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Resumen de la tesis que presenta Isis del Rosario Alcantara Gallardo como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Distribucion geografica de comunidades microbianas fotoheterétrofas en la Corriente de California

Resumen aprobado por:

Dra. Laura Gémez Consarnau Dra. Maria Lucila del Carmen Lares Reyes
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

La presencia de fotoproteinas denominadas proteorodopsinas en microorganismos fotoheterétrofos
sugieren una adaptacién a condiciones ambientales variables en la zona fdética del océano. Esta tesis
analizo la distribucidon de pigmentos, especificamente clorofila-a y proteorodopsina (retinal), asi como la
composicion de las comunidades bacterianas y su relacidon con pardmetros ambientales a lo largo del
transecto del Pacifico oriental frente a la peninsula de Baja California, durante la campaia oceanografica
IMECOCAL 1911. El objetivo fue analizar la estructura de las comunidades microbianas fotoheterétrofas e
identificar sus patrones de distribucion de pigmentos en la zona fética de la corriente de California. Para
ello, se cuantificaron los pigmentos y se realizé un analisis de secuenciacidn de las regiones V4-V5 del gen
16S de ARNr. Se observd que la proteorodopsina estd ampliamente presente en la superficie del océano
en toda la regidn de estudio. Los factores que regulan su dinamica son la temperatura, la salinidad y el
oxigeno disuelto en bajas concentraciones. Ademas, se identificaron bacterias del clado SAR11 y
Flavobacterias como los érdenes fotoheterétrofos mds abundantes. El orden de los Flavobacteriales
mostré una dominancia en el drea con mayor concentracién de clorofila-a. Este estudio destaca la
importancia de las comunidades microbianas fotoheterotrdficas, particularmente aquellas que contienen
proteorodopsinas, las cuales estan distribuidas y adaptadas a las condiciones ambientales en la corriente
de California, resaltando la importancia de estos microorganismos en los ciclos biogeoquimicos marinos.

Palabras clave: comunidades microbianas, fototrofia, proteorodopsina, 16S ARNr, corriente de
California



Abstract of the thesis presented by Isis del Rosario Alcantara Gallardo as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Marine Ecology.

Geographical distribution of photoheterotrophic microbial communities in the California Current

Abstract approved by:

Dra. Laura Gdmez Consarnau Dra. Maria Lucila del Carmen Lares Reyes
Thesis Director Thesis Director

The presence of photoproteins known as proteorhodopsins in photoheterotrophic microorganisms
suggests an adaptation to variable environmental conditions in the photic zone of the ocean. This thesis
analyzed the distribution of pigments, specifically chlorophyll-a and proteorhodopsin (retinal), as well as
the composition of bacterial communities and their relationship with environmental parameters along the
eastern Pacific transect off the coast of the Baja California peninsula, during the IMECOCAL 1911
oceanographic campaign. The objective was to analyze the structure of photoheterotrophic microbial
communities and identify their pigment distribution patterns in the photic zone of the California Current.
To this end, pigments were quantified and a sequencing analysis of the V4-V5 regions of the 16S rRNA
gene was performed. It was observed that proteorhodopsin is widely present at the ocean surface
throughout the study region. The factors regulating its dynamics are temperature, salinity, and dissolved
oxygen in low concentrations. Additionally, bacteria from the SAR11 clade and Flavobacteria were
identified as the most abundant photoheterotrophic orders. The order Flavobacteriales showed
dominance in the area with the highest concentration of chlorophyll-a. This study highlights the
importance of photoheterotrophic  microbial communities, particularly those containing
proteorhodopsins, which are distributed and adapted to environmental conditions in the California
Current, emphasizing the significance of these microorganisms in marine biogeochemical cycles.

Keywords: microbial communities, phototrophy, proteorhodopsin, 16S rRNA, California Current
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Capitulo 1. Introduccidn

Estudiar la distribucidon y diversidad bioldgica de las comunidades microbianas marinas es de gran
importancia para entender su influencia en los ciclos biogeoquimicos de los océanos. Las bacterias marinas
son los organismos mads abundantes del océano, y son altamente diversas por las adaptaciones que han
desarrollado a lo largo de su evolucién. Los estudios de las comunidades bacterianas marinas se agrupan
por las caracteristicas de los ambientes donde habitan: comunidades microbianas plancténicas pelagicas,
se enfocan en describir el patrén global de la composicién de la comunidad en el océano (Gibbons et al.,
2013); comunidades microbianas planctdnicas costeras, muestran variaciones en su estructura atribuibles
a los nutrientes derivados de surgencias en regiones cercanas a la costa (Boeuf et al., 2013); comunidades
microbianas bentdnicas: que se encuentran a grandes profundidades y en contacto con el sedimento, son
muy dindmicas con frecuencia cuentan con una mayor diversidad. Esto se puede atribuir al acceso a
nutrientes, asi como las condiciones ambientales y la heterogeneidad del sustrato que se tiene en el

bentos (Miller et al., 2013).

En la zona fotica del océano, los microorganismos fotdtrofos capturan y transducen la energia proveniente
del sol, la cual puede ser utilizada para catalizar las transformaciones biogeoquimicas claves dentro del
ciclo del carbono, los nutrientes inorganicos y otros elementos traza necesarios a su vez para la
productividad primaria (Karl, 2007). El ciclo del carbono en el océano depende de las interacciones
metabdlicas entre organismos autétrofos (i.e., fijadores de carbono inorgdnico) y heterdtrofos (i.e.,
consumidores de carbono organico). La luz solar impulsa gran parte de la fijacion de carbono inorganico y

la formacidn de carbono organico que se produce a través de la fotosintesis (Falkowski, 1997).

La produccidon primaria en el océano constituye la entrada principal de materia organica al ecosistema, ya
que las tasas de entrada y salida de carbono organico en el océano como los rios, depdsitos atmosféricos,
evaporacion, aerosoles, entre otros, son muy pequefias. El proceso de produccién de materia orgdnica se
realiza durante el dia en la zona fética, mientras que el consumo de esta materia organica por respiracién
y mineralizacidn la realizan de manera continua en toda la columna de agua. Una porcién sustancial de la
produccién primaria termina siendo transferida a la fraccién disuelta como carbono orgdnico disuelto
(DOC, por sus siglas en inglés) mediante procesos fisioldgicos y mecanismos tréficos. El sustrato disuelto
orgdanico es capturado y consumido principalmente por bacterias y arqueas marinas, quienes lo convierten
en biomasa y biéxido de carbono con una eficiencia variable que en gran medida depende de la

composicion quimica del DOC (Williams, 2000).
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Asociar las distribuciones geograficas de los microorganismos con las condiciones ambientales ayuda a
entender los vinculos entre la estructura, funcién y procesos de los ecosistemas de las comunidades
microbianas, permitiendo predecir los cambios biogeoquimicos en el océano a medida que cambian las
condiciones ambientales. Dada su importancia en la zona fética del océano, es imprescindible entender
las distribuciones de taxones microbianos fotdtrofos clave en el océano para predecir patrones

biogeograficos de diversidad genética y funcional (Ladau et al., 2013).

Un hallazgo importante en el campo de la oceanografia microbiana fue el descubrimiento de la gran
abundancia de microorganismos fotdtrofos en los océanos. Eiler (2006), define a los fotétrofos como
organismos capaces de utilizar energia electromagnética (fotones) como fuente para producir energia
qguimica (ATP y compuestos organicos). Existen dos tipos principales de fotétrofos en las comunidades
microbianas marinas: el primero son los autdtrofos que utilizan el diéxido de carbono (C0,) como fuente
de carbono (Madigan et al., 2006). El pigmento principal captador de luz es la clorofila-a (chl-a) vy, los
principales microorganismos que contienen este pigmento en ambientes marinos son las cianobacterias
(Chisholm et al., 1988). El segundo son los heterdétrofos que obtienen el carbono a partir de compuestos

organicos (Madigan et al., 2006).

