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Resumen de la tesis que presenta Lizt Selene Sibila Osorio Pando como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctora en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Microbiologia.

Estructura y funcidn de las comunidades de bacterias y arqueas en las zonas mesopelagica y
batipelagica del golfo de México

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén
Directora de tesis

El golfo de México (GdM) es una cuenca ocednica compleja, con un sistema hidrodindmico Unico, y
constituido por diferentes masas de agua con caracteristicas fisicoquimicas distintivas. Estas
caracteristicas afectan a como las comunidades microbianas se distribuyen a lo largo de estas masas
de agua y su respuesta funcional ante cambios ambientales. Aunque ya existen algunos trabajos que
han estudiado comunidades microbianas en el GdM, pocos de ellos se centran en las aguas mas
profundas para entender estas dindmicas. El presente estudio caracterizd la estructura y potencial
funcional de comunidades de bacterias y arqueas de las zonas mesopelagica (200-1000 m) vy
batipeldgica (1000—4000 m), de la Zona Econdmica Exclusiva Mexicana. Mediante secuenciacién de la
region V4 del gen 16S ARNr, (se analizaron 95 muestras de agua colectadas a 4 profundidades en tres
campafias oceanograficas, XIXIMI-05, -06, -07). De éstas se seleccionaron 18 para reconstruir genomas
a partir de metagenomas (MAGs) shotgun. Nuestros resultados mostraron una estratificacion vertical
donde las arqueas Nitrosopumilales (Thermoproteota), vinculadas a la oxidacién de amonio y descritas
por primera vez en esta zona, dominaron la zona mesopeléagica (26.9%), mientras que bacterias como
Alteromonadales (Gammaproteobacteria) asociadas, entre otras cosas, a la degradacion de materia
organica recalcitrante, predominaron en la zona batipelagica (13.5%). Factores ambientales como
profundidad, salinidad absoluta, consumo aparente de oxigeno y temperatura conservativa
estructuraron las comunidades (p < 0.001). La zona batipeldgica mostré alta heterogeneidad
taxondmica, con microhdbitats vinculados potencialmente a filtraciones naturales de hidrocarburos,
evidenciados por la abundancia de géneros hidrocarbonoclasticos (p. ej. Alcanivorax, Oleibacter) y
metanotroficos (Methylococcales). Los MAGs revelaron predominio de metabolismos heterétrofos
(oxidacion de carbono organico, fermentacién), y en menor cantidad de mixétrofos, destacando el
género Arctic96AD-7 (filo SAR324) con capacidad para fijar CO, mediante RuBisCO. Los ciclos
biogeoquimicos evidenciaron: i) en nitrogeno, predomind la retencion mediante reduccion
disimilatoria de nitrato a amonio (DNRA, 24% MAGs) sobre procesos de desnitrificacidn; ii) en azufre,
dominé la oxidacion de compuestos reducidos (S°, S,0s%7; 71.4% MAGs), con un MAG
de Thioglobus_C con la capacidad de realizar cinco transformaciones simultaneas; iii) en metano, se
registré ausencia de metanogénesis pero presencia de metanotrofia en multiples filos (25% MAGs).
Las arqueas, aunque escasamente representadas en MAGs (10%), mostraron un papel clave en el ciclo
carbono (metanotrofia en MGIIb-Q1). La redundancia funcional detectada sugiere estabilidad
biogeoquimica ante perturbaciones. Este estudio establece una linea base para evaluar impactos
antropogénicos (derrames de hidrocarburos, cambio climdtico) y resalta la importancia ecoldgica de
estos microorganismos en la remineralizacion de nutrientes y mitigacion de metano en el GdM.

Palabras clave: Comunidades de bacterias y arqueas, golfo de México, zona mesopeldgica, zona
batipeldgica, metagendmica.



