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Resumen de la tesis que presenta Karla Sidon Cesefia como requisito parcial para la obtencién del
grado de Doctora en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Microbiologia

Estructura, distribucion y funcidn de los protistas de la zona eufética de las aguas oceanicas del
golfo de México

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén
Directora de tesis

Los protistas son un grupo de microrganismos muy diverso, que, en condiciones limitadas de
nutrientes, presentan interacciones entre ellos muy complejas. Estos microorganismos tienen
multiples funciones en la red alimenticia ya que, ademds de ser fotosintéticos, pueden ser
heterdtrofos, mixotréficos, parasitos y saproéfitos, y son un vinculo esencial de la comunidad
microbiana con niveles tréficos superiores. En el golfo de México (GdM), la corriente de Lazo se
intensifica en verano y suministra a la cuenca aguas calidas y oligotrdficas. Sin embargo, los remolinos
de mesoescala de tipo cicldnico crean condiciones favorables para la productividad bioldgica al llevar
agua rica en nutrientes a la capa subsuperficial desde capas mas profundas. Este estudio tuvo como
objetivos principales: 1) determinar la estructura, variabilidad espacial y roles ecoldgicos de los
protistas en la capa de mezcla (ML, por sus siglas en inglés mixed layer) y el maximo de fluorescencia
(DCM) en la regidn oceanica del GdM, en verano y finales de primavera; y 2) evaluar la comunidad de
protistas metabdlicamente activa (ARN) y su actividad metabdlica relativa (ADNr:ARNr) en el 100% de
luz (SUR), el 0.1% de luz (PARO.1) y en el DCM (entre 10 al 1% de luz PAR superficial) a finales de
invierno, ademas de su interaccidon con la comunidad bacteriana. Para ello se analizaron datos
procedentes de la secuenciacidon masiva de regiones hipervariables de los genes del ARN ribosomal y
su posterior analisis bioinformatico y estadistico. Entre los principales hallazgos se encontré que la
comunidad de la ML estaba influenciada por la variabilidad temporal, regional y, en menor medida,
por las estructuras de mesoescala, debido a la fuerte estratificacidon de verano. En contraste, solo las
estructuras de mesoescala tuvieron un efecto sobre la variabilidad de la comunidad en DCM, como
consecuencia del efecto de éstas sobre la profundidad de la nutriclina. Esta variabilidad se reflejé en
la composicidon de especies en ambas profundidades. Alveolata representé ~60% de las lecturas en
ambas profundidades, seguido de picoeucariotas heterdtrofos MAST y Haptofitas en la ML vy
Pelagomonas (picoeucariotas fotosintéticas) y Rhizaria en DCM. Particularmente llamé la atencidn el
aumento de Ostreococcus con la somerizacidn de la nutriclina. Por su parte, en invierno, la comunidad
metabdlicamente activa reflejé las condiciones de mezcla. SUR y PARO.1 mostraron comunidades muy
diferentes, mientras que el DCM presentd una mezcla de ambas profundidades. Se observé una mayor
actividad metabdlica relativa de los protistas fotosintéticos en el DCM y los heterdtrofos aumentaron
la actividad con la profundidad, indicando como ésta tiene un efecto directo sobre su funcion. La baja
concentracién de nutrientes en SUR y DCM vy, la baja concentracidn de oxigeno y altos nutrientes en
PARO.1, se reflejé en la comunidad bacteriana, que cambid de ser dominada por cianobacterias a ser
dominada por proteobacterias, con un importante rol de remineralizacién en la zona mesopelagica.
Este estudio proporciona una primera linea de base de la comunidad de protistas en el sur del GdAM y
demuestra cémo esta comunidad responde a los factores ambientales y bioldgicos en un ecosistema
altamente oligotrdfico.

Palabras clave: Protistas, Golfo de México, 18S-ARNr, Ecosistema oligotréfico, Comunidad activa
metabodlicamente



Abstract of the thesis presented by Karla Sidén Cesefia as a partial requirement to obtain the Doctor
of Science degree in Life Science with orientation in Microbiology

Structure, distribution and function of protists in the euphotic zone of the oceanic waters of the
Gulf of Mexico
Abstract approved by:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén
Thesis Director

Protists are a diverse group of microorganisms whose interactions are more complex under nutrient-
limited conditions. They play multiple roles in the food web, in addition to being photosynthetic; they
can also be heterotrophic, mixotrophic, parasitic, and saprophytic, and are an important link between
the microbial community and higher trophic levels. In the Gulf of Mexico (GoM), the Loop Current
intensifies in summer and supplies the Gulf with warm oligotrophic waters. However, mesoscale
cyclonic eddies within the Gulf of Mexico create favorable conditions for biological productivity by
bringing nutrient-rich water to the subsurface from deeper layers. The main objectives of thies study
were: 1) to determine the structure, variability, and ecological roles of protists in the mixing layer (ML)
and the fluorescence maximum (DCM) in the oceanic region of the GoM during summer and late
spring; and 2) to evaluate the metabolically active protist community (RNA) and its relative metabolic
activity (rDNA:rRNA) in the 100% light (SUR), DCM (between 10 to 1% light), and 0. 1% light (PARO.1)
in late winter, together with their interactions with the bacterial community. To this end, data from
massive sequencing of hypervariable regions of ribosomal RNA genes were analyzed, followed by
bioinformatic and statistical analysis. The results indicated that the ML community was influenced by
temporal, regional, and, to a lesser extent, mesoscale structures, attributable to strong summer
stratification. Conversely, only mesoscale structures exerted an effect on DCM community variability
as a consequence of their impact on nutricline depth. This variability was reflected in the species
composition at both depths. Alveolata constituted approximately 60% of the readings at both depths,
followed by heterotrophic picoeukaryotes MAST and Haptophytes at ML and Pelagomonas
(photosynthetic picoeukaryotes) and Rhizaria in DCM. Particularly remarkable was the increase in
Ostreococcus with nutricline shallowing. On the other hand, during the winter season, the
metabolically active community reflected the prevailing mixing conditions. SUR and PARO.1 exhibited
markedly distinct communities, while DCM presented a composition comprising elements from both
depths. A higher relative metabolic activity of photosynthetic protists was observed in the DCM,
whereas heterotrophs showed an increased activity with depth, indicating the direct influence of depth
on their functional roles. The low nutrient concentrations in SUR and DCM, coupled with low oxygen
concentration and high nutrient levels at PARO.1, were reflected in the bacterial community
composition. This community shifted from being dominated by cyanobacteria to being predominantly
composed of proteobacteria, with the remineralization process playing a significant role in the
mesopelagic zone. This study provides a first baseline of the protist community in the southern GoM
and elucidates how this community responds to environmental and biological factors within a highly
oligotrophic ecosystem.

Keywords: Protists, Gulf of Mexico, 18S-rRNA, Oligotrophic ecosystem, active community
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Capitulo 1. Introduccidn general

La ecologia microbiana explora la diversidad, abundancia y distribucién de los microorganismos, sus
interacciones especificas y su funcidn en el ecosistema (Gray & Head, 2008). Garret Hardin en 1960
propuso el principio de “exclusidon competitiva”, donde planted que cuando ocurren dos especies con el
mismo nicho, la misma distribucién geogréfica y en la misma poblacién, una de las especies crecera mas
mientras que la otra eventualmente se extinguira. Sin embargo, un gran nimero de especies coexisten en
un ambiente limitado por recursos (principalmente luz y nutrientes). George Evelyn Hutchinson (1961)
propuso “la paradoja del plancton”, en la que a partir de la observacion de un alto numero de especies
dominantes (10 — 100 especies) en ambientes mesotroéficos y oligotréficos, no se cumple con el principio
de exclusidn competitiva. Debido a esto, planted que el océano no estd en equilibrio y propuso que
perturbaciones, como por ejemplo los acontecimientos discretos de mezcla, podrian reducir el estrés por
competencia. Siguiendo con la idea de que la naturaleza raramente estd en equilibrio surge la “hipdtesis
de perturbacién intermedia” (Osman, 2018), en la que se considera que perturbaciones moderadas
cambian las condiciones ambientales como la luz, temperatura, concentraciones nutrientes, pH, salinidad
entre otros con lo cual se reduce el estrés por competencia y permite una alta diversidad de especies

(Osman, 2018).

Las principales explicaciones de esta alta diversidad de protistas en el océano se encuentran en que: 1) las
poblaciones mas abundantes son reguladas por predacién por parte del nano y micro-zooplancton (Sherr
& Sherr, 1988), y recientemente se ha tomado en cuenta la infeccidn por protistas parasitos (Chambouvet
et al., 2008; Worden et al., 2015) y por virus (Gran-Stadniczefiko et al., 2019), que mantiene poblaciones
con alta diversidad en bajas abundancias; 2) los pulsos de nutrientes que conducen a un desbalance de
nutrientes; donde, por ejemplo, diferentes formas de nitrégeno conllevan a una estructura de la
comunidad distinta (Rii et al., 2018), y 3), las interacciones mutualistas y de simbiosis que resultan en
relaciones positivas donde se reduce el estrés por competencia o depredacidon (Not et al., 2016). Las
interacciones de los protistas con las bacterias y otros protistas, acopladas con el consumo de nutrientes
y la descomposicién, modulan no solo la cantidad de materia organica e inorganica disponible para el

crecimiento de bacterias y fitoplancton, sino que también transfieren energia (Glibert & Mitra, 2022).

Los protistas son un componente importante incorporando, liberando y secuestrando CO, en los

sedimentos en los océanos (bomba bioldgica). Por un lado, los protistas fotosintéticos absorben y



2
secuestran CO; atmosférico (De La Rocha & Passow, 2014). Al mismo tiempo los protistas heterdtrofos
liberan CO; por respiracién, y grupos heterdtrofos como radiolarios y ciliados exportan grandes cantidades

de carbono por célula al fondo del océano (Duret et al., 2020; Worden et al., 2015).

El tamaio de célula del fitoplancton y su posicién en la red alimenticia estan directamente relacionados
con algunas funciones biogeoquimicas como productores primarios y exportadores de carbono (Ward et
al., 2012). Las células del picoplancton con tamafios de 2-3 um juegan un papel critico en la productividad
primaria de las aguas oceanicas y oligotroficas (Shi et al., 2009). En contraste, las diatomeas (5- 200 pm)
se consideran responsables de la produccién a partir de nitrato que aflora de aguas profundad (produccién
primaria nueva) (Eppley & Peterson, 1979) y de contribuir con altas tasas de exportacién de carbono
principalmente en regiones de surgencias (Bibby & Moore, 2011). Cullen y colaboradores (2002)
determinaron segun los regimenes de turbulencia y nutrientes las tendencias de la estructura peldgica del
fitoplancton basados en la mandala de Margalef (1978). Estos autores reportaron que en condiciones de
baja turbulencia y bajos nutrientes la estructura del ecosistema tiende a presentar células pequefias, con
altas tasas de renovacidn y alta competencia por nutrientes, condiciéon en la que domina el bucle

microbiano.

En el bucle microbiano la materia organica disuelta (MOD) liberada por el fitoplancton es la principal
fuente de energia de las bacterias heterdtrofas y arqueas, especialmente en regiones oligotroficas. En el
bucle microbiano las bacterias son consumidoras y degradadoras de la MOD (Azam & Graf, 1983), y se ha
observado que existe diferencia en la comunidad bacteriana dependiendo del tipo de exudados que libera
el fitoplancton (Rinta-Kanto et al., 2012). Cuando la MOD proporcionada por el fitoplancton es suficiente
para mantener densidades bacterianas de 5 a 10 x 10° cél ml?, los nano flagelados se alimentan de
cianobacterias y bacterias heterdtrofas y a su vez el microzooplancton se alimenta de los nanoflagelados
(Azam et al.,, 1983). En condiciones de altas temperaturas y limitadas de nutrientes aumenta la
complejidad de las redes tréficas, donde los protistas poseen multiples funciones en la red alimenticia ya
que ademads de ser fotosintéticos también pueden ser heterdtrofos, mixotréficos, parasitos, saprofitos o
vivir en simbiosis (Caron et al., 2012; Worden et al., 2015). Como consecuencia de lo anterior la
transferencia de carbono a niveles troficos superiores es menos eficiente y la MOD que se transfiere a
niveles tréficos superiores es reciclada o finalmente secuestrada al fondo marino en forma de carbono

recalcitrante (Polimene et al., 2017).

La bomba del carbono microbiana (BCM) es impulsada por el bucle microbiano en condiciones de

oligotrofia, la BCM no implica transporte vertical por gravedad de la materia orgdnica particulada; sino
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que sigue la ruta de degradaciéon de la MOD labil a formas de carbono recalcitrantes, en donde la
deficiencia de nutrientes en la columna de agua genera un desbalance en la estequiometria del
fitoplancton y resulta en MOD con una alta relaciéon de C:N y C:P, lo que produce alimento de baja calidad

para el zooplancton (Polimene et al., 2017).
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Figura 1. Modelo conceptual de cdmo impacta el ambiente, la concentracidn de nutrientes en la estequiometria del
fitoplancton y su impacto en la bomba bioldgica y en la bomba bioldgica microbiana del carbono, las flechas azules
corresponden a la relacién de C:N y C:P. POM: materia organica particulada, DOM: Materia orgdanica disuelta, RDOM:
materia organica disuelta recalcitrante, P: fotosintéticos, M: Mixotroficos, pZ: protistas heterdtrofos, mz:
microzooplancton. (Tomado de Glibert & Mitra, 2022).

La tendencia de calentamiento en los océanos globales tiene como principales efectos la intensidad de la
estratificacion de la columna de agua y alteraciones en el suministro de nutrientes, y como consecuencia
la comunidad de protistas reorganiza su estructura, ya que algunas especies se favoreceran y otras
desplazardn su distribucién o eventualmente tenderdn a desaparecer (Henson et al., 2021). Se ha
proyectado, con base en modelos predictivos, que las especies favorecidas en las regiones mas calidas
(tropicales) son especies de picoplanton (2um) como las cianobacterias y especies de nano plancton (20
pum) como los cocolitoféridos que estan adaptados a subsistir a muy bajas concentraciones de nutrientes
(Agusti et al., 2019; Villiot et al., 2021). Este cambio en la comunidad resulta en cadenas tréficas menos
productivas y un secuestro de carbono al fondo del océano menos efectivo (Agusti et al., 2019; Gregg &
Rousseaux, 2019). Sin embargo, en los ultimos 10 afios surge una nueva paradoja, la “paradoja del
mixoplancton”, pues se ha observado que en regiones calidas y estratificadas los mixotréficos constitutivos
(MC, tienen la capacidad inherente de fototrofia y fagotrofia) usan la fagotrofia para suplir la falta de
nutrientes en aguas oligotrdficas (Mitra et al., 2014). El mixoplancton constitutivo tiene la ventaja de que
al optar por el modo fagotrofo obtiene C, N, P y micronutrientes por pastoreo y de esta forma también

enriquece niveles tréficos superiores (Glibert & Mitra, 2022; Millette et al., 2023).Por el contrario, los
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mixotréficos no constitutivos especialistas como Rhizaria, obtendran carbono fijado por fotosintesis de
manera transitoria por la ingesta y adquisicién de plastidos de microorganismos fotosintéticos (Figura 1,

Leles et al., 2018).

Los protistas se clasifican en 7 supergrupos que contienen una gran diversidad de especies. De estos el
supergrupo tSAR es el mas abundante en el océano (Burki et al., 2020). Este clado incluye a Telonemia,
Stramenopiles, Alveolata y Rhizaria (Figura 2). El grupo de las Stramenopiles a su vez incluye a las
diatomeas, pelagofitas y crysofitas. Las diatomeas son uno de los grupos de fitoplancton con mayor éxito
en el océano pues tienen una amplia distribucién espacial y se encuentran en distintos habitats en el
mundo (Malviya et al., 2016). En términos biogeoquimicos las diatomeas aportan aproximadamente el
20% de la productividad primaria nueva (PPN) del océano, y es el grupo que mas carbono exporta a los
sedimentos debido a su alta abundancia en regiones sumamente productivas (Falkowski et al., 2003,
2004). En la Antartida, por ejemplo, se ha encontrado que conforman mas del 25% de la abundancia del
total del fitoplancton apartir de analisis de la regién hipervariable V9 del gen 18S rDNA (Benoiston et al.,

2017; de Vargas et al., 2015).

Las pelagofitas son una clase relativamente nueva, reclasificada con base en el gen 18S del ARNr, donde
se paso a incluir al género Pelagomonas (Vaulot et al.,, 2008). Este género pertenece a la fraccidon de
picoplancton (miden apenas entre 0.2 y 2 um), aunque posee un genoma muy grande de 56 Mbp (Gobler
et al., 2011). También se las conoce por ser responsables de florecimientos algales en Sudafrica y al este
de Estados Unidos conocidos como “mareas cafés” (Gobler et al., 2011; Rynearson & Palenik, 2011; Vaulot
et al., 2008; Worden et al., 2012). Este grupo ha sido reportado como muy abundante en la corriente del

Golfo (Worden et al., 2012).

El grupo Alveolata, incluye a los dinoflagelados, y es un grupo muy diverso pudiendo ser heterétrofos,
autétrofos y mixotroficos. Estudios basados en filogenia molecular definieron tres grupos principales:
oxirrhinales, sindiniales y dinoflagelados. Los dinoflagelados incluyen a la mayoria de las especies descritas
en la literatura (Le Bescot et al., 2016). Mediante analisis metagendmicos se ha encontrado que una gran
fraccion de secuencias de los dinoflagelados, pertenecen al orden de las Gimnodiniales, algunas pocas al
orden de Peridiniales y el resto presenta una afiliaciéon poco clara (de Vargas et al., 2015; Le Bescot et al.,

2016).

Las haptofitas conforman parte de la fraccion pico y nanofitoplancton (5 — 20 W), estas incluyen, entre

otras, los cocolitoféridos y prymnesiofitas no cultivadas. Los cocolitoféridos presentan pequenas placas de
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carbonato de calcio llamadas cocolitos y, desde el punto de vista biogeoquimico, tienen un importante rol
en la bomba bioldgica del carbono (Balch, 2018). Por su parte, estudios de metagendmica dirigida y
citometria de flujo han encontrado que las pico-prymnesiofitas no cultivadas aportan, en promedio, la
misma cantidad de productividad primaria que la cianobacteria Prochlorococcus (Liu et al., 2009). Ademas,
se ha estimado que las pico-prymnesiofitas sin cultivar aportan el 25% de la biomasa fotosintética global
con diferentes contribuciones que se distribuyen en cinco provincias biogeograficas (desde los tropicos
hasta la zona subpolar) y asocian este éxito a la alta densidad de genes vinculados con el consumo de

nutrientes (Cuvelier et al., 2010).
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Figura 2. Nuevo arbol de la vida de eucariotas, basado en un consenso de estudio filogendmicos recientes. Los
supergrupos se marcan con colores. Las lineas discontinuas reflejan incertidumbre sobre la monofila de ciertos
grupos (Tomado de Burki et al. (2020)).
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@ No molecular data in 2004

Stramenopila

El monitoreo de la biodiversidad a partir de las moléculas de ADN y ARN ambiental nos permiten realizar
una evaluacidn directa de la composicion de la comunidad a una mayor resoluciéon taxonémica que
técnicas mas tradicionales. Por ejemplo, la identificacién mediante microscopio permite caracterizar la
comunidad de protistas hasta nivel de especie. Sin embargo, requiere un alto nivel de experiencia,
consumo de tiempo y puede fallar en la identificacion de especies cripticas y especies del picoplancton,
debido a la falta de caracteristicas morfoldgicas que permitan la distincion entre especies. Por otro lado,
métodos como cromatografia de alta resolucion (HPLC) y citometria de flujo pueden proporcionar
abundancias celulares precisas, pero su resolucidon taxondmica es limitada (Johnson & Martiny, 2015;

Lopes et al., 2022; Santi et al., 2021).
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Las nuevas técnicas de secuenciacion de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en inglés) han venido a
contribuir a mejorar la caracterizacion de la comunidad de protistas, permitiendo identificar unidades
taxondmicas, genes funcionales o secuenciacién de genomas de microorganismos completos. Uno de los
métodos mas usados que se beneficia de la HTS es el llamado metabarcoding. Este método se basa en la
amplificacion con la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) de marcadores
genéticos con informacién taxondmica o funcional. Para la identificacién de protistas, uno de los
marcadores mas utilizados es la regidon hipervariable V9 (aprox. 150 pb de longitud) de la subunidad 18S
de gen del ARN ribosomal (Amaral-Zettler et al., 2009). Este es un gen altamente conservado, pero con
suficiente variacién que permite distinguir entre taxones (Stoeck et al., 2010). Una vez obtenidos los
amplicones (fragmento/secuencia de ADN amplificado por PCR), éstos se secuencian. El procesamiento de
las secuencias crudas, con el uso de herramientas y programas bioinformaticos, agrupa aquellas que son
muy similares y se definen como unidades taxondmicas que se llaman, dependiendo del método de
agrupamiento, como OTUs (unidades taxondmicas operacionales) o ASV (variantes de secuencias de
amplicones). Este tipo de andlisis nos permite obtener un proxy de la abundancia relativa que aporta cada
unidad taxondmica, descritas como OTU/ASVs anotados (Lopes dos Santos et al., 2021; Santoferrara et al.,
2020; Santoferrara, 2019). Sin embargo, debemos de tener en cuenta que este método también puede
presentar la desventaja de un gran nimero de copias del gen ARN ribosomal en particular para protistas,
Este es el caso de algunos grupos (por ejemplo, Alveolata), que conlleva a una sobrerrepresentacion de
taxones en los sets de datos. Sin embargo, el nimero de especies del que se conoce su numero de copias

es muy bajo, lo que implica que este sesgo sea casi imposible de corregir (Lopes dos Santos et al., 2021).

