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Resumen de la tesis que presenta Alberto Netzahualcoyotl Arroyo Cervantes como requisito parcial para
la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Analisis de diversidad bacteriana y funciones fototréficas en la zona superficial de ambientes
oligotréficos y productivos

Resumen aprobado por:

Dra. Laura Gémez Consarnau Dra. Maria Asuncién Lago Lestén

Codirector de tesis Codirector de tesis

La fototrofia con proteorodopsinas es el tipo de fotoheterotrofia mas ampliamente extendido en las
comunidades bacterianas de la superficie del océano. Las tecnologias de secuenciaciéon han permitido
identificar a los grupos productores de proteorodopsinas dentro de las comunidades microbianas de
manera cualitativa, mientras que las mediciones de concentraciones de retinal permiten cuantificar el
nivel de fotoheterotrofia en un ambiente. Se ha observado que la fototrofia basada en retinal domina
en regiones altamente oligotréficas siendo de gran importancia para el ecosistema, mientras que en
sistemas productivos existe poca informacién al respecto. En el presente estudio se realiza un anlisis
comparativo de las comunidades microbianas marinas en regiones con distintos niveles de productividad
usando secuencias del gen 165-ARNr para analizar la distribucién de grupos fotoheterdtrofos conocidos
(e.g. SAR11, Flavobacteriales, SAR86) en dichos ambientes y su relacién con mediciones de pigmentos y
otros factores ambientales. Los datos analizados provienen de muestras de las regiones del Mediterraneo
(crucero HOTMIX), del golfo de México (campafias XIXIMI-5,6,7) y la corriente de California (punto de
muestreo SPOT). Para el Mediterrdneo y la corriente de California se utiliza el conteo de heterdtrofos
totales por citometria para obtener una estimacién de la abundancia de grupos taxonédmicos de interés
a nivel de orden, con el fin de aportar mas informacién a la distribucién presentada por dichos grupos.
Para comparar la distribucién de grupos productores de proteorodopsinas en los distintos ambientes se
realizaron andlisis de beta diversidad, analisis multivariados con las mediciones de pardmetros, anilisis de
correlaciones y comparaciones directas entre las secuencias de cada regién. Los andlisis de beta diversidad
demostraron que las comunidades microbianas del oeste del Mediterraneo y de la corriente de California
presentan poca distancia filogenética, ademds de que ambas regiones presentan una correlacién positiva
entre la abundancia de Flavobacteriales y el retinal, indicando que los grupos fotoheterétrofos pueden
ser igual de abundantes que en una regién oligotréfica. En cambio, las secuencias idénticas compartidas
entre el golfo de México y el este del Mediterraneo permitieron observar similitudes entre ambientes
altamente oligotréficos pero que presentan distintas condiciones de circulacion.

Palabras clave: Proteorodopsina, Fotoheterotrofia, Bacterias marinas, amplicon 16S-ARNr



Abstract of the thesis presented by Alberto Netzahualcoyotl Arroyo Cervantes as a partial requirement
to obtain the Master of Science degree in Marine Ecology.

Bacterial diversity and phototrophic function analysis in the superficial layer of productive and
oligotrophic environments

Abstract approved by:

Dra. Laura Gémez Consarnau Dra. Maria Asuncién Lago Lestén

Thesis Co-Director Thesis Co-Director

Proteorhodopsin phototrophy is the most widespread type of photoheterotrophy in marine bacteria
communities from the surface ocean. High throughput sequencing technologies have allowed to quali-
tatively identify taxonomic groups that are proterhodopsin producers in the microbial community, while
retinal concentration measurements are a quantification of the photoheterotrophic level in a given marine
environment. Retinal based phototrophy has been reported to dominate in highly oligotrophic environ-
ments being an important mechanism in the ecosystem, whilst there is little about it's role in more
productive ecosystems. In this study a comparative analysis was made between regions with different
productivity levels using 165-rRNA sequences in order to analyze the distribution of known photohete-
rotrophic groups (e.g. SAR11, Flavobacteriales, SAR86) and their relation to measurements of pigments
and other environmental factors. The data comes from samplings made in the regions of the Medite-
rranean Sea (HOTMIX cruise), the Gulf of Mexico (XIXIMI-5,6,7) and the California Current (SPOT).
In the samples from the Mediterranean and the California Current, total heterotrophic bacterial counts
allowed to calculate an abundance estimate for relevant taxonomic groups at order level, this to con-
tribute to better explain their distribution. To compare the proteorhodopsin producer groups between
the different regions the methods used were beta diversity analysis, multivariate analysis, correlation
analysis and exact sequence comparison between regions. Beta diversity analysis showed little phyloge-
netic distance between the samples from the West Mediterranean and the California Current, besides
the positive correlation found between retinal and Flavobacteria abundance in both regions shows that
photoheterotrophic bacteria can dominate in a productive environment. ldentical sequence comparison
between the Gulf of Mexico and the East Mediterranean Sea showed a higher similarity between two
highly oligotrophic environments which have different circulation conditions.

Keywords: Proteorhodopsin, Photoheterotrophy, Marine bacteria, 16S-rRNA
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. Importancia de las bacterias en el océano

Las bacterias son los organismos mas abundantes en el océano, tanto entre los heterdtrofos (Whitman
et al., 1998) como entre los fotosintéticos o autdtrofos (Scanlan et al., 2009). Ademas, los procesos
metabdlicos de las bacterias y las arqueas controlan la biogeoquimica del océano (Falkowski et al.,
2008). Los elementos imprescindibles para la vida como el C, N y P junto con otros micronutrientes
son mayormente asimilados o transformados a sus formas mds simples (Gasol y Kirchman, 2018) por el
metabolismo de estos microorganismos. Dentro del ciclo del carbono, las bacterias heterdtrofas asimilan
carbono orgénico disuelto que dificilmente seria aprovechado por organismos de mayor tamafo, y al
ser depredadas por protistas bacterivoros, permiten que este carbono sea transferido a niveles tréficos
superiores a través del llamado “bucle microbiano” (Azam et al., 1983; Pernthaler, 2005). Este carbono
organico disuelto representa la mayor parte del carbono fijado en la fotosintesis, dando una idea de la
importancia de este proceso (Ducklow et al., 1993). En la figura se puede observar una simplificacién
de la red tréfica en la columna de agua que resalta la asimilacién y transporte de carbono organico

disuelto por parte de las bacterias heterétrofas y su produccién por parte de las autétrofas.

Niveles
troficos
superiores

Fitoplancton
eucariota

Protozoarios i >/'é‘ \\

fagotrofos /)

Carbono
Organico
Disuelto

o O© ® ()
Bacterias =,% © P ... °e G @ %Q% Bacterias
Heterétrofas Q ® ) Autétrofas

Figura 1. Red trdfica adaptada de Fenchel (2008). Las flechas verdes resaltan el paso del carbono organico disuelto por el
"bucle microbiano”.



1.2. Estrategias troficas en bacterias marinas

Las concentraciones de nutrientes disponibles en el agua de mar no se presentan de manera ho-
mogénea. Las regiones con bajas concentraciones de nutrientes se denominan oligotréficas, mientras que
las regiones eutrdficas tienen mayores concentraciones y generalmente muestran mayor productividad
y biomasa. Dentro de las comunidades microbianas marinas, las bacterias oligotréficas presentan una
baja tasa de crecimiento, genomas reducidos y un tamano relativamente pequeno, lo que explica su
adaptacién a ambientes oligotréficos. En cambio, las bacterias copiotréficas presentan mayores tasas de
crecimiento, genomas mas grandes y por lo tanto una mayor cantidad de funciones para responder a

cambios en el ambiente (Lauro et al., 2009).

En general, las regiones productivas se encuentran cerca de las costas, mientras que las regiones
ocednicas alejadas de las costas son mayormente oligotréficas. Por lo tanto, la mayoria de las bacte-
rias heterétrofas en el agua de mar estdn adaptadas a ambientes oligotréficos y en consecuencia son

organismos que no crecen en medios ricos de cultivo (Carini et al., 2013).

1.3. Estudio de comunidades microbianas marinas

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacidén ha permitido estudiar a las comunidades microbianas
a partir del material genético obtenido de muestras ambientales. El genoma de un organismo consiste
en el total de los genes que lo componen, en cambio el metagenoma se refiere a los genomas de los
organismos que forman una comunidad. A grandes rasgos, la metagendmica consiste en el aislamiento
del ADN de la muestra ambiental, seguido de un paso de rompimiento del ADN en fragmentos y la
incorporacién de secuencias cortas conocidas llamadas adaptadores a los extremos de los fragmentos,
gracias a los adaptadores se puede realizar la amplificacion del total del material genético, seguido de
la secuenciacién y la obtencién de la informacién. Las secuencias obtenidas consisten en fragmentos
que pueden usarse para reconstruir los genomas de las muestras usando herramientas computacionales

(Gilbert y Dupont, 2011).

Del metagenoma, que consiste en los genomas de la comunidad, se pueden extraer genes de interés,

ya sea para estudiar alguna funcién o para usarlo como marcador taxondmico.
Analisis de amplicon 16S-ARNr

El gen de la subunidad 16S del ARN ribosomal (16S-ARNTr) es el marcador taxonémico mas utilizado

para describir la estructura de comunidades bacterianas. Como se observa en la figura 2] el ribosoma en



todas las bacterias y arqueas estad formado por las subunidades 30S y 50S, donde el gen 16S es parte de
la subunidad 30S del ribosoma. El ribosoma estd involucrado en el proceso de sintesis de proteinas, una
funcién altamente conservada entre bacterias y arqueas, por lo que la secuencia del gen 16S ribosomal
es también altamente conservada. Sin embargo, presenta nueve regiones variables que permiten analizar
la filogenia de los miembros de la comunidad a partir de sus secuencias. En la parte inferior de la figura
se observa un esquema con las regiones variables del gen 16S que van de V1 a V9 (Fukuda et al.,

2016).

Ribosome

]- 30S subunit

} 50S subunit

165 |_| 238 | [,

16S rRNA gene 23S rRNA gene 5S rRNA géne

16S ribosomal RNA

Bacterial genome /,/ ‘

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 base

Figura 2. Diagrama del gen 16S indicando las regiones conservadas en blanco y variables en gris, mostrando también la
localizacién del ARN ribosomal 16S en el ribosoma bacteriano. Imagen obtenida de Fukuda et al. (2016)

El gen 165-ARNr puede extraerse del metagenoma para analizar la estructura de la comunidad de la
muestra, pero también puede realizarse la secuenciacién tnicamente de los amplicones de alguna regién
de interés del gen 16S en especifico. A diferencia de la metagendmica, en el andlisis de amplicén no se
realiza el rompimiento del material genético ni se agregan adaptadores, sino que se utilizan cebadores
previamente disefiados que se alinean a regiones especificas del material genético permitiendo la ampli-
ficacién de los genes de interés. El producto de esta amplificacién se conoce como amplicdn, y es lo que
posteriormente pasa a ser secuenciado. Cuando el objetivo es analizar la estructura de la comunidad, la
menor cantidad de informacién generada en la secuenciacién para un solo gen representa una ventaja
sobre la metagenémica. En cambio, el uso de algunos cebadores puede introducir sesgos en la amplifi-
cacién para ciertos grupos taxondmicos (Parada et al., 2016). En la figura se observa un ejemplo de
la metodologia para obtener la estructura de la comunidad a partir del amplicén 16S (Kembel et al.,

2012).