Abstract of the thesis presented by Lizt Selene Sibila Osorio Pando as a partial requirement to obtain
the Doctor of Science degree in Life Science with orientation in Microbiology

Structure and function of bacterial and archaeal communities in the mesopelagic and bathypelagic
zones of the Gulf of Mexico

Abstract approved by:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén
Thesis Director

The Gulf of Mexico (GoM) is a complex oceanic basin with a unique hydrodynamic system and distinct
water masses characterized by specific physicochemical properties. These properties affect the
distribution of microbial communities and their functional responses to environmental changes.
Although previous studies have examined microbial communities in the GoM, few have focused on
deeper waters to understand these dynamics. This study characterized the structure and functional
potential of bacterial and archaeal communities in the mesopelagic (200-1000 m) and bathypelagic
(1000-4000 m) zones of Mexico's Exclusive Economic Zone. Through sequencing of the V4 region of
the 16S ARNr gene, a total of 95 water samples collected at four depths during three campaigns
(XIXIMI-05, -06, -07) were analyzed. Of these, 18 samples were selected to reconstruct genomes from
metagenomes (MAGs). Results revealed vertical stratification with ammonia-oxidizing
archaea Nitrosopumilales (Thermoproteota), reported here for the first time in this region, dominated
the mesopelagic zone (26.9%), while bacteria such as Alteromonadales (Gammaproteobacteria),
associated with recalcitrant organic matter degradation, prevailed in the bathypelagic zone (13.5%).
Environmental factors (depth, absolute salinity, apparent oxygen utilization, conservative
temperature) significantly shaped the communities (p < 0.001). The bathypelagic zone exhibited high
taxonomic heterogeneity, with microhabitats potentially linked to natural hydrocarbon seeps,
evidenced by abundant hydrocarbonoclastic (e.g., Alcanivorax, Oleibacter) and methanotrophic
(Methylococcales) genera. The MAG analysis revealed a predominantly heterotrophic metabolisms
(organic carbon oxidation, fermentation) and to a lesser extend mixotrophy, highlighting the presence
of the genus Arctic96AD-7 (phylum SAR324) demonstrating CO, fixation via RuBisCO. The main
biogeochemical cycles included: i) nitrogen retention over denitrification, dominated by dissimilatory
nitrate reduction to ammonium (DNRA; 24% MAGs); ii) sulfur oxidation of reduced compounds (S°,
$,0:%7; 71.4% MAGs), including a Thioglobus_C MAG capable of undergo five simultaneous
transformations; and iii) absence of methanogenesis but presence of methanotrophy across multiple
phyla (25% MAGs). Archaea although sparsely represented in MAGs (10%) played key role in the
carbon cycle (e.g., methanotrophy in MGIllb-Q1). The functional redundancy detected suggests
biogeochemical stability in the face of disturbances. This study establishes a baseline for assessing
anthropogenic impacts (hydrocarbon spills, climate change) and highlights the ecological importance
of these microorganisms in nutrient remineralization and methane mitigation in the GoM.

Keywords: Bacterial and archaeal communities, Gulf of Mexico, mesopelagic zone, bathypelagic
zone, metagenomics.
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Capitulo 1. Introduccidn general

"Todo elemento bioldgico pasa por un ciclo continuo llamado ciclo biogeoquimico donde se alterna entre

materia viva (orgdnica) y no viva (inorgdnica)"(Bertrand et al., 2015).

Cuando un organismo muere todos sus componentes organicos experimentan una cadena de procesos de
transformacidn hasta alcanzar formas inorgdnicas mas simples, que a posteriori pueden ser utilizadas
como piezas moleculares para la reconstruccion de nuevas biomoléculas. Estos procesos pueden ser
abidticos, tales como la disolucion o fotooxidacidon; y bidticos a consecuencia del metabolismo de un

organismo.

En esencia, todos los organismos contribuyen al ciclo biogeoquimico de los elementos principales que
componen la materia orgdnica, como el carbono, el oxigeno, el nitrégeno, el hidrégeno, el fésforo y el
azufre. Dentro de este contexto, los microorganismos desempefian un papel fundamental y protagdnico,
dado que se encuentran en gran abundancia y poseen una notable capacidad metabdlica, lo que les
permite catalizar la mayoria de las reacciones bioquimicas implicadas en estos ciclos. Ademas, destacan
por su gran plasticidad genética, adaptandose a casi cualquier ecosistema. Un ejemplo de esto es que
ciertos microorganismos pueden sobrevivir en ambientes extremos, como los géiseres (Sanchez-Garcia
et al., 2019). De hecho, su importancia es tan significativa que se les ha atribuido la responsabilidad de
crear las condiciones propicias para el desarrollo de la vida eucariota en el habitat terrestre (Bertrand

et al., 2018).

