso y cosmopolita, sus mayores abundancias se han reportado en los
ambientes oligotroéficos (Fuhrman y Hagstrom, 2008; Morris et al., 2002; Steindler et al., 2011). Ademas,
las especies de este grupo poseen genes de proteorodopsinas, lo cual ofrece una ventaja ecoldgica en

ambientes con poca disponibilidad de nutrientes (Gomez-Consarnau et al., 2010).

El orden Rhodobacterales, perteneciente también a las Alfaproteobacterias, compone el 20% del
bacterioplancton costero y el 15% de las comunidades bacterianas en ambientes ocednicos (Buchan et al.,
2014; Moran et al., 2007). Son clave en la transformacién de carbono, nitrégeno, fésforo y azufre y se ha
propuesto que establecen relaciones con el fitoplancton de tipo mutualista y patdgena (Buchan et al.,

2014; Moran et al., 2007; Newton et al., 2010; Seyedsayamdost et al., 2011). Dentro de este orden también
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se encuentran géneros que contienen la bacterioclorofila-a, pigmento que les permite la asimilacién de

energia solar a través de la fototrofia aerdbica anoxigénica (Newton et al., 2010; Shiba, 1991).

Del clado SAR86 perteneciente a las Gamaproteobacterias, debido a que no es cultivable, se conoce poco
sobre su fisiologia, pero diversos estudios identifican a este grupo como uno de los mas abundantes en las

superficies ocednicas y costeras (Dupont et al., 2012).

En el grupo de los Bacteroidetes, el orden Flavobacteriales es el mejor estudiado, por su presencia en los
florecimientos algales, ya que tienen la capacidad de degradar compuestos complejos derivados del
decaimiento fitoplancténico. También disponen de bombas de protones (proteorodopsinas) que se
sintetizan durante los florecimientos de fitoplancton e impulsa el crecimiento bacteriano (Riemann et al.,
2000; Williams et al., 2013). Se encuentran distribuidos principalmente en zonas costeras y océanos

templados (Buchan et al., 2014; Fuhrman y Hagstrom, 2008).

Finalmente, uno de los grupos mas abundantes y del cual existe un mayor conocimiento en diversos
aspectos como genética y fisiologia, son las cianobacterias marinas. Forman parte del fitoplancton por su
contenido de clorofila-a, lo que les permite realizar fotosintesis oxigénica. Son organismos cosmopolitas y
tienden a formar florecimientos con el incremento de la temperatura y exceso de nutrientes (Fuhrman y

Hagstro, 2008; Partensky et al., 1999).

De los grupos descritos, solo algunos son cultivables, por lo que no se tiene un panorama completo de las
funciones ecoldgicas de cada uno, recalcando asi la importancia del uso de técnicas de biologia molecular
para determinar sus patrones de distribucién en el océano. Sin embargo, la secuenciacion del gen 16S
ARNr no proporciona por si sola un medio para probar hipétesis ecoldgicas, pero es una herramienta
confiable para la estimacidn y caracterizacion de las diferentes comunidades procariotas que permite

plantear hipdtesis ecoldgicas que involucran microorganismos no cultivables (Handelsman, 2004).
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1.3 Justificacion

Este trabajo toma como base el reciente estudio de Gédmez-Consarnau et al. (2019) y el trabajo de
Hassanzadeh et al. (2021). En el primero se observd que en el mar Mediterraneo las zonas con mayor
abundancia de proteorodopsina presentan las concentraciones mas bajas de clorofila-a y de nutrientes
(nitratos y fosfatos). Esto sugiere que sistemas mds productivos (i.e. con mayor disponibilidad de
nutrientes inorganicos y mayor productividad primaria) estaran mayormente dominados por clorofila-a, y
la fototrofia mediante proteorodopsina se vera limitada a aguas con baja disponibilidad de sustratos. Sin
embargo, Hassanzadeh et al. (2021) mostraron que, en un ambiente con alta disponibilidad de nutrientes
como es la regidn de la cuenca del Sur de California, las mayores concentraciones de clorofila-a
coincidieron con las mayores concentraciones de proteorodopsina. Ante estas observaciones surgio la
pregunta: écual es la dindmica de las comunidades microbianas con proteorodopsinas en relacién con la
disponibilidad de nutrientes y qué procesos bioldgicos entre el fitoplancton y las bacterias con

proteorodopsinas, regulan la sintesis de estos fotosistemas?

Debido a que los estudios mencionados consistieron en observaciones puntuales realizadas in situ, no fue
posible establecer una relacién directa entre la regulacion de la sintesis de esta proteina y la dindmica de
presencia de nutrientes inorganicos, y/o la relacidon que existe con la abundancia fitoplanctdnica o de otros
factores ambientales. En este sentido, los experimentos de mesocosmos son una herramienta ideal para
inferir la dinamica entre la disponibilidad de nutrientes y la presencia del fitoplancton y las bacterias con

proteorodopsinas, permitiendo su estudio en un ambiente controlado.
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1.4 Hipoétesis

En un ambiente controlado, el aumento de la concentracion de nutrientes estimulara el crecimiento del
fitoplancton aumentando la concentracidn de clorofila-a a lo largo del tiempo. Durante este aumento de
la biomasa de fitoplancton y su sucesiva disminucién, estardn asociadas diferentes comunidades

microbianas con distintas capacidades fototréficas mediante proteorodopsinas.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

e Exponer la dindmica entre la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento de microorganismos con
clorofila-a y microorganismos con proteorodopsinas, asi como describir la estructura de las

comunidades microbianas asociadas al desarrollo del fitoplancton en un ambiente controlado.

1.5.2 Objetivos especificos

e Examinar la relacidn entre la concentracién de proteorodopsina (retinal) y de clorofila-a durante
el crecimiento y disminucidn de la abundancia del fitoplancton en un ambiente controlado a través

del tiempo.
e Caracterizar las comunidades microbianas presentes a lo largo del experimento.

e Estimar la abundancia bacteriana.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Colecta de agua de mar

Se realizé una colecta de agua fuera de Bahia de Todos Santos, regidn noroeste de la peninsula de Baja
California (México), localizada entre los 31°40' y 31°56' Ny 116°36' y 116°55’ W, la cual cuenta con dos
bocas por las que establece comunicacién con el Océano Pacifico (Pavia y Reyes, 1983). El agua fue tomada
el dos de octubre de 2019, en las coordenadas 31°53.580" W, -116°57.240" N, a una profundidad de dos
metros, con ayuda de una bomba manual localizada en la cubierta de la embarcacién “Rigel" (propiedad
de CICESE). Con el objetivo de inducir el crecimiento fitoplanctdnico, la estacidn y la fecha de muestreo
fueron elegidas de acuerdo con los resultados de los monitoreos mensuales del Laboratorio FICOTOX, los
cuales reportan la concentracion mas baja de clorofila-a en la localidad elegida y durante este periodo

(Horta Garcia, 2020).

El agua se colectd en botellas de pldstico de 20 L, previamente lavadas con HCl al 1%, y se transportaron
al Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad Auténoma de Baja California, donde

se implementé inmediatamente el experimento que se llevd a cabo durante 30 dias.

2.2 Preparacion de experimento de mesocosmos

Se transfirieron 10 L de agua de mar en cada una de las 33 botellas de polietileno de baja densidad (LPD)
(figura 6A), previamente enjuagadas con HCl al 1%. Tomando como referencia las concentraciones de
nutrientes de la Bahia de Todos Santos durante esta temporada (NO3+NO,= 4.67uM, PO, 3= 1.09uM y SiO,=
8.49uM) reportadas por Fimbres (2019), se afiadieron nutrientes inorgdnicos para alcanzar
concentraciones finales (20uM NaNOs, 2uM NaH,PQO,, 20uM SiOH4 )y asi estimular un crecimiento artificial
microalgal en 30 botellas marcadas como R1 hasta R30. Las tres botellas restantes se utilizaron como

control sin nutrientes y fueron marcadas como C1, C2 y C3.

Todas las botellas fueron colocadas en tanques de exterior con recirculacidon de agua que mantenian una
temperatura constante similar a la reportada en Bahia de Todos Santos (18° C £ 1 °C) (Pavia y Reyes, 1983)

(figura 6B).