Las secuencias generadas de esta metodologia se denominan lecturas, y deben pasar por otra etapa de



procesamiento para obtener las secuencias representativas del gen 165-ARNr que pueden ser identificadas
y asignadas taxondmicamente usando bases de datos de secuencias conocidas. Tradicionalmente se
utilizan OTU (Operational Taxonomic Unit) para la clasificacién taxondmica, pero al basarse en técnicas
de agrupamiento para la asignacién no permiten la comparacién directa entre diferentes muestras, ademas
de generar mas falsos positivos. Los ASV (Amplicon Sequence Variant) se obtienen a partir de la premisa
de que las secuencias sin errores tienen mas probabilidad de repetirse, realizando una inferencia estadistica
para cada secuencia. Esto permite identificar secuencias conocidas de muestras ambientales con un buen

nivel de resolucién con la posibilidad de comparar entre diferentes muestras (Callahan et al., 2017).

=) Gen 16S-ARNr
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22 § % y TITTTTITT T AACCAGCACCT CARGTGGTCA. . .
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Obtencién Separacién Aislamiento Amplificacion
de muestras por fracciones de ADN de region 16S Secuenciacién

Kembel et al., PLoS Comp Biol 2012
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Figura 3. Metodologia para el andlisis de amplicén 16S.

1.4. Fotoheterotrofia en bacterias marinas

Las rodopsinas son fotosistemas que consisten en una estructura peptidica, la opsina, y un pigmento,
el retinal (Figura [4) y se encuentran ampliamente distribuidas en todos los dominios de la vida con una
gran variedad de funciones (Ernst et al., 2014; Nagata y Inoue, 2021). El andlisis de metagenomas
obtenidos de muestras de agua de mar llevé al descubrimiento de rodopsinas en bacterias heterdtrofas y
por lo tanto un nuevo tipo de fototrofia en el océano (Béja et al., 2000). Posteriormente, su identificacién
en genomas de diferentes regiones ocednicas y sistemas acuaticos demostrd que la fotoheterotrofia basada
en retinal se encuentra ampliamente extendida en la zona fética del océano (Béja et al., 2001; Eiler,

2006; Finkel et al., 2013).

Las proteorodopsinas son un tipo de rodopsinas y son particularmente abundantes en las bacterias
marinas (Finkel et al., 2013; Pinhassi et al., 2016). La parte peptidica de la proteorodopsina, la opsina,
es una proteina transmembrana codificada por un (nico gen denominado prd, mientras que el retinal
puede ser obtenido del rompimiento de (3-caroteno, cuya reaccién enzimdtica estd codificada en el gen
blh, adem3s de genes relacionados al metabolismo de carotenoides crtEIBY (Martinez et al., 2007).
Estos genes generalmente se encuentran dentro de un cassette génico que presenta diferentes variaciones
entre grupos taxondmicos, incluyendo diferencias entre especies cercanas y similitudes entre grupos

taxondmicos distantes, sugiriendo que esta funcidn tréfica es transferida horizontalmente (Pinhassi et al.,



2016).
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Figura 4. Proteorodopsina funcional indicando la direccién del bombeo de protones y las longitudes de onda (azul 490nm
y verde 530nm), se muestra la estructura del retinal. Imagen modificada de Pinhassi et al. (2016).

El fotosistema completo de la proteorodopsina funciona como bomba de protones hacia el exterior
de la célula en presencia de luz. El bombeo de protones tiene como efecto aumentar el potencial de
membrana, lo cual puede acoplarse a la sintesis de ATP de manera similar a la fosforilacién oxidativa
(Kirchman y Hanson, 2013). La energia adicional obtenida de la luz reduce los requerimientos energéticos
que de otra forma serian provistos por la oxidacién de carbono organico (Gémez-Consarnau et al., 2007;

Steindler et al., 2011).
1.5. Grupos productores de proteorodopsinas

Los datos obtenidos a partir de la secuenciaciéon de metagenomas y metatranscriptomas han permitido
identifcar genes de proteorodopsinas en ambientes acudticos de diferentes partes del mundo (Finkel et al.,
2013) y evaluar su nivel de expresién en diferentes grupos taxondémicos microbianos (Sieradzki et al.,
2018). Dentro de los érdenes taxondmicos que presentan una mayor expresién de proteorodopsinas y
que ademds son organismos ubicuos en la superficie y la zona fética del océano se encuentran los
grupos SAR11 (Alfaproteobacterias), SAR86 (Gamaproteobacterias) y Flavobacteriales (Bacteroidetes).
Estos organismos presentan diferentes estrategias tréficas, los organismos oligotréficos como SAR11
presentan una baja tasa de crecimiento y se adaptan a ambientes con bajas concentraciones de nutrientes,
mientras que los organismos copiotréficos generalmente son oportunistas con tasas de crecimiento que

se incrementan con la disponibilidad de nutrientes (Lauro et al., 2009).



SAR11

Las bacterias pertenecientes al grupo SAR11 (orden Pelagibacterales) son consideradas los organis-
mos mds abundantes en el océano (Morris et al., 2002; Giovannoni, 2017). Este grupo presenta el mayor
nivel de expresién de genes de proteorodopsinas en comunidades microbianas marinas (Sieradzki et al.,
2018). Estas bacterias se caracterizan por una baja tasa de crecimiento, un genoma reducido (Giovanno-
ni et al., 2005b) y el uso de mecanismos de fotoheterotrofia ,i.e., proteorodopsinas (Giovannoni et al.,
2005a). Su metabolismo esta adaptado a asimilar moléculas de bajo peso molecular, lo que le proporciona

ventajas selectivas en ambientes oligotréficos (o con limitaciones de nutrientes) (Giovannoni, 2017).
Flavobacteriales

El orden Flavobacteriales también es de los mas abundantes en el océano. Si se comparan con
organismos del grupo SAR11, los Flavobacteriales son heterétrofos que presentan mayores tasas de
crecimiento y un comportamiento mds copiotréfico. Su abundancia se relaciona con florecimientos de
clorofila y estan adaptados a utilizar materia orgdnica disuelta de alto peso molecular (Kirchman, 2002;

Gbmez-Pereira et al., 2012; Williams et al., 2013).
SAR86

Las bacterias del grupo SAR86 son heterdtrofas ubicuas en la superficie del océano (Hoarfrost et al.,
2020). De acuerdo con informacién obtenida a través del estudio de metagenomas, presentan genomas
reducidos y tienen importancia en los ciclos biogeoquimicos del carbono y el azufre (Dupont et al.,

2012).

1.6. Regiones de estudio

Las regiones analizadas en el presente estudio se encuentran cerca de la zona subtropical norte (25°
a 40°) pero presentan diferentes caracteristicas geograficas y estados tréficos, es decir diferentes niveles

de concentraciones de nutrientes y productividad.

1.6.1. Mar Mediterraneo

El mar Mediterrdneo es una cuenca semi cerrada cuyas caracteristicas geograficas limitan la circula-
cién y el ingreso de nutrientes en el estrecho de Gibraltar entre el Atlantico y el oeste del Mediterrdneo,

mientras que el canal de Sicilia se encuentra entre el este y el oeste del Mediterraneo. Estas barreras



geograficas provocan diferencias muy marcadas en las concentraciones de pigmentos, nutrientes inorgani-
cos, productividad y temperatura entre estas regiones. Lo anterior causa que el Mediterraneo sea con-
siderado una regidn altamente oligotréfica donde la disponibilidad de nutrientes limita la productividad

(Longhurst, 2007).

1.6.2. Corriente de California

La corriente de California se encuentra en el este del océano Pacifico norte, es un sistema de sur-
gencias de borde oriental por lo que es una regién altamente productiva con surgencias a lo largo del
afio, presentando concentraciones de clorofila-a > 1mg - m™2 durante florecimientos de fitoplancton

(Longhurst, 2007).

1.6.3. Golfo de México

Esta regidn consiste en una cuenca ocednica en el oeste del Atladntico cuya circulacién, al igual que
en el Mediterraneo, se ve limitada por barreras geogréficas como islas y peninsulas (al sur la de Yucatédn
y al norte la de Florida). Su circulacién consiste en la continuacién de la corriente del Caribe a través
del canal de Yucatan, formando la corriente de Lazo en el este del golfo de México y terminando en la
corriente del Golfo. El agua proveniente de la corriente del Caribe y que forma la corriente de Lazo es
pobre en nutrientes, haciendo del golfo un ambiente poco productivo que presenta niveles de clorofila

de 0.4-0.6 mg - m—3 (Longhurst, 2007).

1.7. Antecedentes

Las tecnologias de secuenciacion gendmica de alto rendimiento y los muestreos oceanograficos a gran
escala han hecho posible estudiar cémo los factores ambientales (por ejemplo, temperatura, incidencia
de luz y disponibilidad de nutrientes) pueden influir en la estructura de la comunidad (Delong, 2005;
Sunagawa et al., 2015). Los principales grupos taxonémicos en las comunidades de la zona fética
del océano son cosmopolitas, pero existen variaciones estacionales y espaciales en la estructura de la
comunidad que pueden deberse a sus interacciones con el medio y funciones especificas de estos grupos

(Fuhrman, 2009).

Conocer la abundancia relativa de grupos taxondmicos de interés junto con mediciones de factores
ambientales permite interpretar acerca del estilo de vida de dichos grupos. Dubinsky et al. (2017)

reportaron el cambio en la diversidad bacteriana con relacidén a la concentracién de clorofila desde una



zona cercana a la costa hacia el mar abierto en el este del Mediterrdneo. Se encontré que la abundancia
de flavobacterias (y cianobacterias) es mayor en regiones cercanas a la costa donde hay una mayor
productividad (i.e., clorofila), mientras que la abundancia del grupo SAR11 fue mayor en regiones alejadas
de la costa. La distribucién geografica observada para estos grupos taxondmicos se debe posiblemente a

sus estrategias tréficas y adaptaciones para habitar ambientes con distinta disponibilidad de nutrientes.

Needham y Fuhrman (2016) analizaron las correlaciones presentes entre grupos taxonémicos de
bacterias, fitoplancton y factores ambientales utilizando una serie de tiempo del 11 de marzo al 1 de
abril del 2011, en la estacién de muestreo del canal de San Pedro (SPOT: San Pedro Ocean Time series)
cerca del puerto de Los Angeles (California, USA), en la corriente de California. Encontraron que las
comunidades microbianas se correlacionaban mejor entre ellas que con los factores ambientales, pero
no reportaron correlacién entre abundancias relativas y factores ambientales. Posteriormente, Sieradzki
et al. (2018) identificaron la presencia y expresion de genes de funciones fototréficas bacterianas en la
zona fética en el mismo punto de muestreo, pero abarcando las distintas estaciones del afio (de julio
de 2012 a abril de 2013). Analizando los datos de metagenomas y metatranscriptomas de las muestras,
fue posible identificar a los grupos taxonémicos responsables de la produccién de proteorodopsina. A
partir del metatranscriptoma se identificé a SAR11 como el principal productor de proteorodopsinas a lo
largo del afio (valor promedio, seguido por SAR86 y Flavobacteriales), ademds de que se encontré una
correlacién positiva entre la abundancia de genes de proteorodopsinas de SAR11 y los genes 165-ARNr de
SAR11, indicando que la contribucién a la produccién de rodopsina se incrementa junto con la abundancia
relativa de este grupo. En cuanto a la abundancia relativa de genomas con rodopsinas se encontré un
intercambio en la dominancia entre SAR11 y SAR86 atribuido a florecimientos de fitoplancton. El orden
Flavobacteriales también se reporté como uno de los mds abundantes en la estacién de SPOT durante

las fechas con mayor productividad (enero y abril).