A pesar de que los microorganismos representan un gran porcentaje de la biomasa del planeta y
desempeian funciones bioquimicas cruciales para el mantenimiento de la biosfera, sélo un pequefio
porcentaje (<1%) ha podido ser cultivado y estudiado (Hofer, 2018; Jiao et al., 2021). Esto se debe
principalmente a que muchas de las condiciones de sus habitats son extremas o poco conocidas (Epstein,
2013), lo que convierte el cultivo in vitro en un desafio complejo y costoso. Sin embargo, en las ultimas
décadas, las herramientas de secuenciacidon masiva han comenzado a superar esta limitacidn, permitiendo
explorar la ecologia de comunidades microbianas en ambientes previamente inexplorados. Mas adelante,

se profundizard en este tema.



1.1 Los Dominios Bacteria y Archaea

De todos los microorganismos (bacterias, arqueas, virus, protozoarios, algas, hongos), los miembros de los
dominios Bacteria y Archaea, también llamados procariotas, son los que mayor biomasa, capacidad
metabdlica y plasticidad adaptativa poseen (Bertrand et al., 2018). A pesar de corresponder a dominios
diferentes, los miembros de ambos grupos comparten importantes caracteristicas fisioldgicas, son
unicelulares con tamafios de células inferiores a los 5 um, poseen un Unico cromosoma circular muchas
veces acompafniado de ADN extracromosomal en forma de plasmidos y/o megaplasmidos, la division
celular ocurre por fisidn binaria, presentan reproduccién asexual y no suelen tener organelos celulares
definidos por membrana (Bertrand et al., 2018). Aunque el caso del nucleo es actualmente tema de debate
debido a que algunos miembros del dominio Bacteria poseen una estructura analoga al nucleo eucariota

llamada nucleoide (Thanbichler et al., 2005).

Por su aparente similaridad fisiolégica las bacterias y arqueas estuvieron clasificadas en un mismo grupo
hasta 1977, cuando la evidencia molecular por medio del gen 16S del ARN ribosomal (ARNr) dividio el
mundo viviente en tres dominios Bacteria, Archaea 'y Eucarya (Woese y Fox, 1977). De hecho, actualmente,
y gracias al gran nimero de datos obtenidos por medio de las técnicas de secuenciacién masiva, el arbol
de la vida se ha reestructurado y se discute acerca de una cuarta rama compuesta por microorganismos
llamados candidate phyla radiation (CPR, por sus siglas en inglés) relacionados de forma cercana con el

dominio Bacteria (Castelle y Banfield, 2018).

Ademas de la evidencia molecular existen diferencias fisioldgicas que soportan la dicotomia entre ambos
dominios. Las bacterias poseen una membrana celular compuesta por acidos grasos unidos a una molécula
de 1,2-dioctanoil-sn-glicerol a través de un enlace tipo éster, mientras que en arqueas las membranas
estan compuestas de cadenas de isoprenoides de alquilo unidos por medio de un enlace tipo éter a 2,3-
dioctanoil-sn-glicerol (Grossi et al., 2015); la pared celular de las bacterias se compone principalmente por
peptidoglicano, mientras que en las arqueas es de pseudopeptidoglicano (Claus, 2010; White et al., 2007);
algunas arqueas pueden llegar a presentar intrones mientras que en bacterias ain no hay evidencias de
ellos (Tocchini-Valentini et al., 2011) y existen algunos metabolismos limitados a solo un grupo, como es

el caso de la metanogénesis exclusivo de las arqueas (Kietdvainen y Purkamo, 2015).