Con el propdsito de simular la exposicion de radiacion solar en el océano a la profundidad donde se colectd

el agua, se colocaron mallas negras encima de los tanques (figura 6C), reduciendo de este modo la cantidad
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de luz incidente. Se instalaron dos sensores HOBO contrapuestos, que permitieron el monitoreo de la

temperaturay la irradiancia, tanto incidente en el tanque como la reflejada en las paredes (figura 6D).

Figura 6. Implementacion de experimento de mesocosmos. A) Preparacion de botellas con nutrientes inorganicos.
B) Sistema de circulacion de tanques de incubacidn. C) Tanques de incubacidn con malla. D) Sensores de temperatura
e irradiancia.

2.3 Monitoreo de parametros de estudio

La radiacién fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés) se midié durante todo el experimento
con sensores HOBO (n/s: 20376135, 20376138) colocados de manera contrapuesta dentro de los tanques
de incubacién permitiendo el monitoreo de la temperatura y la irradiancia, tanto incidente en el tanque

como la reflejada en las paredes. Los datos de los sensores fueron sumados para obtener la irradiancia
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total del tanque y con el objetivo de conocer la PAR total, se usé un factor de conversién de 0.0189

(umol-m2-s1) obtenido previamente mediante la calibracion de los sensores con un irradiémetro plano

LICOR 2m.

En la figura 7 se muestra el disefio experimental del estudio. Con el propdsito de seguir el desarrollo del
crecimiento fitoplancténico durante el experimento, desde el dia de inicio del mesocosmos (tiempo 0) y
cada 48 horas (tiempo 1 al 14), se tomaron 100 mL de agua de los controles y se midié la clorofila-a
mediante fluorescencia (Welschmeyer, 1994). Estas mediciones permitieron comparar el incremento de
clorofila-a en los tratamientos con nutrientes y asi conocer el desarrollo del crecimiento fitoplancténico.
También, cada 48 horas, se retiraron dos réplicas del tratamiento de nutrientes en su totalidad y se
transportaron en oscuridad (evitando asi afectar los pigmentos) a las instalaciones del CICESE (figura 7).
Con el fin de diferenciar los distintos tipos de organismos por tamafio el agua se filtré usando una bomba
peristdltica, fraccionando en linea a través de tres filtros de diferente tamafio de poro: 10 um
(microplancton), 3 um (nanoplancton) y 0.2 um (picoplancton), utilizando para las primeras dos fracciones
filtros de policarbonato (PC) de 47 mm de didmetro y cartuchos Sterivex™ para la fraccidon de 0.2 um
(figura 8). Se filtraron 2 L para el estudio de las comunidades microbianas mediante analisis 165 ARNry 6
L (o hasta la saturacion de los filtros) para la medicidon de proteorodopsina mediante la cuantificacién de
retinal (Gomez-Consarnau et al., 2019) y clorofila-a en esas fracciones concretas. Los filtros fueron
transferidos a tubos crioviales de 2 mL y conservados en nitrégeno liquido al igual que los cartuchos

Sterivex™, hasta su procesamiento.

Ademas, para cada botella retirada se tomaron 15 mL de agua para analisis de microscopia de
epifluorescencia (fijando al instante con 200 uL de formalina) y preservada a una temperatura de -20° C
hasta su procesamiento y se colectaron muestras de 1.8 mL para analisis de citometria de flujo, las cuales

se fijaron con 36 pL de formalina y se preservaron a -80° C, hasta el momento de su lectura.
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(Se retiraron 2 botellas cada 48 horas hasta el dia 28, obteniendo un total de 15 puntos de muestreo
en el tiempo)

Figura 7. Diagrama ilustrativo del disefio experimental. Se inicié el experimento con 3 botellas control (sin nutrientes)
y 28 botellas con nutrientes (N, P y Si). Cada 48 horas después del inicio del experimento, se retiraron dos botellas
de tratamiento con nutrientes para estimar la abundancia bacteriana, analizar clorofila-a, retinal y DNA de la
comunidad microbiana.
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Figura 8. Sistema de filtracidn linea con bomba peristaltica. Los filtros de diferente tamafio permiten capturar
biomasa de acuerdo con el tamafio de los organismos.

2.3.1 Cuantificacion de clorofila-a en filtros de fibra de vidrio GFF

Se filtraron los 100 mL de muestra a través de filtros de fibra de vidrio GF/F de 25 mm de diametro
(Whatman) usando una bomba de vacio para su andlisis durante el transcurso del experimento.
Posteriormente, se introdujo cada filtro en un vial oscuro con 10 mL de acetona 90%. Los viales se pusieron
a una temperatura de 4° C, durante 24 horas para la extraccidon del pigmento. Las concentraciones de
clorofila-a fueron estimadas en oscuridad con un fluorémetro Turner Designs mediante el método de

Welschmeyer (1994).

2.4 Microscopia de epifluorescencia

Las muestras preservadas para microscopia fueron descongeladas a temperatura ambiente vy
posteriormente fueron procesadas de acuerdo con la metodologia de Hobbie et al. (1977): se tomaron 2

mL de la muestra y se le agregaron 50 plL del colorante naranja de acridina 0.01%, dentro de una torre de
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filtrado. Se filtré con una bomba de vacio a través de un filtro de Nucleopore de polycarbonato (NP) con
tamanfio de poro de 0.2 um y 25 mm de didmetro, pretenido con colorante de irgalan negro y debajo de
este se colocé un filtro GFF Whatman® de 25 mm de didmetro humedecido previamente con agua Milli-
Q°®, evitando asi el rompimiento del filtro NP. Una vez filtrado el volumen de la muestra y sin dejar secar
completamente, se colocé el filtro de NP sobre una gota de aceite de inmersion no fluorescente y de baja
viscosidad en un portaobjetos de vidrio. Se afiadié una segunda gota de aceite en el filtro y se colocd un

cubreobjetos de vidrio.

Se observd en el microscopio de epifluorescencia Nikon Ti Eclipse Inverted Microscope con un aumento
de 100X y se tomaron fotos para realizar posteriormente el conteo directo de células. Se contaron 20
campos para tener un 95% de confiabilidad en un area determinada de 120X60 um. La abundancia

bacteriana fue estimada usando la férmula de Hobbie et al. (1977) (ecuacién 1):

Nt= ((N*At)/(V*Ag)) (1)

Nt (células mL?); N, total de células contadas/nimero de campos contados; At (mm?) drea del de filtracién

efectiva; V (mL) volumen filtrado; Ag, (mm?) drea determinada para conteo de células.

2.5 Citometria de flujo

Las muestras designadas para citometria de flujo fueron analizadas en el Instituto de Oceanografia de
Scripps en San Diego California, EE. UU. Las muestras se descongelaron y se tifieron con SYBR® Green |
(ThermoFisher Scientific). Posteriormente se analizaron en un citémetro de flujo (Accuri, BD Biosciences)

como lo describen Gasol y Giorgio (2000).

2.6 Cuantificacion de pigmentos

El procedimiento de extraccion y cuantificacidon de pigmentos se llevd a cabo en la Universidad del Sur de

California en Los Angeles California, EE. UU. mediante el método de Gémez-Consarnau (2019).

2.6.1 Extraccion de Pigmentos

La extraccién de pigmentos en las distintas fracciones microbianas (10 um, 3 um y 0.2 um) para obtener

las concentraciones de retinal y clorofila-a se realizé mediante una extraccién inicial con metanol. Los
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filtros designados para pigmentos fueron descongelados y transferidos a tubos Falcon de 15 mL cubiertos
con papel aluminio, evitando asi la exposicién de luz, a los cuales se les adicioné previamente 3 mL de
metanol de grado LC-MS (BAKER ANALYZED® LC-MS) y 250 uL de hidroxitolueno butilado metandlico al
0.1% (Sigma-Aldrich). Las muestras se sonificaron por 30 segundos a 400 Watts (Branson Ultrasonics 450
Digital Sonifier) en hielo usando un accesorio de micropunta de 1/8". Posteriormente las muestras fueron
agitadas con un vortex y se mantuvieron a -20 °C en oscuridad por 24 horas. Después las muestras se

centrifugaron por 10 minutos a una temperatura de 4° Cy 4300 g.