Los enfoques dmicos dan mucha informacidn acerca de la presencia de grupos microbianos, su abun-
dancia relativa e incluso sus funciones potenciales, pero sigue siendo informacién cualitativa. Gémez-
Consarnau et al. (2019) describieron la distribucién de pigmentos en la zona fética a través del mar
Mediterrdneo, reportando la distribucion de retinal y clorofila desde el este del Mediterrdneo hasta la
entrada al Atlantico (Figura . La maxima concentracién de retinal se encontré en la zona oligotrdfica
del este del Mediterrdneo. En el oeste del Mediterraneo también se hallaron concentraciones altas de
retinal en puntos con menores concentraciones de clorofila, sugiriendo una complementariedad entre los

mecanismos de fototrofia en este sistema ocednico oligotréfico.
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Figura 5. Distribucién de pigmentos en el mar Mediterrdneo para A: rodopsinas y B: clorofila. Imagen tomada de Gémez-
Consarnau et al. (2019). Las estaciones de muestreo se pueden ver en la figura |§|

1.8. Justificacion

La fototrofia basada en retinal representa un mecanismo de adaptacién importante y ampliamente
extendido en el ecosistema marino, por lo que su estudio puede ayudar a comprender qué regiones

favorecen el metabolismo fotoheterétrofo.

Parte de la remineralizaciéon de materia orgdnica disuelta que ocurre en la zona fética del océano
es llevada a cabo por bacterias fotoheterdtrofas que pueden utilizar la energia de la luz, por lo que
estudiar las comunidades microbianas de ambientes con distinta productividad puede ayudar a entender
la importancia de los metabolismos fotoheterétrofos en procesos biogeoquimicos de remineralizacién

como el bucle microbiano
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1.9. Hipétesis

La abundancia relativa de bacterias productoras de proteorodopsinas es mayor en regiones oligotréfi-

cas que en regiones productivas.

Los patrones de distribucidn de bacterias productoras de proteorodopsinas es similar entre ambientes

oligotroficos.

1.10. Objetivos

1.10.1. Objetivo general

Analizar los patrones de abundancia de bacterias fotoheterdtrofas con respecto a la distribucién de

pigmentos y otros pardmetros ambientales en regiones marinas con distintos niveles de productividad.

1.10.2. Objetivos especificos

= Analizar la estructura de la comunidad de la zona fética de tres regiones ocednicas con distintas

condiciones ambientales.

= Analizar la distribucién de grupos productores de proteorodopsinas y su relacién con pigmentos

como el retinal y la clorofila.

= Analizar las estimaciones de abundancia de grupos taxonémicos a nivel de orden usando los conteos

de heterétrofos totales.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Descripcion de los datos

En el presente estudio se realizé la comparacién de comunidades microbianas utilizando el gen 16S-
ARNr como marcador taxonémico, mediciones de retinal, clorofila y otros parametros ambientales como
temperatura, salinidad, conteo de bacterias heterétrofas en regiones con diferentes niveles de producti-
vidad para hallar diferencias o similitudes entre los grupos bacterianos productores de proteorodopsinas.
El criterio para considerar una regién como oligotréfica o productiva es la concentracién de clorofila y
las caracteristicas oceanograficas. Para SPOT, ademas de ser una zona de surgencias de borde oriental,
se reportan concentraciones de clorofila > 1mg - m~2 (= 900 pM), por lo que es la dnica regién con-
siderada productiva. La region del oeste del Mediterraneo presenta las maximas mediciones de clorofila
en este trayecto (=~ 700 pM), con lo que puede considerarse una regién ligeramente mas productiva que
el resto de las regiones. Para el Atlantico, a pesar de presentar un estado tréfico similar al oeste del
Mediterrdneo, no se observan mediciones importantes de pigmentos. Finalmente, el golfo de México y

el este del Mediterrdneo se consideran las regiones mas oligotréficas del estudio (Longhurst, 2007).

2.1.1. Mar Mediterraneo

Las muestras provienen del crucero HOTMIX 2014 de un trayecto realizado del 30 de abril al 28
de mayo de 2014 abarcando las regiones del este del Mediterraneo, oeste del Mediterrdneo y parte del
océano Atlantico en el barco RV Sarmiento de Gamboa en 29 estaciones de muestreo (Figura [0]). Las
profundidades de muestreo abarcan desde la superficie hasta la regién batipeldgica, pero en el presente
proyecto se analizan Ginicamente muestras de la zona fética (3 metros, 50 metros y el méximo de clorofila:
70-100 m) excluyendo también las muestras a 200 metros. A diferencia del presente estudio, Sebastidn
et al. (2021) realizaron el andlisis de la comunidad y diversidad para los mismos puntos de muestreo

usando profundidades de toda la columna de agua.

Las mediciones de temperatura, salinidad y fluorescencia se obtuvieron directamente de la sonda, a
la par que se recolecté agua en botellas Niskin de 12 litros. Las mediciones de los nutrientes inorganicos
nitrato, fosfato y silicato se realizaron a bordo usando andlisis de flujo segmentado con deteccién co-
lorimétrica. La concentracion de clorofila-a: se obtuvo mediante fluorometria usando un equipo Turner
Designs 10-AU. Para cada medicién de retinal se filtraron 8 litros de agua de mar para almacenar la

fraccién microbiana 0.2-3 um, realizar el proceso de extraccién y finalmente la medicién por LC/MS/MS
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(Gémez-Consarnau et al., 2019). Las abundancias de Prochlorococcus, Synechococcus, picoeucariotas,

células con clorofila y bacterias heterdtrofas se obtuvieron mediante citometria de flujo (Suffridge et al.,

2018).

Figura 6. Trayecto del crucero HOTMIX 2014 a través del mar Mediterraneo abarcando el este del Mediterrdneo (1-13), el
oeste del Mediterrdneo (14-24) y parte del Atlantico (25-29).

El trayecto fue dividido en tres secciones para su andlisis: la regidn del Atlantico, entre la estacidn
29 y la 25; el oeste del Mediterraneo, entre las estaciones 24 y 14; y el este del Mediterraneo, abarcando
las estaciones restantes (13 a 1). Las profundidades de las muestras también se dividieron en tres niveles
para su andlisis: superficial (3 metros), intermedio (50 metros) y profundo (60-130 metros). Las muestras
de ADN se obtuvieron de la fraccién 0.2-3 pm. La amplificacién se realizé con los cebadores 515F /926R
para la regién V4-V5 del gen ARNr-16S, que presentan una buena resolucién para bacterias marinas
heterdtrofas de vida libre (Parada et al., 2016). La secuenciacién se realizé en la plataforma Illumina

MiSeq (2x250 bp).

2.1.2. Corriente de California

Las muestras de la corriente de California fueron obtenidas del sitio de series de tiempo del canal
de San Pedro (SPOT, latitud: -91.999817, longitud: 23.000383, Figura 7)) cerca del puerto de la ciudad
de Los Angeles en las fechas de noviembre de 2016 y en 2017 los meses de enero, abril, mayo, junio
y noviembre. En cada fecha se tomé una muestra superficial a 5 metros y una muestra en el maximo
de clorofila, cerca de los 20 metros de profundidad, dando como resultado un total de 12 muestras
(Hassanzadeh et al. en preparacion.). Se analizé la fraccién 0.2-3 pm de las muestras (Villarreal Peralta,
2021). La amplificacién del gen 16S-ARNr se realizé con los cebadores 515F /926R (Parada et al., 2016).
La secuenciacién se realizé en la plataforma llumina (2x250 bp). Las mediciones de clorofila y retinal se

obtuvieron con la misma metodologia que en la regién del mar Mediterraneo (Gémez-Consarnau et al.,
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2019).

34.2°N

33.8°N

Bem SPOT,

33.2°N

19°w 118.5°W 118°wW

Figura 7. Punto de muestreo SPOT (San Pedro Ocean Time series) en el canal de San Pedro en la corriente de California
(latitud: -91.999817, longitud: 23.000383).

2.1.3. Golfo de México

Los datos del golfo de México provienen de los cruceros XIXIMI-5 (junio 2016), XIXIMI-6 (agosto-
septiembre 2017) y XIXIMI-7 (mayo-junio 2019). En la figura |8 se indican los puntos de muestreo para
cada campaiia. Consisten en la fraccién 0.22-0.8 pm a dos profundidades: 5 metros en la profundidad
superficial y en el mdximo de clorofila, a una profundidad variable entre 70 y 110 metros. Las secuencias
amplificadas para el gen 16S-ARNr consisten en la regién V4 con el par de cebadores 515F/806R
(Caporaso et al., 2011). La secuenciacidn se realizé en la plataforma lllumina MiSeq (2x150 bp). Para
las muestras con profundidades entre 70 y 110 metros fue posible obtener mediciones de temperatura,

salinidad, fluorescencia y oxigeno disuelto por medio del CTD.
2.2. Caracterizacion de la comunidad microbiana en las distintas regiones

Se utilizé la plataforma de Rstudio a través de una imagen de Docker creada durante el transcurso
del proyecto con las librerias necesarias instaladas (R-4.0.5) (Boettiger y Eddelbuettel, 2017). Para
la caracterizacién de la comunidad se utilizd el flujo de trabajo de DADA2, que presenta una mayor

sensibilidad y resolucién en comparacién a otras herramientas (Prodan et al., 2020).
Mar Mediterraneo

Para las muestras del trayecto del Mediterraneo, ya se habia realizado tanto preprocesamiento como
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asignacién taxondmica. Sebastidn et al. (2021) describen el preprocesamiento para la obtencién de
ASV a través de la plataforma de DADA2 v1.8 y usando Cutadapt para eliminar los cebadores de las
secuencias (Martin, 2011). Las secuencias de los ASVs habian sido asignados taxonémicamente con la
base de datos de SILVA v.132 utilizando la funcién assignTaxonomy de DADA2. Por lo tanto, fueron
reclasificadas usando la versidn actualizada de la base de datos SILVA v.138 (Quast et al., 2013) y usando
el clasificador /dTaxa de la paqueteria DECIPHER, reportado como el que produce un menor nimero
de falsos positivos en la clasificacién (Murali et al., 2018). El filtrado de secuencias asignadas como
cloroplasto, mitocondria y las secuencias sin clasificar a nivel de dominio y filo (phylum) se realizé con
el paquete Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013). Usando la base de datos SILVA v.138.1 para DADA2
(McLaren y Callahan, 2021) con el clasificador nativo de DADA2 (Wang et al., 2007) se obtuvieron

secuencias que no fueron asignadas por la funcién IdTaxa.
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Figura 8. A. Localizacién de todas las estaciones de muestreo para el golfo de México. B. Estaciones de cada campaiia
oceanografica, a la izquierda XIXIMI-5 (2016), al centro XIXIMI-6 (2017) y a la derecha XIXIMI-7 (2019).