1.2 Estudios de bacterias y arqueas en ecosistemas marinos

Las principales técnicas para estudiar microorganismos se han basado tradicionalmente en su cultivo en
laboratorio (Rodrigues & De Carvalho, 2022), microscopia, analisis bioquimicos (como la medicion de
actividades enzimdticas), técnicas de hibridacidon fluorescente in situ (FISH) para identificar grupos
taxondmicos especificos, o enfoques basados en PCR como la electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante y bibliotecas de clones de genes ribosomales (Amann et al., 1995). Estas metodologias,
aunque utiles, ofrecen una resolucién taxondmica y funcional limitada, ya que solo capturan fracciones de
la diversidad microbiana o requieren conocimiento previo de los organismos objetivo. No fue sino hasta
lallegada de las técnicas de secuenciacién masiva que se logré acceder a la diversidad microbiana de forma
integral, secuenciando directamente el ADN de muestras ambientales. Este enfoque, conocido como
metagendmica (Nam et al., 2023), implica extraer el material genético de la muestra, secuenciarlo y
analizar las secuencias obtenidas para inferir tanto la estructura como el potencial funcional de la

comunidad microbiana.

La forma de abordar el estudio de la comunidad microbiana mediante estas tecnologias consiste
basicamente en dos aproximaciones, la metagendmica dirigida (también conocida como metabarcoding o
secuenciaciéon de amplicones) y la metagendmica de genomas completos o shotgun. En el caso de las
bacterias y arqueas el metabarcoding (en particular basada en el gen 16S del ARNr) es un procedimiento
estandar en estudios de estructura de comunidades (Logares et al., 2014). Mientras que la metagendémica
shotgun se utiliza principalmente para el andlisis del potencial funcional de una comunidad, o lo que es lo

mismo, el potencial metabdlico (p. €j., Acinas et al., 2021).

A la fecha han existido diversas iniciativas con el propdsito de estudiar los metagenomas de bacterias y
arqueas marinas a escala global, entre ellos destacan el Ocean Drilling Program (ODP), Global Ocean
Sampling del Instituto J.Craig Venter (Parthasarathy et al., 2007), Tara Oceans Expedition (Hingamp et al.,
2013) y la expedicion de aguas profundas Malaspina (Acinas et al., 2021; Herndl et al., 2023). A escala mas
local, especificamente en el golfo de México (GdM), la mayoria de las investigaciones han sido realizadas
a partir de muestras procedentes de la Zona Econdmica Exclusiva estadounidense (ZEEE), p. ej. estudios
estacionales de la estructura y dinamica de las comunidades de bacterias y arqueas (Easson & Lopez, 2018;
King et al., 2013; Tolar et al., 2013), descripcidn de los cambios en la estructura y potencial metabdlico de
bacterias y arqueas en las Dead Zones (DZ, por sus siglas en inglés) (Bristow et al., 2015; Campbell et al.,

2019), o cambios en la estructura antes, durante y después de derrames de petrdleo, en particular de la
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plataforma petrolifera Deepwater Horizon (Joye et al., 2014a; Redmond y Valentine, 2012; Rivers et al.,
2013); por nombrar algunos. Mientras que en la ZEEM el nimero de trabajos respecto a microorganismos
es limitado, en aguas epipeldgicas (Linacre et al., 2019; Medina-Gémez et al., 2019), en sedimentos
(Godoy-Lozano et al., 2018; Raggi et al., 2020), en experimentos de mesocosmos (Valencia-Agami et al.,

2019), y a nivel mesopelagico y batipelagico (Guerrero et al., 2022; Raggi et al., 2020).

Es de resaltar que todas las publicaciones mencionadas con muestras de la ZEEM son parte de los
proyectos del Consorcio de Investigacidén del Golfo de México (CIGoM), al igual que el presente trabajo.
ClIGoM se cred como consorcio en el afio 2015 con el propdsito de desarrollar proyectos relacionados con
el posible impacto ambiental de la industria del gas y el petrdleo en el GAM. Entre sus lineas de
investigacion se encuentra el estudio de la diversidad de organismos que alli habitan para asi aportar el
conocimiento basico para entender y actuar en caso de posibles derrames de hidrocarburos. Con este fin,
ClIGoM ha realizado varios cruceros anuales que nos han proporcionado muestras e informacién de gran

valor para caracterizar y entender mejor las aguas mexicanas del golfo.