2.6.2. Andlisis de clorofila-a en distintas fracciones microbianas

A continuacién, las muestras para el andlisis fluorimétrico de clorofila-a se diluyeron en acetona. Se
tomaron 100 pL de cada extracto metandlico y se diluyeron en 4.9 mL de acetona al 90% (v:v) y se
realizaron por triplicado la cuantificaciones fluorométricas de clorofila-a usando el método de no
acidificacion (Knap et al., 1996). Se tomaron alicuotas de 3-100 plL para las mediciones y se utilizd un

fluorémetro de laboratorio 10AU (Turner Designs).

2.6.3. Extraccion y cuantificacion de retinal en distintas fracciones microbianas

Al extracto sobrante de cada muestra del apartado anterior, se le adicioné 100 uL de all-trans-retinal
metandlico deuterado (CxoH23Ds0, Santa Cruz Biotechnology Inc., (CAS 116-31-4 unlabeled)) para alcanzar
una concentracion final de aproximadamente 10 nM como estdndar interno para la cuantificacion del
retinal con el uso de cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Para
desplazar el retinal unido covalentemente de la proteina rodopsina, se agregaron 100 pL de hidrocloruro
de hidroxilamina acuosa en exceso (Sigma-Aldrich) obteniendo asi una concentracién final de 34 mM
NH20H - HCl. La extraccién del retinal (ahora en forma de retinal oxima, después de su extraccién con
hidroxilamina) se llevé a cabo incubando los productos por dos horas a 4° C en condiciones de luz.
Posteriormente se centrifugaron los extractos durante 10 minutos a 4300 g. El pigmento fue cuantificado
por LC-MS/MS, tomando 1.5 mL del sobrenadante y suponiendo que cada fotosistema funcional contiene

Unicamente un cromoforo de retinal.
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2.7 Analisis de estructura de la comunidad microbiana mediante secuenciacion de

amplicones del gen 16S ARNr

2.7.1 Extraccion de DNA genémico

Las muestras designadas para extraccion de DNA gendmico (colectadas en cartuchos Sterivex™ vy filtros
de policarbonato de distinto tamafio de poro) fueron retirados del nitrégeno liquido y puestos a -20° C,
posteriormente se acondicionaron a 4° C durante aproximadamente 10 minutos para su descongelacion
paulatina. Los filtros de PC se sacaron de los tubos crioviales con pinzas estériles y en el caso de los
Sterivex™ fueron rotos para la obtencidn del filtro de acuerdo con la metodologia de (Cruaud et al., 2017),
en ambos casos los filtros se colocaron en un tubo de perlas (PowerWater DNA Bead Tube) para efectuar
la lisis mecdanica. Toda la extraccion se realizd utilizando el kit “DNeasy PowerWater” de QIAGEN® vy

siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentracidon del DNA se estimd por espectrofotometria con el equipo Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific®), usando como blanco la solucidn EB del kit de extraccién. Para la verificacién de la integridad
del DNA extraido, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 4% durante 10 minutos a 50 volts y
después por 45 minutos a 80 volts con Buffer TBE, usando como referencia un marcador de peso molecular
6 Kb para visualizar y determinar el tamafio del DNA. Las imdagenes se obtuvieron utilizando el programa
IMAGELAB (BIO-RAD) y las muestras fueron preservadas a -20° C, hasta la preparacién de las bibliotecas

de secuenciacion.

2.7.2 Preparacion de bibliotecas

La construccién de las bibliotecas del gen 16S ARNr se realizd en las siguientes etapas:
1. Se amplificé la regidon V4-V5 del gen 16S del ARNr mediante PCR, utilizando los primers 515F-
Y/926R (Parada et al., 2015). Las reacciones de PCR, se prepararoncon 1,5, 7.5 0 12.5 ng de DNA
y las condiciones en el termociclador fueron las propuestas por Parada et al. (2016). Se realizé una
electroforesis con gel de agarosa al 1% durante 10 minutos a 50 volts y 35 minutos a 100 volts que
permitio verificar la amplificacion de la region de interés.
2. Los productos PCR se purificaron con el kit SequalPrep™ Normalization Plate (Invitrogen)

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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3. Se realizdé una segunda reaccion de PCR, que permitié adjuntar los indices duales y adaptadores
de secuencia de lllumina, los cuales permitiran asignar las secuencias o lecturas a las diferentes
muestras. Se verificd dicho proceso con una electroforesis de gel de agarosa al 1% durante 10
minutos a 50 volts y 35 minutos a 100 volts. Las condiciones del termociclador fueron las sugeridas
por la compaiiia Illumina.
4. Los productos PCR se purificaron y normalizaron sus concentraciones utilizando el kit SequalPrep™
Normalization Plate (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
5. La cuantificacion del DNA se realizé mediante un fluorometro Qubit® (Thermo Fisher Scientific) y
el kit labeling detection (Thermo Fisher Scientific). Para la determinacidon de DNA en nM se utilizo

la ecuacion 2, propuesta en el manual de lllumina que considera el tamafio del amplicdn.

(2)

Concentracion en nM = ((Concentracion en ng/ulL) / (660g/mol x el tamafio del amplicén)) x 10°

6. Se realizaron cuatro pools diferentes, los cuales fueron estandarizados a 900 pM y mezclados,
concluyendo en un pool final de 931.1 pM.

7. Con el fin de desnaturalizar, se mezclaron 10 uL del poo/ final y 10 uL de NaOH, 0.2 N y se mantuvo
a temperatura ambiente por cinco minutos.

8. Se agregd 20 plL de Tris-HCI que contrastarrestd el NaOH 0.2 N y balanceo el pH. Este dltimo
procedimiento se repitié dos veces y permitié obtener una concentracion final de DNA de 230.7
pM.

9. Finalmente, se tomaron 25.4 L del pool desnaturalizado y se combiné con 724.6 uL del buffer de
hibridacion (HT1), obteniéndose como producto final un pool con todas las bibliotecas listas para

el proceso de secuenciacion.

2.7.3 Desnaturalizacion y dilucién de PhiX

PhiX es una biblioteca usada como control interno hecha con el genoma del virus PhiX. Este genoma es
pequefioy diverso, lo que permite mitigar variaciones en las bibliotecas, es decir, su funcién es compensar
las bases nitrogenadas de las lecturas de algunas muestras que pudieran carecer de estas y ser marcadas
como error en el proceso de secuenciacién. Su desnaturalizacién y dilucidn se realizé utilizando el kit v2

de llumina siguiendo las instrucciones del fabricante (lllumina, 2015).
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2.7.4 Secuenciacion

Se prepard la solucidn de carga con 675ulL del pool final y 75ulL de la solucidn PhiX. La secuenciacion se
llevo a cabo con estrategia pareada (paired-end) en el Laboratorio de Metagendmica de CICESE usando la

plataforma Miseq™ de Illumina®.

2.7.5 Analisis bioinformatico

Los analisis bioinformaticos fueron realizados con las paqueterias de “R Studio”, haciendo uso de la libreria
DADA2 que permitié observar la calidad de las lecturas, filtrar, emparejar las lecturas, remover quimeras
y hacer la asignacion taxondmica. Para esta ultima actividad, se tomd como referencia la base de datos
Silva 138 (actualizacién de procariontes 2020). También se utilizé la libreria Phyloseq para unir los ASVs
(Amplicon Sequence Variant, por sus siglas en inglés) resultantes de la asignacién taxonémica de acuerdo

con las muestras y asi crear los graficos de diversidad y taxonomia microbiana.
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Capitulo 3. Resultados

El experimento de mesocosmos y el monitoreo se llevd a cabo, como se mencioné en los métodos, durante
30 dias. Sin embargo, debido a que la variabilidad entre las réplicas de cada dia aumentaron al final del

experimento, se describen los resultados de los primeros 20 dias.