Corriente de California

Para las secuencias de 16S ARNr de SPOT, la primera parte del preprocesamiento consistié en eliminar
los cebadores con el programa Cutadapt (Martin, 2011) a través de R. El pardmetro error esperado en el
filtrado se fij6 a 10 para retener un mayor niimero de secuencias. La eliminacién de secuencias quiméricas
se realizé con la funcién removeBimeraDenovo incluida en DADA2. La asignacién taxonémica siguié la

misma metodologia descrita para las secuencias del Mediterrdneo, combinando el resultado de ambos
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clasificadores. Se eliminaron las secuencias clasificadas como cloroplasto, mitocondria y las secuencias

sin clasificar a nivel de dominio y filo (phylum).
Golfo de México

El preprocesamiento fue realizado por parte del equipo de 6mica del departamento de Innovacién
Biomédica de CICESE. Las lecturas del golfo de México fueron procesadas con el flujo de trabajo de
DADA2 v1.8.0. Las secuencias se filtraron por longitud >245 y <260 con base en la distribucién de
las longitudes. La asignacién taxondmica de nuevo siguié la misma metodologia descrita en la regién
del Mediterrdaneo, combinando el resultado de los dos clasificadores. Se eliminaron los ASV asignados
como cloroplasto, mitocondria, ademds de secuencias sin asignar a nivel de dominio y filo (phylum) y

secuencias unicas.

2.3. Analisis de diversidad

2.3.1. Diversidad alfa

La diversidad alfa permite describir la diversidad de forma local o en una muestra mediante un
indice numérico que se relaciona a la presencia de especies. El indice de Shannon expresa la cantidad de
especies en una muestra, puede tomar valores de cero (una especie) y su valor aumenta con el nimero
de especies (Kim et al., 2017). Chaol es un estimador de riqueza que le da mayor peso a las especies
poco abundantes (Chao, 1984). Para obtener los estimadores Chaol y Shannon se utilizé la funcién

plot_richness de Phyloseq, que calcula los estimadores para cada muestra.

2.3.2. Diversidad beta

Se construyeron arboles filogenéticos para los ASV de cada regién utilizando Fasttree (Price et al.,
2010) a través de qiime2:2019.1. El arbol filogenético generado fue importado directamente en el am-
biente de Rstudio y agregado al objeto de Phyloseq. Con esta informacién fue posible calcular distancias
UniFrac y realizar andlisis de coordenadas principales (PCoA) para comparar las muestras de cada region
y entre algunas regiones. Las muestras de SPOT y el Mediterraneo se compararon entre si, tomando en
cuenta que las primeras corresponden a una serie temporal de todo un afo y las otras a una distribucién
espacial posterior a un florecimiento. Las muestras del mar Mediterraneo provienen de una metodologia
similar a la de SPOT, se utilizé la misma fraccién (0.22-3 pm) y el mismo par de cebadores para la

amplificacién 515F /926R (Parada et al., 2016). En cambio, las muestras del golfo de México consisten
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en la fraccién 0.22-0.8 pm y fueron amplificadas con los cebadores 515F /806R (Caporaso et al., 2011).
Se decidié utilizar distancias UniFrac con peso, que toma en cuenta también las abundancias relativas,
y para este analisis no se utilizé ninglin método de normalizacidn, ya que de esta manera se explicaba la

mayor variabilidad de los datos (McKnight et al., 2019; McMurdie y Holmes, 2013).

2.4. Analisis de variables ambientales

El anélisis de variables ambientales se realizd solo para las muestras del Mediterrdneo, ya que es la
region que tenia mas mediciones (Tabla . Para identificar qué variables ambientales expresan mejor
la variabilidad en las muestras se utilizé el comando bioenv (Clarke y Ainsworth, 1993), que identifica
las variables ambientales que mejor se correlacionan con una matriz de disimilitud de distancias de

Bray-Curtis obtenidas de las tablas de conteo.

Tabla 1. Descripcién de parametros de cada regién.

Sitios de muestreo

Parametros Mediterraneo Corriente de California Golfo de México
Pigmentos Clorofila, Retinal Clorofila, Retinal Fluorescencia
Temperatura, Salinidad, Nitratos,

Temperatura, Salinidad,

Mediciones ambientales Fosfatos, Silicatos, Produccién Temperatura , .
Oxigeno disuelto

bacteriana, Carbono orgénico total
Bacterias heterétrofas totales,
Synechoccocus, Prochloroccocus
Gen marcador taxonémico 16S-ARNr V4-V5 (515F-926R) 16S-ARNr V4-V5 (515F-926R) | 16S-ARNr V4 (515F-806R)

Citometria Bacterias heterétrofas totales -

Se utilizaron muestras que incluyeran mediciones de retinal y clorofila, omitiendo las que no tuvieran
mediciones de estos pigmentos con lo que quedaron 43 muestras del Mediterrdneo para el andlisis con
bioenv. La profundidad no se agregd ya que en los andlisis posteriores se utilizé como variable categdrica.
No se tuvo en cuenta la salinidad debido a su relacién con la temperatura, considerando que podria dar
informacién redundante. Las mediciones de temperatura tenian una distribuciéon cuya probabilidad de
normalidad de acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilks era p = 0.024, por lo que se asume normalidad
para esta variable. Se utilizé el paquete bestNormalize para obtener una transformacién de normalizaciéon
para el resto de las variables ambientales. El paquete sugiere un tipo de transformacién que permita
normalizar los datos. La produccién bacteriana, la clorofila, nitrato y fosfato se normalizaron con una
transformacién logaritmica. La normalizacidn del retinal se realizé6 usando una transformacién de raiz
cuadrada. Los datos de carbono orgénico total y el conteo total de heterétrofos ya tenian una distribucién
normal. El fosfato no fue considerado debido a la poca variabilidad que presenta en la zona fética de
todo el trayecto. Se realizé un PCA con los resultados de bioenv para explorar la variabilidad de las

muestras.
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2.5. Analisis de estimaciones de abundancia

Debido a que la abundancia de bacterias heterétrofas totales ya tenia una distribucién normal, se
realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para buscar diferencias entre regiones y entre niveles de profun-
didad respectivamente. A partir de la estructura de la comunidad obtenida de la secuenciacién del gen
16S-ARNTr se obtuvo el porcentaje de ciertos grupos taxonémicos de interés a nivel de orden (SAR1L,
Flavobacteriales, SAR86). Al eliminar las secuencias asignadas a grupos autétrofos, se obtuvo la es-
tructura de la comunidad con los grupos tGnicamente heterdtrofos a nivel de orden. Al multiplicar este
porcentaje por la abundancia bacterias heterétrofas totales en la muestra proporcioné una estimacion
de la abundancia de estos grupos taxonémicos. Después de normalizar los datos de estimacién de abun-
dancia, se realizaron andlisis de varianza con respecto a la regién para estos grupos taxondémicos. Para
normalizar las estimaciones de abundancias se utilizé el paquete BestNormalize, que sugirié transforma-
ciones logaritmicas para las estimaciones de Flavobacteriales, SAR86, Rhodobacterales y Actinomarinales
(log, a); mientras que para SAR11 y Rhodospirillales sugirié transformaciones con exponentes (2%/?). Se

utilizé la prueba de Tukey para analizar entre qué grupos se encontraban las diferencias.
2.6. Analisis de correlaciones

Se realizé un andlisis de correlaciones con el paquete RemdrMisc usando el coeficiente de correlacién
de Spearman. Usando las estimaciones de abundancia de grupos taxonémicos a nivel de orden, se
realizaron correlaciones con las mediciones ambientales en las regiones de estudio del Mediterraneo y en
la corriente de California. Para el golfo de México las correlaciones se realizaron usando las abundancias

relativas.
2.7. Comparacién de secuencias entre regiones

Debido al sesgo presentado por ciertos grupos taxonémicos en los cebadores utilizados en las muestras
del golfo de México (Parada et al., 2016), se realizé una comparacién directa entre las secuencias del
golfo de México con el resto de las regiones, buscando asignaciones taxondmicas y secuencias iguales
entre las regiones, y posteriormente revisando las secuencias de organismos fotoheterétrofos presentes
en las distintas regiones. Debido a que la subestimacién no afecta la identificacién de organismos en las

muestras, es posible encontrar coincidencias entre los ASV obtenidos de las distintas regiones.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Estructura de la comunidad

Mar Mediterraneo

La estructura de la comunidad para las muestras del Mediterraneo se visualiza en la figura [9 como
abundancias relativas a nivel taxonémico de orden. A tres metros de profundidad (Figura [9A), las
estaciones del Atlantico presentan una dominancia del orden Synechococcocales (34-52 %), seguido por
el grupo SAR11 (22-28%). En cambio, en las estaciones del este y el oeste del Mediterraneo el grupo
SAR11 domina la mayoria de las muestras de superficie (26-46 %). Los 6rdenes Flavobacteriales (3-16 %),
SAR86 (4-11%), Puniceispirillales (7-15 %), Rhodobacterales (3-10 %) y Synechococcocales (5-20 %)
también presentan una abundancia relativa importante en las muestras del Mediterrdneo. También se
puede observar una mayor abundancia relativa del orden de arqueas Marine Group Il en la estacién 24
(9 %), correspondiente al estrecho de Gibraltar, que a la vez es la tinica muestra a 3 metros donde domina

el orden Flavobacteriales con 35 % de la comunidad.

A los 50 metros de profundidad (Figura @]B) el orden Punicespirituales presenta una menor abundancia
relativa que a 3 metros (4-9% a 50m vs. 7-15% a 3m), y lo mismo ocurre con los Rhodobacterales
(2-5% a 50m vs. 3-10 % a 3m) y Opitutales (1-3% a 50m vs. 2-5% a 3m). Las muestras del Atlantico
a 50 metros presentan una estructura similar a la superficie dominada por fotoautétrofos. En el este
del Mediterrdneo los Synechococcocales se encuentran en mayor abundancia relativa (16-40 %) que a 3
metros (10-20%). El grupo SAR86 presenta una abundancia relativa mayor en el este (5-9 %) que en
el oeste del Mediterrdneo (1-7 %), mientras que a 3 metros no se observaron diferencias importantes.
En la estacién 14 indicada a 40 metros de profundidad, correspondiente a la parte norte del estrecho de

Sicilia, se presenta una dominancia del orden de arqueas Nitrosopumilales (32 %).

La figurd9[C presenta la estructura de la comunidad microbiana en las muestras a mayor profundi-
dad, entre 60 y 130 metros. En general, se puede observar que el orden Actinomarinales presenta mayor
abundancia relativa (1-7 %) con respecto a las muestras mas superficiales, donde no es mayor al 5%.
Se observa que el orden de arqueas Nitrosopumilales presenta mayor abundancia relativa a mayor pro-
fundidad (hasta 36 %). El orden Opitutales presenta una menor abundancia relativa en comparacién a
las muestras a menor profundidad. Las muestras del Atlidntico presentan cambios en las proporciones
de los grupos dominantes (grupo SAR11, Synechococcales y Nitrospumilales) al acercarse al estrecho

de Gibraltar. Las muestras del oeste del Mediterraneo a este nivel de profundidad presentan una mayor
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abundancia del orden Flavobacteriales (10-22 %) que corresponde con el aumento de retinal en las es-
taciones 19 a 23 (Figura , faltando mediciones de este pigmento que correspondan a las estaciones
15y 16 (Figura E[) En el este del Mediterraneo Synechococcales es el orden dominante abarcando el
30-65 % de la comunidad, correspondiendo con las mediciones de maximas de clorofila cerca de esta
profundidad. También se observa una menor abundancia relativa de los grupos descritos en las muestras
mds superficiales como Puniceispirillales, Opitutales y Rhodobacterales. Para los Flavobacteriales no se
observan cambios importantes en su abundancia relativa, que es ligeramente menor que las muestras
superficiales, pero sigue siendo de los grupos mas abundantes en la comunidad.
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Figura 9. Estructura de la comunidad del Mediterrdneo a distintas profundidades. A: 3 metros, B: 50 metros, C: 60-130
metros. Las profundidades de cada muestra se indican en la parte superior de cada columna en caso de no ser 3 o 50 metros.
Las lineas punteadas marcan los limites entre las regiones: océano Atlantico, oeste del Mediterrdneo y este del Mediterrdneo
de izquierda a derecha.