1.3 El golfo de México

El GAM es una cuenca oceanica que limita con litorales de México, Estados Unidos y Cuba, se comunica
por el sureste con el mar Caribe a través del canal de Yucatan (profundidad del canal = 2000 m) y por el
noreste con el océano Atlantico a través del estrecho de Florida (profundidad = 800 m) y estda compuesto
por plataformas continentales alrededor de un abismo profundo llamado Sigsbee Deep de

aproximadamente 4000 m de profundidad (Herzka et al., 2021).

El agua del GdM se compone de diferentes masas de agua a distintas profundidades y que se forman por
diversos mecanismos en distintas partes del mundo (Dickson y Brown, 1994; Qu et al., 2013; Stramma y
England, 1999; D. Zhang et al., 2003) (Figura 1), las cuales entran al golfo impulsadas por la corriente de
Yucatdn y a través del canal de Yucatan. Una vez dentro, dicha corriente se transforma en la corriente de
Lazo (CL) que gira en sentido horario e impulsa la salida de las masas de agua por encima de los 800 m a
través del estrecho de Florida. Esto ultimo ocasiona que las aguas por debajo de los 800 m solo puedan

salir por el estrecho de Yucatan hacia el mar caribe en sentido contracorriente (Candela et al., 2019).



Profundidad (m) Temperatura (°C) Salinidad (g kg?) Oxigeno disuelto

(umol kg?)

Caribbean Surface Water (CSW) 50-150 20-28 =36.7 2179
50-150 m Gulf Common Water (GCW) 20-22.5 £36.8 112-188
150-230 m North Atlantic Subtropical Underwater 150-230 20-25 >36.8 112-170

(NASUW)
300-700 m Tropical Atlantic Central Water (TACW) 300-700 8-20 36.1-36.6 < 134
740-900 m Antarctic Intermediate Water (AAIW) 740-900 5.5-6.5 35.05-35.11 134-156
>1200 m North Atlantic Deep Water

(NADW) 21200 4-45 ~35.15 =200

Figura 1. Masas de agua en el golfo de México segln lo reportado por Portela et al. (2018)

En el océano la columna de agua se divide convencionalmente en tres zonas segun su profundidad, zona
epipelagica que va de los 0-200 m de profundidad, y se caracteriza por estar iluminada y poseer alta
actividad fotosintética; en el GdM esta zona alberga las masas de agua Caribbean Surface Water (CSW),
Gulf Common Water (GCW) y North Atlantic Subtropical Underwater (NASUW) (Figura 1). La zona
mesopelagica, tambien conocida como zona crepuscular, se extiende desde 200 a 1000 m de profundidad
donde generalmente se encuentra la Zona de Minimo de Oxigeno Relativo (ZMOR) y la Antarctic
Intermediate Water (AAIW). Y por ultimo la zona batipelagica, que se extiende desde los 1000 a 4000 m

de profundiad, en el GdM se compone principalmente de la masa North Atlantic Deep Water (NADW).

Asimismo, en el GdM cada una de estas tres zonas representa un sistema complejo y dinamico, cuya
variabilidad depende de distintos procesos espacio-temporales. En la zona epipelagica predominan los
procesos de estacionalidad del balance de agua dulce (descarga de rios y el equilibrio entre la tasa de
evaporacién y precipitacién), el flujo de calor (latente, sensible y advectivo) y el estrés por viento. En esta
misma linea, tanto el epipelagico como el mesopelagico son afectados por procesos derivados de la CL, en