El drea de estudio de este trabajo se centra en la regidén ocednica del Golfo de México (GdM), la cual es
una zona poco explorada comparada con la region costera (Duran-Campos et al., 2017; Hernandez-becerril
et al., 2008, 2012; Licea et al., 2011; Linacre et al., 2021, 2024; Parra-Toriz et al., 2011; Rodriguez-Gémez
et al., 2022) y la regién al norte, en Estados Unidos (Selph et al., 2021; Snyder et al., 2021; Brannock et al.,
2016; Countway et al., 2007). El GAM es una cuenca semicerrada subtropical, que se llena con aguas célidas
y oligotrdficas de la corriente de Lazo (Biggs, 1992; Biggs et al., 1996). Ademas, en su interior del GdM se
generan unas estructuras de mesoescala cuyas dinamicas redistribuyen la disponibilidad de nutrientes
(Lee-Sanchez et al., 2022), impactando directamente el ensamblaje de las comunidades de fitoplancton y
otros protistas (Linacre, et al., 2015; Rodriguez-Gémez et al., 2022). Estas comunidades son la base
alimenticia que sostiene, por mencionar un ejemplo, a larvas de peces de importancia comercial como el

Atun de aleta azul (Stukel et al., 2022).
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Bajo el argumento de que el golfo estd enriquecido de agua oligotrofica por la corriente de Lazo y los
remolinos de mesoescala propician condiciones favorables para la productividad primaria en la columna
de agua, en este trabajo se plantean las siguientes preguntas:

e (Cual es la estructura de la comunidad de los protistas en la zona oceanica del GdM?

e (Como se distribuye espacial y temporalmente la comunidad de protistas?

e (Cual es la funcidn en términos de flujo de energia (ej. predacion, parasitismo, simbiosis) de la

comunidad de protistas en el ecosistema ocedanico del GdM?

e iCOmo es la estructura de la comunidad metabdlicamente activa?

e (Cdémo responde la comunidad de protistas a condiciones naturales de luz/oscuridad?

e (iQué potenciales funciones metabdlicas presentan y como se relacionan con su funcidn ecolégica?
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Capitulo 2. Estructura, distribucion e inferencias funcionales de la
comunidad de protistas en condiciones calidas y oligotréficas, en la

region ocednica del golfo de México

2.1 Introduccion

Los protistas juegan un papel esencial en los ecosistemas oligotréficos, donde ademds de ser productores
primarios también desempefian funciones como mixotréficos, heterétrofos, saprofitos, pardsitos y
relaciones de simbiosis. Todas estas funciones influyen directamente en los ciclos biogeoquimicos y el flujo

de energia en el océano (Caron et al., 2012; Worden et al., 2015).

La estructura vertical de la zona fética en las regiones ocednicas muestra un fuerte gradiente de
temperatura y densidad en verano que se extiende desde la base de la capa de mezcla hasta la base del
maximo de fluorescencia (DCM, por sus siglas en inglés de Deep Chlorophyll Maximum). El perfil vertical
de la capa de mezcla (CM) se caracteriza por presentar valores casi homogéneos de temperatura, salinidad
y densidad, que son el resultado de una mezcla turbulenta inducida por el viento (de Boyer Montégut et
al., 2004; Huang et al., 2018. Dentro de la capa de ML, las aguas superficiales son cdlidas y estdn bien
iluminadas. Sin embargo, la baja disponibilidad de nutrientes es un factor que limita la produccidn primaria
(Sigman et al., 2012). Por otro lado, la biomasa de fitoplancton tiende a aumentar en el DCM junto con el
suministro de nutrientes, no obstante, es la disponibilidad de luz es el factor limitante de la produccién
primaria en esta capa, que a su vez limita la produccidn primaria (Eppley & Cullen, 1981; Sigman et al.,

2012).

El golfo de México (GdM) es una cuenca subtropical semicerrada que es alimentada por la corriente de
Lazo (CL) con agua calida y salina proveniente del mar Caribe que entra por el canal de Yucatan y sale por
el estrecho de Florida (Biggs, 1992; Biggs & Ressler, 2001). El agua superficial oligotroéfica que entra a la
cuenca a través de la CL no fertiliza el GAM. Sin embargo, existen otras condiciones y mecanismos dentro
del GAM que promueven la productividad primaria a través de procesos advectivos como los remolinos
anticiclénicos (ACE, por sus siglas en inglés de anticyclonic eddy) y sus efectos de borde, los remolinos
ciclénicos (CE, por sus siglas en inglés de cyclonic eddy) y las interacciones entre los ACE y CE que se forman

en la periferia (Biggs, 1992; Salmerdn-Garcia & Zavala-Hidalgo, 2011; Toner et al., 2003).
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Las principales estructuras de mesoescala dentro del GdAM son los remolinos anticiclénicos que se
desprenden de la CL (LCEs, por sus siglas en inglés Loop Current Eddies)). Estos remolinos son de gran
tamanio (> 200 km de didmetro) y viajan hacia el oeste hasta la plataforma de Tamaulipas-Veracruz donde
se disipan a lo largo de la pendiente contienental. Otras estructuras de mesoscala presentes son los CE
gue se forman alrededor del CL y el remolino ciclénico semipermanente de la hahia de Campeche en el

sur del GAM (Hamilton et al., 2018; Pérez-Brunius et al., 2013; Zavala-Hidalgo, 2003).

Las principales fuentes de variabilidad temporal de la clorofila dentro del GdM son el resultado del cambio
de la disponibilidad de nutrientes entre las condiciones de mezcla de la columna de agua durante el
invierno y las condiciones de estratificacién en la columna de agua en verano (Damien et al., 2018; Muller-
Karger et al., 2015; Pasqueron de Fommervault et al.,, 2017), se suma a los anterior, el cambio en la
intensidad de intrusion de la CL, que tiende a presentar una mayor intensidad en verano (Delgado et al.,
2019). Otro factor que influye en el aporte de nutrientes dentro de la columna de agua es la surgencia
costera que existe durante todo el afio en la regién de la plataforma de Yucatdn y que se intensifica en
verano al igual que CL (Kurczyn et al., 2021). Las otras fuentes de enriquecimiento de nutrientes incluyen
la descarga fluvial del rio Mississippi en el norte del GdM (Wawrik & Paul, 2004), el sistema fluvial Grijalva-
Usumacintay los escurrimientos de la plataforma Veracruz-Tamaulipas (Martinez-Lopez & Zavala-Hidalgo,

2009).

La regidn ocednica del GAM es un ecosistema oligotréfico que puede servir como un excelente laboratorio
natural para estudiar los efectos del calentamiento del océano, debido a que se propician las condiciones
en las que se proyecta la tendencia de la disminucién de la biomasa fotosintética, con un mayor éxito del

pico y nanoplancton (2 -20 um) (Agusti et al., 2019; Gregg & Rousseaux, 2019; Henson et al., 2021).

Entre las condiciones que lo hacen adecuado para estudiar los efectos del calentamiento de la superficie
del océano se encuentran la alta temperatura superficial de agua en verano (28 - 30 °C), la baja
concentracion de clorofila a superficial (< 0,15 mg.m), los cambios temporales en la capa de mezcla (< 40
m en verano a > 100 m en invierno) y las bajas concentraciones de nitrato en la capa superficial (0.2 umol
kgl—12 umol kg?) del GAM (Damien et al., 2018; Muller-Karger et al., 2015b; Pasqueron de Fommervault
et al., 2017).
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2.2 Antecedentes

La mayoria de los estudios realizados sobre micro eucariotas en la Zona Econédmica Exclusiva (ZEE) del
GdM se han centrado en las comunidades fitoplanctdnicas y han empleado analisis de microscopia
(Hernandez-Becerril et al., 2008; Hernandez-Becerril & Flores Granados, 1998; Licea et al., 2004, 2011,
2016; Linacre et al., 2021, 2024; Merino-Virgilio et al., 2013; Okolodkov, 2003; Parra-Toriz et al., 2011);
citometria de flujo para detectar Prochlorococcus, Synechococcus, bacterias heterétrofas y picoeucariotas
(Linacre, et al., 2015; 2019; 2024);y analisis moleculares como FISH-TSA para detectar picoeucariotas como
la especie Micromonas pusilla (Herndndez-Becerril et al.,, 2012). Por el contrario, los andlisis de
metabarcoding son escasos y se han centrado en evaluar la composicién bacteriana de la columna de agua
(Raggi et al., 2020)y las comunidades de zooplancton (Martinez et al., 2021). De hecho, aln no se han
realizado evaluaciones que empleen técnicas de secuenciacion masiva como el metabarcoding para
evaluar toda la comunidad de protistas en las aguas oceanicas de la ZEE del GdM. La secuenciacién de alto
rendimiento del gen ARN V9-18S permite estudiar las comunidades con alta resolucién taxonémica. A
partir de este enfoque se pueden identificar especies no cultivadas (Johnson & Martiny, 2015), especies
de picoplancton que carecen de estructuras morfoldgicas distintivas (Caron et al., 2012; Massana, 2011a;
Santi et al., 2021) y también permite detectar diferencias espaciales y temporales de las comunidades

(Santoferrara, 2019).

En el area oligotréfica alrededor de la isla de Cozumel, Rodriguez-Gémez y colaboradores (2022)
encontraron que los desplazamientos verticales de la nutriclina en la capa subsuperficial y de la MLfueron
los principales factores que moldearon la comunidad fitoplanctdnica, la cual contenia una baja abundancia
de diatomeas. Estudios a partir de citometria de flujo han reportado que las especies de Prochlorococcus
dominan la capa de mezcla en la regién oligotroéfica del sur del GdM, y la poblacién se distribuye de acuerdo
con las estructuras de mesoescala, con una mayor abundancia en remolinos anticicldnicos tanto en
invierno como en verano (Linacre et al., 2019; 2015). Ademas, cerca de la nutriclina se han identificado
ecotipos de Prochlorococcus que estan asociados a condiciones de baja luzy que podrian ser transportados
hacia el interior del GdM por los remolinos que se desprenden de la CL (Linacre et al., 2019). Por otro lado,
utilizando hibridacion fluorescente in situ acoplada con amplificacién de sefial de tiramida (FISH-TSA),
(Hernandez-Becerril et al., 2012) sugirieron que durante el invierno la picoeucariota Micromonas pusilla
juega un papel como productor primario y exportador de carbono similar que los grupos de diatomeas y

cocolitoféridos en la regidon de Campeche.
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2.3 Justificacion

Diferentes modelos de cambio climatico global predicen que la superficie en el océano abierto se calentara
y como consecuencia provocard una fuerte estratificacion en la capa de mezcla, disminuyendo la
intensidad y la frecuencia del bombeo subsuperficial de agua rica en nutrientes hacia los estratos
iluminados de la columna de agua, aunado a estresores como la acidificacién y la desoxigenacion del
océano (Henson et al., 2021). Estos cambios tendran un efecto directo sobre los ciclos biogeoquimicos y
las redes alimenticias. Dado que los protistas se encuentran en la base de las redes alimenticias y son el
vinculo con los niveles superiores (Worden et al., 2015), es de suma importancia el conocimiento sobre
estas comunidades, las consecuencias que generan los cambios ambientales en la base de las redes
alimenticias marinas. En particular, este conocimiento es todavia muy escaso en las regiones oceanicas y
oligotréficas como del GAM. Por lo anterior, este estudio tiene como propdsito establecer una linea base
la estructura la funciéon de los protistas que habitan la regidon de aguas profundas del GdM. Esta

informacidn ayudara en la evaluacién de los cambios futuros en el ecosistema.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue evaluar la estructura de la comunidad de los protistas y su funcién en la
region oceanica del GdM, y establecer una linea base para contribuir a un mejor conocimiento que pueda

ser util para evaluar futuros cambios en la comunidad.

2.4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la estructura de la comunidad y la variabilidad espacial y temporal de los protistas en

la MLy el DCM en la region oceanica del GdAM

e Evaluar qué factores ambientales tienen efecto en la estructura de la comunidad en la ML y el

DCM
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e Evaluar qué tipos de relacién protista-protista pueden moldear la comunidad, con base en analisis

de co-ocurrencia.

2.5 Meétodos

2.5.1 Colecta de muestras

Se colectaron muestras de agua de mar desde la zona eufética durante la temporada calida en la regién
oceanica del golfo de México (GdM), en cuatro campafias oceanograficas llamadas XIXIMlIs: XIXIMI-04 (del
27 de agosto al 16 de septiembre de 2015), XIXIMI-05 (del 10 al 25 de junio de 2016), XIXIMI-06 (del 15 de
agosto al 8 de septiembre de 2017) y XIXIMI-07 (del 9 de mayo al 2 de junio de 2019) (Figura 3). Las
muestras fueron obtenidas 44 estaciones (Fig. 3), tomando agua a dos niveles de profundidad: dentro de
la capa de mezcla (ML, 5 m) y en el maximo de fluorescencia (DCM, en un rango de 50 - 120 m,

dependiendo de la profundidad del maximo de fluorescencia en cada estacién).

En total, se tomaron 92 muestras utilizando botellas Niskin de 20 L montadas en un carrusel SBE32 con 12
posiciones, y acopladas a un CTD SBE 911plus equipado con un sensor de fluorescencia Seapoint (Seapoint

sensor inc. Exenter, NH, USA) y un sensor de oxigeno disuelto SBE43 (Sea-Bird Electronics Inc.).

Para cada muestra, se pre-filtraron 6 L de agua de mar a través de una malla Nitex de 200 um, para
minimizar la presencia de eucariotas multicelulares, y la muestra se dividié en dos submuestras de 3 L para
su filtracidon. Cada muestra se filtré al vacio usando una bomba EYELA 100S sobre filtros de policarbonato
Whatman® Nuclepore™ track-etched con un tamafo de poro de 0.8 um y de 47 mm de didmetro, para

obtener la fraccidn entre 200 y 0.8 um, la cual es la faccién enriquecida con protistas.

Cada membrana se guardé en un criotubo de 2 mL y todas las muestras se congelaron directamente en

nitrégeno liquido y en el laboratorio se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.
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Figura 3. Ubicacion geografica de las estaciones de colecta de agua de mar para el estudio de protistas durante los
cruceros oceanograficos XIXIMI-04 (del 27 de agosto al 16 de septiembre de 2015), XIXIMI-05 (del 10 al 25 de junio
de 2016), XIXIMI-06 (del 15 de agosto al 8 de septiembre de 2017) y XIXIMI-07 (del 9 de mayo al 2 de junio de 2019).
Se indica en el mapa la division del area de muestreo en las regiones de la corriente del Lazo (LC; estaciones dentro
de la LCy el canal de Yucatan), norte (al norte de la ZEEE; 25-23 ° N), centro (centro del GdM; 22-21 ° N) y sur (Bahia
de Campeche; 20-19 ° N).

2.5.2 Condiciones ambientales

La profundidad de la capa mezcla (ML) se estimé mediante el método de Huang et al. (2018) por perfil de
densidad individual, el cual proporciona un indice de calidad (Ql) adaptado por Lorbacher et al. (2006).
Ademds, se determind la frecuencia Brunt-vaisala (N2) como proxy de la estabilidad de la columna de agua
(Millard et al., 1990). Para organizar las muestras de acuerdo con las estructuras de mesoescala se utilizd
la isopicna de los 25.5 kg.m™ como proxy de la profundidad de la nutriclina (Pasqueron de Fommervault
et al,, 2017). Mediante mapas de la anomalia de la altura superficial del mar (SSH, por sus siglas en inglés
Sea Surface Heigth Anomaly provenientes de datos de altimetria multisatelital de CCAR (Colorado Center
for Astrodinamics Research (Leben, 2005), se identificd si las muestras se encontraban dentro de una
estructura de mesoescala (Figura 4). Las estaciones se clasificaron con base en la profundidad de la

isoterma de los 20 °C como provenientes de: remolino anticiclénico (ACE, > 150 m), remolino ciclénico (CE,
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<110 m) y sin remolino (NE, 110-150 m) segun la metodologia propuesta por Velasquez-Aristizabal et al.

(2022).
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Figura 4. Mapas por crucero de la altura superficial del mar (cm) indicando las estaciones de colecta de las muestras
de agua de mar para el analisis de metabarcoding de protistas. Los simbolos de cuadro rojo, azul y negro representan
las muestras localizadas en un remolino anticiclonico (ACE), remolino ciclonico (CE) y sin remolino (NE)
respectivamente.

El andlisis de los nutrientes de las profundidades ML y DCM se realizé en el laboratorio de biogeoquimica
de nutrientes del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (IIO de la UABC) con un analizador de
nutrientes automatizado AA3-HR (Seal Analytical) siguiendo el protocolo descrito en el Repeat
Hydrography Manual GO-SHIP (Hydes et al., 2010). El nitrato+nitrito y el acido silicico se determinaron
segun una modificacion del procedimiento de Armstrong et al., (1967). Los materiales de referencia para
nutrientes de agua de mar (RMNS), lote CCy lote CD desarrollados por The General Environmental Technos
Co. (Kanso Technos), Japon (Hydes et al., 2010), se analizaron repetidamente durante las pruebas para
evaluar la exactitud y la precision. El limite de deteccidn para la concentracion de nitrato+nitrito y acido

silicico fue de 0-02 y 0-04 umol kg™, respectivamente.



15
2.5.3 Extracciéon de ADN, amplificacién por PCR y preparacién de las librerias de

secuenciacion

El ADN total se extrajo de las membranas de 0.8 um Nucleopore con el kit DNeasy Power Water (Qiagen,
Hilden, Alemania). Para aumentar el rendimiento de la extraccién del ADN total se afiadieron 200 L de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Sigma-Aldrich) durante el proceso de lisis celular. Una vez
obtenido el ADN, este se cuantifico por espectrofotometria en un Nanodrop ND-2000 (Thermo Scientific)
y la calidad fue verificada por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %. Las bibliotecas de secuenciacién
se generaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés polymerase chain
reaction) amplificando la region V9 del gen 18S rRNA, utilizando los cebadores 1389F (5'-
GCCTCCCTCGCGCCATCAG -3') y 1510R (5'- GCCTTGCCAGCCCCTCAG -3') (Amaral-Zettler et al., 2009), y de
acuerdo con el método de Kozich et al. (2013). El método descrito por de Kozich et al. (2013) permite
generar las librerias con doble indexado en un solo paso de amplificacion, dado que se utilizan unos oligos
compuestos que contienen el primer taxondmicamente informativo, los indices para la identificacidon de
las muestras y los adaptadores para la ligacidon a la flowcell. Las reacciones de PCR se realizaron por
duplicado para cada muestra utilizando 10 ng de ADN. Para la reaccidon de la PCR se utilizd una
concentracién final de 1X Mix My Taqg™ (Bioline, Londres, Reino Unido) 0.4 pl de cada cebador forward y
reverse, 0.6 ul de MyTaqTM DNA polymerase (Bioline), en un volumen total de 20 pl. Las condiciones
térmicas fueron: una desnaturalizacién inicial de 95 °C durante 5 min, seguida de 32 ciclos de 95 °C durante
20's, 55 °C durante 15s, 72 °C durante 5 min, y finalmente una extension final de 72 °C durante 7 min. Se
utilizé un control negativo para verificar ausencia de contaminacion. Este control no produjo amplificacion.
Los productos PCR se limpiaron y se seleccionaron por tamafo de fragmento con SequalPrepTM
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos
normalizados se cuantificaron utilizando un fluorémetro Qubit 3.0 con kit de ensayo de dsDNA de alta
sensibilidad (ThermoFisher Scientific). Finalmente, los productos PCR se agruparon hasta alcanzar una
concentracién equimolar y se secuenciaron utilizando el kit MiSeq Reagent V2® paired-end sequenced (2
x 151) en la plataforma lllumina MiSeq en las instalaciones del Centro de Investigacidon Cientifica y de

Educacién Superior de Ensenada (CICESE).

2.5.4 Procesamiento de las secuencias y asignacién taxondmica

La secuenciacién de los amplicones se realizéd en dos eventos de secuenciacion. El primero incluyé 48

muestras de los cruceros XIXIMI-5 y XIXIMI-6 de las profundidades ML (n=25) y DCM (n=23), mientras que
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el segundo incluyd 44 muestras de los cruceros XIXIMI-4 y XIXIMI-7 de las profundidades ML (h=21) y DCM
(n=23). Los datos de cada secuenciacidn se procesaron de forma independiente. Los cebadores V9 y los
adaptadores universales de Illlumina fueron eliminados con Cutadapt v.2.5 (Martin, 2011). Este proceso

también incluyod el descarte de lecturas con homopolimeros > 10 bases y con una longitud menor a 70 pb.