Un gran porcentaje de estos organismos heterétrofos, son ademas fotétrofos facultativos o
fotoheterétrofos, es decir, que pueden utilizar la luz como fuente de energia complementaria. Los
pigmentos utilizados por los microorganismos fotoheterdétrofos son la clorofila, bacterioclorofila y las
rodopsinas microbianas o proteorodopsinas (Eiler, 2006; Béja et al., 2000). Las proteorodopsinas absorben
luz a través del croméforo retinal y funcionan como bombas de protones impulsadas por luz, generando
un potencial de membrana que puede ser utilizado para la sintesis de ATP y confiere a las células varias
ventajas fisioldgicas, como un mayor crecimiento o supervivencia en la luz (Gémez-Consarnau et al., 2007;

Goémez-Consarnau et al., 2010; Akram et al., 2013).

Aunque la gran abundancia de microorganismos en estas comunidades microbianas en el océano es
conocida desde hace varias décadas (Hobbie et al., 1977), existen aln varios interrogantes sobre su
fisiologia y ecologia que siguen sin respuesta. Estudios como los de Gémez-Consarnau et al. (2007)
sugieren que la fototrofia mediante proteorodopsinas puede proveer cantidades criticas de energia, no
solo para la respiracién y el mantenimiento, sino también para el crecimiento activo del bacterioplancton
marino en su medio natural. Un estudio posterior menciona que el mayor crecimiento observado en
Flavobacterias que albergan proteorodopsinas en la luz se debe al uso de la fuerza motriz de protones

(pmf) generada por proteorodopsinas, en este caso para potenciar la absorcién de vitamina B;, esencial
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para el metabolismo central del carbono (Goémez-Consarnau et al., 2016). Las proteorodopsinas son una
adaptacion vital en una cepa de Candidatus Pelagibacter Ubique (perteneciente al grupo SAR11,
considerado el mas abundante en el océano) durante la carencia de carbono organico, una condicién que
ocurre con frecuencia en ambientes ocednicos oligotréficos (Steindler et al.,, 2011). En resumen, las
comunidades microbianas en la zona fdtica poseen potencial fototréfico, y muchas contienen genes de
proteorodopsinas, los cuales desempefan un papel importante bajo condiciones oligotréficas (Finkel et
al., 2013; Dubinsky et al., 2017). Los grupos bacterianos marinos que contienen proteorodopsinas en los
océanos suelen estar dominados por tres clados: Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria vy

Bacteroidetes (Britschgi & Giovannoni, 1991; Kirchman, 2002; Giovannoni, 2017).

Bacterias pertenecientes al clado SAR11 (orden Pelagibacterales, clase Alphaproteobacterias) fueron los
primeros microorganismos (no cultivables en su momento) que se descubrieron con los métodos de
secuenciacién de ADN para el estudio de la diversidad microbiana marina (Giovannoni et al., 1990). La
terminacion SAR11 se origina del prefijo SAR se refiere al Mar de los Sargazos, ambiente de donde se
extrajo el ADN, y SAR11 fue el undécimo clon de la primera biblioteca de amplicdn del gen 16S ARNr. Las
bacterias de este clado son de vida libre y crecimiento lento, adaptadas metabdlicamente a bajas
concentraciones de nutrientes (Rappé et al., 2002), tienen genomas pequefios y oxidan la materia organica
disuelta (DOM; Giovannoni, 2017). La mayoria de los miembros de SAR11 tienen proteorodopsinas vy,
aunque los primeros estudios no observaron ventajas de la fotoheterotrofia en cuanto a las tasas de
crecimiento o el rendimiento celular de la cepa HTCC1062 (Pelagibacter ubique; Giovannoni et al., 2005),
investigaciones posteriores demostraron que la exposicion a la luz en esta cepa puede promover una
reduccion de las tasas de respiracidn, un aumento de sintesis de ATP y un aumento en la tasa de

incorporacidn de ciertas moléculas organicas, como el aminodcido taurina (Steindler et al., 2011).

Los microorganismos del clado SAR86 son heterétrofos marinos ubicuos en aguas superficiales. El término
SAR86 se refiere a un clado de Gammaproteobacteria observado en bibliotecas de clones construidas a
partir de comunidades microbianas de la superficie del océano (Britschgi & Giovannoni, 1991). A pesar de
su ubicuidad en los sistemas marinos, hoy dia todavia no existen representantes cultivables del clado
SAR86, por lo tanto, el conocimiento del papel ecolégico en las comunidades microbianas marinas se
encuentra limitado a la evidencia de los genomas a partir del ensamblaje metagenémico. El gen de
proteorodopsinas se encontrd por primera vez en un fragmento del genoma derivado de una y-
proteobacteria marina no cultivada del grupo SAR86 mediante el uso de técnicas de gendmica ambiental

(Béja et al., 2000).
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El orden Flavobacteriales, pertenece al phylum Bacteroidetes, y lo forman bacterias que se caracterizan
por ser abundantes durante los florecimientos algales, donde tienen un papel importante en la
degradacion de la materia orgdnica (MO; Delong et al., 1993). La primera bacteria con proteorodopsinas
en la que se observd un aumento en el crecimiento bajo la exposicién a la luz pertenecia a una
flavobacteria (Dokdonia sp. cepa MED134; GAdmez-Consarnau et al., 2007). El propésito de esta tesis es
identificar los patrones de distribucion de pigmentos fototréficos y su relaciéon con las comunidades
microbianas heterotréficas de la corriente de California. La abundancia y diversidad de las
proteorodopsinas en las aguas superficiales ocednicas indican que estos genes desempenan un papel

importante en la captacidn de energia luminica (Gédmez-Consarnau et al., 2019).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Fotoheterotrofia mediante proteorodopsina

Las rodopsinas son proteinas transmembranales que captan luz unidas covalentemente al croméforo
retinal y se encuentran en los tres dominios de la vida: Eucarya, Bacteria y Archaea. Las rodopsinas pueden
ser clasificadas en dos familias distintas: las rodopsinas de tipo 1 son microbianas y se encuentran en
algunas haloarqueas extremas, bacterias y microorganismos eucariotas; las rodopsinas de tipo 2 son las

visuales y se encuentran en los ojos de todo el reino animal (Spudich et al., 2000).

Al igual que las rodopsinas de las arqueas, la proteorodopsina es una proteina de membrana integral
bacteriana que, unida a un croméforo de retinal, funciona como una bomba de protones impulsada por la
luz (Figura 1; Béja et al., 2000). Los genes de proteorodopsinas se encuentran ampliamente distribuidos y
son abundantes en las aguas marinas de todos los océanos. Estos genes se han detectado en mas de un
80% de los procariotas que viven en la superficie del océano, pero las estimaciones de los estudios varian
dependiendo de la regidén oceanica y del método de deteccion (Marchetti et al., 2015; Dubinsky et al.,

2017; Sieradzki et al., 2018).

Aungue los métodos gendmicos proporcionan informacidn sobre los procesos que pueden ser relevantes
en el océano, no proporcionan estimas cuantitativas de estos procesos en el medio natural. Por ejemplo,
cuando se quiere estimar la productividad primaria en el océano, se cuantifican los niveles de clorofila en

el agua, o las tasas de fijacion de CO,, en lugar de estudiar los genes responsables de la sintesis de los
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fotosistemas. Gomez-Consarnau et al. (2019) publicaron el primer método para cuantificar
proteorodopsinas en agua de mar a través de su pigmento, el retinal. Gracias a este estudio, se concluyé
que las proteorodopsinas son un importante mecanismo de transducciéon de energia para recolectar
energia solar en la superficie del océano. Mas alld de este estudio, cuantificaciones ambientales de retinal
en combinacidn con estudios de comunidad microbiana estan permitiendo conocer la magnitud de los
procesos fototrdficos en el agua, ademas de identificar las bacterias potencialmente responsables de este

metabolismo.

inside C

N outside

Figura 1. Estructura de rodopsina microbiana. Esta proteina contiene siete hélices a, a través de la membrana celular,
el retinal unido covalentemente en la hélice G, el extremo N hacia el exterior y el extremo C hacia el interior de la
célula (Ernst et al., 2014).