Corriente de California

En la figura [I0] se observa la estructura de la comunidad microbiana en la corriente de California,
una regién altamente productiva a lo largo del afio (Longhurst, 2007). Se puede observar un dominio
de grupos fotoheterdtrofos (e.g., SAR11, Flavobacteriales, SAR86, Rhodobacterales) durante todo el

ano, tanto a los 5 metros como en el maximo de clorofila, que se encuentra entre los 20 y 30 metros.
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La abundancia relativa del orden Synechococcales es menor en comparacién con el resto de los grupos
microbianos dominantes, especialmente a la profundidad el maximo de clorofila y en fechas con mayores
concentraciones de este pigmento (11 % a 5m vs 8 % en el maximo de clorofila). Los grupos dominantes
en la superficie fueron SAR11 y Flavobacteriales a lo largo de todo el afio con una abundancia media de
36 % y 20 %, respectivamente. Los érdenes Rhodobacterales (6 %), SAR86 (5 %), Cellvibrionales (3 %)
también se encontraron de manera constante. La maxima abundancia del grupo Flavobacteriales a los 5
metros se dio en el mes de abril (30 %), coincidiendo con el maximo de retinal a esta profundidad a lo

largo del afio.
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Figura 10. Estructura de la comunidad del sitio SPOT. A: Muestras a 5 metros; B: maximo de clorofila, la profundidad
de las muestras del maximo de clorofila viene indicada en cada columna. Los ejes verticales de la izquierda indican la
concentracién de clorofila, mientras que los que estdn a la derecha la de retinal.

En la profundidad del maximo de clorofila se puede observar una menor abundancia relativa del
orden SAR11 (27 %) y un aumento en la abundancia relativa de Flavobacteriales (30 %), principalmente
en fechas de mayor concentracién de pigmentos. La muestra del maximo de clorofila de abril (a 26
m de profundidad) presenta una dominancia de Flavobacteriales (35 %) y Rhodobacterales (26 %). La

dominancia de Flavobacteriales (37 %) se mantiene en mayo, mes donde se obtuvo el maximo de retinal
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(60 pM). Otra diferencia entre las profundidades es la mayor abundancia del orden Actinomarinales
a mayor profundidad, al igual que en las muestras del Mediterrdneo. También se observa una menor
abundancia relativa de SAR11 en los meses de abril y mayo para este nivel de profundidad (15 %) que en
la superficie (30 y 40 % respectivamente). Se puede observar la diferencia en la profundidad del maximo
de clorofila, ya que en las muestras del Mediterraneo los maximos de clorofila se encuentran a partir de

los 50 metros (Figura [5)).

Se observa que la diversidad de grupos taxondmicos a nivel de orden en esta regién es menor que en
el Mediterréneo (Figura [9)). El orden Cellvibrionales (3.4 %) se encuentra en mayor abundancia relativa,
en cambio Puniceispirillales (1 %) y Opitutales (<1 %) presentan menores abundancias relativas, mien-
tras que Lactobacillales, y Pseudomonadales no se encuentran en SPOT. La presencia de estos grupos
taxondémicos relacionados a la superficie que aparentemente no son cosmopolita podria relacionarse al

nivel tréfico de estas aguas productivas.
Golfo de México

La estructura de la comunidad para las muestras del golfo de México se muestra en la figura
dividida en nivel de profundidad y afio. La abundancia relativa de SAR11 en las muestras de superficie
es 4% en promedio. Para las muestras de superficie (Figura [L1]A) se observa una abundancia relativa
importante para los érdenes SAR86 (13 %), Alteromonadales (5 %), Oceanospirillales (2 %), Bacteriovo-
racales (2 %), todas las gamaproteobacterias, que tienen una abundancia relativa menor en las muestras
del Mediterrdeno y en SPOT. En general, se observa una dominancia del orden Synechococcales en
todas las muestras de superficie (30 %). Los 6rdenes Flavobacteriales (4-11 %), Actinomarinales (2-7 %)
y Puniceispirillales (3-7 %) se presentan en todas las muestras con una abundancia relativa similar. El

orden Rhodospirillales también presenté una abundancia relativa importante en las muestras de superficie

(3-17%).

Las muestras del maximo de clorofila presentaron una estructura de la comunidad similar a las
de superficie. El orden SAR11 se encontré en la misma abundancia relativa promedio (4 %). El orden
Synechoccocales presenté una abundancia relativa ligeramente menor (27 %), mismo patrén que se
observa para la mayoria de los grupos taxondmicos descritos para superficie. El orden Rhodobacterales
presenta una abundancia relativa baja, siendo visible (nicamente en las muestras de mayor profundidad
(1%). Los érdenes de arqueas Nitrosopumilales (1-15%) y Marine Group Il (5-20 %) presentaron una

mayor abundancia relativa en esta profundidad.

En la figura[IIB se observan los niveles de fluorescencia para cada muestra, como aproximacién a los
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niveles de clorofila de las muestras, habiendo correlaciones entre los mayores niveles de fluorescencia, que
es un indicador de la clorofila, y una mayor abundancia relativa de ciertos 6rdenes taxonémicos, como
los Flavobacteriales. Para las muestras de 2019 se observa en general un menor nivel de fluorescencia
en las muestras que se encuentran mds cercanas al interior del golfo de México (C23, C24), mientras
que en las muestras de 2017 y 2016 se observan picos de fluorescencia en muestras del interior del golfo
(G44, H46). No se observan cambios importantes en la estructura de la comunidad entre las expediciones

XIXIMI-5, XIXIMI-6 y XIXIMI-7.
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Figura 11. Estructura de la comunidad del golfo de México, con los niveles de fluorescencia indicados (sin unidades). A:
Muestras superficiales. B: Muestras del maximo de clorofila. La profundidad de cada muestra se oberva en la parte superior
de cada columna. Las lineas punteadas dividen las muestras por campafias de muestreo, indicadas entre las figuras.

3.2. Analisis de diversidad

Diversidad alfa

La figura [I2) muestra diagramas de caja para los estimadores de Chaol y Shannon para cada regién y
profundidad. En general, se observa poca dispersién para los valores en muestras cercanas a la superficie.
Las muestras de SPOT presentan valores menores a 100 para Chaol, indicando una baja cantidad de
especies poco abundantes. Las muestras del golfo de México entre 60 y 130 metros de profundidad

presentan valores mayores para ambos estimadores que las regiones del Mediterraneo y SPOT.
Diversidad beta

Se utilizé la distancia de UniFrac con peso ya que toma en cuenta la distancia filogenética y abun-

dancias relativas en las muestras. Para el Mediterrdneo (Figura [L3]) se observa un agrupamiento de las
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muestras del este del Mediterrdneo en la parte inferior de la figura. Las muestras del oeste se acomodan
a la derecha de la figura, mientras que las del Atlantico se distribuyen desde el centro hacia la izquierda
de la figura. Se puede observar un agrupamiento de las muestras de mayor profundidad en el este del
Mediterraneo con las muestras del Atlantico, coincidiendo con la observacién de presentar comunidades
similares a pesar de ser regiones diferentes. Se puede observar como las muestras del estrecho de Gibraltar

a 12 metros se aleja del ordenamiento (muestra 24-12 en la figura [13)).
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Figura 12, Diagrama de cajas por regién y por nivel de profundidad para los estimadores Chaol a la izquierda y Shannon
a la derecha.

Debido a la similitud en su metodologia de procesamiento y la baja cantidad de muestras, el anélisis
de diversidad beta para la corriente de California se realizd en conjunto con las muestras del Mediterraneo
(Figura . Se puede observar un patrén similar de agrupamiento al descrito en la figura , con la
diferencia de que las muestras del Atlantico se encuentran agrupadas al centro de la figura, mientras
que las muestras de la corriente de California se agrupan principalmente con las muestras del oeste
del Mediterraneo. Unicamente la muestra superficial de enero de SPOT (Jan-17 en la figura se
agrupd cerca de las muestras del este del Mediterraneo, mientras que las muestras del mes de noviembre,

con niveles altos de retinal, se agrupan con las muestras del Mediterrdneo de mayor profundidad.

Para el golfo de México, las muestras se dividieron en dos regiones: este y oeste (Figura . El
analisis de diversidad beta para el golfo de México en la figura [L6] se observa un agrupamiento de las
muestras de superficie en la parte derecha del grafico. Las muestras se agrupan independientemente
del ano de la campaiia de muestreo. Las muestras del maximo de clorofila que se encuentran del lado
izquierdo del grafico presentan un patrén que se divide en dos grupos: el grupo de la parte inferior que
incluye muestras mas alejadas del golfo; mientras que las muestras de la parte superior de la grafica

provienen principalmente del interior del golfo (Figura .
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Figura 13. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) para las muestras del Mediterrdneo usando distancias de UniFrac
con peso a partir del drbol construido con fasttree. Se indican las regiones Atlantico (cuadrado), este (rombo) y oéste
(circulo) del Mediterrdneo; y los niveles de retinal (pM). En cada muestra se indica la estacién seguida de la profundidad.

Las figuras en color verde son muestras que no cuentan con medicién de retinal.
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Figura 14. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) para las muestras del Mediterrdneo y SPOT usando distancias de
UniFrac con peso a partir del drbol construido con Fasttree. Se indican las regiones Atlantico (cuadrado), este (rombo) y
oeste (tridngulo) del Mediterraneo y SPOT (circulo). En cada muestra se indica la estacién seguida de la profundidad. Las

figuras en color verde son muestras que no cuentan con medicién de retinal.



Figura 15. Divisidn de las muestras del golfo de México entre regiones este y oeste.
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Figura 16. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) para las muestras del golfo de México usando distancias de UniFrac
con peso a partir del arbol construido con Fasttree. Se indica el crucero de origen con el color y la regidén indicada en A.

Para cada muestra graficada se indica el nombre de la estacién y la profundidad.

3.3. Analisis de variables ambientales

Debido a la cantidad de pardmetros en cada regidn, este andlisis de realizd solamente para las

muestras del Mediterrdneo (Tabla . Tomando en cuenta que la cantidad de parametros en el golfo de

México y SPOT, la variabilidad de la comunidad se estudié en el andlisis de correlaciones. El comando

bioenv determiné que las variables ambientales que mejor describen las distancias entre las muestras son
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las concentraciones de fosfato, nitrato, clorofila y abundancia de bacterias heterétrofas totales (indicado
como bacteria en la figura . La figura muestra un PCA realizado con los factores sugeridos por
el comando bioenv. Se puede observar una separacién entre las muestras del este del Mediterraneo con
cierto traslape con las otras regiones. La divisidn entre el oeste del Mediterraneo y el Atlantico es menos

aparente.