3.1 Monitoreo

Con el objetivo de observar el desarrollo del florecimiento algal inducido mediante la adicion de nutrientes
inorgdnicos durante el transcurso del experimento, se analizaron las concentraciones de clorofila-a total
(mediante filtros GFF) cada 48 horas en los tratamientos con adicion de nutrientes y en los controles. El
propédsito de medir las concentraciones de clorofila-a usando un método clasico de fluorescencia en el
monitoreo fue verificar en tiempo real el cumplimiento del primer objetivo propuesto: observar el
aumento de la concentracion de clorofila-a como consecuencia del crecimiento fitoplancténico, debido al
aumento de la disponibilidad de nutrientes. Posteriormente, una vez terminado el experimento, se
analizaron las concentraciones de clorofila-a y proteorodopsina de muestras colectadas durante los
mismos dias, pero a través de distintos tamafios de filtro de tamafio nominal (0.2 um, 3 pum y 10 um) para
poder determinar las concentraciones de pigmento en distintos miembros de la comunidad plancténica
presentes en las incubaciones (descrito en seccién 3.2). Durante este monitoreo inicial utilizando filtros
GFF, se observd un incremento de la concentracidon de clorofila-a solamente en los tratamientos con
nutrientes. La clorofila-a presentd un incremento exponencial los primeros ocho dias, entre los dias 8 y 14
se obtuvieron las concentraciones mas altas, presentandose el maximo a los 12 dias. En el dia 16 la
concentracién de clorofila-a disminuyd y se observé un pequefio aumento en el dia 18, y seguidamente
volvié a descender (figura 9). Por el contrario, en las botellas control se observaron concentraciones
constantes y similares a las iniciales de clorofila-a a lo largo del tiempo (<100 pM). En ambos casos las

concentraciones de clorofila no se relacionaron con la irradiancia dentro de los tanques (figura 9).
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Figura 9. Concentracién de clorofila-a durante el monitoreo de experimento de mesocosmos (lineas verdes).
Irradiancia diaria incidente en los tanques de incubacion (barras blancas). Las barras de error indican el error
estandar entre duplicados.

3.2 Variacion temporal de pigmentos

3.2.1 Clorofila-a

La clorofila-a total calculada como la suma de las distintas fracciones analizadas en los filtros nominales
mostré una dinamica similar a la observada durante los monitoreos con filtros GF/F (figura 10). Sin
embargo, las muestras de clorofila-a total tomadas con los filtros GFF fueron ligeramente menores a las
analizadas en filtros de tamafio nominal. Esta discrepancia puede ser atribuida a la naturaleza de los
distintos filtros utilizados. Los filtros GFF no tienen un tamafio de poro especifico, sino un rango de
tamanios de filtracién que puede variar entre 0.7 y 1 um, mientras que los filtros de tamafio nominal
proporcionan filtraciones de particulas de tamafios mas precisos. En cuanto a su distribucién en distintos
tamanfios microbianos (figura 11), las mayores concentraciones de clorofila-a se observaron inicialmente
en la fraccién de 0.2-3 um (dia 0-8), mientras que después del dia 12, la fraccion dominante fue la de mayor
tamanfio (>10 um). El dnico tiempo en que la concentracion de clorofila de fraccidon de 3-10 pm superd a

las otras dos fracciones fue en el dia 10.
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Figura 10. Variacion de la concentracion de clorofila-a total través del tiempo. El valor de clorofila-a total en esta
figura se calculé mediante la suma de las tres fracciones microbianas. Las barras de error muestran el error estandar
entre duplicados.
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Figura 11. Variacidn de la concentracidn de clorofila-a total a través del tiempo, analizada en filtros con tamafio de
poro de 0.2 pm, 3 umy 10 um.
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3.2.2 Proteorodopsina

La concentracién de proteorodopsina total (retinal), se obtuvo sumando las concentraciones de dicho
pigmento de los tres diferentes tamafios de filtro (0.2 um, 3 um y 10 um) tomada cada 48 horas. Las
menores concentraciones de proteorodopsina se detectaron en el inicio del experimento (dias 0-6), donde
se detectd un descenso en las concentraciones durante los primeros seis dias (40 pM en tiempo 0, hasta
20 pM a los 6 dias; figura 12). Entre los dias 8 y 12, se observé un ligero incremento en los niveles totales
de proteorodopsina (58-76 pM). Entre los dias 14 y 20 se observaron las mayores concentraciones de
proteorodopsina del experimento (150-420 pM), el punto maximo se observo a los 14 dias (150 pM) (figura

12).
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Figura 12. Variacion de la concentracién de proteorodopsina total (retinal) través del tiempo. El valor de
proteorodopsina total en esta figura se calculd mediante la suma de las tres fracciones microbianas. Las barras de
error muestran el error estandar entre duplicados.

Como se mencioné en la metodologia, el objetivo de filtrar en linea en diferentes tamafios de poro fue el
de separar los distintos tipos de microorganismos. Asi, la figura 13 muestra los cambios en la concentracién
de proteorodopsina a través del tiempo en los organismos o particulas de tamafio mayores a 10 um,
organismos entre 10 um y a 3 um, y organismos entre 3 um y 0.2 um. La fraccidn de 0.2 um presento las

concentraciones mas altas de los tres diferentes tamafios en aproximadamente el 50% de las muestras
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analizados. Durante el comienzo de la incubacidn (dias 0-10) la fraccién dominante fue la del picoplancton
(0.2-3 um) con mas del 60% de la sefial de proeteorodopsina detectada. Sin embargo, en el dia 12, las
fracciones de 0.2 y 10 um presentaron ambas un 40% de la sefial de proteorodopsina. En contraste, entre
los dias 16 y 20, la fraccién microbiana de mayor tamafio (>10um) pasé a ser la dominante con 60% de la
sefial de proteorodopsina. Cabe resaltar que se observaron bajas concentraciones de proteorodopsina

durante todo el experimento en organismos entre 3y 10 um (£20%).
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Figura 13. Variacion de la concentracion de proteorodopsina (retinal) a través del tiempo, analizada en filtros con
tamafio de poro de 0.2 um, 3 umy 10 um.

3.2.3 Comparacion de patrones de variacion temporal de clorofila-a y proteorodopsina

Si tratamos de comparar los patrones de variabilidad temporal de proteorodopsina y clorofila-a
observamos que sus cambios en el tiempo tienden a ser opuestas en varias fases del experimento (figura
14). Entre los dias 0 y 6, la concentracién de clorofila-a aumenta mientras que la proteorodopsina
disminuye. Durante los dias en que la concentracién de clorofila-a alcanza su maximo (dias 8 a 12) las
concentraciones de proteorodopsina empiezan a aumentar significativamente. Posterior a esto, entre los
dias 14 y 20, los niveles de clorofila-a disminuyen mientras que en los de proteorodopsina se detectan los
niveles mas altos (>3x a la inicial, y >2x que durante el maximo de clorofila-a) (figura 14). Ahora bien, la
relacion entre clorofila-a y proteorodopsina observada graficamente no pudo ser demostrada

estadisticamente, debido al escaso nimero de datos dentro de cada periodo definida arriba, por tal razén
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se realizé un analisis de cluster utilizando el método K-means considerando distancia euclidiana. Este
primer analisis sugirié la agrupacién de clorofila-a y proteorodopsina en tres grupos: de cero a seis dias,
de ocho a doce dias y de catorce a veinte dias; igual a la mencionada en este apartado. Se realizé un
segundo andlisis de cluster utilizando un método mds robusto, método k-medoids (figura 15), el cual
verificd que ambos pigmentos se agruparon en los tres grupos mencionados, para este Ultimo andlisis se
hizo uso de la distancia euclidiana y se tomd de referencia el nUmero de clisteres estimados con tres

diferentes métodos: Elbow, Average silhouette y GAP (figuras 31-33).
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Figura 14. Patrones de variacién temporal: clorofila-a vs proteorodopsina.
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Figura 15. Analisis de clUsteres con método k-medoids: formacidn de tres grupos de acuerdo con las concentraciones
de clorofila-a y proteorodopsina estimadas a través del tiempo.

3.3 Abundancia bacteriana

La abundancia bacteriana fue obtenida mediante dos métodos, microscopia de epifluorescencia y
citometria de flujo. Para el método de microscopia de epifluorescencia, las muestras de los primeros seis
dias no se colectaron por motivos logisticos. La figura 16 muestra la cuantificacion de las células
bacterianas por los dos métodos de cada dia para cada una de las botellas. Se observé discrepancia entre
las dos técnicas a partir de los 14 dias desde el inicio del experimento (muestras R15-R16), por lo que se
realizd una prueba estadistica t-student obteniendo un valor “p” menor a 0.05, demostrando que existe
diferencia en la cuantificaciéon de las célulass-mL? entre ambos métodos. Tal diferencia pudo ser
consecuencia de una subestimacion por parte del observador con el método de microscopia de

epifluorescencia.
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Figura 16. Abundancia bacteriana mediante dos métodos. Barras blancas: microscopia de epifluorescencia y barras
negras: citometria de flujo.