En el estudio de Villarreal (2021), se encontrd una relacion entre los niveles de clorofila y la abundancia
bacteriana de ciertos grupos taxondmicos con la presencia de proteorodopsinas en el agua de mar
colectada en la cuenca del Sur de California en incubaciones de enriquecimiento con nutrientes en un
mesocosmos de 20 dias. En esta investigacién, mediante estudios de pigmentos (retinal y clorofila) y la
estructura de las comunidades microbianas se observé que el orden Flavobacteriales fue el principal
contribuyente de los niveles altos de proteorodopsinas en ambientes productivos y demostré que las
bacterias fotoheterdtrofas con tamafo menor a 3 um son las principales productoras de
proteorodopsinas. Sin embargo, se desconoce si existen relaciones similares entre la abundancia de estos
metabolismos fototréficos y la presencia de grupos microbianos en el agua natural, especialmente en

regiones que presentan gradientes naturales de nutrientes y productividad primaria.



1.1.2 Estudios de comunidades microbianas mediante el gen 16S ribosomal

El andlisis de secuencias del gen ribosdmico ARNr 16S se ha utilizado como una poderosa herramienta para
evaluar la diversidad genética de muestras ambientales. Los ribosomas procariotas son orgdnulos
encargados del complejo proceso de sintesis de proteinas. Estan formados por dos subunidades con
distintos coeficientes de sedimentacién. La subunidad mayor se caracteriza por tener un coeficiente de
sedimentacién de 50S, y consta de dos moléculas de ARN ribosomal (ARNr 5S, 23S) y 34 proteinas. La
subunidad menor formada tiene un coeficiente de sedimentacion del 30S, y estd formada por una

molécula ARNr (16S) y 21 proteinas (Fukuda et al., 2016).

El gen que codifica la secuencia de ARNr 16S procariota es un polirribonucleétido de una longitud de
aproximadamente 1500 nucledtidos, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), y es utilizado
como poderoso marcador universal. Contiene nueve regiones (V1-V9) hipervariables, que son las que
aportan la mayor informacion util para estudios de filogenética y taxonomia, ademas consta de regiones
conservadas facilitando el disefio de cebadores (o primers, en inglés) universales que permiten la

amplificacion de estas regiones hipervariables (Baker et al., 2003).

La amplificacién por PCR del gen 16S de microorganismos que aun no se pueden cultivar ha brindado una
valiosa perspectiva sobre nuestra comprensiéon de la estructura de la comunidad, especialmente en
ambientes donde las condiciones de crecimiento resultan dificiles de imitar en el laboratorio. Las regiones
V4-V5 son las mas utilizadas para estudios taxondmicos debido a su destacada capacidad para distinguir
entre diferentes especies bacterianas (Yang et al., 2016). En este estudio, se eligieron especificamente
estas regiones hipervariables por su eficiencia y precision en la discriminacién de la biodiversidad

bacteriana.

1.1.3 Sistema de la corriente de California

El sistema de la corriente de California (SCC) estd ubicado desde el sur de Canada hasta la peninsula de
Baja California. Es una corriente de frontera Este del Pacifico Norte con direccién hacia el Ecuador, es
reconocida como una de las areas de surgencias mas importantes y productivas del mundo. Las surgencias
costeras son procesos oceanograficos de movimientos ascendentes de agua fria subsuperficial de entre
100 a 150 metros y rica en nutrientes (nitratos, fosfatos y silicatos) hacia la zona fética, lo que resulta en

una alta productividad primaria. Estas surgencias son generadas por los vientos del noroeste, que ejercen
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una fuerza sobre la superficie ocednica (transporte de Ekman) y debido a la rotacién de la Tierra en el
hemisferio Norte, el efecto Coriolis desvia el agua hacia el oeste, alejdndola de la costa y facilitando el

ascenso (Kdmpf & Chapman, 2016).

Por su origen subartico la temperatura de esta corriente es relativamente fria (10 - 20 °C), la salinidad es
baja (32.5 - 33.8 UPS), densidades entre 24.5 a 25.5 kg/m?3 y se caracteriza por el alto contenido de oxigeno
disuelto (Lynn & Simpson, 1987; Thomas & Strub, 1990; Durazo, 2015). La corriente de California presenta
un potencial para la identificacion de comunidades microbianas con rodopsinas adaptadas a regiones

productivas.

1.1.4 IMECOCAL

El programa oceanografico IMECOCAL (Investigaciones Mexicanas de la Corriente de California, 2023) que
inicid en 1997, continud con las investigaciones del programa CalCOFI (1950 - 1972). Consiste en
proporcionar informacion detallada sobre los procesos fisicos y bioldgicos de la corriente de California,
mejorando asi la comprensién de la dinamica del ecosistema marino en el drea mexicana frente a la

peninsula de Baja California.

Durante los cruceros oceanograficos en cada estacion, se realizan lances de CTD, arrastres de red Bongo,
se determinan los niveles de oxigeno disuelto y nutrientes y se registran la temperatura, salinidad,
fluorescencia y las corrientes marinas. Ademas de sus actividades regulares, en ocasiones participan
investigadores en los cruceros oceanograficos que realizan muestreos adicionales con objetivos
especificos, como la identificacién de comunidades microbianas y la cuantificacién de pigmentos. Estos
estudios enriquecen la base de datos del IMECOCAL y mejoran la comprension de los procesos bioldgicos

y ecoldgicos en la regidn.

1.2 Justificacion

Esta tesis se fundamenta en la investigacion realizada por Villarreal (2021), la cual se enfocé en entender
la interaccidn de la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento del fitoplancton y los microorganismos que
poseen proteorodopsinas en un sistema experimental controlado de alta productividad. Las

proteorodopsinas son ampliamente expresadas entre las bacterias marinas y la fototrofia a través de estas
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proteinas les confiere una ventaja energética a los microorganismos que la poseen, lo que representa un
mecanismo especialmente beneficioso en la superficie del océano. Estudiar la distribucién de las
comunidades microbianas adaptadas a estos ambientes en combinacién con los niveles de fototrofia en al
agua (es decir, los niveles de proteorodopsinas mediante la cuantificacidn de retinal) permitird entender
la importancia de la fototrofia mediante proteorodopsinas, especialmente en ambientes que presentan

regiones con gradientes naturales de nutrientes y materia organica.

1.3 Hipétesis

La abundancia y distribucion de las comunidades microbianas con distintas capacidades fotoheterotroéficas
estdn asociadas a regiones con diferentes niveles de productividad. Similar a los patrones observados por
Villarreal (2021) en un sistema experimental controlado, regiones marinas de alta productividad tendran
altos niveles de fotoheterotrofia mediante proteorodopsinas. Ademas, las bacterias del orden
Flavobacteriales seran los principales grupos asociados con altos niveles de retinal en la superficie

oceanica.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Analizar las comunidades microbianas fotoheterétrofas e identificar sus patrones de distribucién de

pigmentos en la region de surgencia de la corriente de California, colectadas en el crucero IMECOCAL 1911.

1.4.2 Objetivos especificos

e Analizar las distribuciones de rodopsina en aguas superficiales de la regién de estudio.

e Determinar la estructura de las comunidades microbianas en esta region.

e |dentificar los principales grupos microbianos fotoheterdtrofos capaces de producir rodopsinas en
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estas aguas y sus patrones de distribucién de acuerdo con otros pardmetros ambientales (por

ejemplo, niveles de clorofila, salinidad, temperatura, etc.).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio y toma de muestras