Posteriormente, las secuencias prefiltradas fueron procesadas siguiendo el pipeline de DADA2 v 1.8

(Callahan et al., 2016) (https://benjineb.github.io/dada2/tutorial 1 8.html) para eliminar nucleétidos

indeterminados (denoised), con los parametros minLen 80 (longitud menor a 80 pb), maxEE 2, 2, truncQ
10 (nimero maximo de errores esperados) y los parametros de merging de minOver 10 y maxMM 0 y
obtener las variantes de secuencias de amplicones los ASVs (Amplicon Sequence Variant), todo realizado
en el ambiente de R v. 3.5.0 (R Core Team, 2017). Los ASVs obtenidos de los dos conjuntos de datos se
fusionaron en una Unica tabla de secuencias y finalmente se eliminaron las quimeras con el método de
consenso. Para ello, a partir de una tabla de secuencias se comprueban independientemente los ASVs en
busca de bimeras, y finalmente se toma una decisidon consensuada sobre cada ASV por alineamiento de

las secuencias (Callahan et al., 2016).

Las asignaciones taxondmicas se realizaron con la base de datos especializada y curada para protistas
Protist Ribosomal Reference (PR2) v.4.12 (Guillou et al., 2012)con el método de clasificacién bayesiano
ingenuo y utilizando la funcidn assignTaxonomy (bootstrap > 80) de DADA2. Posteriormente los ASVs
asociados al Supergrupo Opisthokonta y los ASVs no asignados (NA) en el rango taxondmico de Division

fueron eliminados del andlisis por no ser objeto de este estudio.

Los resultados se manejaron como “objetos phyloseq” el cual contiene las secuencias, la taxonomia y el
conteo de las lecturas obtenidas para cada muestra para el andlisis ecolégico (McMurdie & Holmes, 2013)
para el andlisis ecoldgico. El andlisis de diversidad alfa (Shannon y Chao1l) se realizd con el paquete R

microbiome utilizando la funcién global.

2.5.5 Andlisis estadistico

Debido a la naturaleza composicional de los datos, las lecturas obtenidas de la secuenciacién de ADN se
normalizaron mediante la transformacion de la relacidn logaritmica centrada (clr), con el fin de corregir el
diferente nimero de secuencias obtenidas por muestras (Gloor et al., 2017). Los parametros ambientales

se normalizaron mediante Z-score para el analisis multivariante.


https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial_1_8.html
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El andlisis de coordenadas principales (PCoA) fue basado en las distancias de Aitchinson, calculadas a partir
de las distancias euclidianas de los datos de abundancia normalizados con logaritmo centrado (clr) con el
paguete de Vegan v.2.5. en R (Oksanen et al., 2020). El analisis de similitud ANOSIM se realizd con 999
permutaciones a partir de una matriz de distancias de Aitchinson para probar la disimilitud de la

comunidad entre los grupos de muestras.

Se utilizé la funcién adonis para el analisis multivariante permutado de varianza PERMANOVA (con 999
permutaciones y matriz de distancias de Aitchinson) para probar la diferencia significativa entre las

variables categdricas: region, crucero y estructuras de mesoescala (ACE, CE y NE).

Para determinar qué factores ambientales tendrian un efecto y qué porcentaje de variacidn podria explicar
la composicién de la comunidad de microeucariotas, se utilizd el andlisis de redundancia basado en
distancias (db-RDA) (Legendre & Anderson, 1999), con distancias de Aitchinson y datos ambientales

normalizados con z-score.

Los datos ambientales se seleccionaron cuando el factor de inflacidon de la varianza (VIF) fue inferior a
cuatro y se seleccionaron las variables ambientales de temperatura (°C), nitrato (NO3) umol/kg, oxigeno
(umol/kg), latitud, fluorescencia (unidades relativas), salinidad absoluta, acido silicico (Si) y carbono
organico disuelto (DOC, por sus siglas en inglés) (umol/kg). Ademas, se comprobd la significancia del
modelo de db-RDA y mediante una prueba de permutacion ANOVA-like analizamos qué variables
ambientales contribuyeron significativamente a la variacién de la composicion de la comunidad (Legendre

et al,, 2011).

Para predecir la abundancia de los principales taxones de microeucariotas a partir de las variables
ambientales, se analizé la correlacion entre las abundancias de los 35 taxones abundantes (> 1%) y las
variables ambientales con un modelo de regresion sPLS (minimos cuadrados parciales) con la funcién spls
() del paguete 'Mixomics' en R (Rohart et al., 2017). La técnica no se limita a variables no correlacionadas
y puede utilizar variables ruidosas, colineales (correlacionadas) o ausentes, con este método se puede

predecir un grupo de variables a partir de otro grupo de variables (Lé Cao et al., 2008).

Las diferencias significativas de abundancia entre los 35 microeucariotas con respecto a las estructuras de
mesoescala se evaluaron con un analisis no paramétrico de diferencia de rangos Wilcoxon a partir de las

comparaciones pareadas de las estructuras ciclonicas (CE), anticiclénicas (ACE) y sin remolino (NE).
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Ademas, se utilizd Deseq2 (andlisis de abundancia diferencial) basado en una distribucién binomial
negativa (Love et al., 2014) para evaluar si la abundancia de ASV diferia significativamente entre el MLy el

DCM, la significancia de los ASV fue ajustada un valor p < 0.01.

Finalmente, se realizd un analisis de redes de co-ocurrencia utilizando SPIEC-EASI (por sus siglas en inglés
de: sparse inverse covariance estimation for ecological association inference) v. 1.1.0 (Kurtz et al., 2015)
con el método de vecindad "mb” (Meinshausen-Buhlmann), 50 repeticiones y ASVs con la taxonomia
agrupada al rango taxondmico mas bajo. Las especies clave se detectaron con un valor de degree > 10 (es
decir, el nimero de asociaciones/edges conectados por nodo/ASV) y betweenness > 1000 (el nimero total

de caminos aleatorios mas cortos entre nodos).

Por ultimo, se filtraron las asociaciones/edges positivos y negativos (> 0,02) de la red con las 80 ASV mas
prevalentes en cada profundidad. La estadistica de la red se realizd con el paquete de R 'igraph' (Csardi &
Nepusz, 2006), y las asociaciones de la red se visualizaron con chord diagram utilizando el paquete de R

'Circlize' (Gu et al., 2014).

2.6 Resultados

2.6.1 Condiciones ambientales

Durante el muestreo, la columna de agua se presentd muy estratificada (Figura 5A), lo cual fue evidente
por los valores promedios de la ML < 40 m en cada uno de los cruceros (XIXIMI-4 =31 m, XIXIMI-5 =22 m,

XIXIMI-6 = 28 m y XIXIMI-7 = 40 m).

La ML se caracterizé por altas temperaturas (27.2 a 30.6 °C) (Figura 4B), un amplio rango de valores de
salinidad (34.4 a 36.6 g kg!) (Figura 5C), bajas concentraciones de nitrato de 0.54 umol kg hasta por
debajo del limite de deteccidn (en 0.02 umol kg™; Figura. 5D), que contrastaron con los altos valores de
acido silicico (~ 1-2 umol kg) que fue especialmente altos sélo en la regién sur (> 2 umol kg, Figura 5E).
Por otro lado, el DCM se caracterizé por bajos valores de fluorescencia cuando este nivel fue profundo
(90-120 m, 0.42 RFU) y altos valores cuando el maximo de fluorescencia se encontré entro entre los 50 a

75 m, con 1.34 RFU en promedio (Fig. 6B y 6D).
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En el DCM la temperatura se ubicd en un rango de 20.5 a 27.7 °C, mientras que la salinidad oscil6 entre 36
y 36.6 g kg, y la concentracion maxima de nitrato entre 5-2 umol kg hasta por debajo del limite de
deteccién (Figura 5B y Figura 5E). La nutriclina (Figura 5F), fue menos profunda durante XIXIMI-4 (87 m)
qgue durante XIXIMI-5 (89 m), XIXIMI-6 (120 m), y XIXIMI-7 (112 m). Durante crucero XIXIMI-5 se colecté la
estacion PO1, situada en el nucleo de un remolino anticiclénico recientemente desprendido de la CL

llamado Poseiddon (Horizon Marine Group, www.horizonmarine.com/loop-current-eddies), y fue la

estacion con mayor profundidad de nutriclina (255 m) del conjunto de datos.

Otras estaciones con valores de nutriclina profundos fueron A10 (XIXIMI-5 = 167 m; XIXIMI-6 = 217 m; y
XIXIMI-7 = 238 m) situada en la CLy las estaciones Y7 (XIXIMI-7 = 157 m) y Y9 (XIXIMI-7 = 244 m) ubicadas
en la region del Caribe (Figura 3). Desde un punto de vista regional, el area asociada al remolino ciclénico
de la Bahia de Campeche fue la mas estratificada (ML = 21.4 m, nutriclina = 73 m; Figura 5A y Figura 5F),
mientras que las estaciones dentro de la CL, y las regiones norte y central del golfo fueron las menos
estratificadas (ML promedio de 40 m, nutriclina promedio de 167 m de profundidad, Figura. 5A y Figura
5F). La concentracién media de nitrato en el sur del golfo exhibié valores bajos de nitrato sélo en el ML
(promedio de 0.1 umol kg?) y valores mas altos en el DCM (promedio de 1.2 umol kg'; Figura 5D), en
contraste con las estaciones CL que fueron bajos (0.1 umol kg’ en ambas profundidades (ML y DCM)

(Figura. 5D).

2.6.2 Patrones de distribucién y diversidad en la regién oceanica del GdM

De las 92 muestras se obtuvieron un total de 4 524 956 lecturas, con un promedio de 49 184 lecturas por
muestra que generaron un total de 4 679 ASVs Unicos, con un promedio fueron 453 ASVs observados por
muestra. La estacién A10 (ML, XIXIMI-7) fue la que presentd un mayor numero de ASVs (871) y la estacion

A4 (DCM, XIXIMI-5) el minimo con ASVs observados (87).

A partir del analisis de rarefaccién se obtuvo que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para
representar a la comunidad de protistas en ambas profundidades (Figura 7). El valor maximo del indice de
diversidad de Shannon fue de 5.7 en la ML de la estacién A10 de la campaiia XIXIMI-7, y el minimo fue de
4 en el DCM de la estacién A4 del crucero XIXIMI-5. A partir del analisis de normalidad Shapiro-Wilk, se
observé que la distribucién de la diversidad de Shannon fue normal (p=0.136), al igual que la riqueza

(p=0.107), lo que permitid realizar el analisis de varianza (ANOVA) para cada categoria.


http://www.horizonmarine.com/loop-current-eddies
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El ANOVA mostré que las variables categdricas de crucero (p= 0.000***) y region (p= 0.011*) presentaron
diferencias significativas (Tabla. 1). La riqueza también presentd diferencias significativas en ambas
variables categéricas (crucero, p= 0.000*** y region p=0.045*). Por otro lado, no se obtuvieron diferencias
significativas en las variables categéricas de profundidad y mesoescala con respecto a la diversidad de

Shannony la riqueza de especies.

Con la prueba a posteri TukeyHDS se obtuvieron diferencias significativas del crucero XIXIMI-5 con
respecto a los demas cruceros y las estaciones dentro de la CL con respecto a la regidn norte y sur (Tabla.
1). Ademas, respecto a la riqueza y diversidad de Shannon por regidn, los valores mas altos se encontraron

en la zona del Caribe y la CL (Figura 8).
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Figura 5. Promedio de las condiciones ambientales observadas en el agua superficial (ML, capa de mezcla) y
subsuperficial (DCM, maximo de fluorescencia) durante las cuatro campafas oceanograficas XIXIMlIs realizadas en
época calida en la region oceanica del golfo de México. A) CM (m), B) temperatura (°C), C) salinidad absoluta (SA) (g
kg-1), D) nitrato (umol kg-1), E) acido silicico (umol kg-1), F) nutriclina (m, profundidad de distribucion de la isopicna
25.5). En cada panel las muestras se agrupan en estaciones de la corriente en Lazo (CL, norte, centro y sur). Los
diagramas de cajas y bigotes indican la mediana (linea horizontal dentro de la caja), rango intercuartil (caja), minimos
y maximos (bigotes verticales) y valores atipicos (puntos) de cada variable por regién y en cada nivel de profundidad.
Los colores verde y rosa representan los niveles del DCM y la ML, respectivamente.
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Figura 6. Perfiles de temperatura potencial (8; °C; izquierda) y fluorescencia (RFU derecha) en condiciones ciclonicas
(a'y b) comparadas con condiciones anticiclénicas (c y d).
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Figura 7. Gréfica de curvas de rarefaccién por muestra agrupado por crucero: XIXIMI-4, XIXIMI-5, XIXIMI-6 y XIXIMI-
7.
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Tabla 1.Anélisis de varianza de los indices de diversidad de Shannon y de riqueza (ASVs observados) con respecto a

las variables categdricas de profundidad, crucero y mesoescala.

Analisis de varianza ANOVA

df F-value

Shannon - profundidad 1 0.062
Shannon - Crucero 3 8.702
Shannon-Regién 3 3.908
Shannon-Mesoescala 2 1.138
Riqueza- Crucero 3 8.702
Riqueza-Regidon 2 2.782
Riqueza-Mesoescala 2 051

p-value
0.804
0.000***
0.011*
0.325
0.000 ***
0.045 *
0.602

(Significancia: p< 0 ***; p< 0.001 **; p< 0.01 *)
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Figura 8. indices basados en ASVs de (A) riqueza de especies e indice (B) de diversidad de Shannon en la capa de
mezcla (ML, color rosa) y en el maximo de fluorescencia (DCM, color verde), en la regidén norte, centro, sur y las

estaciones dentro de la corriente de Lazo y el Caribe (CL).
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El patron de abundancia fue distinto entre ML y DCM, aunque, en ambas profundidades, el supergrupo
Alveolata fue el mas abundante con un total de 1 581 626 lecturas (70%) en la MLy 1 224 638 (54%) en
DCM (Figura 9). En la ML el supergrupo Stramenopiles conformé el 14% del total de las lecturas seguido

del supergrupo Hacrobia con un 10%.

En DCM, el patron de abundancia relativa cambio, ya que después de Alveolata, Rhizaria (20 %) fue el
supergrupo con mayor numero de lecturas, seguido de Stramenopiles (13%). El supergrupo Hacrobia

disminuyd a un 7% el numero de lecturas en esta profundidad.

A) ML 2, 285,030 lecturas B) DCM 2,239,926 lecturas

[zl
iz Hacrobia

o
4% iy
i 70

Hacrobia Stramenopiles
10% 13%

Stramencpiles Rhizaria

= 22%

Figura 9. Proporcién de lecturas por filo en las profundidades de estudio: MLy DCM.

Excluyendo Alveolata, la diversidad en la ML fue dominada por MAST (Marine Stramenopiles) (Figura 10a).
Dentro de este grupo, MAST-1D (13% en promedio) fue el que presenté un mayor porcentaje, con valores
maximos de 25 y 26% en las estaciones G40 del crucero XIXIMI-6 y Y7 del crucero XIXIMI-7, seguido de los
géneros MAST-1C (4%), MAST-4B (5%), MAST-3E (5%) y MOCH-5(6%). El segundo grupo con mayor
abundancia relativa en la ML fue el super grupo Hacrobia, observandose una mayor proporcion
Prymnesiaceae (Familia) (13% en promedio) con un maximo de 25% en la estacion A10 del crucero XIXIMI-
5y, en menor proporcién, los géneros Chrysochromulina (5%), Braarudosphaera (4%) y Gephyrocapsa

(2%).
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Con respecto a las diatomeas (Figura 10A), el orden Bacillariophyta y la familia Raphid-Pennate tendieron
a presentar bajas abundancias, presentaron en promedio de 3 y 4% en la ML. Sin embargo, los ASVs
asignados como Bacillariophyta presentaron altas abundancias en las estaciones G41, G44 y H45 del
crucero XIXIMI-4 en la regidn sur (estaciones asociadas a estructuras ciclénicas) con abundancias de 40%,
26% y 53% respectivamente. Por otro lado, los ASVs asignados a la familia Raphid-Pennate presentaron
una abundancia maxima de 45% en la estacién TS-1 del crucero XIXIMI-5 (Figura 102), Esta localidad estuvo

asociado a un CE y las condiciones oceanograficas mostraron influencia costera en la columna de agua.
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Figura 10. Abundancia relativa de los principales grupos de protistas, excluyendo Alveolata, en A) la capa de mezcla
(ML) y B) el maximo de fluorescencia (DCM). Las estaciones de muestreo se ordenaron por regiones: estaciones
dentro de la corriente de Lazo y canal de Yucatan (CL), norte (region al norte de la Zona Econdmica Exclusiva de
Meéxico (ZEE), centro (centro del golfo de México GdM), y sur (bahia de Campeche). El mapa de calor en la parte
inferior de cada grafica de barras representa la concentracion de nitrato, el color gris indica la ausencia de datos. Las
estaciones etiquetadas en azul se asocian a estructuras ciclénicas y las de color rojo con estructuras anticiclonicas.
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En contraste, la abundancia en el DCM, sin incluir Alveolata (Figura 10b), fue dominado por el género
Pelagomonas con una abundancia promedio de 33% y un maximo de 58% en la estacidon A10 del crucero
XIXIMI-5. En segundo lugar, el ASV Spumellarida-Group-I presenté una abundancia promedio de 12% y un
maximo de 61% en la estacién E33 del crucero XIXIMI-6. En menor porcentaje se presentaron abundancias
relativas promedio los radiolarios de los clados ambientales RAD-A (4.4%), RAD-B- Group-Il (2.2%), RAD-B-
Group-1 (2.7%). En esta profundidad del DCM se observé un aumento de la abundancia relativa promedio

del género Phaeocystis (4.2%) comparado con superficie.

La abundancia relativa promedio de Ostreococcus fue baja (3%), presentd maximos de 20% en la estacion
A10 del crucero XIXIMI-4y 15 % en la estacidn A6 de XIXIMI-7 (estaciones asociadas a estructuras ciclénicas
y frentes). Ademas, Ostreococcus (Figura 11A) fue el Unico género que mostrd un aumento significativo de
la abundancia en las estructuras ciclénicas ademds de mostrar diferencias significativas entre las
estructuras cicldnicas vs anticicldnicas (p=0.00069) (Figura. 11A). También la abundancia relativa del
género Ostreococcus (perteneciente a las Mamiellales) tendié a aumentar significativamente cuando la

nutriclina fue somera (ro=-0.47, p= 0.00099, Figura 11B).
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Figura 11. A) Gréfico de bigotes de la abundancia promedio del género Ostreococcus comparando las variables
categadricas remolino anticiclénico (ACE), remolino ciclénico y sin remolino (NE). B) Correlacién de Spearman de la
abundancia de Ostreococcus con la profundidad de la nutriclina.
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2.6.1 Relacion de las variables ambientales con la comunidad de microeucariotas

En el andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en distancias de Aitchison mostré que la
comunidad de microeucariotas se agrupd principalmente en relacién con la profundidad (Figura 12). Las
muestras de la ML formaron un grupo con mayor similitud comparado con DCM que presentaron una

distribucidn mas dispersa.

El resultado se robustece con el analisis de PERMANOVA con el cual se obtuvieron las mayores diferencias
significativas con respecto a la profundidad, indicandoque esta fue la variable que explica la mayor

variabilidad de la composicion de especies (PERMANOVA, R?= 0.38, p=0.001**, Tabla 2).

PCoA basado en distancias de Aitchinson
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Figura 12. Analisis de coordenadas principales basado en distancias de Aitchison agrupados por los estratos de
profundidad. El color indica la profundidad (rosa ML y verde DCM) y la simbologia en los puntos de datos indica el
crucero.

Al observar que la comunidad se separaba por profundidades (Figura 12), se analizaron las muestras de la
ML y DCM independientemente y con relacion a las variables categéricas: crucero, regidon y mesoescala.
En la ML los resultados del PERMANOVA (Tabla. 2) mostraron que la comunidad fue significativamente

distinta entre cruceros (p= 0.001, R2= 0.18, F= 3), y entre regiones (p=0.001, R2=0.12, F=1.8).
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La variable mesoescala también fue significativa, aunque explica con un porcentaje menor la variabilidad
de la comunidad (p=0.002, R2=0.07, F=1.7). Al realizar el analisis por pares de la variable crucero y region
se observo que el crucero XIXIMI-5 y la region de la corriente de Lazo vy el caribe (LCs) fueron las que

aportaron las diferencias significativas en la ML (Tabla. 4).

En el DCM, el analisis de betadispersién mostré que las variables crucero y regién no cumplieron con el
supuesto de homogeneidad, ya que la betadispersidn fue significativa en ambas variables. Sélo la variable
mesoescala cumplié con el supuesto de homogeneidad. La mesoescala explicé el 11% de la variabilidad

(Tabla 3y5).