La abundancia bacteriana cuantificada con citometria de flujo nos ofrece una mejor resolucién en los

valores de células bacterianas. Entre los 2 y 10 dias se observd que los valores de células-mL? se
mantuvieron sin cambio significativo. En el dia 14 el nimero de célulassmL? aumentaron
significativamente, siendo este el méximo. En el dia 16 y 18 disminuyeron las célulass-mL'y en el dia 20
aumenté nuevamente la abundancia bacteriana (figura 17). Se observd un patréon entre las células
bacterianas y la concentracion de proteorodopsina de los filtros con tamafio de poro de 0.2 um (figura 17),
por lo cual se realizdé una prueba de regresion lineal, donde se observé que la muestra R10-20 dias se

comportd como un outlier, tal muestra se elimind de un segundo analisis de regresion lineal que presentd

un valor “p” menor a 0.05, mostrando una correlacion significativa entre ambos parametros (figura 18).
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Figura 18. Modelo de regresiéon lineal entre abundancia bacteriana estimada con citometria de flujo y la
concentracion de proteorodopsina en filtros de tamafio de poro de 0.2 um.
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3.4 Secuenciacion de Amplicones del gen 16S ARNr

Aungque se lograron amplificar todas las muestras, la secuenciacidn de los amplicones 16S ARNr presentd
una baja eficiencia, ya que de las 25 000 000 secuencias paired-end esperadas, Unicamente se obtuvieron
5 106 190 secuencias paired-end. De acuerdo con el protocolo de secuenciacién de amplicones 16S ARNr
de lllumina, el total de estas lecturas resultantes debieron ser identificadas y asignadas a algunas de las
muestras mediante los indices afadidos. Sin embargo, solo el 40% se lograron asignar, es decir, se trabajé
finalmente la parte bioinformatica con aproximadamente 1 000 000 de lecturas paired-end (tabla 1). El
problema pudo haberse derivado durante la quimica de la segunda reaccién de PCR, donde los indices
inversos no se indexaron con éxito, inhibiendo la identificacidon del cédigo de cada muestra durante la
secuenciacion (Bradley et al.,, 2016). Aun asi, se trabajo con las secuencias obtenidas, debido a que
cumplieron los criterios de calidad con un Qualitiy Score superior a 30 (buena calidad) y se limpiaron de
quimeras. Ademas, para determinar si el numero de secuencias (profundidad de secuenciacién) fue
suficiente para estimar los diferentes taxones microbianos en el experimento, se realizaron curvas de
rarefaccién para las lecturas de los tres diferentes tamafios de filtro: en el eje X se observa el nimero de
lecturas de cada muestra y en el eje Y la riqueza de especies esperadas. A medida que se obtienen mas
lecturas por muestra se llega al limite de especies estimadas, en otras palabras, cuando la linea de cada
muestra llega a la asintota indica que ese valor de lecturas obtenidas es suficiente para encontrar todos

los taxones en esa muestra (figuras 19-21).
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Figura 19. Curva de rarefaccion de secuencias obtenidas en muestras de filtros con tamarfio de poro de 0.2 um.
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3.4.1 Descripcion de la comunidad microbiana

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, se realizaron Unicamente analisis de diversidad alfa utilizando
el indice de Shannon Weaver, donde se contempla el nimero de especies presentes en las muestras
(riqueza), la abundancia relativa de cada especie (uniformidad) y la profundidad de la secuenciacién no es

tomada como criterio.

Se observd que en las muestras de los filtros con tamafio de poro de 0.2 um, los primeros cuatro dias se
obtuvieron valores menores a 4 y conforme pasaron los dias, la diversidad aumenté hasta llegar a valores
de cercanos a 5 en los ultimos dias. Esto puede ser consecuencia de la alta disponibilidad de nutrientes y
la competencia generada por la limitacion de recursos al final del experimento (figura 22). En las muestras
de los filtros con tamafio de poro de 3 um durante el tiempo cero, se observaron valores menores a 4, sin
embargo, los valores de diversidad se mantuvieron entre 4-5 en todos los demas dias, dicho de otra forma,
los cambios de diversidad no fueron significativos a través del tiempo (figura 23). En los filtros con tamafio
de poro de 10 um, con excepcion de los primeros dos dias donde los valores fueron menores a 4, se
observé un comportamiento homogéneo en la diversidad (figura 24). En general se observd que no existe

diferencia sistematica entre la mayoria de las muestras (figuras 22, 23 y 24).
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Figura 22. Alfa diversidad en filtros de tamafio de poro de 0.2 um: indice de Shannon-Weaver.
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3.4.2 Estructura de las comunidades microbianas

Se observé la composicién y abundancia de las comunidades bacterianas a un nivel taxonémico de orden

y las muestras fueron separadas por el tamafio de poro (0.2 um, 3 umy 10 um).

Comunidades microbianas en filtro con tamaiio de poro de 0.2 um

Durante los primeros cuatro dias de incubacidn, el orden Flavobacteriales presenté una abundancia entre
el 16 y 20 %, en el dia seis comenzd a incrementar su proporcién (50%), de este dia hasta el dia 14, se
observaron las abundancias relativas mas altas de este orden y de toda la incubacién, coincidiendo con los
maximos de clorofila-a en los dias 8, 12 y 14. Aunque después del dia 16, los Flavobacteriales disminuyeron
en proporcidn, continuaron siendo uno de los grupos con mayor presencia hasta el final del experimento
(>15%). Los ordenes Chitinophagales y Sphingobacteriales (Bacteroidetes), se identificaron en mayores
proporciones a partir de los 10 dias, y su presencia perduro hasta el final del experimento (20 dias). En el
caso de los Chitinophagales, las concentraciones a partir del dia 10 permanecieron entre el 4 y el 16%
mientras que las Sphingobacteriales se mantuvieron entre el 1 y el 9%. Del filo de las Proteobacterias, la
clase Alphaproteobacteria fue la mds abundante, especificamente el orden Rhodobacterales, si bien, los
primeros dias tuvo una abundancia menor al 4%, después de los seis dias fueron aumentando su
abundancia, se observaron lecturas mayores al 25% después de los 14 dias. Los primeros cuatro dias de
experimento, el clado SAR11 presentd las mayores abundancias en comparacion con el resto de los grupos,
sin embargo, después de los seis dias su abundancia disminuyé significativamente, siendo menor al 10%

(figura 25).

Dentro de la clase Gammaproteobacteria, el orden Alteromonodales fue identificado a los dos dias de la
incubacidn e incrementd su porcentaje de presencia a los cuatro dias (30%), a pesar de ello, su proporcion
disminuyd en el resto del mesocosmos. SAR86 y Cellvibrionales no mostraron ninglin cambio en sus
lecturas y se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo (figura 25).

Por ultimo, el orden Synechoccales, perteneciente al picoplancton autdtrofo, estuvo presente solamente
hasta el dia 14, periodo en el que se observaron las mayores concentraciones de clorofila-a. La abundancia
de este grupo se pudo observar también mediante citometria de flujo mostrando su presencia solo hasta

el dia 14 (figura 26).
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Figura 25. Composicion y abundancias relativas de las comunidades microbianas en los filtros de tamafio de poro de
0.2 um presentes durante el experimento de mesocosmos.
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Figura 26. Abundancia de Synechococcus cuantificada mediante citometria de flujo en experimento de mesocosmos.

Comunidades microbianas en filtro con tamaiio de poro de 3 um

El orden Flavobacteriales fue el mas abundante en comparacidon con otros drdenes a excepcién del dia
cuatro, donde el orden Alteromonodales presentd un porcentaje del 60%, este ultimo orden redujo
significativamente sus abundancias durante el resto del experimento (<14%). El orden Chitinophagales

estuvo presente durante toda la incubacidn, y se observaron sus mayores abundancias entre los 14 y 20

dias (>25%) (figura 27).