El crucero IMECOCAL 1911 tuvo lugar a bordo del buque oceanografico Alpha Helix del 30 de noviembre
al 06 de diciembre del 2019. La nomenclatura 1911 indica que fue iniciado en noviembre (11) del afio 2019
(19). Esta campaiia cubrid la regidn del Pacifico oriental frente a la peninsula de Baja California desde la
zona costera hasta 320 km costa afuera en la parte mas occidental y cubrié desde los 28° hasta los 32° N
y desde los 118° hasta 115° E (Figura 2). Se tomaron muestras en un total de 39 estaciones realizando el
mismo numero lances de CTD (Conductivity, Temperature and Depth) modelo SBE-911 plus, por Sea-Bird
Electronics Inc., el cual consiste en una unidad submarina (SBE-9pl/us) y una unidad de control en cubierta
(SBE-11plus). La unidad SBE-911 plus estd ensamblada junto a los sensores y una roseta SBE para la

determinacidn de los pardmetros de oxigeno disuelto y clorofila.
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Figura 2. Area de estudio de las estaciones para la campafia IMECOCAL 1911. La linea continua entre estaciones
indica la ruta de navegacion, comienza en la estacidon 100.30 y finaliza en la estacién 113.60.
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Para el andlisis de cuantificacion de pigmentos y ARNr 16S de comunidades microbianas, las muestras se
colectaron en la superficie del océano. Para separar las células de distinto tamafio, se implementé un
proceso de filtracién secuencial mediante una bomba peristaltica. Se utilizaron filtros de policarbonato
(PC) de 47 mm de didmetro para fracciones de tamafio microbiano de 10 um (microplancton), 3 um
(nanoplancton) y cartucho Sterivex para 0.2 um (picoplancton). Los filtros de PC con las muestras se
guardaron en crioviales de 2 ml. Se conservaron en nitrégeno liquido durante la campafia oceanografica
para garantizar la preservacion de las muestras. Finalmente, las muestras se trasladaron a un congelador
a -80 °C hasta su andlisis en laboratorio. Las fechas de muestreo y la ubicacion geografica de las estaciones

muestreadas se muestran en la Tabla 2.

2.2 Cuantificacion de pigmentos

El estudio de la cuantificacion de pigmentos (i.e., clorofila y retinal) permite estimar la magnitud de los
procesos de fototrofia. Para cuantificar el retinal y la clorofila-a, para ello se filtraron 8 L de agua de mar,
agregando 50 ml de agua mili Q en el sistema. Las muestras fueron enviadas a la Universidad del Sur de

California en Los Angeles California, EE. UU., para su posterior analisis.

Los pigmentos fueron extraidos de los filtros utilizando metanol, siguiendo el procedimiento de Garrido &
Roy (2015). Para obtener la concentracion de clorofila-a, se realizé una cuantificacidon fluorométrica
mediante el método descrito por Knap et al. (1996) con la modificacion de no realizar la acidificacion,
utilizando un fluorémetro de laboratorio marca Turner Designs 10AU. Las concentraciones de retinal se
determinaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas
en tddem (LC/MS/MS) siguiendo el método propuesto por Gomez-Consarnau et al. (2019) y Hassanzadeh
et al. (2021). Los mapas se crearon utilizando el programa Ocean Data View (ODV) versién 5.5.2.; un

software utilizado para visualizar y analizar datos oceanograficos (Schlitzer, 2022).

2.3 Extraccion de ADN gendmico de las comunidades microbianas

Para analizar la comunidad microbiana en las muestras ambientales, con un enfoque especial en el gen
16S ARNr que proporciona informacién detallada sobre la composicion taxondmica. Los filtros de PC de
distintos tamafios de poro conservados en tubos criovales y los cartuchos Sterivex se acondicionaron a 4

°C para su descongelacion paulatina y asi preservar la integridad de las muestras. La extraccion de ADN se
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realizd utilizando el protocolo Fenol-Cloroformo, modificado de Wright et al. (2009). Los filtros de PC se
extrajeron de los tubos crioviales con pinzas estériles, en el caso de los Sterivex se siguieron las
indicaciones de la metodologia de extraccién especifica descrita por Cruaud et al. (2017) para la ruptura
fisica del cartucho utilizando un cortador de tuberias de PVC y la recuperacion del filtro. Las muestras

fueron preservadas a -20 °C.

La concentracion del ADN se estimé mediante espectrofotometria utilizando un espectrofotometro
Nanodrop 2000 de Thermo Scientific®. Se utilizé el buffer TE (Tris-EDTA) como blanco para la medicién. Se
llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del ADN. El gel se corrid
durante 10 minutos a 50 volts y 40 minutos a 80 volts con Buffer TBE. Las imagenes de la electroforesis se
procesaron utilizando el programa IMAGELAB (BIO-RAD), este paso facilita la interpretacion y analisis de

la integridad del ADN visualizado en el gel.

Una vez verificada la concentracién y la calidad, las muestras fueron enviadas a la compaiia Novogene
donde se llevd a cabo la amplificacion y secuenciacién de la regién V4-V5 del gen 16S ARNr para detectar
los dominios Archaea y Bacteria (Parada et al., 2016). Se utilizaron los cebadores 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y 926R (CCGTCAATTCCTTTGAGTTT) para la amplificacién, y la secuenciacion

se realizé usando la plataforma lllumina Nova.

2.4 Analisis bioinformatico y estadistico

Los datos de secuenciacion se procesaron utilizando un flujo bioinformatico usando el lenguaje R, version
4.3.1, en RStudio, haciendo uso de la paqueteria del programa DADA2 versién 1.30.0 (Callahan, 2016).
DADA?2 se encargd de filtrar la calidad de las secuencias, emparejar lecturas y eliminar quimeras para
generar variantes de secuencia de amplicon (ASVs, Amplicén Sequence Variant). Los analisis de diversidad
alfa de las comunidades procariotas, asi como la grafica de abundancia relativa se realizaron con el
programa Phyloseq version 1.46.0 (McMurdie & Holmes, 2013). Para la asignacién taxondémica, se utilizd
la version 138.1 (actualizacién 2023) de la base de datos Silva del gen 16S ARNr como referencia. Ademas,
se eliminaron del conjunto de datos todos los ASVs asignados taxondmicamente a mitocondrias y

cloroplastos (microalgas), con el fin de analizar sélo la comunidad procarionte.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Distribucion de pigmentos en aguas superficiales de la region de estudio

Para obtener la concentracion total superficial de clorofila-a y proteorodopsina (retinal), se realizé la suma
de las concentraciones obtenidas en las diferentes fracciones de plancton microbiano 0.2 um (tamano de
microorganismos entre 0.2 y 3.0 um), 3 um (tamafio de microorganismos entre 3.0 y 10 um) y 10 pum

(tamafio de microorganismos >10 um), a lo largo del transecto del crucero oceanografico IMECOCAL 1911.

La comparacion entre los niveles de proteorodopsinas y clorofila-a es particularmente relevante ya que
ambos pigmentos desempefian un papel crucial como transductores de energia solar capturada en el

ambiente marino.

3.1.1 Clorofila-a

En las concentraciones de clorofila-a total, se observd una heterogeneidad en las distintas estaciones de
muestreo. En general la clorofila-a varié entre 40 y 442 pM (Figura 3), la concentracidon mas alta se registré

en la estacion 107.32.

La mayoria de los pigmentos se encuentran en las fracciones mas pequefias de bacterioplancton; en la
Figura 4 se muestra que la fraccion de tamafio entre 3.0 y 0.2 um presentd las concentraciones mas altas,
excepto en la estacion 113.30 donde constituyd solo un 26%, en el resto de las estaciones domind esta

fraccion con un maximo de 91% en la estacién 110.50.

La Figura 5 muestra el mapa de la distribucion de clorofila-a en la superficie océanica, con un gradiente de
colores donde los tonos mas calidos representan mayores concentraciones, mientras que los tonos mas
frios indican concentraciones mas bajas, en picomoles (pM). Se observé que las areas de mayor
concentracién se encuentran cercanas a la costa, predominantemente en las proximidades de San Quintin,

con una disminucidn gradual hacia fuera de la costa.
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Figura 3. Concentraciones de clorofila-a total (pM) en las estaciones del IMECOCAL 1911.
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Figura 4. Porcentaje de concentracién de la clorofila-a total (pM) en las diferentes fracciones de tamafio de

microorganismos analizadas: 0.2 a2 3.0 um, 3.0a 10 um y >10 um.
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Figura 5. Mapa de la distribucién de la clorofila-a total (pM) superficial. La escala de color indica la concentracién de
la clorofila-a. Los puntos negros indican las estaciones de muestreo.

3.1.2 Proteorodopsina

Las concentraciones de proteorodopsina total oscilaron entre 4 y 30 pM (Figura 6), en la estacion 113.35
se registrd la concentracion mas alta. Las mayores concentraciones coinciden con las altas concentraciones
de clorofila-a en la fraccién entre 3.0 y 0.2 um (Figura 7), con el 50% en la estacion 100.55 y el 93% en la

estacion 110.50.