Al agregar la concentraciones de retinal en la figura [I7B se puede observar que esta variable aporta
poca informacién acerca de la separacién de las muestras, indicando ademds una correlacién negativa con
el fosfato. En ambas figuras se observa una mejor separacién entre el este del Mediterraneo y las otras
dos regiones marcada principalmente por la abundancia de bacterias heterdtrofas totales y en menor

medida la concentracidn de clorofila.
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Figura 17. PCA para las mediciones ambientales del Mediterrdneo. A: Muestra los factores indicados por bioenv. B:
Agregando retinal.

3.4. Analisis de estimaciones de abundancias

Usando ANOVA de una via se encontrd que no existen diferencias significativas en las abundancias de
bacterias heterétrofas totales a las distintas profundidades (p = 0.45) en las muestras del Mediterrdneo.
En cambio, si existen diferencias significativas entre las regiones (p<0.001), especificamente entre las
muestras del este del Mediterrdneo con las regiones del oeste del Mediterrdneo y el océano Atlantico

(Tukey, p<0.001; Tabla [2).

Para las estimaciones de abundancia de grupos taxondémicos, también se encontraron diferencias
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Tabla 2. Resultados de prueba Tukey posterior a ANOVA para revisar diferencias entre regiones del Mediterraneo.

Prueba Tukey
Regiones | Este-Atlantico | Oeste-Atlantico Este-Oeste
Hyipp <py | Ho:pw =pa | Hiipg < pw
Resultado p<0.001 p—0.53 p<0.001

significativas para los grupos SAR11 y Flavobacteriales entre el este y las otras dos regiones, coincidiendo
con los resultados de la abundancia de bacterias heterétrofas totales (Tabla . Para los érdenes SARS86,
Rhodospirillales y Opitutales no se encontraron diferencias significativas entre regiones (p = 0.29, p =
0.20, p = 0.60, Tabla . Las estimaciones de abundancia de los Rhodobacterales mostraron diferencias
significativas entre regiones (p<0.01), presentando diferencias entre el oeste del Mediterrdneo y las otras

dos regiones (Tukey, p<0.05).

Tabla 3. Resultados de la prueba ANOVA y Tukey para las estimaciones de abundancia de los 6rdenes SAR11, Flavobac-
teriales y SAR86.

Prueba Tukey
Orden ANOVA Este-Atlantico | Oeste-Atlantico Este-Oeste
. Hy : 3p,het Hy:pp <y Hy:pw=p4a | Hipg < py
Flavobacteriales p<0.001 p<0.001 p=0.53 p<0.001
SARIL Hy : 3p;het Hy:pp <y Ho:pw=ps | Hi:pp < pyw
p<0.001 p<0.001 p=0.58 p<0.001
Hy: = =
SAR86 0 “?):0"% Pl Hy g =pa | Ho:py =pa | Hi:pg = poy
Rhodospirillales Ho : M?)::O/;(EJ THWCH cpp =, | Ho:ipw =pa | Hitpp = iy
. H M = =
Opitutales 0 M‘gzo%’g Hw Hy:pp=pg Ho:py =py | Hiipp = py

Debido al mayor nimero de células heterétrofas en las muestras de la corriente de California, todos
los grupos taxondmicos resultaron significativamente mas abundantes en esta regién productiva que en el
mar Mediterrdneo y ocedno Atldntico, indicando una limitacién para utilizar la estimacién de abundancia

de grupos taxonémicos de manera individual.

El PCA permitié visualizar las similitudes entre las muestras a partir de sus estimaciones de abun-
dancias entre las regiones del Mediterrdneo y las muestras de la corriente de California (Figura [18). En
la figura se observa que las muestras de cada regién se ordenan de izquierda (oligotréfico) a derecha
(productivo), con las muestras del este del Mediterraneo a la izquierda, seguidas del océano Atldntico,
el oeste del Mediterraneo y las muestras de SPOT a la derecha. Se observa que grupos de vida libre re-
lacionados a la superficie (Opitutales, Puniceispirillales) se asocian a regiones mds oligotrdficas, ademas
de relacionarse negativamente con la presencia de arqueas (Nitrosopumilales, Marine Group 1), lo que

también puede deberse a que son grupos relacionados a mayor profundidad.
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Figura 18. PCA mostrando el la distancia que producen las estimaciones de abundancia de heterétrofos entre muestras con
diferente productividad. Las figuras en color verde son muestras que no cuentan con medicién de retinal.

Al retirar las muestras que no presentan mediciones de retinal y repetir el PCA (Figura , se obtiene
un patrén que relaciona la abundancia de grupos heterétrofos conocidos (SAR86, SAR11 y Flavobac-
teriales) en regiones productivas con retinal, y para regiones oligotréfica relaciona mdas la abundancia
del orden Opitutales y en menor medida Puniceispirillales. La mayoria de las muestras con menores

concentraciones de retinal se encuentran en el gradiente de mayor abundancia de arqueas.
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Figura 19. PCA indicando el nivel de retinal en el color de cada punto ademds de las distancias de las estimaciones de
abundancia para los grupos mds importantes, mostrando el nivel de retinal en el color. Se omitieron muestras si mediciones
de retinal.
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3.5. Analisis de correlaciones

Los andlisis de correlaciones se realizaron por separado en cada regién, mostrandose en las figuras
a [24] En los pardmetros utilizados los nombres taxonémicos a nivel de orden corresponden a esti-
maciones de abundancia, mientras que los géneros Synochoccocus y Procholoroccocus corresponden
directamente a conteos por citometria. La figura [20] muestra las correlaciones entre las variables de los
datos del Atlantico, se observan correlaciones altas entre el retinal y los 6rdenes SAR86 y Cellvibrio-
nales. La clorofila se correlaciona positivamente con los conteos de Synochoccocus y Procholoroccocus
obtenidos por citometria, con los 6rdenes de arqueas Nitrosopumilales y Marine Group Il y con el orden
Actinomarinales. Ademas se correlaciona negativamente con 6rdenes taxondmicos presentes en la su-
perficie (Puniceispirillales, Opitutales y Cellvibrionales). Se observa que los grupos que se correlacionan
positivamente con la clorofila (Synochoccocus, Procholoroccocus, Nitrosopumilales, Marine Group 1) y
los que se correlacionan negativamente (Puniceispirillales, Opitutales, Cellvibrionales) se correlacionan

positivamente entre si, y negativamente con los otros grupos.

e @ PN N 3
& & & RS O S e &
N F e EFrN Fo &L & LK
& o S & & & F o FF S P
LFEFL I EFEF ST TR P S
1
Temperature -73 E E -73 76
Retinal m 69 0.8

Chl-a 65 73 73 -80 -67 -66
Production 0.6

Bacteria

Synechoccocusm -70 -62 -87 -80 Mo

Prochloroccocus
r 02

SAR11

Flavobacteriales [1:1: 1 -V
SAR86 i

Rhodobacterales r-02

Nitrosopumilales
-0.4

MarineGroupl! -63 -80 -83

Actinomarinales |-V} . -60 71
Puniceispirillales {82

-0.6

Opitutales {3 -0.8

Cellvibrionales

Figura 20. Matriz de correlaciones obtenida para los datos del Atlantico, los coeficientes de correlacién se muestran en
forma de porcentaje, indicando correlaciones positivas en azul y negativas en rojo.

Para la regién del oeste del Mediterraneo (Figura , el retinal presenta correlacién positiva con la
mayoria de los grupos taxondémicos heterdtrofos (Flavobacteriales, SAR86, Rhodobacterales, Puniceis-
pirillales, Opitutales, Cellvibrionales y Chitinophagales). A pesar de esto no se presenta correlacién con

el grupo SAR11, considerado el principal responsable de expresar genes de proteorodopsinas (Sieradz-
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ki et al., 2018). La produccién bacteriana también presenté correlaciones positivas (Rhodobacterales y
Opitutales) y negativas ( Procholoroccocus, Nitrosopumilales y Actinomarinales) con grupos taxonémicos

especificos en la regidn del oeste del Mediterraneo.
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Figura 21. Matriz de correlaciones obtenida para los datos del oeste del Mediterraneo, los coeficientes de correlacién se
muestran en forma de porcentaje, indicando correlaciones positivas en azul y negativas en rojo.

En el este del Mediterraneo (Figura no se encuentran correlaciones del retinal con ningtin grupo
taxonémico, a pesar de que en esta regidn se obtuvieron los valores maximos. La clorofila presenta
correlaciones positivas con Prochloroccocus, Nitrosopumilales, Marine Group Il y Actinomarinales; y
correlaciones negativas con Puniceispirillales, Opitutales y Cellvibrionales, al igual que en el Atlantico. Se
vuelve a observar el mismo patrén en el que los érdenes taxondmicos de arqueas y los Actinomarinales

se correlacionan positivamente entre si y negativamente con los érdenes heterétrofos de vida libre.

Las mediciones de retinal de la corriente de California (Figura presentan correlacién con los
grupos Flavobacteriales y Rhodobacterales, ademas de correlacionarse con la abundancia de bacterias
heterétrofas totales (Bacteria). La clorofila se correlaciona positivamente con los érdenes Flavobacte-
riales y Chitinophagales. La mayoria de grupos taxonémicos heterétrofos se correlacionan positivamente
entre si, con excepcidén del orden de arqueas Nitrosopumilales, que presenta correlaciéon negativa con

Rhodobacterales y Cellvibrionales.
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Para los datos del golfo de México (Figura , los grupos taxondmicos son representados con
abundancias relativas, debido a que no se contaba con la abundancia de bacterias heterdtrofas totales.
No se encontraron correlaciones entre las mediciones de fluorescencia con las abundancias relativas de
los grupos a nivel de orden, tinicamente se encontrd una correlacién negativa entre la fluorescencia y la
abundancia relativa del orden Synechoccocales. En cambio, se encontré que las abundancias relativas de
Flavobacteriales, Rhodospirillales, Puniceispirillales y Rhodobacterales se correlacionan entre si. De igual
manera se encontré que los grupos de arqueas Nitrosopumilales y Marine Group Il se correlacionan entre
si. Entre los dos grupos descritros se hallan correlaciones negativas, lo que coincide con lo descrito en

las regiones del Mediterrdneo y Atldntico, que es menos aparente en la corriente de California.
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Figura 24. Matriz de correlaciones obtenida para los datos del golfo de México, los coeficientes de correlacién se muestran
en forma de porcentaje, indicando correlaciones positivas en azul y negativas en rojo.

3.6. Comparacion de secuencias entre regiones

La figura muestra la cantidad de secuencias idénticas compartidas por las diferentes regiones
independientemente de la estructura de la comunidad. Se observa que la mayor cantidad de ASV com-
partidos entre regiones que no son contiguas es entre el este del Mediterrdneo y el golfo de México. Se
observa que las regiones del Mediterrdneo comparten una gran cantidad de ASV, lo cual se esperaba al

ser regiones conectadas geograficamente.