Tabla 2.Muestra el andlisis de PERMANOVA de la comunidad en la MLy DCM con respecto a las variables categéricas
crucero, region y profundidad.

R? F p
ML - Crucero 0.18 3.0 0.001 ***
ML - Regidon 0.12 1.8 0.001 ***
ML- Mesoescala 0.07 1.7 0.002**
DCM - Crucero 0.12 1.6 0.001 ***
DCM - Regién 0.14 1.9 0.007 ***
DCM - Mesoescala 0.11 2.2 0.001 ***

(Significancia: p< 0 ***; p< 0.001 **; p< 0.01 *)

Tabla 3. Analisis ANOVA de la betadispersion por profundidad de A) capa de mezcla (ML) y B) maximo de
fluorescencia (DCM) por variables categoricas.

A) ANOVA BETADISPER ML

F p
Crucero 1.4388 0.23
Region 1.7604 0.173
Mesoescala 1.6954 0.183

B) ANOVA BETADISPER DCM

F p
Crucero 3.0909 0.035 *
Region 3.9424 0.016 *
Mesoescala 0.1568 0.85

(Significancia: p< 0 ***; p< 0.001 **; p< 0.01 *)
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Tabla 4. Comparaciones pareadas de las variables categodricas A) crucero, B) region y C) mesoescala de la ML (999

repeticiones).

A) Comparacion cruceros R? p p. ajustado
XIXIMI-5 vs XIXIMI-6 0.10 0.001 0.006*
XIXIMI-5 vs XIXIMI-4 0.12 0.001 0.006*
XIXIMI-5 vs XIXIMI-7 0.15 0.001 0.006*
XIXIMI-6 vs XIXIMI-4 0.07 0.024 0.144
XIXIMI-6 vs XIXIMI-7 0.16 0.001 0.006*
XIXIMI-4 vs XIXIMI-7 0.21 0.001 0.006*
B) Comparacion regién R? P p. ajustado
CL vs Norte 0.08 0.001 0.006*
CL vs Centro 0.10 0.001 0.006*
CL vs Sur 0.13 0.001 0.006*
Norte vs Centro 0.05 0.298 1
Norte vs Sur 0.06 0.092 0.552
Ccentro vs Sur 0.08 0.249 1
C) Comparacion mesoescala R? P p. ajustado
ACE vs NE 0.05 0.039 0.117
ACE vs CE 0.10 0.001 0.003*
NE vs CE 0.04 0.068 0.003*

(Significancia: p< 0 ***; p< 0.001 **; p< 0.01 *)
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Tabla 5. Comparaciones pareadas de la variable categérica Mesoescala del maximo de fluorescencia (DCM) (999
repeticiones).

Comparacion Mesoescala R? p p. ajustado
ACE vs NE 0.07 0.002 0.006*

ACE vs CE 0.06 0.001 0.003*

NE vs CE 0.17 0.001 0.003*

ignificancia: p< - p< 0.  p< 0.
(Significanci 0 ***; p< 0.001 **; p< 0.01 *)

Con el analisis de dbRDA se observd que en la ML las variables de silicio, temperatura, oxigeno, latitud y
salinidad tuvieron un efecto significativo (p=0.001) sobre la variabilidad explicada de la comunidad,
aunque, solo explicé el 15% de esta variabilidad (Figura 13a). Para DCM, el modelo de dbRDA también fue
significativo (p= 0.001), sin embargo, en este caso solo las variables de nitrato y temperatura tuvieron un
efecto significativo sobre la variabilidad de la comunidad de microeucariotas, no obstante, solo explicd un

10.6% de la variabilidad (Figura 13b).
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Figura 13. Analisis de redundancia basado en distancias. A) Analisis de redundancia basado en distancias de la capa
de mezcla (ML) y B) Analisis de redundancia basado en distancias de la profundidad del maximo de fluorescencia
(DCM). Cada punto representa una estacion y el color del punto indica el crucero y la forma indica el crucero. Las
variables ambientales que se correlacionan significativamente con la comunidad estan indicadas en negritas y
marcadas con asterisco.

Del analisis de sPLS de cada uno de los principales grupos de microeucariotas con respecto a los
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parametros ambientales, se encontré que la comunidad se separd en dos grandes grupos con un patrén
opuesto de correlaciéon (Figura 14). El primer grupo representado por Ostreococcus, Pelagomonas,
Bathycoccus, RAD-B-Group-ll, RAD-A y Spumellarida presentaron una correlacién negativa con la
temperatura (-0.75) y una correlacién positiva con el nitrato (0.45 - 0.50). El segundo grupo, presentd una
correlacién positiva con la temperatura (0.75 - 0.60) y negativa con el nitrato (-0.45) y estuvo compuesto
por Diplonemea, MOCH-5, MAST-4B, MAST-3E, MAST-1D, Raphid-pennate, Picomonas y Prymnesiaceae.
Las microeucariotas como Bacillariophytas, Gephyrocapsa, Braarudosphaera, Crysochromullina,
Hemiselmis y Haptophyta presentaron valores bajos de correlacién (< 0.40) con respecto a las variables
ambientales. Por otro lado, los ASVs con mayor abundancial en la ML (Figura. 14b) fueron MAST-3, MAST-
4, MOCH-5, RAD-D-Group IV y Raphid pennate (diatomeas) y en el DCM los ASVs con mayor abundancia

diferencial fue Ostreococcus, Phaeocystis, Bathycoccus, Pelagomonas y RAD-A.
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Figura 14. Mapa de calor de A) la correlacion entre los microeucariotas, excluyendo Alveolata, y los parametros
ambientales. Se consideran altas correlaciones valores > 0.4 y < -0.4. B) Abundancia diferencial de los principales
microeucariotas (ASVs) expresada en fold-change (log2) con diferencias significativas entre la capa de mezcla (ML,
valores positivos) y el maximo profundo de clorofila (DCM, valores negativos).
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2.6.2 Analisis de co-ocurrencia

Se realizé un analisis de co-ocurrencia para ambas profundidades (MLy DCM) con la finalidad de identificar
las potenciales asociaciones entre taxones, o entre grupos de taxones (nichos), a partir de un anlisis
composicional con un modelo de inferencia grafico. En la ML se obtuvieron un total de 817
interacciones/bordes a partir de 237 nodos/ASVs, con un total de 571 interacciones positivas y 246
negativas y modularidad de 0.49 indicando que la red es dispersa. Las especies clave (hub species) se
obtuvieron para la profundidad de ML, a partir de un umbral de degree de 10y closeness de 700. La métrica
de degree indica que entre mayor es el niUmero de interacciones/bordes contenga un nodo/ASV mayor es
el degree. La métrica closeness indica que tan central es el nodo/ASV, y es la distancia media mas corta de
cada nodo/ASV a otro nodo/ASV. Para la profundidad de DCM se obtuvieron un total de 829
interacciones/bordes a partir de 319 nodos/ASVs (Figura 14b), con un total de 514 interacciones positivas
y 315 interacciones negativas y un modularidad de 0.48 con un total de 9 subredes formadas, de las cuales
solo 2 conformaron el 17.5% de los nodos, el 11.7% de las interacciones y 5 de 9 especies clave. En ambas
profundades la mayor proporcién de relaciones negativas y positivas probablemente se deba a predacion
por parte de los dinoflagelados (Figura 15 y 16), seguida del parasitismo (Figura 15). Aunque el ASV varié
con respecto a la profundidad, en la capa de mezcla el ASV con mayor proporcién y funcidn de parasitismo
fue MAST-3 y en el DCM fueron los Syndiniales (Figura 15). Las especies clave principalmente (Tabla 6)

fueron mixotrofico, heterdétrofo y parasitismo.
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(DCM). Las cintas representan la proporcién de nodos/ASVs.
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Figura 16. Red de asociaciones positivas de los protistas en A) la capa de mezcla y B) el maximo de fluorescencia
(DCM). Las cintas representan la proporcién de nodos/ASVs.

Tabla 6. Lista de especies clave con un alto Degree (>10) y un alto Betweenness (>700) con su anotacion funcional de

acuerdo con Ramond et al. (2021).

ML

TaxID Degree  Betweenness Funcién
ASV_00439:Chrysophyceae_Clade-H_X 15 1906 Fotétrofo
ASV_00308:Pedinellales_X 14 944 Mixétrofo
ASV_00298:Dictyochales_X 12 1205 Mixétrofo
ASV_00425:MAST-31_XX 12 1768 Parasito
ASV_00754:MAST-8B_XX 12 825  Heterdtrofo
ASV_00039:g__Gymnodiniaceae 11 1241 Mixétrofo
ASV_00131:MAST-3E_XX 11 1130 Parasito
ASV_00215:f _Diplonemea 11 1132  Heterdtrofo
ASV_00987:Chlorarachnion 11 1557 Mixétrofo
ASV_01050:Dino-Group-ll-Clade-7_X 11 1543 Parasito
ASV_02051:Tiarina 11 1468  Heterdtrofo

DCM

TaxID Degree  Betweenness Funcién
ASV_00233:MAST-3A_XX 17 2614 Parasito
ASV_02714:Bacteriastrum 13 1956 Fotétrofo
ASV_00150:RAD-B-Group-1_X 12 1661 Heterdtrofo
ASV_00897:g__Chlorarachnida_X 12 1075 Mixotrofo
ASV_00008:Pelagomonas 11 1221 Fotétrofo
ASV_00308:Pedinellales_X 11 1228 Mixotrofo

ASV_00538:MAST-4A_XX

11 1657 Heterdtrofo
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2.7 Discusion

Este trabajo es uno de los primeros esfuerzos por caracterizar la estructura de la comunidad de los
microeucariotas del GdM y entender qué factores ambientales modulan la comunidad de protistas
marinos. Esta investigacion se realizd mediante la secuenciacion de una region taxondmicamente
informativa de ADN ambiental o metabarcoding con muestras obtenidas a dos niveles de profundidad (ML
y DCM). El trabajo se realiz6 durante la época cdlida, en la region ocednica del sur del GdM, y en dos
profundidades. Los resultados mostraron una comunidad muy distinta entre la MLy el DCM asociado a la
fuerte estratificacion en verano. Sin tomar en cuenta a Dinoflagellata, dominaron los picoeucariotas
heterdtrofos MAST en la ML, y los picoeucariotas fotosintéticos en el DCM. Ademds, las asociaciones

potenciales con mayor porcentaje fueron las de predacién y parasitismo.

2.7.1 Estructura de la comunidad de los eucariotas microbianos

Los valores altos de diversidad (indice de Shannon) en promedio se registraron en la regidén dentro de la
CL en ambas profundidades, coincidiendo con valores altos de temperatura (29 °C), salinidad superficial
(36 g kg') y una capa de mezcla promedio de 30 m. A escala global la diversidad de los protistas tiende
aumentar de los polos hacia la zona subtropical impulsada principalmente por la temperatura (lbarbalz et
al.,, 2019). Aunque las condiciones oceanograficas y la baja productividad primaria también tienen un
efecto importante sobre la comunidad a escala global (Raes et al.,, 2018). Los resultados obtenidos
resultados coinciden con los patrones previamente descritos para la region del mar de Sargazos, donde se
ha observado un aumento de la diversidad y riqueza de estas comunidades durante las condiciones calidas
y oligotroéficas de verano (Blanco-Bercial et al., 2022). También ha sido observado una alta diversidad y
riqueza en la columna de agua de la corriente del golfo (Gulf Stream, nombre que se da a la corriente del
Lazo en aguas estadounidenses) (Countway et al., 2007), el cual es una corriente que transporta agua

calida y muy oligotrdfica.

Las diferencias significativas que observamos en la variable categdrica “regiéon” en la ML se debieron a la
alta diversidad que se encontré dentro de la CL, comparado con las regiones mas interiores del golfo,
donde no se encontraron diferencias significativas. Esto podria deberse a que en la superficie del océano
la alta variabilidad de las condiciones ambientales como luz, corrientes, vientos entre otros, crean un
ambiente heterogéneo asociado a cambios en las condiciones locales en superficie (Junger et al., 2022;

Sun et al., 2023).Por ejemplo, la composicién distinta entre las masas de agua dentro de la corriente de
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lazo (principalmente CSW, Caribbean Surface Waters, 0-150 m de profundidad, isopicna superficial de 23.5
-25 kg m-3) con respecto a la composicidon de las masas de agua dentro del GAM (GCW, Gulf Common
Water, 0-150m, isopicna 25-26 kg m3) en la porcién superficial/subsuperficial (Portela et al., 2018). Los
cambios entre mezcla en invierno en la columna de agua dentro del GdM, generan una mezcla de masas
de agua que pueden aflorar a la superficie por efecto del viento (por ejemplo GCW) con agua que entra al
golfo en forma de remolino anticiclénicon (masa de agua CSW). Esta agua podria quedar “atrapadas” en
la capa de mezcla durante el periodo de estratificacion, por lo que se pueden generar condiciones mas
homogéneas dentro del GoM, comparado con la corriente de lazo que llega enriquecida de la masa de
agua CSW en superficie (Cervantes-Diaz et al., 2022). Por lo tanto, la variabilidad regional de la comunidad
ve reflejado en una comunidad homogénea dentro GoM vy significativamente distinta a la composicién

dentro de la CL.

Por otro lado, encontramos un vinculo significativo entre la comunidad de protistas y la variable categdrica
crucero, que puede deberse a variabilidad estacional ya que las muestras se colectaron durante verano y
a finales de primavera. En el GdM las principales fuentes de variacidn estacional se deben cambio de alta
estratificacion en verano a condiciones de mezcla en invierno (Damien et al., 2018; Muller- Karger et al.,
2015), y la variabilidad de la intensidad de intrusion de la CL (Delgado et al., 2019). Los cruceros XIXIMI-5
y XIXIMI-7 marcaron diferencias significativas al analizar las muestras pareadas. La presencia en bajas
abundancias (< 3%) de los picoeucariotas Pelagomonas y Ostreocuccus en la ML durante el crucero XIXIMI-
7 (finales de primavera) puede ser indicador de la reminiscencia de la mezcla de invierno, comparado con

los cruceros realizados en verano, donde estas especies se encontraron solo en DCM.

El andlisis de NMDS mostré que la comunidad se separaba por profundidad y que las muestras de la ML
presentaron una mayor similitud entre si. La profundidad es un factor importante que influye en la
estructura de la comunidad, que ha sido reportado en diferentes regiones oceanicas en el Atlantico y
Pacifico (Bolafos et al., 2021; Giner et al., 2020; Mars Brisbin et al., 2020; Ollison et al., 2021) y a escala
global (de Vargas et al., 2015; Ibarbalz et al., 2019; Pierella Karlusich et al., 2020). Las condiciones opuestas
de luz y nutrientes entre la MLy el DCM propician la disimilitud entre ambas profundidades. Sin embargo,
cuando se analiza la estructura de la comunidad restringido a las condiciones ambientales con el andlisis
de RDA, estos solo explican el 15.8 % de la variabilidad en la ML. En contraste, en el DCM se observé que
solo la mesoescala tuvo efecto sobre la comunidad. Esto indican que la comunidad en el DCM responde a
la profundidad de la de la nutriclina en DCM debido a que solo el nitrato y las temperaturas fueron las

variables que influyeron significativamente a la comunidad en el DCM.
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El bajo porcentaje de la variabilidad explicada en ambas profundidades, indican que el control “top-down”
como el pastoreo por microzooplancton, mixotréfia, infeccidn por virus, simbiosis u otras interacciones
son un componente importante que también estan moldeando la estructura de la comunidad en ambas
profundidades (Calbet and Landry, 2004; Caron et al., 2016; Lima-Mendez et al., 2015; Worden et al.,
2015).

2.7.2 La divisidon de Alveolata es muy abundante en la zona eufdtica

Alveolata es un componente importante del microzooplancton y que presenta una alta diversidad trofica
(Massana, 2011a; E. Sherr & Sherr, 1988). En este estudio, Alveolata representd el 70 % del total de las
lecturas en la ML. La clase Dinophyceae fue muy abundante y diversa (1 313 ASVs) tanto en la ML como
en el DCM. Si bien, el mejor marcador para Dinoflagellata es la regién V2 (Ki, 2012), el marcador de la
region V9 tiene una mayor representacion en las bases de datos y nos permite una identificacién mas
amplia (de Vargas et al., 2015; Geisen et al., 2019; Le Bescot et al., 2016). Ademas, es un marcador sensible
a la biosfera rara lo que permite detectar una mayor riqueza a niveles taxondmicos como familia y género
(Choi & Park, 2020). A nivel género Gymnodinium sp. fue el mas abundante en ambas profundidades,
coincidiendo con lo reportado para la region oceanica subtropical con el marcador V9 (de Vargas et al.,
2015; Le Bescot et al., 2016). Aunque se espera una sobre estimacion de la abundancia por el alto nimero
de copias del gen rRNA, las abundancias relativas de las lecturas se correlacionan con el biovolumen y
biomasa en términos de contenido de carbono (Gong et al., 2013; Y. Liu et al., 2021; Zhu et al., 2005). Los
datos obtenidos a partir de mediciones al microscopio en la regién oceanica del GdM reportan que
Gymnodinium conforma el 55 % de la biomasa en verano con tamafios de células < 20 um (Linacre et al.,
2021). Es un género heterdtrofo que se asocia a la mortalidad por pastoreo del fitoplancton al norte del
GdM vy en regiones oligotrdficas del Atlantico subtropical (Quevedo & Anaddn, 2001; Strom & Strom,
1996).

En contraste, la clase de Alveolata que corresponde a los Syndiniales, presentd bajas abundancias. Estos
microorganismos son parasitos que infectan a otros protistas y copépodos y forman parte del picoplancton
(Guillou et al., 2008). En regiones oceanicas éstos tienden a aumentar su abundancia a medida que
aumenta la profundidad (Giner et al., 2019; Ollison et al., 2021). A pesar de la baja abundancia detectada,
el analisis de co-ocurrecia mostré que el ASV_01050:Dino-Group-lI-Clade-7_X fue una especie clave que
se localiza en la la zona fética (Guillou et al., 2008). Al norte del GdM, la abundancia de Syndiniales se

correlaciona positivamente con el aumento de la abundancia de copépodos, los cuales han sido
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documentados como huésped de este grupo de zooplancton (Brannock et al., 2016). Durante la campafia
XIXIMI-5, se ha reportado la dominancia la familia Calanidae (copépodos), uno de los principales
hospederos de Syndiniales (Martinez et al.,, 2021). Aunque los detectamos en baja abundancia, los
Syndiniales son un grupo altamente prevalente y diverso (270 ASVs), con importantes funciones para el
ecosistema debido a que incorporan materia organica disuelta y particulada al bucle microbiano derivado

de la lisis del huésped (Anderson & Harvey, 2020; Salomon et al., 2009).

2.7.3 Picoeucariotas heterotrofas tienen una abundancia estable en la zona eufdtica

Después de Alveolata, los Marine Stramenopiles (MAST) fueron el grupo con mayor proporcién de lecturas
en la ML. Este grupo de picoeucariotas sin cultivar y heterétrofos consumen bacterias y picofitoplancton
(Massana et al., 2014; Orsi et al., 2018). Comunmente se han registrado con mayor abundancia en aguas
superficiales (Giner et al., 2020; Obiol et al., 2020)y recientemente se ha reportado que requieren de luz
para procesos metabdlicos asociados a la heterotrofia, debido a la presencia de rodopsinas (Latorre et al.,
2021). Los ASVs asociados a MAST-1D fueron los de mayor abundancia promedio y se correlacionaron
positivamente con la temperatura. Ademas, presentaron una mayor abundancia diferencial (log2fold) en
la ML, lo que sugiere su afinidad a ambientes calidos y bien iluminados. Por otro lado, el ASV_00425:MAST-
3| fue detectado como una especie clave y aunque fue poco abundante era muy diverso (27 ASVs). Este
clado ambiental no cultivado se asocia al género Solenicola, parasito de la diatomea Leptocylindrus (Gémez
et al., 2011) el cual es un clado ambiental abundante en regiones oligotréficas (Lin et al., 2021). Ademas,
se ha documentado que Prochlorococcus es una de las principales presas de los linajes de MAST (Wilken
et al., 2023), que MAST-4 consume Synecoccocus (Lin et al., 2012) y que la principal funcion de MAST es
el pastoreo de picofitoplancton (Jlirgens & Massana, 2008; Massana, 2011). Por lo tanto, los datos sugieren
que la presencia en el drea de estudio de estos flagelados heterdtrofos podrian mantener estables las

poblaciones de bacterias y picoplancton en la ML de la region oceanica del GdM.