La Figura 8 muestra el mapa de la distribucidn geografica de la concentracién de proteorodopsina total,
las altas concentraciones se registraron tanto en las zonas cercanas a la costa como en las zonas alejadas

de la costa.
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Figura 6. Concentraciones de proteorodopsina total (pM) en las estaciones del IMECOCAL 1911.
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Figura 7. Porcentaje de concentracion de proteorodopsina total (pM) en las diferentes fracciones de tamafio de

microorganismos analizadas: 0.2 2 0.3 um, 3.0a 10 um y >10 um.
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Figura 8. Mapa de la distribucion de la proteorodopsina total (pM) superficial. La escala de color indica la
concentracion de la proteorodopsina. Los puntos negros indican las estaciones de muestreo.

3.2 Parametros ambientales

Las variables fisicoquimicas del agua de mar superficial, en las diferentes estaciones de muestreo del
crucero IMECOCAL 1911, proporcionan una comprension de la variabilidad de las condiciones
oceanograficas en la regidn de estudio. La estacion 113.55 registrd la temperatura maxima de 19.69 °Cy
con valor minimo en la estaciéon 100.55 de 16.91 °C (Figura 14). La concentracion maxima de oxigeno
disuelto se observd en la misma estacién donde se obtuvo el minimo de temperatura (100.55) y fue 5.47
ml/l, la minima se presentd en la estacién 113.45 (5.15 ml/l; Figura 15). Para la salinidad el valor maximo
fue 33.97 PSU y se encontré en la estacién 113.40, el valor minimo (33.39 PSU) en la estaciéon 103.60
(Figura 16). La maxima densidad se registré en la estacién 100.55 con un valor de 24.33 kg/m?3, la estacién

110.50 presentd la densidad minima con un valor de 24.02 kg/m?3 (Figura 17).

En el Anexo se muestran los mapas de los pardmetros ambientales utilizados en este trabajo que incluyen

datos hasta los 10 metros de profundidad (Figura 14 a 17).
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3.3 Relacion entre clorofila-a, proteorodopsina y parametros ambientales

El analisis de los pardmetros ambientales y su relacidon con los pigmentos fotosintéticos clorofila-a y
proteorodopsina total, se realizdé mediante el calculo del coeficiente de correlacién de Spearman. En la
Figura 9 se presenta una matriz de estas correlaciones donde las correlaciones positivas estan
representadas con una gama de colores frios (azul) y las negativas con colores cdlidos (rojo). La Figura 10
muestra una correlacion positiva (r = 0.83) y muy altamente significativo (P < 0.001) entre la concentracion
de clorofila-a y la proteorodopsina, lo que indica que regiones con altas concentraciones de clorofila-a

tienden también a tener altas concentraciones de proteorodopsina.

La proteorodopsina presentd correlaciones estadisticamente significativas (P < 0.05) con varias de las
variables ambientales. Estas fueron positivas con temperatura y salinidad, y una correlacién negativa con
el oxigeno disuelto. En el caso de la clorofila-g, solo se identificd una correlacién positiva con la salinidad,
y una correlacién negativa con el oxigeno disuelto. La temperatura presentd una correlacién positiva con
la salinidad y correlaciones negativas con el oxigeno disuelto y densidad. El oxigeno disuelto presentd una
correlacién positiva con la densidad y una correlacién negativa con la salinidad (Figura 9 y Tabla 3 en

Anexo). Los gréficos de dispersidon se muestran en el Anexo.

Proteorodopsina total (pM)

Clorofila.a total (pM)

Proteorodopsina total (pM)

Temperatura (°C)

Clorofila.a total (pM)

Oxigeno (mlf)

Temperatura (°C)

Salinidad (PSU)

Oxigeno (ml/l)

Densidad (kg/m3)

Salinidad (PSU)

Densidad (kg/m3)

| — |
-1-08-06-04-020 02040608 1

Figura 9. Heatmap de correlaciones r de Spearman entre pigmentos y pardmetros ambientales. Los recuadros con
asteriscos (*** para valor P < 0.001, ** para valor P < 0.01 y * para valor P < 0.05) representan las correlaciones
estadisticamente significativas.
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Figura 10. Grafico de dispersidn, correlacién entre proteorodopsina y clorofila a totales.

3.4 Analisis de las comunidades microbianas

En el presente estudio, se pretendia inicialmente extraer ADN de los filtros de las fracciones de 0.2, 3.0 y
10 um. Sin embargo, las muestras de 3.0 y 10.0 um presentaron signos de degradacion, asi que se procesé

Unicamente la fraccion de 0.2 um para garantizar la obtencion de amplicones 16S ARNr de calidad para su

posterior secuenciacién.

De las muestras procesadas, se obtuvo un total de 5 759 590 secuencias crudas que corresponden a las
regiones hipervariables V4-V5 del gen 16S ARNr de los dominios Bacteria y Archaea (Tabla 4 en Anexo).
Después las secuencias se sometieron a un proceso de filtrado, “denoising” y pareado, que incluyé la

eliminacion de secuencias de baja calidad y quimeras.

Como resultado, se recuperaron 3 315 094 secuencias, lo que representé aproximadamente un 58% de
eficiencia. Ademas, estas secuencias fueron agrupadas en 15 898 ASVs, lo que proporciona una base

robusta para la caracterizacion de la comunidad microbiana presente en las muestras.
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3.4.1 Riqueza y diversidad de las comunidades microbianas
Para cada muestra analizada se calcularon los indicadores de diversidad y riqueza; el numero total de ASVs
observados representan la riqueza. La estacién 100.35 presentd el mayor nimero de ASVs, un total de 2

354, mientras que las demas estaciones oscilaron entre 1 718 y 834. (Figura 11). Las estaciones con

terminacion .1 corresponden a las muestras colectadas a la profundidad del maximo de clorofila.
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Figura 11. Riqueza de especies evaluada en la fraccién 0.2 a 3.0 um, ASVs observados. Las estaciones que terminan
con .1 corresponden a las colectadas en el maximo de clorofila de esa estacion.

El indice de diversidad de Shannon-Weaver revelé que la estacidn 100.35 presentd el valor mas alto de
diversidad, 5.85. En contraste, las demas estaciones presentaron valores similares, que oscilaron entre
3.38 y 5.15, sugiriendo que estas estaciones comparten patrones similares en términos de diversidad de
comunidades bacterianas. La estacidon 113.40 registrd el valor mas bajo 2.88, indicando una distribucion

menos equitativa de abundancias (Figura 12).

Se observd una disminucion gradual de la diversidad a medida que se avanzé en las estaciones hacia el sur
del crucero, la que podria estar relacionada con cambios en las variables oceanograficas a lo largo del
gradiente latitudinal influyendo en esta variacién de la diversidad bacteriana. En resumen, estos resultados
resaltan la heterogeneidad en la diversidad de las comunidades bacterianas a lo largo de las estaciones

del IMECOCAL 1911, lo que puede estar influenciado por factores ambientales.
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Figura 12. indice de Shannon-Weaver (diversidad alfa) evaluada en la fraccién 0.2 a 3.0 um. Las estaciones que
terminan con .1 corresponden a las colectadas en el maximo de clorofila de esa estacidn.