Las muestras de la corriente de California presentan la mayor cantidad de secuencias compartidas
con la regién del oeste del Mediterraneo, la (nica regién que también presenta mayores niveles de

productividad (Tabla . Las muestras del golfo de México comparten el mayor nimero de secuencias
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con la regidn del este del Mediterrdneo, que podria considerarse la mas alejada geograficamente, pero la

dnica que comparte similares condiciones de oligotrofia (Tabla E[)
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Figura 25. Comparacién entre regiones indicando el nimero de ASV idénticos que comparten.
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Capitulo 4. Discusion

4.1. Bacterias fotoheterétrofas y su relacion con el retinal

El presente estudio permitié realizar la comparacién de comunidades microbianas marinas en regio-
nes con distintos niveles de productividad, analizando los grupos taxondémicos a nivel de orden y su
relacién con el potencial fotoheterotréfico (medido a través del retinal, pigmento que capta la luz en
las proteorodopsinas) y otros pardmetros ambientales. Estudiar la estructura de la comunidad de una
muestra permite identificar a los grupos mas abundantes en el agua, ayudando a entender los factores
del medio que determinan su nicho ecoldgico y que tienen mayor influencia en su dominio en ciertos am-
bientes. Dentro de los grupos taxonémicos mayormente fotoheterdtrofos, el clado SAR11 presenta una
abundancia relativa importante, normalmente entre 20 y 45 %, independientemente de la concentracidn
de retinal. A excepcién de las muestras del océano Atldntico, bacterias del grupo SAR11 dominan Ila
estructura de la comunidad en muestras superficiales a lo largo de todo el trayecto del Mediterraneo.
En las muestras superficiales de la corriente de California (5 metros de profundidad), SAR11 también
resulté ser el grupo mas abundante. Unicamente en las muestras del golfo de México, el grupo SAR11 no
domina la estructura de la comunidad. Esta observacién probablemente se explique por la subestimacién
de los cebadores utilizados en las muestras del golfo de México, pero de igual manera se identifican
secuencias ASV clasificadas como SAR11 en todas las muestras. A pesar de ser el grupo taxonémico
generalmente mas abundante en el océano (Giovannoni, 2017) y el principal responsable de la expresién
de proteorodopsina (Sieradzki et al., 2018), no fue posible encontrar correlaciones entre SAR11 y reti-
nal u otros grupos taxondémicos en ninguna de las regiones. En el oeste del Mediterraneo, la estimacion
de abundancia del grupo SAR11 (inicamente presentd correlaciones positivas con el total de bacterias
heterétrofas y con las abundancias de Synochoccocus y Procholoroccocus. Lo primero probablemente
debido a que la estimacién de abundancia es una variable derivada del conteo de heterdtrofos, mientras
que lo segundo indica una disminucién simultdnea con las bacterias autétrofas en una regidn ligeramente

productiva (oeste del Mediterrdneo).

El orden Flavobacteriales resulté ser el grupo mds abundante en las muestras de la corriente de
California con maximos niveles de retinal (abril y mayo). Este patrén se observé también en las mues-
tras del oeste del Mediterraneo, ademdas de presentarse correlaciones positivas altas entre el retinal y
la estimacién de Flavobacteriales en ambas regiones en los anlisis de correlaciones (Figuras 21] y 23).
En la corriente de California también se encontré una correlacidén positiva entre Flavobacteriales y los

niveles de clorofila. El PCA realizado en las estimaciones de abundancia también relaciona los sitios mas



35

productivos y con mayores concentraciones de retinal con una mayor estimacién de abundancia de Flavo-
bacteriales (Figurasy. En la regidn del este del Mediterraneo, a pesar de ser la regiéon con mayores
concentraciones de retinal (61 pM), mayores que las de la corriente de California (54 pM), la abundancia
relativa de los Flavobacteriales fue menor que en el oeste. Las abundancias relativas presentadas en el
golfo de México fueron similares a las del este del Mediterraneo, indicando que los Flavobacteriales no
son un grupo dominante en ambientes oligotréficos. Lo anterior confirma la importancia de este orden
taxonémico durante los florecimientos de fitoplancton para la degradacién de materia organica compleja

en ambientes productivos (Williams et al., 2013; Bauer et al., 2006).

El grupo SAR86 presenté una mayor abundancia relativa en las muestras del este del Mediterraneo
que en el oeste (Sebastidn et al., 2021). En cambio, el andlisis de varianzas para las estimaciones de
abundancias de SAR86 demostré que no se presentan cambios significativos de abundancia a través de
todo el trayecto, a pesar de que el total de bacterias heterétrofas disminuye significativamente al entrar
al este del Mediterraneo. Lo anterior indica un papel importante en regiones oligotréficas para este orden
taxondmico. A pesar de que las muestras del golfo de México también presentan una mayor abundancia
relativa para SAR86, esto puede deberse a la sobreestimacién de gamaproteobacterias presentada por
los cebadores usados como se reporta en (Parada et al., 2016). La abundancia de SAR86 presenta
una correlacién positiva con el retinal en las regiones del Atlantico y el oeste del Mediterraneo, pero
dicha correlaciéon deja de ser significativa en la corriente de California, donde también presenta la menor
abundancia relativa para SAR86 de todas las regiones. A pesar de esta aparente preferencia por ambientes
que no son altamente productivos, el PCA para estimaciones de abundancia asocia la abundancia de

SAR86 a muestras mds productivas y con mayores concentraciones de retinal (Figuras[19y [18).

Los 6rdenes Opitutales y Puniceispirillales se hallaron en mayor abundancia en muestras de la su-
perficie en las regiones del Mediterdneo. Presentaron una correlacién positiva con el retinal en la regidn
del oeste del Mediterraneo, mientras que en las muestras de la corriente de California ya no forma parte
de los grupos mas abundantes. Esto coincide con lo descrito para SAR86, ademas de que en el anilisis
de varianzas para las estimaciones de abundancias, tampoco se presentaron diferencias significativas a
través del trayecto del Mediterraneo. En los PCA también se relaciona la mayor abundancia de estos dos

érdenes taxonémicos con las muestras del este del Mediterrdneo con concentraciones de retinal (Figuras

19y [18).

Las correlaciones de érdenes taxondmicos con el retinal no necesariamente se deben a la produccién
de proteorodopsinas, sino mas bien a la naturaleza de estos grupos taxondmicos que presentan ventajas

selectivas en ambientes donde también se ve favorecido el metabolismo fotoheterétrofo de la proteo-



36

rodopsina. Los grupos taxonémicos mencionados contienen genomas que han reportado la presencia
de genes de proteorodopsinas, pero no necesariamente sugiere que la mayoria de los miembros de este
grupo sean fotoheterétrofos como el caso de SAR11 (Sieradzki et al., 2018). En cambio se observa una
mayor cantidad de correlaciones entre los grupos taxondmicos que con variables ambientales, como fue
reportado por Needham y Fuhrman (2016). Se puede observar una divisién entre los érdenes taxondmi-
cos analizados en los anélisis de correlaciones, donde dos grupos se correlacionan positivamente entre
si (SAR11, Flavobacteriales, SAR86, Puniceispirillales, Opitutales, Rhodospirillales) y negativamente con
los miembros del otro grupo (Nitrosopumilales, Marine Group I, Actinomarinales, Synechoccocales). Es-
te patrén se puede observar también en los PCA de los anilisis de estimaciones de abundancias (Figuras
y, donde estos grupos taxondmicos se relacionan con muestras de regiones con bajas concentra-
ciones de retinal y muestras de mayor profundidad. Lo anterior sugiere que de los grupos taxonémicos
fotoheterétrofos aumentan su abundancia de manera simultdnea, mientras que su correlacién negativa
con el otro grupo indica desventajas selectivas que pueden deberse a condiciones del medio, o a la mayor

profundidad donde los miembros del segundo grupo dominan.
4.2. Fotoheterotrofia en regiones con distintos niveles de productividad

Los sitios de estudio presentan diferentes niveles de productividad que van desde regiones altamente
oligotréficas (este del Meditrraneo, golfo de México), regiones oligotréficas ligeramente productivas
(oeste del Mediterraneo), regiones con nutrientes, pero sin productividad (Atlantico) y regiones altamente
productivas (corriente de California). Dichas regiones describen un gradiente de productividad que se
puede observar en la figura 18| en el andlisis de estimaciones de abundancia de los grupos bacterianos a
nivel de orden mas abundantes, observandose un agrupamiento de las regiones oligotréficas a la izquierda
(este Mediterrdneo) y las mds productivas a la derecha (corriente de California), mientras que las muestras
de las regiones del Atlantico y el oeste del Mediterrdeno quedan en el centro. Al dejar Gnicamente las
muestras con datos disponibles de retinal en la figura [I9] se observa una separacién entre tres grupos,
indicando posiblemente tres tipos de ambientes. Las muestras de ambientes productivos y con mayor
nimero de células hacia la izquierda y al centro, las muestras de ambientes oligotréficos con niveles de
retinal y finalmente las muestras con pocas concentraciones de retinal y con mayor abundancia relativa

de Nitrosopumilales.

La agrupacién de las muestras con bajas concentraciones de retinal y abundancia de Nitrosopumilales
puede ser debida a la distribucidn de este orden taxondmico que es mds abundante a mayores profun-

didades, mientras que los niveles de retinal disminuyen naturalmente al aumentar la profundidad. En
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cambio, la divisién presentada entre las muestras con alta productividad y las oligotréficas sugiere que la
mayor abundancia relativa de los érdenes taxonémicos Opitutales y Puniceispirillales esta relacionada a
ambientes mayormente oligotréficos. A diferencia del orden SAR86, que a pesar de presentar una mayor
abundancia relativa en el este del Mediterraneo que en el oeste y el Atlantico, también se observa en las

muestras superficiales de SPOT.

La abundancia de bacterias heterétrofas totales en las muestras de la corriente de California se
encontraban un orden de magnitud arriba de los reportados para el Mediterraneo, por lo que analizar
las estimaciones de abundancia sélo indicé diferencias significativas para todos los grupos taxonémicos,
siendo mayor en la regién productiva que en cualquier regién del trayecto del Mediterraneo. A pesar de
esto, en las graficas de abundancia relativa (Figuras@A y) se pudo observar que los fotoheterétrofos
son los grupos dominantes en la superficie en las regiones del este y oeste del Mediterraneo y en la

corriente de California.

Las mediciones de retinal son un buen indicador del nivel de fotoheterotrofia en cada regién (Gémez-
Consarnau et al., 2019), lo que permite observar los mayores niveles de fotoheterotrofia en la corriente
de California y en el este del Mediterraneo. En el primer caso, una regién altamente productiva, para las
muestras que presentan los maximos niveles de pigmentos (abril y mayo) se observa que la estructura de
la comunidad es dominada por los grupos Flavobacteriales, SAR86, Rhodobacterales. Mientras que en el
este del Mediterrdneo se observa una dominancia del orden SAR11, y una menor abundancia relativa de
algunos grupos fotoheterétrofos (Flavobacteriales, Rhodobacterales), ademds de una mayor abundancia
relativa de SAR86, Puniceispirillales y Opitutales. Aunque se ha considerado a SAR11, Flavobacteriales y
SAR86 como grupos taxonémicos mayormente fotoheterdtrofos, la baja abundancia relativa presentada
por Flavoacteriales en el este del Mediterrdneo, donde se encontraban los valores maximos de retinal,
sugieren que la fotoheterotrofia esta distribuida entre la mayoria de grupos heterétrofos de vida libre, con
diferentes condiciones 6ptimas para la expresion de proteorodopsinas en diferentes grupos taxonémicos

(Pinhassi et al., 2016).