Las Haptofitas presentaron una mayor abundancia en la ML y una composicién de especies distinta entre
la ML y el DCM. Estas son muy diversas y abundantes en las regiones ocednicas subtropicales (Cortés et
al., 2001; Haidar & Thierstein, 2001; Liu et al., 2009). Al sur del GdM en la regidon de Campeche se ha
observado mediante microscopia que las especies Emiliania huxleyi y Gephirocapsa ocednica son un
componente de igual o mayor importancia que las diatomeas en primavera (Duran-Campos et al., 2017;
Hernandez-Becerril et al., 2008), donde los cocolitoféridos presentan un ensamble de la comunidad muy

distinto entre la superficie y la zona eufdtica profunda (Baumann & Boeckel, 2013). Ademas, los analisis
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de pigmentos fotosinteticos en la region profunda del GdM, han detectado a las Prymnesiophytas como
el grupo mas abundante en la zona eufdtica después de Prochlorococcus (Selph et al., 2021). Desde el
punto de vista biogeoquimico los cocolitofdridos, junto con los foraminiferos, forman los sedimentos
biogénicos de carbonato de calcio, que representan entre un 25-50% en la region profunda del GdM
(Ward, 2017). Esto los convierte en un componente esencial de la bomba bioldgica del carbono de este

ecosistema (Balch, 2018).

En el presente estudio la mayoria de los ASVs se asignaron hasta nivel de division Haptophyta y familia
Prymnesiaceae y esto puede deberse a que el marcador V9 no es el 6ptimo para la deteccién de Haptofitas
comparado con otros como la regién D1-D2 del gen 28S, que da una mejor resolucién a nivel género,
permitiendo detectar una mayor diversidad (Gran-Stadniczefiko et al., 2017). Los ASVs identificados como
el género de Gephyrocapsa se encontraron presentes en ambas profundidades, pero los ASVs identificados
como Braarudosphaera y Chrysochromulina mostraron bajas abundancias en la CM. Se conoce que ambos
géneros forman simbiosis con las cianobacterias diazotréficas UCYN-A (Endo et al., 2018; Gérikas Ribeiro
et al., 2018; Hagino et al., 2013). Por otro lado, Chrysochromulina fue un género muy diverso en la ML (se
detectaron 64 ASVs). Este género es mixotrofico y suele optar por el pastoreo de bacterias en condiciones
de altas irradiancias y limitacion de fosfato (Hansen & Hjorth, 2002; Unrein et al., 2013). En contraste la
prymnesiofita no calcificada Phaeocystis, presentd una alta abundancia diferencial (log2fold) en el DCM y
se correlaciond positivamente con el nitrato y negativamente con latemperatura, lo que indica preferencia
a condiciones afines al DCM (Sow et al., 2020; Sun et al., 2022). Las Haptofitas en la regién oceanica del
GdM podrian tener un rol importante regulando poblaciones de bacterias y otros protistas en la ML, como
ocurre en otras regiones oligotréficas (Endo et al., 2018; Frias-Lopez et al., 2009) y estarian contribuyendo,
probablemente, a la productividad primaria nueva en la ML por fotosimbiosis con cianobacterias

diazotroéficas (Krupke et al., 2015).

La abundancia relativa de las diatomeas tendid a ser baja en ambas profundidades y contraria a los
patrones de distribucién y abundancia tipicos de regiones frias y ricas en nutrientes, en los que las
diatomeas son muy abundantes y diversas en (Ramond et al., 2021; Trefault et al., 2021). Se observé un
aumento de abundancia en condiciones estratificadas y oligotréficas como en las estaciones G41, G44 y
H45, que, aunque estuvieron asociadas a estructuras de mesoescala de tipo ciclénico, la capa de mezcla
presentd una alta estratificacion (Lee-Sanchez et al., 2022a; Linacre et al., 2019). Este patrén se ha
detectado en regiones ocednicas, con una alta diversidad de los ribotipos de diatomeas (185-V9) y se ha
asociado a la adaptacién a condiciones de alta estratificacién (Malviya et al., 2016). En nuestro caso las

adaptaciones que podrian darse en la ML son: extraer nutrientes de la nutriclina y migrar a niveles de luz
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mas altos regulando la flotabilidad, almacenamiento de nitrato en vacuolas o la simbiosis de diatomeas
con cianobacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico, como ocurre en los géneros de diatomeas
Rhisozolenia y Hemiallus asociados a la cianobacteria Richellia (Gémez et al., 2005; Kemp & Villareal, 2013,

2018; Villareal et al., 2014).

Los ASVs asignados como Raphid-Pennate aumentaron su abundancia en las estaciones A10-X4 y TS-1-X5,
y presentaron una alta abundancia diferencial y una correlacién positiva con la temperatura y negativa
con el nitrato. Estas diatomeas penadas estan adaptadas a vivir en los sedimentos y columna de agua, con
una amplia tolerancia a las condiciones ambientales como luz y salinidad, con alto potencial de dispersion
(Grippo et al., 2010; Kooistra et al., 2007; Piredda et al., 2018). En este caso, la comunidad probablemente
podria haber sido trasportada por rios o por efectos de surgencias, como ocurre con la estacion A10-X4
situada en el borde de la CL, y que podria estar influenciada por la pluma del rio Mississippi que introduce
agua con baja salinidad y rica en nutrientes hasta la region ocednica del GAM en el verano (Morey et al.,
2003; Wawrik & Paul, 2004). Esto también se observo en la estacidn TS-1, la cual presentd baja salinidad
ya que esta influencia por la descarga de los rios en la plataforma de Veracruz y Tamaulipas (Martinez-

Lépez & Zavala-Hidalgo, 2009).

2.7.4 Las picoeucariotas responden al aporte de nitrato en el DCM

Excluyendo Alveolata, el género Pelagomonas fue de los ASVs mds abundantes en el DCM asignado a nivel
de especie, como P. calceolata (la Unica especie descrita para este género a la fecha). Esta especie presento
una alta abundancia diferencial (log2fold) en DCM vy se correlaciond positivamente con el nitrato y
negativamente con la temperatura. Comunmente se ha reportado este género mediante analisis de
pigmentos, de amplicones y de genomas del cloroplasto en el DCM en regiones ocednicas y oligotréficas
(Selph et al., 2021; Latasa et al., 2017; Wang et al., 2019; Worden et al., 2012) y en la superficie en
condiciones de mezcla vertical (Choi et al., 2020; Rii et al., 2018). Su éxito ha sido atribuido a su capacidad
para adaptarse a condiciones limitadas de hierro (Timmermans et al., 2005), bajas irradiancias (Dimier et
al., 2009; Kang et al., 2021), y a su pequefio tamario celular (1-3 um) (Andersen et al., 1993). Su mayor
relacidon de superficie-area-volumen les permite tomar rapido los nutrientes del ambiente (Marafidn,
2015; Ward et al., 2012). En DCM el nitrato presenté un rango amplio de concentracién, con valores
maximos de 5 pmol kg hasta concentraciones por debajo del limite de deteccidn. Por otro lado, si bien el
hierro puede ser un micronutriente limitante, el DCM se puede enriquecer de Fe disuelto por adveccién

de agua profunda a la superficie (Hawco et al., 2021). Ademads, con analisis de metatranscriptomica se ha
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asociado a las Pelagomonas con la asimilacion del nitrato en el DCM (Dupont et al., 2015), y sugerido que
podrian regular los niveles de expresion de ferrodoxina y flavodoxina dependiendo la concentracién de

hierro (Guérin et al., 2021).

Por otro lado, el ASV asignado a nivel de género a Ostreocuccus, presentd, en promedio, bajas
abundancias. No obstante, aumentd significativamente su abundancia en las estaciones asociadas a
estructuras de mesoescala de tipo ciclénico, cuando la profundidad de la nutriclina fue somera, como es
el caso de la estacidon A10-X4, la cual se colecto dentro de un CE de frontera ubicado entre la LC y un
remolino que se desprende de la corriente de Lazo (LCE) llamado Olympus. La profundidad de la nutriclina
fue de 59 m y la abundancia de Ostreococcus sp. en esta estacion aumento hasta un 27%. Ademas,
Ostreococcus fue el Unico género que presentd diferencias significativas de la abundancia promedio, entre
la condicion CE vs ACE y CE vs NE en la profundidad del DCM, y fue el género con mayor abundancia
diferencial (log2fold) en el DCM, vy, al igual que las Pelagomonas, se correlaciond positivamente con el
nitrato y negativamente con la temperatura. Ostreococcus sp. es un género que se ha reportado
comunmente muy abundante en zonas ricas en nutrientes como la region costera (Tragin & Vaulot, 2018;
Worden, 2006), dominante en regiones de frontera subpolar en el Pacifico norte y sur y el Atlantico norte
(Bolafos et al., 2020; Clayton et al., 2017; Gutierrez-Rodriiguez et al., 2021) , y con mayor abundancia en
el DCM en la corriente del Golfo (Demir-Hilton et al., 2011). Por otro lado, Ostreococcus, al igual que
Prochlorococcus, presenta diferenciacion de nicho, con ecotipos adaptados a condiciones de alta y baja luz
(Johnson et al., 2006; Moore & Chisholm, 1999). El ecotipo Ostreococcus Ol se asocia a condiciones
mesotroficas costeras y el ecotipo Ostreococcus Oll es abundante en el DCM de regiones oligotréficas
(Demir-Hilton et al., 2011; Simmons et al., 2016). En este caso, la region V9 del gen 18S rRNA no nos aportd
la resolucién necesaria para discernir entre ecotipos (Monier et al., 2016). Sin embargo, que la abundancia
de Ostreococcus se restrinja al DCM podria indicar que se trata del ecotipo Oll. Ademas, los resultados nos
dan una clara sefal de que el género Ostreococcus sp. aumentd su abundancia en el DCM cuando hubo un

levantamiento de la nutriclina.

Los datos sugieren que en temporada de verano en el DCM los principales géneros que contribuyen a la
produccién primaria nueva son Pelagomonas, Ostreococcus, Bathiococcus y la haptophyta Phaeocystis
junto con los ecotipos de baja luz de Prochlorococcus previamente reportados (Linacre et al., 2019),
restringidos al DCM y adaptados a condiciones de poca luz y respondiendo a la concentracién de

nutrientes.
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Debido al proceso de estratificacion en verano, los nutrientes no penetraron a la ML en el GdM, durante
los 4 cruceros, sugiriendo una dominancia del bucle microbiano en este estrato superficial y oligotrofico.
El efecto de las estructuras de mesoescala se observd en el DCM (Lee-Sanchez et al., 2022) donde
dominaron las picoeucariotas fotosintéticas, sin embargo, la abundancia de las diatomeas fue muy baja,
a diferencia de lo registrado en condiciones similares en el Pacifico y el Atlantico, de alta estratificacion en
verano donde han reportado dentro de un CE y un ACE que interacciona con el viento y se genera
levantamiento de la isopicnas en el centro del remolino (Eddy/wind interaction), se ha reportado una capa
de mezcla dominada por el bucle microbiano en la MLy en el DCM florecimientos de diatomeas grandes
debido al enriquecimiento de macro y micronutrientes en la regién sub-superficial (Brown et al., 2008;
McGillicuddy et al., 2007). En este trabajo la principal diferencia de la comunidad en el DCM se observd
por el aumento de la abundancia de Ostreococcus sp cuando la nutriclina fue somera. Esto podria
permitiria usar a Ostreococcus como un género indicador de la somerizacién de la nutriclina en temporada
de verano, debido a que el valor discreto del nitrato puede ser muy bajo en la columna de agua ya que
puede ser removido rapidamente por el picoplancton. Otro punto para considerar es el flujo difusivo de
nitrato, el cual estiman es muy bajo en la region profunda del GAM en verano (Damien et al., 2021; Kelly
et al., 2021), este flujo suministra nitrato nuevo al fitoplancton y dado que es muy bajo podria darle

ventajas al picofitoplancton frente a las diatomeas (Marafion et al., 2001; Villamafia et al., 2019).

2.7.5 Mixotréficos no constitutivos son abundantes en el DCM

Otro grupo que fue muy abundante en el DCM fue Rhizaria. Sin embargo, fue posible una sobrestimacion
de la abundancia debido al sesgo del marcador taxondmico usado en el andlisis de metabarcoding, debido,
al igual que Alveolata, tiene un alto nimero de copias del gen ADNr (Biard et al., 2017; de Vargas et al.,,
2015). Este grupo se asocia con una alta exportacion de carbono vy silicio (Biard et al., 2016), tienden a
aumentar su abundancia en la region mesopeldagica (Countway et al., 2007; Georges et al., 2014; Giner et
al., 2020) y los han reportado muy dominantes en trampas de sedimentos (Duret et al., 2020; Gutierrez-
Rodriguez et al., 2019). El ASV Spumellaria-Group-I (Family) presentdé una alta abundancia diferencial en
el DCM. Son mixotréficos no constitutivos, se definen como protistas que adquieren fotoautétrofia por
consumo (a través de fagotrofia) de presas fotétroficas (Flynn et al., 2019) y se han asociado a diferentes
especies fotosintéticas como Chlorophytas, Haptofitas y Prasinophytas (Biard, 2022). El analisis de co-
ocurrencia Spulmellaria-Group-I (Familia), mostré una asociacidon negativa con MAST-3I, lo cual indica una
relacion de autoexclusién. MAST-3I fue identificada en nuestro andlisis como una especie clave y se ha
reportado como parasito de diatomeas (Gémez et al., 2011), por lo que la asociacion podria darse de forma

indirecta, como por ejemplo por consumo de una diatomea parasitada. Por otro lado, el orden Toxopodida
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presentd un patrén opuesto de distribucion de las secuencias ambientales entre la ML y DCM, donde el
ASV RAD-B-group-IV mostré una alta abundancia diferencial en la ML y RAD-B-group-l y RAD-A una alta
abundancia diferencial en el DCM. El orden Toxopodia no presenta asociaciones simbidticas y se sabe muy
poco sobre su ecologia (Biard, 2022). Se ha registrado a RAD-A con una alta actividad metabdlica en el
DCMy RAD-B aumenta su actividad con la profundidad (Obiol et al., 2020), asociando a RAD-B con la region
mesopelagica y vinculados a particulas (Duret et al., 2020; Gutiérrez-Rodriguez et al., 2022). El analisis de
co-ocurrencia también encontrdé la asociacién positiva entre Ostreococcus-RAD-A y Ostreococcus-RAD-B-
group-l, lo cual podria indicar comensalismo/simbiosis donde RAD-A y RAD-B consumen la MOD producida

por Ostreococcus (Azam et al., 1983).

2.7.6 Controles top-down tiene una fuerte influencia en la zona eufética

Los resultados sugieren que factores abidticos como temperatura y nutrientes tienen poco efecto sobre la
comunidad y que factores biolégicos como controles de tipo top-down tienen un gran impacto moldeando

la estructura de la comunidad en ambas profundidades (Anderson et al., 2024; Xu et al., 2022).

Las redes de co-ocurrencia nos permiten encontrar asociaciones potenciales y generar hipétesis para
futuros esfuerzos de caracterizacion de las interaccionas entre los protistas (Anderson et al., 2024; Xu et
al., 2022). En nuestro trabajo, con el uso de estas redes obtuvimos una alta proporcidon de asociaciones
positivas entre la clase Dinophyceae con otros dinoflagelados, diatomeas y ciliados en el ML y DCM, por
ejemplo, Gymnodinium-Torodinium y Gymnodiaceae-Ciliophora. Sin embargo, las asociaciones putativas
de depredador y presa (Karlodinium-Picomonas) y parasito y hospedador (Syndiniales-Hemiselmis)
sugieren que la copresencia de estas relaciones podria no afectar a la mortalidad (Faust & Raes, 2012;
Fuhrman et al., 2015). Esta copresencia puede estar asociada a una comunidad estable ensamblada a lo
largo del tiempo, es decir, coevolucidon (Mougi e lwasa, 2011), con presion selectiva reciproca y adaptacion
rapida (S. Liu et al., 2022), lo que indicaria relaciones positivas entre especies residentes (por ejemplo,
Gymnodiniales) que exhiben una biomasa elevada durante todo el afio (> 40%, (Linacre et al., 2021). Las
asociaciones negativas (autoexclusion) de la clase Dinophyceae sugieren que los dinoflagelados
principalmente transfieren carbono a niveles tréficos superiores por heterotrofia en la regién ocednica del
GdM (Linacre et al., 2021; Sherr & Sherr, 2007). Por otro lado, el ASV asignado como MAST-3, fue una
especie clave que ademas presentd una alta proporcién de asociaciones negativas en la ML. En este caso,

s6lo podemos concluir que es un predador potencial del picoplancton (Wilken et al., 2023). No obstante,
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Solenicola es un clado ambiental afiliado a MAST-3 caracterizado como epiparasito de diatomeas (Gémez

etal., 2011).

Nuestro andlisis de co-ocurrencia refleja solo una parte de las relaciones de estas comunidades
microbianas pues falta capturar las interacciones protista-bacteria, protista-virus y bacteria-bacteria. El
estudio de todas estas interacciones nos daria una vision mas amplia del flujo de materia y energia del
GdM. Sin embargo, las especies clave fueron predominantemente protistas mixétrofos y heterdtrofos en
ambas profundidades y con un alto nimero de conexiones con otras especies de protistas en el
ecosistema. Esto sugiere que los protistas son componentes clave de las redes tréficas y ciclos

biogeoquimicos en el ecosistema oceanico del GdM.

2.8 Conclusiones

En este capitulo exploramos la composicidon de la comunidad de protistas durante la época cdlida en la
region de aguas profundas del GAM. Nuestros resultados indicaron que en la ML la variabilidad temporal,
regional y las estructuras de mesoescala tuvieron un efecto significativo sobre la estructura de Ia
comunidad de protistas. En cambio, en el DCM solo las estructuras de mesoescala tuvieron un efecto
significativo, principalmente asociado a los cambios de profundidad de la nutriclina. Ademas, se evidencio
en la ML una dominancia de picoeucariotas mixétrofos y heterétrofos, en contraste a una comunidad
autétrofa escasamente representada. Por el contrario, el DCM mostré una comunidad dominada por
picoeucariotas fotosintéticos (tras excluir los alveolados). Ademas, Ostreococcus fue el Unico género que
tendiéd a aumentar de forma significativa en abundancia cuando la nutriclina era poco profunda. Sin
embargo, el control top-down, como el parasitismo, la competencia y la depredacion, podrian estar

ejerciendo una fuerte influencia sobre la abundancia de protistas en ambas profundidades.

Sin embargo, para una mejor comprension de la respuesta de esta comunidad al suministro de macro y
micronutrientes y sus funciones dominantes en a ambas profundidades, recomendamos explorar las
funciones de la comunidad de protistas utilizando un enfoque metatranscriptomico. lgualmente,
recomendamos un analisis de redes que incluya la fraccién procariota, ya que esto podria proporcionar

informacidn valiosa del flujo de energia de toda la comunidad microbiana.
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Los resultados de este estudio proporcionan una linea de base sobre la composicidon de la comunidad
protista en el sur del Golfo de México y evidencian la respuesta de esta comunidad a los factores

ambientales y bioldgicos dentro de un ecosistema calido y oligotroéfico.
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Capitulo 3. Distribucion vertical y ciclo luz/oscuridad de la
comunidad de protistas metabdlicamente activa en el ecosistema del

golfo de México.

3.1 Introduccion

El estudio del ciclo de 24 horas de luz y oscuridad (“diel cycle”) permite conocer cdmo las especies
optimizan su fisiologia en torno a su funcién. Se ha observado que los protistas tienen patrones bien
diferenciados de luz y oscuridad dependiendo de si funcionan como autétrofos, mixétrofos o heterdtrofos
(Coesel et al., 2021; Groussman et al., 2021). Esto se ha visto en la serie de tiempo en la estacion ALOHA
donde encontraron que los protistas fotosintéticos tenian 2 picos de actividad metabdlica (reportado
como relacion RNA: DNA) uno alrededor del mediodia, asociado a la fotosintesis, y otro entre las 22:00 pm
y las 2:00 am. Estos ultimos cambios los relacionaron con los procesos de respiracién en ausencia de luz,
almacenamiento de carbono o adquisicidon de nutrientes (Hu, et al., 2018). También se ha observado que
los mixdtrodos tienden a cambiar de autétrofo a modo heterétrofo con respecto al cambio de luz y
oscuridad (Groussman et al., 2021; Hu, et al., 2018a). Por ejemplo, usando analisis metatranscriptémicos
encontraron que los dinoflagelados aumentaban la expresidn de genes relacionados con la fotosintesis en
superficie y este patron cambiaba por debajo de los 150 m, observandose una mayor abundancia del gen
altamente conservado V-type ATPasa, un gen asociado a la digestién debido a que disminuye el pH en las

vacuolas de protistas heterétrofos (Hu, et al.,2018).

Por otro lado, en especies de cianobacterias fotosintéticas como Prochlorococcus y Synechococcus de
regiones oligotroficas se ha reportado un patrén bien marcado, donde estas dos especies aumentan su
abundancia y biomasa, pero disminuyen su tamano de célula por aumento de la division celular en el
transcurso del dia (Li et al., 2022; Vaulot & Marie, 1999). Esto estaba asociado a la disponibilidad de luz y
nutrientes, y acoplado a los patrones de pastoreo del nano y microzooplancton y a la infeccién por virus
(Beckett et al., 2023). Por otro lado, las bacterias heterdtrofas presentaban un patrén que esta acoplado

a la MOD producida por el fitoplancton (Ottesen et al., 2014).