3.4.2 Estructura de la comunidad microbiana

Al analizar la diversidad microbiana en la fraccién 3.0 a 0.2 um a nivel taxondmico de clase, la mayoria de
secuencias se asignaron a los grupos Cyanophyceae, Alphaproteobacteria, Flavobacteriia vy
Gammaproteobacteria. Sin embargo, para obtener una mayor resolucion filogenética, se examind la
abundancia relativa de los grupos taxondmicos de la comunidad bacteriana a nivel de orden. Como se
observa en la Figura 13, la comunidad procariota en cada estacion fue muy diversa y variada entre las
muestras, los ordenes mas abundantes identificados en las muestras del IMECOCAL 1911 fueron los
Synechococcales, miembros del clado SAR11 y los Flavobacteriales. Los Synechococcales fueron los mas
predominantes con una abundancia relativa que oscilé6 entre el 6 y 76%. Los microorganismos
pertenecientes a este orden son fotoautdtrofos. La abundancia relativa de miembros del clado SAR11
oscild entre 2 y 42% y los Flavobacteriales entre 4 y 25%. También se identificaron otros érdenes que
contribuyeron en menor medida a la diversidad de la comunidad microbiana en las muestras analizadas.
Estos incluyeron a los ordenes Actinomycetales, Rhodobacterales, Burkholderiales, Pirellulales,
Alteromonadales, Verrucomicrobiales, Pseudomonadales, Puniceispirillales, Cellvibrionales,
Sphingomonadales, Chroococcales, Cytophagales, Xanthomonadales, Lysobacterales, Rhodospirillales,
Legionellales. La Tabla 1 presenta las estrategias metabdlicas asociadas a las comunidades microbianas del

crucero oceanografico.
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Tabla 1. Estrategias metabdlicas de las comunidades microbianas a nivel de orden del crucero IMECOCAL 1911.
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Figura 13. Abundancia relativa a nivel de orden de las comunidades microbianas presentes en la fraccion 3.0 a 0.2

um del crucero IMECOCAL 1911. Las estaciones que terminan con .1 corresponden a las colectadas en el maximo de
clorofila de esa estacion.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Distribucion de clorofila-a y proteorodopsina en aguas superficiales de la

corriente de California

La concentracién de clorofila-a es un indicador que sugiere cémo varia la limitacién por nutrientes
inorganicos en los ecosistemas marinos. La distribucion heterogénea de clorofila-a, como pigmento
principal captador de luz y dominante en la zona fética del océano, refleja las fluctuantes condiciones
ambientales y bioldgicas en las distintas estaciones muestreadas. Se ha establecido que las cianobacterias
gue contienen este pigmento son predominantes en los procesos fototréficos en ambientes marinos

(Johnson & Sieburth, 1979; Chisholm et al., 1988).

Las concentraciones maximas localizadas principalmente en estaciones cercanas a la costa pueden estar
asociados a procesos de surgencias que aporta nutrientes esenciales como fosfatos y nitratos. En las
regiones cercanas a San Quintin los afloramientos son particularmente intensos debido a que las
corrientes y los vientos regionales controlan en gran medida su funcionamiento en esta zona costera
(Ibarra-Obando et al., 2001). La costa del océano Pacifico se encuentra en una de las regiones de surgencia

costera con mayor productividad a nivel mundial (Hutchings et al., 1995).

La proteorodopsina no solo se encuentra en las zonas costeras sino también se extiende a las zonas
alejadas de la costa. Esta amplia distribucién sugiere que las bacterias fotdtrofas que sintetizan
proteorodopsinas podrian tener un rol significativo en la captaciéon de energia luminosa, incluso en
condiciones de baja disponibilidad de nutrientes. La omnipresente presencia de la proteorodopsinas
destaca su activo papel como pigmento captador de luz dominante en las aguas superficiales oceanicas,
absorbiendo una cantidad significativa de energia luminosa comparable a la fototrofia basada en clorofila-
a (Gémez-Consarnau et al., 2019). La proteorodopsina desempefia una funcion vital en la ecologia de los
océanos (Béja et al., 2000), dependiendo del microorganismo pueden utilizarse para una variedad de

funciones fisioldgicas.

Se observd que en la proteorodopsina y la clorofila-a, la luz solar es un factor muy importante en la
distribucidn de los microorganismos marinos ya que es una fuente de energia facilmente disponible en la

zona fética. Las concentraciones mds altas de clorofila-a y proteorodopsinas se detectaron en la fraccion
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0.2 a 3.0 um, sugiriendo una significativa contribucién del picoplancton a la biomasa total debido al
pequefio tamafio de sus células y alta flotabilidad que en gran medida permanece en la zona fética de la

region de estudio.

Este hallazgo es consistente con lo registrado por Villarreal (2021), las mayores concentraciones de
proteorodopsina las detectd en la fraccidn microbiana de 0.2 y 3.0 um. Estos resultados contribuyen al
entendimiento de la distribucién y la importancia de diferentes sistemas fototréficos en los ecosistemas

marinos, particularmente en la corriente de California.

4.2 Relacion entre clorofila-a, proteorodopsina y parametros ambientales

La capa superficial de toda la regién de la corriente de California esta caracterizada por agua fria y una
menor salinidad. Estos resultados son similares a informes previos sobre la corriente de California, la cual,
debido a su origen subartico, es relativamente fria (entre 10 °C y 20 °C), presenta niveles reducidos de
salinidad (32.5-33.8 PSU) y alto contenido de oxigeno. Durante las estaciones de invierno y primavera
domina la presencia de aguas subarticas, mientras que a finales del verano y otofo la influencia de aguas
tropicales y subtropicales es cominmente observada (Wooster & Jones, 1970; Lynn & Simpson, 1987;

Durazo et al., 2010).

La correlacion entre los pardmetros ambientales y los pigmentos resulta relevante para discernir los
patrones de las comunidades microbianas marinas, los cuales muestran una distribuciéon heterogénea
debido a las variaciones naturales de las propiedades fisicoquimicas del agua. La correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre la concentracion de clorofila-a y proteorodopsina, indica que zonas

con alta concentracion de clorofila-a tienden también a tener altas concentraciones de proteorodopsina.

La concentracién de proteorodopsina total muestran una relacién directamente proporcional con la
temperatura y salinidad, lo que puede sugerir que los organismos fotohéterotrofos portadores de
proteorodopsina prosperan en ambientes con mayor salinidad y temperatura. La correlacién negativa con
el oxigeno disuelto puede indicar que las bacterias con proteorodopsina se favorecen en condiciones
donde el oxigeno es mas limitado. La clorofila-a solo mostré una correlacion positiva con la salinidad y una
correlacién negativa con el oxigeno disuelto. Esto destaca la importancia de la salinidad como factor clave

en la distribucidn de organismos con proteorodopsina y clorofila-a.
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Los principales determinantes de los patrones biogeograficos del picoplancton heterétrofo marino son la
temperatura y la salinidad (Bouvier & del Giorgio, 2002). En la regién de estudio de la corriente de
California la temperatura y salinidad muestran una correlacién positiva (Figura 9), variables consideradas
clave para distinguir masas de agua con propiedades fisicoquimicas distintas. La correlacién negativa y
muy altamente significativa (r = -0.93, P < 0.001) de la temperatura con el oxigeno disuelto (Figura 23 en
Anexo) refleja la solubilidad del oxigeno el cual aumenta a medida que la temperatura disminuye. Esta
mayor solubilidad del oxigeno a temperaturas mds bajas se evidencid en la correlacidn positiva entre el
oxigeno y la densidad (Figura 27 en Anexo), indicando que las aguas mas frias y densas contienen mayor

concentracidn de oxigeno disuelto (ver Figuras 14, 15y 17 en Anexo).

La correlacion entre salinidad y densidad fue negativa (Figura 28 en Anexo); sin embargo, no fue
significativa (P = 0.05), lo que indica que fue la temperatura y no la salinidad el factor determinante en la
distibucidn de densidad (valores de r con densidad de -0.82 y -0.31, respectivamente) en el area de estudio
(ver Figuras 25y 28 en Anexo). Esto podria sugerir que en la zona de estudio se encontraron dos masas de
agua con caracteristicas fisicoquimicas diferentes: al norte una masa de agua mas densa y oxigenada con

Ty S mas bajas que la del sur (ver distribuciones en Figuras 14 a 17 en Anexo).

Estos datos pueden tener implicaciones importantes para entender la distribucion de los organismos
fotoautoétrofos y fotoheterdtrofos, la produccidn primaria y las respuestas del ecosistema a los cambios

ambientales en la corriente de California.