Las altas lecturas del orden Rhodobacterales se identificaron a partir del dia 6 hasta el fin de la incubacion.
El clado SAR11 se identificd desde el dia de la implementacién del experimento hasta el octavo dia, se
observé que cuando incrementa la clorofila-a, las abundancias de este orden se reducen, a partir del dia

10 no se volvio a detectar (figura 27).

El grupo de los Synechococcales fue observado los primeros doce dias con abundancias entre 1y 10%. En

este mismo periodo el orden Verrucomicrobiales se presenté con abundancias del 1 al 13% (figura 27).
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Figura 27. Composicion y abundancias relativas de las comunidades microbianas en los filtros de 3 um presentes

durante el experimento de mesocosmos.
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Comunidades microbianas en filtro con tamano de poro de 10 um

La mayor abundancia del orden Flavobacteriales se observé al comienzo del mesocosmos, contrario a los
otros dos filtros anteriores donde los porcentajes de abundancia fueron menores durante los primeros
dias, este orden fue de los mas abundantes en todo el experimento. Los Chitinophagales tuvieron
abundancias entre 2 y 7% los primeros cuatro dias, no obstante, incrementaron sus abundancias hasta ser
el dia 18 el orden mas abundante (40%). Las altas abundancias del orden Rhodobacterales fueron
observadas entre los seis dias y el fin de la incubacién (>10%). Cabe destacar que en las muestras de este

tamaiio del filtro no fue identificado el clado SAR11 (figura 28).

De la misma forma que en los filtros de 0.2 y 3 um, el orden Alteromonodales fue el mas abundante a los
dos y cuatro dias del experimento (52 y 63% respectivamente), sin embargo, durante los siguientes dias
su abundancia disminuyd (<17%). El orden Synechoccales se presenté soélo los primeros doce dias,
comportandose como en los filtros anteriores (abundancias entre 2 y 7%). Por ultimo, el orden
Verrucomicrobiales estuvo presente desde el dia de implementacion del experimento hasta el décimo dia,

con abundancias entre el 1y 12% (figura 28).
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Figura 28. Composicion y abundancias relativas de las comunidades microbianas en los filtros de tamafio de poro de
10 um presentes durante el experimento de mesocosmos.
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3.5 Relacidn entre clorofila-a, proteorodopsina, abundancia bacteriana y

abundancia de células de los 6rdenes bacterianos

Al ser el orden Flavobacteriales el mas abundante durante toda la incubaciéon en el filtro de 0.2 um, y
considerando que bacterias de este grupo poseen fotosistemas de proteorodopsina, se realizé un analisis
de regresion lineal entre su abundancia evaluado con citometria de flujo y la concentracion de
proteorodopsinas en los filtros de 0.2 um. La figura 29 muestra que el 72% de los datos se pueden explicar
mediante un modelo de regresion lineal, en el cual el aumento de células de Flavobacteriales esta

relacionado con el aumento de la concentracion de proteorodopsina.

Ahora bien, considerando las células dentro de cada orden bacteriano, se realizaron analisis de correlacién
de Pearson, lo que permitié observar si existia correlaciéon entre cada orden y las concentraciones de
proteorodopsina, clorofila-a y la abundancia bacteriana (tablas 2-4), aquellos parametros con
correlaciones significativas (valores “p” menores a 0.05) fueron graficados en la figura 30. Asi, la
concentracién de proteorodopsina esta correlacionada de forma positiva con las células de Flavobacterias,
Chitinophagales, Sphingobacteriales, Rhodobacterales, Clado SAR86, Cellvibrionales y las células totales
(abundancia bacteriana). La clorofila- a esta correlacionada de forma negativa con las células del Clado

SAR11. La abundancia bacteriana estd correlacionada positivamente con los drdenes: Flavobacteriales,

Chitinophagales, Sphingobacteriales, Rhodobacterales y Clado SAR86.
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Figura 29. Modelo de regresion lineal entre las células de flavobacteriales en filtros de tamafio poro de 0.2 umy la
concentracion de proteorodopsina en filtros de 0.2 um, en experimento de mesocosmos.
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Capitulo 4. Discusion

El experimento de mesocosmos se realizd durante 28 dias, sin embargo, el analisis de datos se limité a 20
dias por las siguientes razones: 1) el crecimiento fitoplancténico ocurrié entre los 8 y 12 dias y se reflejo
con las mayores concentraciones de clorofila-a, cumpliendo asi con el objetivo principal y 2) las muestras
de los ultimos dias tuvieron una mayor variabilidad entre réplicas, tanto en la concentracion de pigmentos,
como en abundancias bacterianas y las abundancias relativas de cada grupo taxonémico. Los periodos de
los experimentos de mesocosmos, independientemente de los volimenes de agua, suelen ser menores a
15 dias, ya que los crecimientos microalgales inducidos por nutrientes ocurren durante los primeros dias

(Allers et al., 2007; Lekunberri, 2008; Pinhassi et al., 2004; Sanderson et al., 2008; Varela y Grotiuz, 2008).

En los primeros seis dias del experimento, el picoplancton autétrofo (fraccién retenida en el filtro de 0.2
pm) contribuyé con mas del 50% de la concentracion total de clorofila-a, a partir de los ocho dias y hasta
el final de la incubacidn comenzaron a dominar los grupos de fitoplancton mayores a 10 um. Aunque no
se analizé de forma puntual la taxonomia en los microorganismos fitoplanctdnicos eucariontes, de acuerdo
con la literatura, los grupos de diatomeas suelen dominar este tipo de experimentos donde se aumenta la
concentracién de clorofila-a con la adicion de nutrientes (Egge y Aksnes, 1992; Pinhassi et al., 2004;
Sanderson et al., 2008). Ademas, durante el monitoreo se observaron muestras de diferentes tiempos en
el microscopio y se identificaron en su mayoria diferentes grupos de diatomeas (figuras no reportadas).
Debido a ello, el aumento en la abundancia de estos microorganismos fue posiblemente la variable que

mas aporto al incremento de las concentraciones de clorofila-a que se observaron entre los 8 y 12 dias.

Las mayores concentraciones de proteorodopsina, se presentaron en la fraccién microbiana que contiene
microorganismos de vida libre (0.2 um-3 um). Contrario al estudio de Gémez-Consarnau et al. (2019), se
logré detectar dicho pigmento de los filtros de 3 y 10 um (nano y microplancton), similar a la cuantificacion
de Hassanzadeh et al. (2021). Se observé que las concentraciones de proteorodopsina en los filtros de 10
pum fueron mayores entre los 16 y 20 dias sugiriendo que esta sefial se debe a bacterias con

proteorodopsina adheridas a particulas del fitoplancton.

Durante los primeros seis dias, las concentraciones de proteorodopsina total fueron disminuyendo, siendo
inversa a la clorofila-a en esta parte del experimento, lo que sugiere que las altas concentraciones de
nutrientes inorgdnicos fueron aprovechadas por el fitoplancton y algunos miembros de la comunidad
bacteriana. En este periodo la abundancia bacteriana no aumentd significativamente debido a la
competencia que se generd entre los diferentes microorganismos. Entre los 8 y 12 dias desde el inicio de

la incubacién, se identificaron las mayores concentraciones de clorofila-a, la proteorodopsina también
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aumenté gradualmente y con ello la cantidad de células bacterianas, sugiriendo un intercambio de
nutrientes entre las microalgas y las bacterias (Pinhassi et al., 2004; Riemann et al., 2000; Teeling et al.,
2012). Dicho de otra forma, durante este periodo, el aumento de las concentraciones de proteorodopsina
es resultado del crecimiento de las comunidades bacterianas, las cuales aumentaron su abundancia como
respuesta a la materia orgdnica proporcionada por el fitoplancton, asi como por la disponibilidad de
nutrientes inorgdnicos afiadidos al agua de mar. Esta tendencia es similar a la monitoreada por

Hassanzadeh et al. (2021) en los diferentes meses del afio en el Norte del Pacifico.