En trabajos recientes ha aumentado la tendencia a estudiar la comunidad de protistas a partir de ARN

total, principalmente por que los cambios en la abundancia y en la relacién de ARNr:ADNr proporcionan
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informacidn sobre los protistas que se encuentran metabdlicamente activos en la columna de agua
(Blazewicz et al., 2013). La molécula de ARN es mas sensible a los cambios ambientales que la de ADN
(Giner et al., 2020; Hu et al., 2016; Kong et al., 2023; Xu et al., 2017). Los estudios de la comunidad de
protistas basados en ADN ribosomal generan informacion sobre las secuencias (OTUs/ASVs) presentes en
una muestra, pero no se puede discernir si los microorganismos, al momento de la colecta, se encontraban
vivos, en estado de quiste, metabdlicamente inactivos o era parte del ADN disuelto en el agua (Not et al.,
2009). Por el contrario, cuando la comunidad de protistas se analiza a partir de la sintesis de ADN
complementario (ADNc), obtenido mediante la retrotranscripcion del ARN total, se obtiene la comunidad
metabdlicamente activa, pudiendo inferir la comunidad con potencial para la sintesis de proteinas
(Blazewicz et al.,, 2013; Massana et al., 2015). Este método permite contrastar los cambios de la
abundancia relativa, eliminando la distorsion por las diferencias del niUmero de copias del gen 185 ARNr
entre taxones (Charvet et al., 2014). Ademas, la relacion ARNr:ADNr se puede utilizar como un proxy de la
actividad metabdlica (Logares et al., 2014; Massana et al., 2015). Aunque, como cualquier otra técnica
tiene sus desventajas, por ejemplo, el ARN es una molécula mas inestable comparada con el ADN, la cual
resiste mas a la degradacion. Por otro lado, no existe una correlacidn clara entre las tasas de crecimiento

y la actividad en los ribosomas que puede ser distinta ente taxones(Blazewicz et al., 2013).

En el golfo de México los trabajos que han usado andlisis moleculares para el estudio in situ de
comunidades de protistas en aguas ocednicas son escasos. Hasta ahora el esfuerzo del estudio de
comunidades microbianas en la ZEE a partir de datos gendmicos se han enfocado, mayoritariamente, en
procariotas y arqueas en columna de agua y sedimentos (Sanchez-Soto et al., 2018; Guerrero et al., 2022;
Raggi et al., 2020), y solo el trabajo de Sidon-Ceseiia et al (2023) ha descrito la comunidad de

microeucariotas usando el marcador V9 de la subunidad del gen ARN ribosomal.

Este trabajo es el primero que 1) examina las variaciones en el ciclo de 24 horas a partir de ADNr y ARNT,
2) proporciona informacion sobre las comunidades de protistas activas metabdlicamente, 3) describe qué
grupos taxondmicos presentan una mayor/menor actividad metabdlica por profundidad en términos de
porcentaje de extincién de luz (100 %, DCM y 01 % de luz) y, 4) evalla los patrones de co-ocurrencia entre
los protistas y las bacterias en la regidon ocednica Conociendo la comunidad metabdlicamente activa se
puede adquirir informacién sobre la funcién de la comunidad, sobre quienes se estan encargando del
reciclado de materia organica y quienes potencialmente exportan carbono a los sedimentos (Carradec et
al., 2018) de las regiones de Perdido y Coatzacoalcos en el sur del GdM, ambas vulnerables a presiones
antropogénicas y naturales con una hidrografia contrastante (Gaona-Hernandez et al., 2024; Sherman,

1991).
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3.2 Meétodos

3.2.1 Colecta de muestras

Las muestras se colectaron durante la campafia oceanogréfica llamada Malla Fina-1 a finales de invierno
(4 al 26 de marzo, 2016), en condiciéon de luz (dia, 12 pm) y oscuridad (madrugada, 3 am) en las regiones
de Perdido y Coatzacoalcos (Figura 17). Las estaciones se dividieron en estaciones costeras (B5 y C10) y

oceanicas (B9 y C14).

Las profundidades seleccionadas para el analisis fueron las profundidades dpticas de 100% de luz
(superficie, SUR), 0.1% de luz (PAR 0.1), y la profundidad del maximo de fluorescencia (DCM, procedente
del inglés Deep Chlorophill Maximum) que comUnmente se encuentra en un rango del 10 al 1% de luz

(Cullen, 2015).

Se colectaron 6 L de agua en la profundidad SUR mediante cubeta y 4 L de mediante botellas Niskin para
las profundidades de DCM y PARO.1. El agua se prefiltréd con una malla de nylon NITEX® de luz de malla de
200 pum, para minimizar la presencia de eucariotas multicelulares. Una vez prefiltrada, la muestra se pasé
por membranas de policarbonato Nuclepore track-etched (Whatman) de 47 mm de didmetro y de 0.8 um
de tamafio de poro para colectar la fraccidon entre 0.8 y 200 um, que es la que contiene los eucariotas
unicelulares. El tiempo méaximo de filtracidon fue de 28 a 30 minutos, para minimizar al maximo los posibles

cambios en la expresion los genes de la comunidad.

3.2.2 Extraccién ADN y ARN y sintesis de ADNc

Para el andlisis de la comunidad de protistas metabdlicamente activa se realizé una co-extraccion de ADN
y ARN con el kit Allprep (Qiagen, Valencia, C.A. USA) siguiendo mayormente el protocolo recomendado
por el fabricante, pero realizando modificaciones previas. Estas modificaciones son las descritas por
Pearson et al (2015). Consisten en realizar una lisis mecanica usando glass beads (425 a 600 um) para
romper las células. El lisado obtenido se pasé por columnas QlAshredder (ID: 79656) para homogeneizarlo

(Pearson et al. 2015). Después se siguid el protocolo normal.
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Una vez obtenido el ARN total, se realizd la transcripcidén inversa para obtener el ADN complementario
(ADNC), con el kit iScript (iScript, cDNA sintesis, BioRad ref. 1708890) siguiendo el protocolo del fabricante.

El cDNA fue amplificado mediante PCR siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado 2.9.

Para detectar el plancton microeucariota, se amplificé la regidn V9 de la subunidad 18S del gen del ARN
ribosomal, utilizando los cebadores 1389f (5'-GCCTCCCTCGCGCCATCAG-3') y 1510r (5
GCCTTGCCAGCCCGCTCAG 3') (Amaral-Zettler et al., 2009). Para las cianobacterias y bacterias la region
amplificada fue la V4 de la subunidad 16S del gen del ARN ribosomal utilizando los cebadores 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA- 3') y 806R (5' GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3') (Caporaso et al., 2011). La
normalizacién y purificacion de los amplicones fueron realizadas con el kit SequalPrep (Invitrogen)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La secuenciacién se realizé con el kit MiSeq Reagent

V2 de 300 ciclos paired-end en la plataforma MiSeq de lllumina de CICESE.

Malla Fina-1
Anomalia de la altura de la superficie del mar (SSHA)

30°N 7 I o . _Jila

28°M -
ssha cm

w.

25

Latitud
]
£
=

0

e

22°N

20°M

96°W 94°W 92°W O0°W 88*W 86°W B84°W 82°W
Longitud

Figura 17. Mapa de las estaciones donde se colectaron muestras para el analisis ADN y ARN en la campafia
oceanografica Malla Fina-1. En el mapa se indica la altura superficial del mar (siglas en inglés de sea surface height
anomaly, SSHA) en (cm) generado con datos de altimetria multisatelital de CCAR (Colorado Center for Astrodinamics
Research) (Leben, 2005).



48

3.2.3 Procesamiento de las secuencias y asignacién taxonémica

El procesamiento de las secuencias se realizd con el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016) en el ambiente
de Rv3.5.0 (R Core Team, 2018). Se eliminaron secuencias de baja calidad (< 10 QC), se corrigieron errores
de secuenciacién, se eliminaron las quimeras y las secuencias Unicas (singletons) y se unieron las
secuencias forward y reverse (merge, 150 PE) para formar los ASVs (Amplicon Sequence Variants, siglas en

inglés). Los ASVs son las unidades taxondmicas definidas al 99% de identidad.

La asignacion taxondmica de los ASVs para los protistas se realizé comparando los resultados con la base
de datos PR2 v.5.0.1 (Protist Ribosomal Reference database) (Guillou et al., 2012). Para las cianobacterias
la asignacion taxondmica se realizd con la base de datos Cyanoseq v.1.1.1 (Lefler et al., 2023) y Silva v.138.1
(The SILVA ribosomal RNA database project) (Quast et al., 2013). Los ASVs asociados al Supergrupo
Opisthokonta y los ASVs no asignados (NA) en el rango taxondmico de Divisién fueron eliminados del

analisis.

3.2.4 Proxy de la actividad metabdlica

Para calcular el proxy de la actividad metabdlica se utilizaron sélo los ASVs anotados con ADN y ARN a nivel
taxondémico de orden. Se descartaron los ASVs cuando estos se encontraban sélo en uno de los dos sets
de datos. Una vez obtenida la relacion rRNA:rDNA de los grupos taxondmicos, se normalizaron los datos a
logaritmo (Log) para comparar la actividad, donde las tasas > 1 indican taxones metabdlicamente

hiperactivos, y < 1 taxones metabdlicamente hipoactivos.

3.2.5 Andlisis estadisticos

Los analisis de alfa diversidad se realizaron con los conteos de ASVs crudos usando la paqueteria de
phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). Se estimd la diversidad de Shannon y el nimero de ASVs
observados (riqueza), y se realizaron comparaciones de los indices de diversidad con respecto a la
profundidad a partir de las moléculas ADN y ARN con el andlisis no paramétrico Krukall-wallis (test-H),

elcual comprueba si todas las muestras pertenecen a una misma poblacién.
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Se analizd, a partir de graficas upset con el paquete de R UpSet v.1.4.0 (Conway et al., 2017), cuantos ASVs
se compartian entre las moléculas de ADN y ARN, y en la comunidad activa (RNA), se buscé cuantos ASVs
se compartian con respecto a la profundidad (Conway et al., 2017). Se comparé la abundancia promedio
por profundidad de los principales ASVs a partir de la comunidad obtenida por ADN y ARN con el paquete
microbiome v.1.20.0 (Lahti & Shetty, 2019) .

Para obtener los andlisis de beta diversidad, la abundancia fue normalizada a logaritmo centrado (CLR) con
el paquete microbiome v.1.20.0 (Lahti & Shetty, 2019). Los datos ambientales de temperatura, salinidad,
fluorescencia, nitrato, acidilicio se normalizaron con z-score. Se utilizaron como estimadores de la beta
diversidad las distancias de Aitchison, donde las matrices de distancia se calcularon a partir de la
abundancia normalizada a clr y las distancias euclidianas con el paquete de R vegan v.2.6-4 (Oksanen et

al., 2020).

Para evaluar cémo las variables ambientales influian sobre la comunidad activa de los protistas y las
cianobacterias, se realizd un andlisis de redundancia basado en distancias (dbRDA) a partir de distancias
de Aitchison (999 permutaciones) y con las variables ambientales normalizadas por z-score. Por otro lado,
para evaluar el porcentaje de variacion explicado de las variables ambientales sobre la comunidad activa
de protistas y las cianobacterias en la region de Perdido y Coatzacoalcos se realizé un andlisis

permutacional de la varianza (PERMANOVA, 999 permutaciones).

Finalmente, para conocer los patrones de co-ocurrencia (asociaciones negativas y positivas) entre la
comunidad activa de protistas (ARN) y las cianobacterias, se realizé el modelo de regresiéon de minimos
cuadrados parciales (sPLS) del paquete de R MixOmics v.6.22.0 (Rohart et al., 2017). En este andlisis solo
se tomd en cuenta a la comunidad de las capas de SUR y DCM, debido a la baja o nula presencia de

cianobacterias en la profundidad éptica del 0.1% de luz.

3.3 Resultados

3.3.1 Condiciones ambientales

A finales de invierno la temperatura superficial del agua (Figura 17A) fue mas baja en la region de Perdido

que en la regién sur, en Coatzacoalcos, con temperaturas de 21-22 °Cy de 24.5- 25 °C respectivamente.
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La salinidad superficial se encontrd en un rango de 36 a 36.5 en las estaciones B9, C10 y C14, mientras que
la estacion B5 presenté influencia de los rios con una menor salinidad (34.5 a 35) (Figura 17B). El maximo
de fluorescencia (Figural7C) fue somero en la estacién B5 con 25 m, comparado con el maximo de

fluorescencia en la estacién C14 el cual fue el mas profundo (78 m).

También se observé un aumento de la fluorescencia en condicion de oscuridad en todas las estaciones.
Por otro lado, el oxigeno (Figura 17D) en la superficie y el DCM presentd una concentracién de 200 a 225
umol/l 'y en el PARO.1 de luz en las estaciones B5, B9 y C10 fue de 120 a 125 pumol/l, comparado con la
estacidon C14 que fue de 178 umol/I. En las estaciones B5, B9y C10 el 0.1 % de luz coincidid con la oxiclina,
mientras que en la estacion C14 la oxiclina fue mas profunda debido a que esta estacién se encontraba
dentro de un remolino anticiclédnico cuando se colecté. En cambio, las estaciones B5, B9 y C10 se

encontraron influenciadas por estructuras de mesoescala de tipo ciclénico (Figura 17).

El fosfato presentdé concentraciones < 0.05 pmol kg en la superficie y el DCM, y en el 0.1% de luz la
concentracién aumenté en un rango de 0.1 a 0.6 umol kg en las estaciones B5, B9 y C10. El nitrato
presentd el mismo patrdn, bajas concentraciones en superficie y el DCM en las estaciones B5, B9 y C10 (de
0.97 a 0.05 pmol kg') y un aumento considerable en la capa del 0.1% de luz con (de 3 a 11.9 pmol kg,
(Tabla 7).

A) Temperatura B) Salinidad
200 225 25.0 34.5 35.0 35.5 36.0 365

LV .
. :u“#\.
..
Time "‘ff"‘-‘: o Time

e day s day

4 night 50 A night

17.5

50

Depth

Station

Depth

Station
® B5 e B5
*« B 100 . BO
e C10 ° Ccl0

c14 c14
150 150 /
C) Fluorescencia D) Oxigeno
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 125 150 175 200 225
0
Time Time
« day * day
50 & night o0 A night
o' <3
£ . £ A .
3 Station 3 Station
o o
e B85 e B85
100 e B9 100 * B9
s C10 s C10
c14 c14

150 150

Figura 18. Perfil vertical de 0 a 150 m de la A) temperatura (°C), B) salinidad, C) fluorescencia y D) oxigeno (umol kg’



51

Tabla 7. Valor discreto de la concentracidn de nutrientes de las estaciones y profundidades colectadas.

Profundidad N:P
Estacion (% de luz) Fosfato (umol kg?) Nitrato (umol kg) Acido siliceo (umol kg?)
B5 SUR 0.05 0.05 2.44 1
B5 DCM 0.04 0.37 1.57 9
BS5 0.1% 0.60 10.61 4.58 18
B9 SUR 0.02 0.07 1.17 4
B9 DCM 0.05 0.76 1.35 15
B9 0.1% 0.56 10.71 3.78 19
C10 SUR 0.11 0.00 2.93 0
C10 DCM - 0.98 1.70 -
Cc10 0.1% 0.64 11.92 4.65 19
Ci4 SUR - - 2.47 -
Ci4 DCM 0.04 0.43 1.57 11
Ci14 0.1% 0.17 3.04 2.83 18

3.3.2 Diversidad alfa y composicidon de especies

Se alcanzaron un total de 737 695 lecturas, con un promedio 15 369 lecturas por muestra. Con respecto a
los ASVs se obtuvieron en total 3 249 ASVs con un promedio por muestra de 282 ASVs, y un maximo de
434 ASVs en la estacion B9, en la profundidad de PARO.1, en condicién de oscuridad (noche) obtenida a
partir de RNA. El minimo fue de 193 en la estacién B5 en la superficie, en condicién de oscuridad (noche)
a partir de RNA. La grafica de rarefaccién (Figura 19) mostro que todas las muestras (24 muestras en total)
alcanzaron la asintota, por lo tanto, la profundidad de secuenciacion fue suficiente para representar a la

comunidad de protistas por profundidad y respecto al tipo de molécula (ADN y RNA, respectivamente).

Los analisis de la diversidad alfa no mostraron diferencias significativas con respecto a las especies
observadas por profundidad, aunque si se observé el aumento de la riqueza (ASVs observados) con
respecto a la profundidad en ambas moléculas (ADN y ARN) (Figura 20A). Por otro lado, el indice de
diversidad de Shannon, al igual que la riqueza, aumentd con respecto a la profundidad. Sin embargo, sdlo
se mostraron diferencias significativas entre las profundidades de DCM y el PARO.1 (p= 0.007) en la

comunidad metabdlicamente activa (Figura 20B).
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3.3.3 Comparacién de la composicidon de la comunidad obtenida a partir de ADN y

ARN

Los datos obtenidos a partir del ADN presentaron una mayor riqueza de ASVs Unicos (1 114 ASVs), que los

de ARN (1 067 ASVs). Sélo compartieron 1 068 ASVs (Figura 21). De forma particular, Dinoflagellata y

Rhizaria presentaron un patrén de disminucién de las lecturas y del porcentaje en la comunidad activa
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(ARN) comparado con lo obtenido a partir de ADN. El caso opuesto se observd con Haptophytas y las
picoeucariotas de la division Bygira, Gyrista y ciliados que aumentaron la proporcién y lecturas en la

comunidad activa (ARN) (Tabla 7).

Al comparar la comunidad activa por profundidad se detecté un mayor nimero de ASVs Unicos y totales
en la profundidad del PARO.1 (1 127 ASVs Unicos), ademas, SUR y PARO.1 fueron las profundidades que

menos ASVs compartieron, indicando que son comunidades muy distintas entre si (Figura 22).
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Figura 21. Grafica upset que representa el nimero de ASVs Unicos (puntos), compartidos (puntos conectados) y total
de ASVs obtenidos a partir de ADN y ARN (barras horizontales).
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Tabla 8. Numero total de secuencias de los principales grupos taxondmicos a nivel de Divisidn y su porcentaje
obtenido a partir de las moléculas de ADN y RNA

ADN ARN

Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje

Apicomplexa 106 0.73 6 0.04
Alveolatabinoflagellata 8714 60.43 3825 25.81
Ciliophora 355 2.46 1988 13.42

Radiolaria 2239 15.53 891 6.01
RhizariaEtuglenozoa 281 1.95 198 1.34
Cercozoa 35 0.24 70 0.47

Bigyra 331 2.29 1663 11.22
Stramenopiles Gyrista 1301 9.03 3823 25.79
Cryptophyta_X 78 0.54 125 0.84
Chlorophyta_X 289 2.01 313 2.12

Telonemia_X 133 0.92 207 1.40
Haptophyta_X 496 3.44 1538 10.38

Picozoa_X 61 0.42 172 1.16

A nivel de género, y por profundidad, el perfil de abundancia relativa promedio fue distinto usando ADN
o ARN (Figura 23). En superficie la comunidad activa estuvo representada por los ASVs Dinophyceae
(Clase), Pelagomonadales (Orden), Prymnesiophyceae (Clase), Oligotrichida (Orden) y los picoeucariotas
MAST-1C, MAST-3E, y MAST-3I. En el DCM, los ASVs con mayor abundancia de la comunidad activa fueron

las Pelagomonadales (Orden) seguidas de Dynophyceae (Clase).

En la profundidad del 0.1% (PARO.1) de luz fue opuesto al DCM, los ASVs con mayor abundancia promedio
fueron Dynophyceae (Clase) seguido de Pelagomonadales (Orden). Con respecto al ADN, en superficie y
DCM se obtuvé la mayor proporcion promedio de Dinophycee (Clase). En el DCM y en el 0.1% de luz
(PARO.1) se observaron abundancias promedio representadas principalmente por ASVs de Dino-Group-II-

Clade-22 (Syndiniales), Liosphaeroidea (Rhizaria), RAD-B-Group-Il_X y RAD-A_Xb-X.
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3.3.4 Composicidon de la comunidad y respuesta a las condiciones ambientales de la

comunidad de protistas activa

La comunidad de protistas metabdlicamente activa presentd una distribucién vertical bien marcada
(Figura 24), con una composicién muy distinta entre SUR y PARO, mientras que DCM fue una mezcla entre
SUR y PARO.1 por efecto de la mezcla profunda. En SUR y DCM el orden Pelagomonadales fue el mas
abundante (29%) en la regién de Perdido y presenté un aumento de abundancia relativa en el PAR 0.1 en
la estacién C14 y B9. Mientras que en SUR los érdenes Gyrista, Prymnesiales, Phaeocystales y los ciliados
Tintinnina y Oligotrichida presentaron una mayor abundancia relativa en SUR y DCM. En contraste con
PARO1 que los drdenes de mayor abundancia fueron Diplonemida, Lambyrinthulomycetes, RAD-B y RAD-

C.
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Figura 23. Abundancia relativa promedio de los principales ASVs (procedentes del ADN y ARN) en las profundidades
de superficie (SUR), maximo de fluorescencia (DCM) y el 0.1% de luz (PAR0.1)
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Figura 24. Gréfica de burbujas representando la abundancia de los principales ASVs metabdlicamente activos a nivel de orden.
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La comunidad de protistas activa estuvo significativamente influenciada por las condiciones ambientales
y las muestras se agruparon por profundidad, debido a la disimilitud entre profundidades (Figura 25A). El
modelo de dRDA fue significativo (F= 2.8, p= 0.001) y la comunidad constrefiida a las condiciones
ambientales explica un alto porcentaje de la variabilidad con un 32.4%. Ademas, las variables ambientales
de temperatura (p= 0.020), salinidad (p= 0.001), fluorescencia (p= 0.001), nitrato (p= 0.002) y oxigeno (p=

0.001), se correlacionaron significativamente con esta comunidad (Figura 25A).