4.3 Grupos microbianos fototrofos de la corriente de California

En este estudio se caracterizd, por primera vez, las comunidades procariotas presentes a lo largo del
transecto del crucero IMECOCAL 1911, mediante la amplificacién y secuenciacion del gen ARNr 16S de las
regiones V4-V5, utilizando la plataforma Illumina Nova. Este andlisis se enfocd exclusivamente en la
fraccion entre 3.0 y 0.2 um. Esta investigacidn representa una contribucidn para comprender la
complejidad en la distribucion de los ecosistemas marinos a nivel geografico, de la que aun existe escasa
informacidn en cuanto a la estructura y composicién de sus comunidades microbianas fotdtrofas. Los
resultados muestran similitudes con patrones de diversidad previamente reportados por Villarreal (2021),

profundizando en la comprensién de la estructura y dindmica de la diversidad en la regién de estudio.

La recuperacién del 58% resalta la calidad de las muestras, aunque se limité el estudio a la fraccion de 0.2
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a 3.0 um, esta brindé una cantidad sustancial de informacidon que permitié analizar la estructura de la
comunidad microbiana. La variabilidad en la riqueza de especies y diversidad, como lo indican los ASVs y
el indice de Shannon, sugiere que las condiciones ambientales en la estacidon 100.35 promueven una mayor
diversidad de las comunidades microbianas, la similitud en los valores de diversidad entre las demas
estaciones sugiere condiciones ambientales mas homogéneos. La diversidad taxondmica encontrada

refleja la complejidad de las interacciones ecolégicas del ecosistema marino.

En la estacién 113.40 se registrd la mayor abundancia para Synechococcus, coincidiendo con la
concentraciéon mas alta de salinidad. Synechococcus, integrante de las cianobacterias fotoautoétrofas,
incluye algunas especies capaces de sobrevivir bajo condiciones ambientales extremas. Estas
cianobacterias pueden tolerar altos niveles de salinidad, lo que les permite evitar la competencia con otros
organismos menos tolerantes (Rosales et al., 2005). Estas se distribuyen ampliamente en el océano, desde
zonas polares ricas en nutrientes hasta regiones subtropicales y tropicales con bajas concentraciones de
nutrientes. Estas especies ocupan una posicion clave como productores primarios que sustentan la base
de la red alimentaria marina (Waterbury et al., 1979; Sunagawa et al., 2015), destacando su papel central

en la fotosintesis de la region.

El clado SAR11 presentd su mayor abundancia en la estacién 100.45, sin embargo, no se observd ninguna
relacion entre la abundancia relativa y las variables ambientales. Este clado pertenece a las
Alphaproteobacterias fotoheterdtrofas, es uno de los clados mas comunes en la superficie del océano y
constituye alrededor del 50% de las comunidades microbianas (Morris et al., 2002; Rappé et al., 2002). La
alta abundancia de este grupo resalta la importancia de su papel en los ciclos biogeoquimicos marinos. El
clado SAR11 (Pelagibacterales) estuvo entre los primeros grupos de microorganismos descubiertos por los
métodos de secuenciacion de ADN para estudiar la diversidad microbiana en el océano. Pelagibacter fue
el primer miembro cultivado que demostré expresar el gen de la proteorodopsina tanto en condiciones

de luz como de oscuridad (Giovannoni et al., 1990; Giovannoni et al., 2005).

En la estacidn 107.32 se registrd la mayor abundancia de Flavobacteriales fotoheterétrofas, coincidiendo
con la concentracién mas alta de clorofila-a registrada en el crucero. La abundancia de este grupo esta
estrechamente relacionada con los eventos de proliferacién natural e inducida del fitoplancton,
desempenando un papel crucial como principales descomponedores de materia organica en estos
ambientes. Un porcentaje significativo de las bacterias que contienen proteorodopsinas pertenecen a este
grupo, y son miembros del filo Bacteroidetes. Estas bacterias fotoheterdtrofas son predominantemente

abundantes en habitats pelagicos costeros (Eiler, 2006). Las investigaciones realizadas en esta clase han



27

profundizado como las proteorodopsinas influyen en su fisiologia y adaptacion a cambios en la

disponibilidad de luz (Gémez-Consarnau et al., 2016).

Con respecto a las Alteromonadales de la clase Gammaproteobacteria, registraron su mayor abundancia
en la estacion 113.60.1, no se observé relacién con las variables ambientales. Estas bacterias pueden ser
anaerdbicas facultativas y estdn ampliamente distribuidas en diversos habitats marinos, incluyendo el
hielo marino, las aguas superficiales y los sedimentos de aguas profundas (Bowman & McMeekin, 2005).
Estudios como el de Arandia-Gorostidi et al. (2020) han identificado la presencia de proteorodopsinas en
estas bacterias heterdtrofas, sugiriendo que pueden aprovechar la luz para mejorar su crecimiento en

ambientes oligotrdficos.

En las Verrucomicrobiales del filo Verrucomicrobia, registraron su mayor abundancia en la estacién 103.30,
no se observd relacion con las variables ambientales, aunque se encuentran ampliamente distribuidas en
ambientes marinos. No obstante, se desconoce su extension y diversidad, asi como los factores que
determinan su distribucion (Freitas et al., 2012). Dentro de este grupo de bacterias han encontrado la
presencia de genes de proteorodopsinas, basandose en genomas ensamblados en metagenomas (MAGs)
obtenidos de agua de mar colectada en el Mar Mediterraneo occidental (Haro-Moreno et al., 2018). La
falta de cepas fotoheterétrofas cultivadas de Verrucomicrobiota ha impedido el esclarecimiento de las

funciones especificas de proteorodopsinas en este grupo (Bar-Shalom et al., 2023).

Las Actinomycetales constituyen un grupo de microorganismos fotoheterétrofo del filo Actinobacteria. Es
cosmopolita, sin embargo, los organismos son dificiles de aislar y cultivar, especialmente para aquellas que
habitan en el medio marino (Yin et al., 2018). No se han reportado genes de proteorodopsina para este
orden. Las bacterias del orden Rhodobacterales pertenecientes a microorganismos heterdtrofos de las
Alphaproteobacterias, estdn muy extendidas desde la costa hasta el océano abierto y desde el hielo marino
hasta el fondo marino (Gonzalez & Moran, 1997; Selje et al., 2004), participan activamente en los ciclos
del carbono y el azufre (Gonzdlez et al., 1999), aun no se han reportado genes de proteorodopsina para

este grupo.

En la corriente de California se encontraron varios drdenes bacterianos, como Burkholderiales, Pirellulales,
Pseudomonadales, Puniceispirillales, Cellvibrionales, Sphingomonadales, Cytophagales,
Xanthomonadales, Lysobacterales, Rhodospirillales y Legionellales. La incidencia de genes de
proteorodopsinas en estos grupos varia (Lazaro, 2020), lo que indica una diversidad en las capacidades de

aprovechamiento de la luz dentro de estos diferentes linajes. Actualmente, el conocimiento sobre la gran
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diversidad de las comunidades microbianas marinas es limitado. Debido a que muchos de estos
microorganismos aun no se han logrado cultivar en el laboratorio, resulta dificil establecer una conexion

directa entre los organismos y los procesos biogeoquimicos en los que estan involucrados.
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Capitulo 5. Conclusiones

En las aguas superficiales de la corriente de California, la concentraciéon de clorofila-a, muestra una
distribucidn heterogénea que refleja las fluctuantes condiciones ambientales y bioldgicas en las diferentes
estaciones. Las maximas concentraciones se registraron cerca de la costa y se asocian a procesos de
surgencias que aportan nutrientes esenciales. La amplia distribucidon de la proteorodopsina en zonas
costeras y alejadas de la costa sugiere que las bacterias con esta funcion son importantes para la captacién

de energia luminosa, incluso en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes.

Las bacterias fotoheterdtrofas estan adaptadas a rangos especificos de distintas variables ambientales,
debido a que no todas las comunidades microbianas pueden prosperar bajo las mismas condiciones. Los
factores que regulan su dindmica son la temperatura, salinidad y se favorecen en condiciones donde el

oxigeno disuelto es mds limitado.