A pesar de que el andlisis de beta diversidad (Figura y el andlisis de estimacién de abundan-
cia (Figura indican una similitud entre las regiones del oeste del Mediterrdneo y la corriente de
California, las distribuciones de pigmentos se presentan de manera distinta. Mientras que en el oeste
del Mediterrdneo se observa una divisién entre las dominancias de retinal y clorofila (Figura [5)), en las
muestras de SPOT se observa un aumento simultdneo entre las concentraciones de retinal y clorofila.
Al ser una regién altamente productiva, la alta concentracién de retinal puede tener importancia en el

procesamiento de materia orgdnica producida durante la fotosintesis (Gonzalez et al., 2011). En cambio,
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las altas concentraciones de retinal en regiones oligotréficas como el este del Mediterrdneo tienen un
potencial energético similar a la clorofila (Gémez-Consarnau et al., 2019), que podria ser mas relevante
tomando en cuenta el ndmero de células significativamente menor en comparacién con el oeste, que
se encuentra adyacente. Las comunidades microbianas del golfo de México, a pesar de los sesgos pre-
sentados por los cebadores, presentan similitud con las muestras del Mediterrdneo. La estructura de la
comunidad incluye a grupos como Flavobacteriales, Puniceispirillales y Rhdobacterales, ademds de una
abundancia relativa importante del orden Synechoccocales. A pesar de la subestimacién, SAR11 sigue
presentando una abundancia relativa mayor al 5%, lo que podria sugerir una abundancia relativa varias
veces mayor en las muestras (Parada et al., 2016). Debido a que se trata de una regién oligotrdfica
la fotoheterotrofia debe tener importancia para la comunidad microbiana, probablemente encontrandose

en algln punto entre el Atlantico y el este del Mediterrdneo.

4.3. Comparaciones entre regiones

El anélisis de ASV idénticos compartidos entre regiones también sugiere que la similitud de condicio-
nes ambientales implica una similitud entre comunidades microbianas. Los ASV compartidos entre sitios
de estudio alejados confirman la naturaleza cosmopolita de las bacterias relacionadas a la superficie del

océano.

Se esperaba que al ser regiones contiguas, la mayoria de los ASV entre las regiones del Mediterrdneo
presentaran pocas diferencias, sin embargo, el nimero de ASV compartidos entre el este y el oeste es
mayor que con el Atldntico. El estrecho de Gibraltar forma una barrera geogréfica que limita las aguas

del Mediterrdneo a una menor circulacién y disponibilidad de nutrientes (Suffridge et al., 2018).

Al analizar la cantidad de ASV idénticos compartidos entre regiones se encontré que las regiones del
este del Mediterraneo y del golfo de México son las que comparten una mayor cantidad de secuencias ASV
idénticas (127) entre sitios no contiguos. El sesgo presentado por los cebadores durante la amplificacién
no impiden la deteccién y asignacién de secuencias en las muestras, haciendo posible la deteccién de
secuencias amplificadas de genes 16S-ARNr en sitios distintos de manera simultdnea. La naturaleza de

los ASV asignados compartidos entre regiones permite dar una idea de sus similitudes.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los grupos taxondmicos productores de proteorodopsinas presentan diferentes abundancias relativas
en ambientes con distinta productividad de acuerdo con sus ventajas selectivas y naturaleza tréfica, es
decir si es un organismo mas adaptado a un estilo de vida mas oligotréfico o si responde a la disponibilidad

de nutrientes y materia orgdnica aumentando su tasa de crecimiento.

Los grupos taxonémicos fotoheterdtrofos productores de proteorodopsina SAR11 y SAR86 presentan
una mayor abundancia relativa en ambientes oligotréficos que en ambientes productivos. Mientras el
orden Flavobacteriales presenta una dominancia en muestras de regiones productivas en fechas cercanas
a crecimientos de fitoplancton, ademas de aumentar su abundancia relativa en el oeste del Mediterraneo

en regiones con mayor productividad.

La producciéon de proteorodopsina en ambientes oligotréficos o productivos dificilmente puede aso-
ciarse a un grupo taxonémico especifico, ya que la fotoheterotrofia por retinal puede estar dispersa entre

la comunidad bacteriana y cada grupo puede responder a distintos estimulos para su expresién.

La presencia de ASV idénticos entre las regiones del este del Mediterraneo y el golfo de México

indican una mayor similitud entre los ambientes oligotréficos que con regiones productivas.
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Anexo

Tabla 4. Clasificacién taxondmica de los ASV compartidos entre el este del Mediterrdneo y el golfo de México a nivel de
clase y orden. Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 116
Bacteroidia;Flavobacteriales 99
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 59
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 49
Cyanobacteriia;Synechococcales 46
Thermoplasmata;Marine Group Il 33
Bdellovibrionia;Bdellovibrionales 27
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 23
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 12
Verrucomicrobiae;Opitutales 12
Acidimicrobiia;Actinomarinales 11
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 11
Dehalococcoidia;SAR202 clade 11
Gammaproteobacteria;Coxiellales 11
Gammaproteobacteria;Oceanospirillales 11

Tabla 5. Clasificacién taxonédmica de los ASV compartidos entre el este del Mediterrdneo y el oeste del Mediterraneo a
nivel de clase y orden. Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 136
Bacteroidia;Flavobacteriales 119
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 64
Cyanobacteriia;Synechococcales 41
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 39
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 27
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 27
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 25
Thermoplasmata;Marine Group Il 24
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 23
Alphaproteobacteria;Rhodobacterales 20
Dehalococcoidia;SAR202 clade 19
Verrucomicrobiae;Opitutales 17
Acidimicrobiia;Microtrichales 12
Acidimicrobiia;Actinomarinales 11
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Tabla 6. Clasificacién taxonémica de los ASV compartidos entre el Atldntico y el golfo de México a nivel de clase y orden.

Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 129
Bacteroidia;Flavobacteriales 88
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 42
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 41
Thermoplasmata;Marine Group Il 41
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 37
Cyanobacteriia;Synechococcales 32
Bdellovibrionia;Bdellovibrionales 23
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 15
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 13
Acidimicrobiia;Actinomarinales 12
Alphaproteobacteria;Defluviicoccales 11
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 9
Acidimicrobiia;Microtrichales 8
Bacteroidia;Cytophagales 8

Tabla 7. Clasificacién taxondmica de los ASV compartidos entre el este del Mediterraneo y el Atldntico a nivel de clase y

orden. Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 148
Bacteroidia;Flavobacteriales 82
Cyanobacteriia;Synechococcales 43
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 42
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 34
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 34
Thermoplasmata;Marine Group Il 23
Alphaproteobacteria;Rhodobacterales 17
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 17
Bdellovibrionia;Bdellovibrionales 15
Acidimicrobiia;Actinomarinales 14
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 14
Alphaproteobacteria;Defluviicoccales 13
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 13
Verrucomicrobiae;Opitutales 12

Tabla 8. Nimero de ASV compartidos entre el oeste del Mediterraneo y el golfo de México a nivel de clase y orden. Se

muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Bacteroidia;Flavobacteriales 104
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 85
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 49
Thermoplasmata;Marine Group |1 33
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 23
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 20
Cyanobacteriia;Synechococcales 20
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 15
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 11
Verrucomicrobiae;Opitutales 11
Bdellovibrionia;Bdellovibrionales 10
Dehalococcoidia;SAR202 clade 10
Acidimicrobiia;Actinomarinales 9
Acidimicrobiia;Microtrichales 8
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 7
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Tabla 9. Clasificacién taxonémica de los ASV compartidos entre el oeste del Mediterraneo y el Atlantico a nivel de clase y

orden. Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 119
Bacteroidia;Flavobacteriales 117
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 39
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 36
Cyanobacteriia;Synechococcales 31
Thermoplasmata;Marine Group Il 29
Alphaproteobacteria;Rickettsiales 21
Alphaproteobacteria;Rhodobacterales 19
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 19
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 18
Verrucomicrobiae;Opitutales 13
Acidimicrobiia;Actinomarinales 11
Nitrososphaeria;Nitrosopumilales 11
Alphaproteobacteria;Defluviicoccales 10
Acidimicrobiia;Microtrichales 9

Tabla 10. Clasificacién taxonémica de los ASV compartidos entre SPOT vy el Atlantico a nivel de clase y orden. Se muestran

los primeros 15.

Clase;Orden

Total

Bacteroidia;Flavobacteriales

N
©

Alphaproteobacteria;SAR11 clade
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Gammaproteobacteria;SAR86 clade
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o

Thermoplasmata;Marine Group Il

©

Alphaproteobacteria;Parvibaculales

Alphaproteobacteria;Puniceispirillales

Alphaproteobacteria;Rhodobacterales

Alphaproteobacteria;Rhodospirillales

Cyanobacteriia;Synechococcales

Acidimicrobiia;Actinomarinales

Gammaproteobacteria;Cellvibrionales

Gammaproteobacteria;Ectothiorhodospirales

Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales

Alphaproteobacteria;Defluviicoccales

Alphaproteobacteria;Rickettsiales
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Tabla 11. Nimero de ASV compartidos entre SPOT vy el este del Mediterrdneo a nivel de clase y orden. Se muestran los

primeros 15.

Clase;Orden

Total

Bacteroidia;Flavobacteriales
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Alphaproteobacteria;SAR11 clade
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Gammaproteobacteria;SAR86 clade

Thermoplasmata;Marine Group Il

Alphaproteobacteria;Parvibaculales

Alphaproteobacteria;Puniceispirillales

Alphaproteobacteria;Rhodobacterales

Alphaproteobacteria;Rhodospirillales

Cyanobacteriia;Synechococcales

Gammaproteobacteria;Cellvibrionales

Acidimicrobiia;Actinomarinales

Alphaproteobacteria;Defluviicoccales

Gammaproteobacteria;Burkholderiales

Rhodothermia;Balneolales

Nitrososphaeria;Nitrosopumilales
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Tabla 12. Clasificacién taxonémica de los ASV compartidos entre SPOT y el oeste del Mediterrdneo a nivel de clase y

orden. Se muestran los primeros 15.

Clase;Orden Total
Bacteroidia;Flavobacteriales 49
Gammaproteobacteria;SAR86 clade 13
Alphaproteobacteria;SAR11 clade 12
Thermoplasmata;Marine Group |1 10
Gammaproteobacteria;Cellvibrionales 9
Alphaproteobacteria;Rhodobacterales 8
Alphaproteobacteria;Parvibaculales 5
Alphaproteobacteria;Puniceispirillales 5
Bacteroidia;Chitinophagales 5
Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales 5
Alphaproteobacteria;Rhodospirillales 4
Cyanobacteriia;Synechococcales 4
Gammaproteobacteria;Burkholderiales 4
Acidimicrobiia;Actinomarinales 3
Alphaproteobacteria;Defluviicoccales 3

Tabla 13. Nimero de ASV compartidos entre SPOT vy el golfo de México a nivel de clase y orden. Se muestran los primeros

15.

Clase;Orden

Total

Bacteroidia;Flavobacteriales
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Alphaproteobacteria;SAR11 clade
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Thermoplasmata;Marine Group Il
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Gammaproteobacteria;SAR86 clade

—_
o

Alphaproteobacteria;Parvibaculales
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Alphaproteobacteria;Puniceispirillales

Cyanobacteriia;Synechococcales

Acidimicrobiia;Actinomarinales

Alphaproteobacteria;Rhodobacterales

Alphaproteobacteria;Rhodospirillales

Planctomycetes;Pirellulales

Bacteroidia;Sphingobacteriales

Gammaproteobacteria;Cellvibrionales

Nitrososphaeria;Nitrosopumilales

Rhodothermia;Balneolales
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