Para obtener como las variables ambientales tienen un efecto significativo a nivel regidén sobre la
comunidad activa de los protistas, se utilizé la prueba de adonis2 (PERMANOVA). En este caso no se separd
por profundidad debido al bajo nimero de muestras. Del conjunto de muestras obtenidas en la regién de
Perdido, la fluorescencia, y principalmente, la temperatura (R?=35%) tuvieron una influencia significativa
(p= 0.001**). En la regién de Coatzacoalcos fueron la fluorescencia, el nitrato, el acido silicico y la

temperatura, ademds en esta region la variable con mayor R?fue la salinidad (18.7 %, Figura 25B).
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Figura 25. A) Analisis de redundancia basado en distancias (dbRDA), el color indica la profundidad y la forma
representa la regién. B) Porcentaje de variacién (Adonis R?) de la composicidon de la comunidad activa de protistas
explicada por las variables ambientales de fluorescencia, razén N:P, nitrato, salinidad, acido silicio y temperatura.
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3.3.5 Cambios diarios (luz/oscuridad) y verticales de la actividad metabdlica

Para determinar los cambios noche y dia y verticales de la actividad relativa de la comunidad, se calculd
como proxy de la actividad metabdlica relativa la razén ARNr:ADNr (Figura 26). En SUR la actividad fue baja

con un rango ARNr:ADNr de 0 a 2.

Los grupos que presentaron actividad en todas las estaciones fueron los protistas heterdtrofos de la clase
Sagenista (grupo Labyrinthulea) y la clase Spirotrichae (ciliados), mientras que las demas clases analizadas

solo presentaron actividad en la estacion costera C10 en condicidn de luz y oscuridad.

En el DCM, la actividad relativa promedio del ARNr:ADNr fue de 1.6 a 3.3 y los grupos que tendieron a
presentar una mayor actividad a nivel clase fueron los pardsitos de diatomeas Opalozoa (MAST-3) y las
clases fotosintéticas Pelagophyceae y Prymnesiophyceae. Por otro lado, en la profundidad del PARO1 el

patrén de la actividad relativa ARNr:ADNr fue muy particular.

Los grupos heterétrofos RAD-C (picoeucariota Rhizaria), Sagenista (MAST-3) y Spirotrichea (ciliados)
fueron los que presentaron una mayor actividad metabdlica con respecto a SUR y DCM. Ademas, los
grupos fotosintéticos a nivel clase, como Gyrista, Bacillariophyceae (diatomeas pennadas), Mediophyceae
(diatomeas centrales), Pelagophycea, Prymnesiophycea, los mixotréficos Dinophyceae y los parasitos
Sagenista (MAST-3) presentaron un patrén muy claro de un aumento en la actividad metabdlica solo en
condicidn de luz, en aquellas estaciones influenciadas por estructuras de mesoescala ciclonica. Mientras
que la estacién C14, influenciada por estructura de mesoescala anticiclénica, se presentd actividad tanto

en condiciones de luz y como de oscuridad.
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Figura 26. Comparacion de la actividad metabdlica relativa (ARNr:ADNr) a nivel taxondmico de clase. En eje x se muestras las estaciones que se colectaron durante el
dia (d) y durante la noche (n). En el eje y, se indica la actividad metabdlica relativa.
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3.3.6 Presas potenciales de los protistas: patrones de abundancia de las
cianobacterias en condicién de luz y oscuridad y patrones de co-ocurrencia con los

protistas metabdlicamente activos

Debido a que el nimero de copias del gen 16S de las cianobacterias caracterizadas se encuentra en un
rango de 1 a 2 copias (Ribosomal RNA Database rrnDB, Stoddard et al., 2015), los datos se muestran en

lecturas crudas como proxy de la abundancia absoluta.

En SUR se observé un mayor nimero de lecturas durante el dia comparado con las estaciones que se
colectaron durante la noche. En algunos casos, el nimero de lecturas disminuyd hasta la mitad (25 000

lecturas) con respecto a lo obtenido en el dia (Figura 27).

En el DCM las estaciones con mayor cercania a la costa (C10 y B5) no mostraron un patrén claro de
disminucién de su abundancia durante la oscuridad, comparado con las estaciones ocednicas (C14 y B9)
qgue conservaron el mismo patrén que en superficie. Por otro lado, en el PARO.1 el nimero de lecturas

obtenidas fue en promedio menor a 10.

Al analizar de forma particular qué ASVs presentaron este patrén de disminucién de lecturas en
condiciones nocturnas se observé que fueron Synechococcocus CC9902 y Cyanobium PCC6307, aunque no

se identificaron diferencias significativas entre la condicién de luz y oscuridad (Figura 28).

La fraccién (0.8 a 200um) se lograron detectar cianobacterias fijadoras de N, simbiontes tipicos de
protistas como las UCYN-A y Richelia. Ademas, también se detectd el ecotipo de baja luz Prochlorococcus

MIT9313 en SURy DCM.

El andlisis de la comunidad de bacterias y arqueas (Figura 29), mostré que en SUR y DCM dominaron las
cianobacterias. En el PARO1 la composicién de la comunidad cambid y se observé una mayor diversidad.
En esta profundidad, en la regién de Perdido disminuyd la proporcién de cianobacterias y dominé el filo
Proteobacteria, con un patrén de aumento de las Deltaproteobcateria SAR324 (Marine group B) y las
arqueas Thermoplasmatota. En Coatzacoalcos también dominaron las proteobacterias y aumentd el filo

Planctomycetota.
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Figura 27. Numero de lecturas por muestra de la comunidad de cianobacterias a nivel de género colectadas durante
la campafia oceanografica Malla Fina-1.
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Figura 28. Numero de lecturas de las cianobacterias a nivel género en condicion de luz (dia) comparado con la
condicidn de oscuridad (noche).
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comunidad de bacterias y arqueas a nivel de filo de las muestras colectadas
durante la campaia oceanografica Malla Fina-1.
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Figura 30. Mapa de calor que muestra el patron de co-ocurrencia entre los ASVs de protistas metabdlicamente

activos y las cianobacterias.
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Los patrones de co-ocurrencia entre los principales ASVs de protistas activos y los ASVs de cianobacterias
a nivel taxondmico de género (Figura 30) podrian reflejar que comparten preferencias ambientales, asi

como interacciones bioldgicas.

De las cianobacterias mas abundantes encontramos una alta correlacidon (> 0.30) de Synechococcus
CC9902 con Phaeocystis, Pelagomonadales y Crysochromullina, seguido de Prochlorococcus MIT9313 con
Gyrodinium, Lepidodinium, Peridiniales MAST-1C, MAST-3E, Cyanobium PCC 6307 presetd un patrén
similar al de Synechococcus CC99 y presento una alta correlacion con Phaeocystis, Alveolata y

Pelagomonadale.

En el caso de cianobacterias fijadoras de N, Trichodesmium presentd una alta correlacidn (> 0.30) con el

ASV Tintinnidae y Peridiniales. Richelia HHO1 con Pelagomonadales, Crytomonadales y MAST.

3.4 Discusion

En este capitulo se evalud la composicidon de la comunidad de los protistas metabdlicamente activos con
base en el andlisis de los transcritos de ARN en las regiones de Perdido al norte y Coatzacoalcos al sur del
GdM. Los andlisis se realizaron en 3 profundidades (SUR, DCM y PARO0.1) y en condiciones de luz y
oscuridad. Ademads, se evaluaron los patrones de co-ocurrencia entre las cianobacterias como presas

potenciales de los protistas en esa comunidad activa.

3.4.1 Diferencias entre la comunidad obtenida a partir de ADN y ARN

Se encontraron diferencias entre la comunidad obtenida a partir de las moléculas de ADN y ARN. En ambas
moléculas se observé una mayor riqueza (en términos de ASVs observados) y diversidad de Shannon en la
profundidad del PARO.1. Estos resultados nos indican que en la profundidad del PARO.1 encontramos un
mayor nimero de ASVs activos metabdlicamente. Esto coincide con otras regiones, como la estaciéon
ALOHA, que se caracteriza por ser una regién cdlida, limitada en nutrientes y muy estratificada, donde han
reportado una mayor riqueza de la comunidad activa metabdélicamente en la zona afética, asociada a una

comunidad principalmente heterotroéfica (Giner et al., 2020; Ollison et al., 2021).
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Al analizar, a nivel de grandes grupos, el nimero de lecturas y la proporcion obtenida procedentes de cada
comunidad a partir de cada set de datos de ADN y ARN, se observd que las lecturas procedentes del ARN
y asignadas a Dinoflagellata y Rhizaria disminuyen tanto en nimero como en proporciéon. Ambos grupos
aportan una alta proporcién de biomasa, biovolumen por célula, con un alto nimero de copias del gen

ribosomal 18S (Biard et al., 2016; W. Gong & Marchetti, 2019).

Otros estudios han asociado estas diferencias de lecturas obtenidas entre ambos tipos de moléculas, a que
la fraccion obtenida por DNA probablemente contiene material particulado en hundimiento o material
genético disuelto en proceso de degradacién (Hu et al., 2016; Xu et al., 2017). Por lo tanto, Dinoflagellata
y Rhizaria podrian ser importantes contribuyentes de la materia organica en particula y en hundimiento,
como ya se ha registrado para Rhizaria en trampas de sedimentos al norte del océano Pacifico subtropical
y en la corriente de California (Boeuf et al., 2019; Gutierrez-Rodriguez et al., 2019). Por otro lado, los
grupos Bigyra (MAST), Gyrista (principalmente Pelagomonas) y Haptophytas aumentaron en nimero de
lecturas y en proporcién en el conjunto de datos a partir de ARN, lo que indica una mayor actividad por

parte de estos grupos fotosintéticos.

3.4.2 La comunidad metabdlicamente activa tiene una distribucidon vertical asociada a

la mezcla

La comunidad metabdlicamente activa fue muy distinta entre SUR y PARO.1, compartiendo solo 50 ASVs,
mientras que el DCM mostrd una composicion como resultado de la mezcla entre SUR y PARO.1,
compartiendo el DCM 321 ASVs con SUR y 301 con PARO.1. Esto se puede asociar probablemente a la
mezcla de invierno provocada por los vientos frios llamados “nortes”. La interaccion de los “nortes” con la
superficie profundiza la capa de mezcla (Pasqueron de Fommervault et al., 2017; Martinez-Lépez & Zavala-
Hidalgo, 2009; Muller-Karger et al., 2015), que, a diferencia del verano, donde debido a la fuerte
estratificacion, cada capa contiene una comunidad muy distinta entre SUR y DCM (Capitulo 2, Figura 9)
(Siddn-Cesena, etal., 2023). La mezcla de invierno se reflejé principalmente en la composicidn de especies
en SUR y DCM, el orden Pelagomonadales se observé en las 3 profundidades, no obstante, presentd una
mayor abundancia en el DCM, comparado con las estaciones del afio mas célidas donde se encontraron
solo en el DCM (Sidon-Cesefia, et al., 2023, Capitulo 2). Por otro lado, Mamelliales y Cryptomonadales sélo
se presentaron en SUR y DCM. Caso opuesto, Diplonemida, Labyrinthulomycetes, RAD-B y RAD-C sélo se
presentaron en DCM y PAR 0.1, aunque con mayor proporcién en el PARO.1. Esto indica que la comunidad

fotosintética activa de protistas se encuentra principalmente en DCM. En PARO.1, profundidad donde inicia
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la zona mesopelagica dominaron principalmente heterétrofos, lo que coincide con lo previamente descrito
en otros estudios (Giner et al., 2020; Kong et al., 2023; Sun et al., 2024). Ademas, los ciliados de los 6rdenes
Choreotrichida, Tintitinida y Oligotrichida se encontraron en la comunidad metabdlicamente activa con
abundancias mayores a 10% y tendieron a aumentar su actividad relativa con la profundidad. Estos grupos
se han reportado en la region norte del GdM con una alta riqueza y se ha detectado variabilidad temporal
de ciliados usando datos procedentes del analisis del 185-ARNr (Snyder et al., 2021). También se han
encontrado diferencias significativas a nivel filogenético entre la comunidad de ciliados asociada a la costa
con respecto a la ocednica (Santoferrara et al., 2018). Otros estudios observaron diferencias en relacion

con la profundidad analizando datos ADNc procedentes del oeste del océano Pacifico (Zhao et al., 2017).

Para la mayoria de las estaciones, no se observd un cambio en la composicidn de especies asociadas, por
ejemplo, a la influencia de rios, como ocurrié en la estacién B5, que presentd una baja salinidad en
superficie. La salinidad junto con la temperatura fueron las variables que explicaron el alto porcentaje de
la variabilidad explicada de la comunidad en la region de Perdido, mientras que en Coatzacoalcos la
salinidad y el acido siliico fueron las principales variables. Estas diferencias pueden deberse a que las
estaciones de Perdido (B5 y B9) estuvieron influenciadas por un remolino cicldnico, este hecho, incluso, se
refleja en la temperatura superficial que es menor en esa region. La regidon de Coatzacoalcos en la que se
analizd una estacidon muy cercana a la costa (estacidon C10) y una estacion influenciada por un remolino
anticiclénico (estacidn C14), se observé una mayor abundancia de diatomeas del orden Chaetocerotales
en la estacién C10 en superficie. En este estudio, debido al bajo nimero de muestras la comparacién con
respecto a la variable categdrica de estructuras de mesoescala es poco robusta, sin embargo, las
comparaciones con variables continuas (temperatura, salinidad, oxigeno) nos muestran claramente el

efecto de estas estructuras sobre la comunidad.

3.4.3 La profundidad tiene un efecto claro sobre la actividad metabélica relativa y la

funcién de los protistas

En el andlisis de la actividad metabdlica indicé que la profundidad tiene un efecto directo sobre la funcion
de los protistas. En superficie, a nivel taxondmico de orden, se observé que los protistas fotosintéticos
presentaron baja actividad en la estacién C10 y cero actividades metabdlicas relativas en las estaciones
B5, B9 y C14. La baja actividad en superficie por parte de los fotosintéticos podria esperarse en respuesta
a las condiciones opuestas de luz y nutrientes. El agua de superficie es mas calida y con mayor flotabilidad

lo que produce un fuerte gradiente vertical, y los nutrientes se distribuyen del fondo hacia la superficie,
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donde son escasos. En condicién de mezcla los nutrientes se distribuyen con la profundidad y la mezcla
alejaria alas algas de la luzy, por tanto, de su fuente de energia durante la mayor parte del tiempo. (Sigman
et al., 2012). El exceso de irradiancia produce fotoinhibicion del fotosistema Il, con lo que disminuye la
fotosintesis y aunque el daio por fotoinhibicién puede repararse por fotoaclimatacidn y disponibilidad de
nutrientes, esto tiene efecto directo en la composicién de pigmentos y en las tasas de renovacion de

proteinas (Alderkamp et al., 2010; Coesel et al., 2021).

Las condiciones ambientales en 0.1% de luz cambian drasticamente con respecto al DCM, que se localiza
entre el 10 y 1% de luz en la regién oceanica, y todos los taxones observados en esta profundidad
presentaron actividad metabdlica relativa (1-5). EI 0.1% de luz coincidié con la oxiclina y con un aumento
considerable del nitrato en las estaciones asociado también a las estructuras ciclénicas (B5, B9 y C10),
comparado con la estacién C14 que se encontré en un remolino anticiclédnico donde la oxiclina, la
termoclina y la nutriclina se profundizaron. En la estacién C14 en particular, se presenté actividad de los
protistas fotosintéticos independientemente de que fuese dia o noche. Comparado con las estaciones B5,
B9 y C10 en el 0.1 % de luz, donde las Pelagomonas aumentaron su actividad relativa y, junto con los
grupos de los drdenes Bacillariphyceae (diatomeas pennadas), Mediophyceae (diatomeas centrales),
Gyrista, Primnesiophyceae y los Dinophyceae presentaron actividad relativa sélo en condiciones luz.
Estudios previos donde se analizaron ciclos diurnos de los protistas en la estaciéon ALOHA y en la corriente
de California, han reportado el aumento de actividad metabdlica (trascritos) de diatomeas y haptophytas
durante el anochecer, seguidos de bajadas de actividad metabdlica durante la madrugada(Groussman et
al., 2021; Kolody et al., 2019). Esto lo asocian a la reorganizacion de la célula en periodos de dia/noche,
que se atribuyen a procesos de fotoproteccidn, lo que minimiza la transcripcidn en periodos de ausencia
de luz. En este crucero (MF-1), las muestras en condicidn de oscuridad se colectaron a las 3:00 a.m, lo que

coincidié probablemente con esa disminucién de actividad previamente reportada.

Los cambios biogeoquimicos en la profundidad del 0.1% de luz también se reflejaron en la comunidad de
bacterias y arqueas que cambid de ser dominada en SUP y DCM por cianobacterias, que realizan
fotosintesis oxigénica, a ser dominada por proteobacterias, bacterias que juegan un papel importante de
remineralizacién en la regidon mesopelagica (Mende et al., 2019). Ademas, en las estaciones de la region
de Perdido (B5 y B9) aumentd la proporcidon de las Deltaproteobacterias SAR324 (Marine group B). Estas
bacterias tienen la habilidad de obtener nitrégeno a partir de compuestos orgdnicos y los ecotipos que se
encuentran al inicio de la zona mesopeldgica en condiciones de poca luz y con tolerancia al oxigeno
presentan una alta abundancia de genes asociados al ciclo de Calvin-Benson en el que fijan carbono a

partir de CO,, y de genes responsables de incorporar formas simples y complejas de sacdridos (Boeuf et
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al., 2021; Sheik et al., 2014). Sin embargo, los ecotipos de la zona totalmente oscura como SAR324 realizan

principalmente quimiosintesis (Boeuf et al., 2021, y referencias incluidas).

Pocos son los estudios en los que han asociado los protistas y su impacto en los ciclos biogeoquimicos en
la zona del 0.1% de luz. Esta zona coincide con la oxiclina, muy poca luz y una comunidad microbiana
eucariota que indica que dominan los procesos de remineralizacidon (Boeuf et al., 2019; Giner et al., 2019;
Ollison et al., 2021; Sun et al., 2024). Los protistas heterotrofos del orden Sagenista que corresponde al
género Labyrinthulomycetes, RAD-C y Spirotrichea (ciliados), estuvieron activos en todas las estaciones en
condiciones de luz y oscuridad, ademas, aumentaron su actividad relativa con la profundidad. Por ejemplo,
los Labyrunthulomycetes son protistas que metabolizan la materia orgdnica restante después de la
degradacion por las bacterias (Xie et al., 2021), lo que los convierte en un componente importante para la
biogeoquimica en esta profundidad y que tan poco se sabe de su distribucién y abundancia en la regién

tanto oceanica como costera del Golfo de México.

3.4.4 Los patrones de co-ocurrencia con los procariotas muestran nichos

compartidos con la comunidad activa de los protistas

Las cianobacterias presentan patrones de sincronizacidon de crecimiento, division y mortalidad con los
cambios diurnos en océanos oligotrdéficos. Por ejemplo, la variacidon de abundancia de Prochlococcocus es
muy poca de un dia para otro, debido a que sus tasas de crecimiento y tasas de pérdida son muy similares
(Ribalet et al., 2015; Vaulot & Marie, 1999). En este trabajo el analisis de las lecturas no mostré un patrén
de cambio de abundancia de las cianobacterias significativo entre dia y noche, ademas con el andlisis de
redundancia y la pregunta que se planted fue si los protistas activos presentaban algun patréon de co-
ocurrencia que indicaran asociaciones de endosimbiosis, predacion o parasitismo. Es importante
mencionar que los anadlisis de co-ocurrencia sélo permiten establecer hipdtesis de las asociaciones y es
necesario confirmar las asociaciones con técnicas de microscopia y moleculares como FISH (hibridacién

fluorescente in situ) (Johnson & Martiny, 2015).