El maximo de proteorodopsina total y de abundancia bacteriana se presentaron en el dia 14, mientras que
la concentracién de clorofila-a total disminuydé repentinamente. Asi, la cuantificacion mas alta de
proteorodopsina coincidid con una de las cuantificaciones mas bajas de clorofila-a, patrén similar al
reportado en el mar Mediterraneo (Gémez-Consarnau et al.,, 2019). En este punto posiblemente la
disponibilidad de nutrientes era ya menor (debido a su consumo) y por esa razdn la clorofila-a comenzé a
decaer. Sin embargo, el DOM liberado por el fitoplancton es aprovechado por las bacterias aumentando
su abundancia (Bratbak et al., 1998) y siendo mas eficientes en la obtencidén de energia a través de un
mecanismo alternativo como es la luz mediante los fotosistemas de proteorodopsina. La tendencia se
comporta de forma similar los siguientes dias: en el dia 16 la concentracidn de clorofila-a aumenta, pero
no significativamente, y se mantiene constante los otros cuatro dias como resultado del proceso de
remineralizacién de nutrientes. Las relaciones entre la dindmica de clorofila-a y la proteorodopsina
sugeridas en este trabajo no pudieron ser establecidas mediante regresiones lineales porque el
comportamiento es diferente en cada etapa del experimento. Sin embargo, los andlisis de cluster
verificaron tales relaciones dividiendo ambos pigmentos en los tres grupos propuestos: cuando la clorofila-
a comienza a aumentar la concentracidn de proteorodopsina disminuye; en el periodo de la concentracién
mas alta de clorofila-a, la proteorodopsina comienza a aumentar y al final cuando la concentracién de

proteorodopsina tiene sus maximos, la concentracién de clorofila-a desciende.

La dindmica de comunidades bacterianas se analizé mediante la secuenciacidon de amplicones del gen 16S
ARNr. Sin embargo, la profundidad de la secuenciacién fue menor a la esperada (~10%), el motivo no es
claro, pero como se menciond en los resultados, el problema pudo haber surgido durante la segunda PCR,
al generar las bibliotecas de secuenciacidn, al no ser afiadidos por completo los indices. Los protocolos de
“Earth Microbiome Project” recomiendan utilizar estos primers disefiados con los indices (“The Microbial
Earth Project,” 2021), lo que evita tener que realizar una segunda reaccion de PCR. A pesar de esto, los
datos obtenidos fueron de buena calidad. Ademas, de acuerdo con las curvas de rarefaccidon obtenidas,

(las cuales llegan a la asintota indicando que el nimero de taxones es similar al esperado) el nimero de
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lecturas fue suficiente para cumplir con el objetivo particular de observar la dinamica de las comunidades

bacterianas a través del tiempo en nuestro experimento de mesocosmos.

Para evaluar la riqueza de especies dentro de cada muestra, se estimo la diversidad alfa usando el indice
de Shannon-Weaver. Este analisis no es afectado por la profundidad de la secuenciacién, permitiendo
observar que de forma general la diversidad fue homogénea dentro de la incubacién en las tres fracciones
microbianas estudiadas. Aunque los valores de diversidad estimados para cada muestra son subjetivos, ya
que depende de cada autor lo que considera alto y bajo, los cambios de diversidad tuvieron lugar los

primeros cuatro dias y los uUltimos cuatro dias.

La asignacion taxondmica se limitd hasta la clasificacidon de orden, lo que permitié comparar con otros
trabajos de las comunidades bacterianas con genes de proteorodopsinas (Dubinsky et al., 2017; Olson et
al., 2018; Sieradzki et al., 2018). Los 6rdenes Flavobacteriales y Rhodobacterales fueron los grupos mas
abundantes en todo el experimento y en los distintos filtros. Se sabe que bacterias de estos grupos se
encuentran presentes durante las proliferaciones algales o en experimento de crecimiento fitoplancténico
inducido (Allers et al., 2007; Pinhassi et al., 2004; Riemann et al., 2000), estableciendo distintas relaciones
simbidticas, parasitarias, mutualistas o patdgenas con el fitoplancton (Amin et al., 2015, 2012; Buchan et

al., 2014; Teeling et al., 2012).

El orden Rhodobacterales es uno de los mas abundantes geograficamente y versatil en los sistemas
marinos (Buchan et al., 2005; Gonzalez y Moran, 1997), debido a las relaciones que comparte con los
productores primarios, ya sea tomando los sustratos liberados por el fitoplancton (DOM) (Chen, 2012;
Moran et al., 2007; Newton et al., 2010) o ejerciendo patogenicidad en el final de los florecimientos algales
con la limitacién de nutrientes (Seyedsayamdost et al., 2011). Aunque no se encontré correlacion
estadistica entre este orden y la clorofila-a, tal grupo de bacterias incrementé su abundancia relativa a
partir del sexto dia cuando la clorofila-a aumentd sus concentraciones, reflejando de esta forma, la
interaccion con las microalgas y este grupo de bacterias. Su alta abundancia en este trabajo también es
atribuida a otras estrategias troficas de algunas especies como lo es la capacidad de generar ATP a través
de la bacterioclorofila-a, usando como fuente de energia la luz solar o la asimilacién de nitrégeno, azufre,
fosforoy carbono (Buchan et al., 2014; Newton et al., 2010; Shiba, 1991). El orden Rhodobacterales mostré
correlacién con la concentracién de proteorodopsina, pero no se han reportado genes de proterodopsinas
en este grupo y la correlacién fue menor a 0.60 (Lazaro Garcia, 2020; Newton et al., 2010), por lo cual esta

relacidon puede ser consecuencia solo de la alta abundancia de células.
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En los dias en que se observé una mayor concentracién de clorofila-a, el orden Flavobacteriales presentd
sus mayores abundancias relativas, pero al estimar la correlacidn entre las células de este orden y dicho
pigmento, la correlacidn no fue significativa. Estudios previos reportan que la abundancia de este grupo
estd relacionada con los florecimientos algales, su incremento suele ser mayor sobre todo en la
senescencia del florecimiento microalgal, ya que aprovechan el DOM liberado por el fitoplancton (Teeling
et al., 2012; Williams et al., 2013). Estas observaciones en la literatura difieren con lo reportado aqui, ya
que las Flavobacterias estuvieron presentes con altas abundancias desde el inicio del crecimiento
fitoplanctdnico, sugiriendo una estrategia tréfica donde los Flavobacteriales toman la materia organica
liberada por el fitoplancton que esta creciendo activamente o los nutrientes inorgdnicos. Por otra parte,
la abundancia bacteriana también coincidid con las altas abundancias relativas de los Flavobacteriales y la
correlacién entre ambas variables fue significativa. Considerando solo el orden Flavobacteriales, quienes
en otros estudios se han visto correlacionados con la concentracién de clorofila-a (Pinhassi et al., 2004;
Teeling et al., 2012), se observd una correlacion positiva con las concentraciones de proteorodopsina. Esto
sugiere que la regulaciéon de la sintesis de proteorodopsina estd regulada por diferentes factores como: la
disponibilidad de nutrientes, el DOM liberado (no solo su concentracidn sino posiblemente también su

calidad y labilidad) y la comunidad bacteriana con mejor estrategia tréfica.

El tercer grupo mas abundante durante la incubacidn fueron los Alteromonodales del cual se sabe tiende
a crecer rapidamente en experimentos de incubacidn con enriquecimiento nutritivo como respuesta a la
agitacién de particulas, pero solo durante los primeros dias de incubacidn (Allers et al., 2007; Beardsley et
al., 2003; Eilers et al., 2000; Newton et al., 2010). En algunos Alteromonodales también se han identificado
genes de proteorodopsina, pero la regulacion especifica de estos genes todavia no estd estudiada debido
a la falta de trabajos fisioldgicos. Ademas, en nuestro estudio los Alteromonadales no mostraron una

correlacién significativa con la concentracion de proteorodopsina.

El andlisis de correlacion de Pearson entre el Clado SAR11 y la concentracidn de proteorodopsina no fue
significativa. Este orden solo presentd altas abundancias los primeros dias y al compararlo con la
abundancia bacteriana no mostré correlacidn. Por otra parte, estuvo correlacionado de forma negativa
con la concentracion de clorofila-a, confirmando que este grupo tiene una mejor adaptacién en los
ambientes oligotréficos donde la productividad primaria esta limitada (Giovannoni et al., 2005; Morris et

al., 2002).