Las comunidades procaridticas productoras de proteorodopsina de la zona fética en la corriente de
California estuvieron dominadas por el clado SAR11 y Flavobacteriales. Esto sugiere a la fotoheterotrofia
como una estrategia adaptativa en estas aguas, indicando que estos grupos tienen roles importantes en
los ciclos biogeoquimicos de estos ecosistemas marinos. La alta abundancia de Flavobacteriales se asocié
con areas de alta productividad primaria, evidenciada por las elevadas concentraciones de clorofila-a en

el transecto oceanografico.
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Tabla 2. Posicion geografica de las estaciones donde se realizaron los muestreos para andlisis de ADN, citometria de

flujo y cuantificacion de pigmentos durante la campafia IMECOCAL 1911.

Lance Crucero Estacion | Longitud (N) | Latitud (E) | Fecha (UTC)
1 IMECOCAL 1911 | 100.30 31°41.44 -116°46.42 | 30/11/2019
2 IMECOCAL 1911 | 100.35 31°31.36 -117°06.70 | 30/11/2019
3 IMECOCAL 1911 | 100.40 31°21.22 -117°27.30 | 01/12/2019
4 IMECOCAL 1911 | 100.45 31°11.23 -117°47.48 | 01/12/2019
5 IMECOCAL 1911 | 100.50 31°01.15 -118°07.49 | 01/12/2019
6 IMECOCAL 1911 | 100.55 30°51.08 -118°27.11 | 01/12/2019
7 IMECOCAL 1911 | 100.60 30°41.21 -118°47.53 | 01/12/2019
8 IMECOCAL 1911 | 103.60 30°06.76 -118°24.63 | 02/12/2019
9 IMECOCAL 1911 | 103.55 30°16.91 -118°04.56 | 02/12/2019
10 IMECOCAL 1911 | 103.50 30°26.86 -117°44.39 | 02/12/2019
11 IMECOCAL 1911 | 103.45 30°37.10 -117°24.47 | 02/12/2019
12 IMECOCAL 1911 | 103.40 30°46.93 -117°04.58 | 02/12/2019
13 IMECOCAL 1911 | 103.35 30°57.03 -116°44.58 | 02/12/2019
14 IMECOCAL 1911 | 103.30 31°06.84 -116°24.37 | 03/12/2019
15 IMECOCAL 1911 | 107.32 30°27.47 -116°09.83 | 03/12/2019
16 IMECOCAL 1911 | 107.40 30°11.53 -116°41.84 | 03/12/2019
17 IMECOCAL 1911 | 107.45 30°01.54 -117°01.66 | 03/12/2019
18 IMECOCAL 1911 | 107.50 29°51.46 -117°21.62 | 03/12/2019
19 IMECOCAL 1911 | 110.50 29°17.18 -116°59.18 | 04/12/2019
20 IMECOCAL 1911 | 110.45 29°27.24 -116°39.46 | 05/12/2019
21 IMECOCAL 1911 | 110.40 29°37.08 -116°19.57 | 05/12/2019
22 IMECOCAL 1911 | 110.35 29°47.23 -115°59.76 | 05/12/2019
23 IMECOCAL 1911 | 113.30 29°22.91 -115°18.35 | 05/12/2019
24 IMECOCAL 1911 | 113.35 29°21.43 -115°63.33 | 05/12/2019
25 IMECOCAL 1911 | 113.40 29°04.76 -115°96.05 | 06/12/2019
26 IMECOCAL 1911 | 113.45 28°88.21 -116°28.90 | 06/12/2019
27 IMECOCAL 1911 | 113.50 28°71.50 -116°61.76 | 06/12/2019
28 IMECOCAL 1911 | 113.55 28°54.75 -116°94.41 | 06/12/2019
29 IMECOCAL 1911 | 113.60 28°37.93 -117°26.96 | 06/12/2019
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Figura 14. Mapa de la temperatura superficial del crucero IMECOCAL 1911. Los puntos negros indican las estaciones

de muestreo.
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Figura 15. Mapa del oxigeno disuelto superficial del crucero IMECOCAL 1911. Los puntos negros indican las estaciones

de muestreo.
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Figura 16. Mapa de la salinidad superficial del crucero IMECOCAL 1911. Los puntos negros indican las estaciones de

muestreo.
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Figura 17. Mapa de la densidad del crucero IMECOCAL 1911. Los puntos negros indican las estaciones de muestreo.
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Tabla 3. Coeficientes de correlacién de Spearman (diagonal inferior) y su probabilidad (diagonal superior)
categorizadas en P < 0.05* (significativo), P <0.01** (altamente significativo), P < 0.001*** (muy altamente
significativo) y P > 0.05 (no significativo) de los parametros ambientales.

Para'metros Proteorodopsina Clorofila-a Temperat Oxigeno Salinidad Densidad
ambientales total total ura
Pmtei?t:fps'”a P<0.001*** | P<0.05* | P<0.01** | P<0.001*** | P>0.05
Clorofila-a
total 0.83 P>0.05 P<0.05% P <0.001*** P>0.05
Temperatura 0.43 0.33 e P<0.001*** | P<0.001*** | P<0.001%**
Oxigeno -0.54 -0.43 -0.93 - P <0.001*** | P<0.001%**
Salinidad 0.81 0.68 0.76 -0.83 - P=0.05
Densidad -0.18 -0.14 -0.82 0.70 -0.31 -
r=043 P <0.05
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Figura 18. Grafico de dispersion, correlacion entre Temperatura y Proteorodopsina.
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Figura 19. Grafico de dispersién, correlacion entre Oxigeno disuelto y Proteorodopsina.
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Figura 20. Grafico de dispersion, correlacion entre Salinidad y Proteorodopsina.
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Figura 21. Gréfico de dispersion, correlacion entre Oxigeno disuelto y Clorofila-a.
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Figura 22. Grafico de dispersion, correlacion entre Salinidad y Clorofila-a.
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Figura 24. Grafico de dispersion, correlacion entre Temperatura y Salinidad.
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Figura 25. Grafico de dispersidn, correlacion entre Temperatura y Densidad.
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Figura 26. Grafico de dispersion, correlacion entre Salinidad y Oxigeno disuelto.
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Figura 27. Grafico de dispersion, correlacion entre Oxigeno disuelto y Densidad.
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Figura 28. Grafico de dispersidn, correlacion entre Salinidad y Densidad.
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Tabla 4. Numero de secuencias obtenidas en el filtro con tamafio de poro de 0.2 um del crucero IMECOCAL 1911.

. . Secuencias | Secuencias . Secuencias
Estaciones Secuencias Se.cuenaas Inferidas Inferidas Secuencias no
crudas filtradas Forward Reverse pareadas quiméricas
100.30 203340 189447 182455 181160 150001 83018
100.35 214191 199201 188830 189253 146661 98971
100.40 204126 188732 184554 184276 163802 115105
100.45 206759 190911 188266 188278 178254 158947
100.50.1 202174 187849 183235 182880 161286 92803
100.50 210926 196532 191299 190450 165467 80223
100.60 203705 189261 184923 184788 169133 140849
103.30 202415 187955 182445 181607 151756 96965
103.35 202325 187392 182953 182994 164837 137340
103.40 205818 190442 186077 185309 164528 117432
103.45 217721 202416 195806 195113 163589 95168
103.50 204830 189812 182804 182671 154110 86379
103.60 205160 191378 186027 185954 164855 126858
107.32 205122 189961 186423 186073 171681 155904
107.40 206543 192592 188848 188618 173554 138494
107.45 204452 189386 183567 182677 152488 74887
107.50 205275 190307 186344 185931 168410 132222
110.40 205948 190504 186615 186182 169007 131291
110.45 203106 188086 182233 181615 153604 91706
110.50 205419 189523 186690 186959 176437 149955
113.30.1 203841 189922 181869 182542 144524 90535
113.30 203080 187815 183635 183741 165494 135074
113.35 205738 191076 187186 186634 169082 139616
113.40 203924 189779 186193 185877 168508 135876
113.50 206097 190397 187582 187378 174841 144869
113.55 205840 189826 187147 187425 176167 146213
113.60.1 205150 189905 185277 183915 158047 98735
113.60 206565 193223 186159 186642 160104 119659
TOTAL 5759590 5343630 5205442 5196942 4580227 3315094
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