Se sabe por experimentos in situ y etiquetado con isétopos (RNA-SIP) que los radiolarios, chrysophytas y
los linajes de MAST son activos depredadores de Prochloroccocus (Wilken et al., 2023). Nuestros resultados
mostraron que MAST-1C y MAST-3E se correlacionaron positivamente con el ecotipo de baja luz

Prochlorococcus MIT9313 (Johnson et al., 2006), lo que nos podria indicar que MAST es mas selectivo con
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sus presas, comparado con el orden Cryptomonadales X, el cual se correlacioné positivamente con
Synechococcus CC9902, Cyanobium PCC6307 y con Pseudobanabaena PCC-7367. Por otro lado, la alta
correlacién entre especies estrictamente fotosintéticas como las del orden Pelagomonadales y Phaeocystis
con las cianobacterias nos estaria indicando que comparten nicho ecolégico, al igual que la correlacién
observada entre Richellia y MAST-3, ya que Richllia se asocia por simbiosis con diatomeas (Gomez et al.,
2005) y el linaje ambiental sin cultivar coincide con Solenicola género enddfito parésito de diatomeas

(Gémez et al., 2010).

3.5 Conclusiones

En este capitulo se analizé a la comunidad activa metabdlicamente, utilizando la fraccién que se expresa
del genoma (transcritos de ARN) y que representa a la comunidad con potencial para la sintetizar
proteinas. Encontramos que en la profundidad de PARO.1 presentd un mayor numero de ASVs activos
metabdlicamente. La composicidn de la comunidad con respecto a ADN y ARN fue distinta y la disminucién
de lecturas y abundancia relativa de la comunidad activa de Dinoflagellata y Rhizaria nos indicé que son

grupos con alto potencial de conformar parte de la materia organica particulada y disuelta.

La comunidad activa fue mds sensible a los cambios ambientales y la composicién respondié a las
condiciones de mezcla de finales de invierno. La comunidad fue muy distinta entre SUR y PARO.1 mientras

que el DCM fue una mezcla de la comunidad superior e inferior.

Desde el punto de vista regional, la comunidad de Perdido respondio significativamente a la temperatura
y la salinidad, mientras que la de Coatzacoalcos respondié significativamente a la temperatura, salinidad
y acido silicio, esto asociado a la estructura ciclénica y la bala salinidad que se presentd en la regién de

Perdido y el efecto de la costa en la regio de Coatzacoalcos.

La actividad metabdlica relativa presentd un patron claro donde la profundidad tuvo un efecto directo

sobre la funcidn de los protistas.

Los protistas fotosintéticos presentaron muy baja actividad en superficie, pero aumenté en el DCM.
Mientras en el PARO.1 en las estaciones influenciadas por estructuras de mesoescala de tipo ciclénico los

protistas fotosintéticos solo presentaron actividad en condicién de luz.
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La profundidad PARO.1 estuvo dominada por deltaproteobacterias, bacterias que juegan un rol muy
importante en los procesos de remineralizacidn de la materia organica en la regién mesopelagica. Ademas,

en esta profundidad aumentd la actividad metabdlica relativa de los protistas heterétrofos.

Los patrones de co-ocurrencia entre la comunidad de protistas activos y cianobacterias mostraron

asociaciones potenciales de predacion y probablemente nicho ecoldgico compartido.

Sin embargo, se requieren modelos de co-ocurrencia mds robustos para proponer hipdtesis con un mejor

sustento y poder obtener mds informacién, mas alld de patrones de correlacién.
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Tabla 9. Abundancia promedio y desviacién estandar de los ASVs con abundancia > 1% que se encontraron en la capa

de mezcla (ML).

Profundidad

ASVs

Abundancia promedio (%)

sd_abundance

ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML

Bacillariophyta_X (Order)
Diplonemea (Order)
Haptophyta (Division)
Prymnesiaceae (Family)
Prymnesiophyceae (Class)
Raphid-pennate (Family)

Spongodiscidae-Coccodiscidae (Family)

Spumellarida-Group-I (Family)
Telonemia-Group-2 (Family)
Bathycoccus
Braarudosphaera
Chrysochromulina
Gephyrocapsa

Hemiselmis

MAST-1C_XX

MAST-1D_XX

MAST-3E_XX

MAST-4B_XX

MOCH-5_XXX

Ostreococcus

Pelagomonas

Phaeocystis

Picomonas
Prymnesiophyceae_Clade_D_XX
Pseudo-nitzschia

RAD-A_XXX
RAD-B-Group-II_X
RAD-B-Group-IV_X
RAD-B-Group-I_X
Spumellarida-Group-l_X

2.7
3.2
2.7
12.8
2.6
4.4
0.4
0.6
8.4
0.0
3.6
4.6
2.3
3.3
4.1
13.2
4.9
4.9
6.1
0.1
0.4
21
6.1
0.1
0.9
0.0
1.0
4.3
0.0
0.5

10.3
2.5
1.8
4.8
0.9
6.8
13
2.5
3.7
0.2
2.3
3.0
3.3
5.0
1.5
6.0
2.3
2.4
5.6
0.4
1.2
1.2
3.2
0.3
3.9
0.2
2.4
7.0
0.1
1.1
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Tabla 10 Abundancia promedio y desviacion estandar de los ASVs con abundancia > 1% que se encontraron en el
maximo de fluorescencia (DCM)

Abundancia promedio

Profundidad ASVs (%) sd_abundance
DCM Bacillariophyta_X (Order) 0.8 5.2
DCM Diplonemea (Order) 0.1 0.3
DCM Haptophyta (Division) 0.6 1.0
DCM Prymnesiaceae (Family) 2.1 2.2
DCM Prymnesiophyceae (Class) 1.6 1.1
DCM Raphid-pennate (Family) 0.2 0.9
DCM Spongodiscidae-Coccodiscidae (Family) 2.2 4.8
DCM Spumellarida-Group-I (Family) 11.6 14.0
DCM Telonemia-Group-2 (Family) 3.1 1.8
DCM Bathycoccus 3.0 3.0
DCM Braarudosphaera 1.4 1.0
DCM Chrysochromulina 2.1 2.1
DCM Gephyrocapsa 1.9 2.1
DCM Hemiselmis 0.4 0.6
DCM MAST-1C_XX 1.2 1.3
DCM MAST-1D_XX 1.7 2.6
DCM MAST-3E_XX 0.2 0.6
DCM MAST-4B_XX 0.3 0.9
DCM MOCH-5_XXX 0.1 0.4
DCM Ostreococcus 2.9 4.0
DCM Pelagomonas 32.9 13.8
DCM Phaeocystis 4.2 2.8
DCM Picomonas 1.2 1.7
DCM Prymnesiophyceae_Clade_D_XX 2.7 1.9
DCM Pseudo-nitzschia 2.1 5.4
DCM RAD-A_XXX 4.3 5.3
DCM RAD-B-Group-Il_X 2.2 3.6
DCM RAD-B-Group-IV_X 0.2 1.1
DCM RAD-B-Group-I_X 2.7 4.3
DCM Spumellarida-Group-I_X 10.3 11.2
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Tabla 11. Asociaciones positivas y negativas entre protista-protista de la capa de mezcla, obtenidas con el analisis

de co-ocurrencia.

Varl

Var2

ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00232:f _Diplonemea
ASV_00101:Bathycoccus
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00092:Dino-Group-II-Clade-22_X
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00154:Pseudo-nitzschia
ASV_00119:Blastodinium
ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00120:g__Spongodiscidae-Coccodiscidae
ASV_00336:f__Dino-Group-I|
ASV_00170:c__Haptophyta
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00054:f __Gymnodiniales
ASV_00158:g_RAD-B-Group-IV
ASV_00110:MAST-1C_XX
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00283:g__Cryptomonadales_X
ASV_00150:RAD-B-Group-I_X
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00409:Nassellaria_XX
ASV_00336:f__Dino-Group-lI|
ASV_00135:Azadinium
ASV_00073:RAD-A_XXX

ASV_00128:0__Prymnesiophyceae

ASV_00685:g__Arthracanthida-Symphyacanthida_X

ASV_00077:Chrysochromulina
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00641:DSPD-1_X
ASV_00491:Dino-Group-II-Clade-26_X
ASV_00279:g__Dino-Group-I-Clade-4
ASV_00804:Pseudocubus
ASV_00054:f _Gymnodiniales
ASV_00078:Picomonas
ASV_00161:Torodinium
ASV_01121:MAST-3E_XX
ASV_00434:RAD-C_XXX
ASV_00418:g__Picozoa_XXX
ASV_00123:0streococcus
ASV_00086:Lepidodinium
ASV_00377:Thalassiosira
ASV_00539:0__Spirotrichea
ASV_00349:MOCH-4_XXX
ASV_00184:c__Dinoflagellata
ASV_00635:f _Spumellarida
ASV_00358:Dino-Group-II-Clade-6_X
ASV_00756:0__Acantharea
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00132:Prymnesiophyceae_Clade_D_XX
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00491:Dino-Group-Il-Clade-26_X
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00250:g__Sphaerozoidae
ASV_00810:MAST-3D_XX
ASV_00345:Dino-Group-II-Clade-7_X
ASV_00132:Prymnesiophyceae_Clade_D_XX
ASV_00804:Pseudocubus
ASV_00448:Dino-Group-V_XX
ASV_00483:f _Peridiniales

ASV_00128:0__Prymnesiophyceae

0.30
0.27
0.25
0.25
0.25
0.23
0.22
0.22
0.21
0.21
0.20
0.19
0.17
0.16
0.16
0.16
0.15
0.14
0.14
0.14
0.13
0.12
0.11
0.11
0.11
0.11
0.10
0.09
0.09
0.08
0.08
0.07
0.07
0.06
0.05
0.05
0.05
0.04
0.04




Varl

Var2

Weight

ASV_00218:c__Chlorophyta
ASV_00092:Dino-Group-Il-Clade-22_X
ASV_00150:RAD-B-Group-I_X
ASV_00150:RAD-B-Group-1_X
ASV_00127:f__Dinophysiales
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00154:Pseudo-nitzschia
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00161:Torodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00248:MOCH-2_XXX
ASV_00377:Thalassiosira
ASV_00123:0streococcus
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00073:RAD-A_XXX
ASV_00073:RAD-A_XXX
ASV_00135:Azadinium
ASV_00239:f__Dictyochophyceae_X
ASV_00092:Dino-Group-Il-Clade-22_X
ASV_00234:RAD-B-Group-IV_X
ASV_00170:c__Haptophyta
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00086:Lepidodinium
ASV_00337:MAST-31_XX
ASV_00078:Picomonas
ASV_00033:g__Spumellarida-Group-|
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00101:Bathycoccus
ASV_00198:g__Raphid-pennate
ASV_00158:g_ RAD-B-Group-IV
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00418:g__ Picozoa_XXX
ASV_00345:Dino-Group-lI-Clade-7_X
ASV_00039:g__Gymnodiniaceae
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00099:Paragymnodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae

ASV_00395:Chloropicon

ASV_00232:f _Diplonemea
ASV_00333:RAD-B_XXX
ASV_00474:Dino-Group-II-Clade-35_X
ASV_00135:Azadinium
ASV_00078:Picomonas
ASV_00777:Chaetoceros
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00184:c__Dinoflagellata
ASV_00161:Torodinium
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00590:g__Polar-centric-Mediophyceae
ASV_00590:g__Polar-centric-Mediophyceae
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00198:g__Raphid-pennate
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00234:RAD-B-Group-IV_X
ASV_00539:0__Spirotrichea
ASV_00138:Gephyrocapsa
ASV_00283:g__Cryptomonadales_X
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00685:g__Arthracanthida-Symphyacanthida_X
ASV_00240:f__RAD-B_X
ASV_00480:MAST-4C_XX
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00078:Picomonas
ASV_00279:g__Dino-Group-I-Clade-4
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00530:Syndiniales_XXX
ASV_00756:0__Acantharea
ASV_00985:Alexandrium
ASV_00539:0__Spirotrichea
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00161:Torodinium
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X

0.04
0.04
0.04
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
-0.01
-0.01
-0.01
-0.01
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.03
-0.05
-0.05
-0.06
-0.06
-0.09
-0.09
-0.09
-0.09
-0.12
-0.14
-0.16
-0.20
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Tabla 12. Asociaciones positivas y negativas entre protista-protista de la capa de mezcla, obtenidas con el analisis de

co-ocurrencia.

Varl

Var2

ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00232:f _Diplonemea
ASV_00101:Bathycoccus
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00005:Gymnodinium
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00092:Dino-Group-Il-Clade-22_X
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00154:Pseudo-nitzschia
ASV_00119:Blastodinium
ASV_00058:g__Telonemia-Group-2
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00120:g__Spongodiscidae-Coccodiscidae
ASV_00336:f__Dino-Group-lI|
ASV_00170:c__Haptophyta
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00054:f __Gymnodiniales
ASV_00158:g__RAD-B-Group-IV
ASV_00110:MAST-1C_XX
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00283:g__Cryptomonadales_X
ASV_00150:RAD-B-Group-I_X
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00409:Nassellaria_XX
ASV_00336:f__Dino-Group-lI|

ASV_00128:0__Prymnesiophyceae

ASV_00685:g__Arthracanthida-Symphyacanthida_X

ASV_00077:Chrysochromulina
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00641:DSPD-1_X
ASV_00491:Dino-Group-II-Clade-26_X
ASV_00279:g__Dino-Group-I-Clade-4
ASV_00804:Pseudocubus
ASV_00054:f__Gymnodiniales
ASV_00078:Picomonas
ASV_00161:Torodinium
ASV_01121:MAST-3E_XX
ASV_00434:RAD-C_XXX
ASV_00418:g__ Picozoa_XXX
ASV_00123:0Ostreococcus
ASV_00086:Lepidodinium
ASV_00377:Thalassiosira
ASV_00539:0__Spirotrichea
ASV_00349:MOCH-4_XXX
ASV_00184:c__Dinoflagellata
ASV_00635:f _Spumellarida
ASV_00358:Dino-Group-lI-Clade-6_X
ASV_00756:0__Acantharea
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00132:Prymnesiophyceae_Clade_D_XX
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00491:Dino-Group-Il-Clade-26_X
ASV_00210:c__Ciliophora
ASV_00250:g__Sphaerozoidae
ASV_00810:MAST-3D_XX
ASV_00345:Dino-Group-II-Clade-7_X
ASV_00132:Prymnesiophyceae_Clade_D_XX
ASV_00804:Pseudocubus
ASV_00448:Dino-Group-V_XX

0.30
0.27
0.25
0.25
0.25
0.23
0.22
0.22
0.21
0.21
0.20
0.19
0.17
0.16
0.16
0.16
0.15
0.14
0.14
0.14
0.13
0.12
0.11
0.11
0.11
0.11
0.10
0.09
0.09
0.08
0.08
0.07
0.07
0.06
0.05
0.05
0.05




Varl

Var2

ASV_00135:Azadinium
ASV_00073:RAD-A_XXX
ASV_00218:c__Chlorophyta
ASV_00092:Dino-Group-Il-Clade-22_X
ASV_00150:RAD-B-Group-I_X
ASV_00150:RAD-B-Group-1_X
ASV_00127:f__Dinophysiales
ASV_00045:Karlodinium
ASV_00154:Pseudo-nitzschia
ASV_00065:Dino-Group-I-Clade-1_X
ASV_00161:Torodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae
ASV_00248:MOCH-2_XXX
ASV_00138:Gephyrocapsa
ASV_00279:g__Dino-Group-I-Clade-4
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00073:RAD-A_XXX
ASV_00073:RAD-A_XXX
ASV_00135:Azadinium
ASV_00239:f__Dictyochophyceae_X
ASV_00092:Dino-Group-II-Clade-22_X
ASV_00234:RAD-B-Group-IV_X
ASV_00170:c__Haptophyta

ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00086:Lepidodinium
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00078:Picomonas
ASV_00033:g__Spumellarida-Group-|
ASV_00008:Pelagomonas
ASV_00101:Bathycoccus
ASV_00198:g__Raphid-pennate
ASV_00158:g_ RAD-B-Group-IV
ASV_00021:Gyrodinium
ASV_00418:g__ Picozoa_XXX
ASV_00345:Dino-Group-II-Clade-7_X
ASV_00039:g__Gymnodiniaceae
ASV_00050:MAST-1D_XX
ASV_00099:Paragymnodinium
ASV_00006:0__Dinophyceae

ASV_00483:f__Peridiniales
ASV_00128:0__Prymnesiophyceae
ASV_00395:Chloropicon
ASV_00232:f _Diplonemea
ASV_00333:RAD-B_XXX
ASV_00474:Dino-Group-Il-Clade-35_X
ASV_00135:Azadinium
ASV_00078:Picomonas
ASV_00777:Chaetoceros
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00184:c__Dinoflagellata
ASV_00161:Torodinium
ASV_00337:MAST-3I_XX
ASV_00434:RAD-C_XXX
ASV_00491:Dino-Group-Il-Clade-26_X
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00198:g__Raphid-pennate
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00234:RAD-B-Group-IV_X
ASV_00539:0__Spirotrichea
ASV_00138:Gephyrocapsa
ASV_00283:g__Cryptomonadales_X
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00685:g__Arthracanthida-
Symphyacanthida_X

ASV_00240:f _RAD-B_X
ASV_00480:MAST-4C_XX
ASV_00107:Phaeocystis
ASV_00786:f__Bacillariophyta_X
ASV_00078:Picomonas
ASV_00279:g__Dino-Group-I-Clade-4
ASV_00337:MAST-31_XX
ASV_00530:Syndiniales_XXX
ASV_00756:0__Acantharea
ASV_00985:Alexandrium
ASV_00539:0__ Spirotrichea
ASV_00242:g__Chaunacanthida_X
ASV_00161:Torodinium
ASV_00924:Dino-Group-I-Clade-2_X
ASV_00242:g_ Chaunacanthida_X

0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.00
0.00
-0.01
-0.01
-0.01
-0.01
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02

-0.02
-0.02
-0.02
-0.03
-0.05
-0.05
-0.06
-0.06
-0.09
-0.09
-0.09
-0.09
-0.12
-0.14
-0.16
-0.20
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Tabla 13. Concentracién en ng/ul y cantidad de DNA en ng extraidos de las estaciones del crucero Malla Fina-1

Muestra Concentracion DNA Volumen Cantidad DNA
(ng/ul) (ul) (ng)
B5dSUR 40 88 3520
B5dDFM 22.5 176 3960
B5d0.1 50 264 13200
B5nSUR 20 88 1760
B5nDFM 28.3 264 7480
B5n0.1 36.7 264 9680
B9dSUR 15 88 1320
B9dDFM 10.7 264 2816
B9d0.1 26 264 6864
B9nSUR 14.7 88 1293.6
B9nDFM 13.7 264 3608
BIn0.1 25.7 264 6776
C10dSUR 35 88 3080
C10dDFM 31.7 264 8360
C10d0.1 27.3 264 7216
C10nSUR 25 88 2200
C10nDFM 19.5 264 3432
C10n0.1 55 264 14520
C14dSUR 15 88 1320
C14dDFM 15 264 3960
C14d0.1 15.6 264 4136
C14nSUR 70 88 6160
C14nDFM 22 264 5808
C14n0.1 41 264 10824
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Tabla 14. Concentracién en ng/ul y cantidad de RNA en ng extraidos de las estaciones del crucero Malla -Fina -1 con

el fluorémetro Qubit®y valores de integridad del RNA (RIN) medidos con un chip en Bioanalayzer

Muestra Concentracion Volumen Columna Cantidad
RNA ng/ul) (ul) RIN RNA (ng)

B5dSUR 12.9 35 6.6 451
B5dDFM 6.19 11 6.4 681
B5d0.1 <1 35 6.8 -
B5nSUR 8.33 35 3.8 292
B5nDFM 2.08 170 6.6 354
B5n0.1 <1 70 N/A -
B9dSUR 6.67 35 N/A 234
B9dDFM 2.45 70 6.8 172
B9d0.1 <1 100 N/A -
B9nSUR 7.4 29 3.5 215
BOnDFM 3.66 120 4.1 434
B9n0.1 <1 80 N/A -
C10dSUR 8.73 35 3.2 306
C10dDFM <1 67 5.6 -
C10d0.1 <1 42 4.9 -
C10nSUR 7.4 35 4.6 259
C10nDFM 1.84 70 N/A 129
C10n0.1 <1 70 2.6 -
C14dSUR 3.95 35 4.6 138
C14dDFM 1.74 120 4.4 209
C14d0.1 <1 35 2.5 -
C14nSUR 5.86 35 6.3 205
C14nDFM 1.4 35 7.1 49
C14n0.1 <1 70 N/A -
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ESTACION B5 BS B5S BS BS BS B9 BY BY B9 B9 B9
CONDICION d d d n n n d d d n n n
PROFUNDIDAD SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1

(o)

L 4 3 s 1 2 . 7 ? s 3 s ’
ESTACION Ci0 C10 C10 CI10 Cl10 CI0 Cl4 Cl4 Cl4 Cl4 Cl4 Cl4

CONDICION d d d n a n d d d =an n n
PROFUNDIDAD SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1 SUR DFM 0.1
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Figura 31. Gel de electroforesis obtenido por mediciones con chip de Bioanalyzer de las profundidades de superficie,
maximo de fluorescencia y 0.1% de luz en las estaciones de serie de tiempo de la campafia Malla Fina-01.