Ricketssiales, Rhizobiales, Vibrionales, Cellvibrionales, Cytophagales y Sphingobacteriales fueron é6rdenes
gue se encontraron en este experimento y algunos de sus miembros contienen genes de proteorodopsina

(Lazaro-Garcia, 2020). Sin embargo, la falta de conocimiento acerca de la regulacién de proteorodopsina
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en estos grupos no permitié establecer la relacidon ecoldgica en el sistema. Ademas, se encontré que las
células de los drdenes Sphingobacteriales, Cellvibrionales y Clado SAR86 estuvieron correlacionados

positivamente con las concentraciones de proteorodopsina.
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Capitulo 5. Conclusiones

En ambientes productivos, el bacterioplancton con proteorodopsina sintetiza estos fotosistemas de
acuerdo con el aumento y disminucién de la biomasa del fitoplancton (el cual depende de la disponibilidad

de nutrientes), asi como del crecimiento bacteriano.

En ambientes productivos, el orden Flavobacteriales es el principal grupo bacteriano contribuyente de las
altas concentraciones de proteorodopsina. Esto contrasta con hipétesis anteriores que sugerian que las
bacterias marinas del grupo SAR11 eran los principales fotoheterétrofos a través de proteorodopsinas en

el mar.

Dentro de las comunidades microbianas, las bacterias de vida libre (tamafio menor a 3 um) son los

principales microorganismos fotoheterétrofos productores de proteorodopsinas.
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Tabla 1. Tabla de datos de secuencias obtenidas en cada muestra: filtradas (inferidas), emparejadas (unién de
forward y reverse) y libres de quimeras (tomadas en cuenta para asignacion taxondémica).

Muestra Filtro Dias de Secuencias Secuencias Secuencias Secuencias

(micras) experimento forward reverse emparejadas libres de

inferidas inferidas quimeras

M1 0.2 0 6351 6284 4838 3389
M1 3 0 5448 5470 2385 1877
M1 10 0 5569 5349 1779 1396
M2 0.2 0 6182 6294 4418 3252
M2 3 0 2108 1685 480 289
M2 10 0 6544 6415 3898 2910
R28 0.2 2 5847 5841 4496 3270
R28 3 2 7075 6984 4927 4076
R28 10 2 3936 3840 1451 1291
R27 0.2 2 5277 5188 3872 2730
R27 3 2 9944 9840 6440 5142
R27 10 2 3812 3684 913 853
R26 0.2 4 4789 4708 3976 3380
R26 3 4 8458 8240 6620 5260
R26 10 4 6788 6596 3935 3271
R25 0.2 4 4992 4837 3072 2535
R25 3 4 6787 6591 4904 3990
R25 10 4 7567 7451 6107 4679
R24 0.2 6 7064 7051 6045 4542
R24 3 6 6018 5884 4823 3606
R24 10 6 5634 5467 4217 3278
R23 0.2 6 5325 5190 4353 3817
R23 3 6 8327 8086 7002 5097
R23 10 6 4481 4465 2905 2298
R22 0.2 8 6458 6370 5749 4869
R22 3 8 7205 7105 6411 5222
R22 10 8 3866 3882 2180 1859
R21 0.2 8 5533 5462 4995 4141
R21 3 8 6431 6363 5369 4621
R21 10 8 4867 4757 3267 2883
R20 0.2 10 6229 6148 5527 4627
R20 3 10 7276 7137 6394 4971
R20 10 10 5254 5150 3903 3325
R19 0.2 10 5650 5610 5158 3872
R19 3 10 6304 6041 5520 4269
R19 10 10 6421 6369 5170 4124
R18 0.2 12 5380 5329 4886 3768
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R18 3 12 8181 7989 7392 5093
R18 10 12 5380 5329 4886 3768
R17 0.2 12 5314 5147 4636 3638
R17 3 12 8751 8624 8137 5746
R17 10 12 5023 4911 2892 2103
R16 0.2 14 4546 4350 3779 3124
R16 3 14 7584 7471 6663 5103
R16 10 14 7813 7579 6189 4287
R15 0.2 14 6414 6232 5737 3790
R15 3 14 4491 4324 2106 1833
R15 10 14 5275 5179 1612 1372
R14 0.2 16 7154 6899 5927 4331
R14 3 16 6217 5924 5205 3739
R14 10 16 4649 4625 3113 2489
R13 0.2 16 6324 5986 5314 3542
R13 3 16 6594 6406 3927 3003
R13 10 16 4639 4586 3212 2525
R12 0.2 18 5075 4975 4218 3241
R12 3 18 6036 5914 3053 2211
R12 10 18 4455 4251 3275 2306
R11 0.2 18 6509 6377 5816 3959
R11 3 18 5013 4864 4127 3038
R11 10 18 4375 4370 634 378
R10 0.2 20 7512 7269 6664 4379
R10 3 20 5616 5476 4756 3453
R10 10 20 6899 6866 3663 2318
R9 0.2 20 7808 7659 6810 4706
R9 3 20 4618 4507 3602 2715
R9 10 20 6381 6257 5494 3633
Total 395843 387509 295224 224602




61

Tabla 2. Tabla de valores de correlacién de Pearson entre células de drdenes bacterianos y la concentracion de
proteorodopsina (filtros con poro de 0.2 um). Valores significativos en rojo.

Parametro Grado de correlacion Valor p
de Pearson con (valor de
concentracion significancia)

proteorodopsina

Flavobacteriales 0.85 0.0
Chitinophagales 0.35 0.15
Sphingobacteriales 0.59 0.01
ML602M-17 0.12 0.64
Rhodobacterales 0.56 0.01
SAR11 clade 0.16 0.53
Puniceispirillales 0.31 0.21
Parvibaculales 0.39 0.337
Rhodospirillales 0.06 0.81
Alteromonadales 0.12 0.63
SARS86 clade 0.49 0.03
Cellvibrionales 0.76 0.0
Vibrionales 0.25 0.32
Burkholderiales 0.4 0.09
Oceanospirillales 0.37 0.12
Synechococcales 0.15 0.56
Clorofila-a -0.06 0.81
Abundancia bacteriana 0.82 0
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Tabla 3. Tabla de valores de correlacién de Pearson entre células de drdenes bacterianos y la concentracion de
clorofila-a (filtros con poro de 0.2 um). Valores significativos en rojo.

ETET ) Grado de correlacion Valor p
de Pearson con (valor de
concentracion de significancia)
clorofila-a
Flavobacteriales 0.0 0.99
Chitinophagales -0.42 0.08
Sphingobacteriales -0.19 0.45
ML602M-17 -0.33 0.18
Rhodobacterales -0.41 0.08
SAR11 clade -0.47 0.04
Puniceispirillales -0.35 0.15
Parvibaculales -0.39 0.11
Rhodospirillales -0.38 0.12
Alteromonadales -0.16 0.53
SARS86 clade -0.27 0.28
Cellvibrionales -0.24 0.33
Vibrionales -0.38 0.11
Burkholderiales -0.12 0.62
Oceanospirillales 0.23 0.36
Synechococcales 0.1 0.68
Proteorodopsina -0.06 0.81

Abundancia bacteriana -0.34 0.17
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Tabla 4. Tabla de valores de correlacidn de Pearson entre células de 6rdenes bacterianos y la abundancia bacteriana.
Valores significativos en rojo.

Parametro Grado de correlacion de Valor p
Pearson con abundancia (valor de
bacteriana significancia)
Flavobacteriales 0.88 0.0
Chitinophagales 0.63 0.0
Sphingobacteriales 0.79 0.0
ML602M-17 0.21 0.39
Rhodobacterales 0.74 0.0
SAR11 clade 0.37 0.13
Puniceispirillales 0.33 0.18
Parvibaculales 0.31 0.21
Rhodospirillales -0.07 0.77
Alteromonadales 0.06 0.81
SAR86 clade 0.77 0.0
Cellvibrionales 0.73 0.0
Vibrionales 0.46 0.05
Burkholderiales 0.36 0.14
Oceanospirillales 0.04 0.86
Synechococcales -0.32 0.19
Proteorodopsina 0.82 0.0

Clorofila-a -0.34 0.17