particular por la presencia de remolinos anticiclénicos de nucleo caliente que giran en el sentido de las
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agujas del reloj (Portela et al., 2018). Estos anticiclones se desprenden de la CL y viajan hacia el oeste,
siguiendo diferentes rutas, la central (entre 24°N y 26°N de latitud) es la mas comun, mientras que la
surefia es la menos frecuente. Al colisionar los remolinos contra la plataforma occidental, modifican
constantemente el agua debido a la inyeccion de aguas oligotrdficas y cdlidas de origen caribefio (Hamilton
y Lugo-Fernandez, 2001; Muller-Karger et al., 2015). Adicionalmente, en el GdM hay presencia de giros
cicldnicos que giran en sentido antihorario, los cuales bombean agua subsuperficial hacia la superficie. Un
ejemplo destacado es el ciclén semipermanente conocido como ciclén de Campeche (centro: 95°W,
19.5°N) (Pérez-Brunius et al., 2013). Caso contrario, las aguas mas profundas (por debajo de 1000 m)
tienen poca ventilacidon con un tiempo de residencia de = 100 afios (Amon et al., 2023), y pueden ser
afectadas ocasionalmente por eventos como filtraciones naturales de hidrocarburos "chapopoteras", la

presencia lagos de salmuera y actividad hidrotermal (Fisher et al., 2007; MacDonald et al., 1990, 2015).

En resumen, el conocimiento sobre las comunidades de bacterias y arqueas en la ZEEM del GdM es aun
limitado, centrandose principalmente en ambientes costeros y epipeldgicos. Este enfoque ha dejado un
gran vacio en la comprension de la zona mesopelagica, zona importante donde se remineraliza hasta el
90% del carbono organico exportado desde la zona epipelagica (Cavan et al., 2019; Robinson et al., 2010),
siendo esencial para los ciclos biogeoquimicos marinos y la bomba biolégica de carbono. Y la zona
batipeldgica, que alberga condiciones Unicas, como filtraciones naturales de hidrocarburos en el fondo
marino, las cuales podrian favorecer comunidades microbianas especializadas en la degradacion de
compuestos hidrocarbonados. A diferencia de la ZEEE, donde se han caracterizado extensamente las
respuestas microbianas a perturbaciones como el derrame de Deepwater Horizon, en aguas mexicanas
persiste una brecha en el conocimiento sobre la estructura, funcidn y adaptaciones metabdlicas de estas
comunidades ante cambios ambientales. Este estudio, enmarcado en los esfuerzos del CIGoM, utiliza
enfoques metagendmicos (metabarcoding y shotgun) para explorar la estratificacién vertical de bacterias
y arqueas en aguas profundas, identificando factores ambientales clave y evaluando su potencial
metabdlico. Los resultados no solo aportan una linea de base para monitorear impactos futuros, sino que
podrian revelar nuevos genes y consorcios microbianos con aplicaciones en biorremediacion vy
bioprospeccidn, posicionando al GdM como un laboratorio natural para entender la adaptacion
microbiana en ambientes oligotréficos sujetos a presiones naturales Unicas, como los existentes en el

golfo.



1.4 Justificacion

Los ciclos biogeoquimicos marinos dependen de comunidades microbianas que transforman materia
organica y reciclan nutrientes en ambientes profundos, procesos esenciales para las redes troficas y el
clima global. Sin embargo, en el GdM, regidn clave por su dindmica oceanografica Unica (con influencia de
la CL y fendmenos como las filtraciones naturales de hidrocarburos), el conocimiento sobre la diversidad
y funcién de bacterias y arqueas en las zonas mesopelagica y batipeldgica de ZEEM es limitado, ya que la
mayoria de estudios previos se han realizado en la ZEEE. Este estudio pretende arrojar algo de luz sobre
esos vacios del conocimiento mediante enfoques metagendmicos (metabarcoding del gen 16S ARNr y
secuenciaciéon shotgun), combinados con pardmetros ambientales, para caracterizar la diversidad
taxondmica, identificar posibles factores estructurantes y finalmente reconstruir genomas microbianos
(MAGs) que revelen su potencial metabdlico. Los resultados aportardn una linea base Util ante escenarios,
p. ej. el impacto de eventos antropogénicos en el golfo, como derrames de petrdleo, vertidos de
nutrientes, cambio climatico o la proliferacidn de microplasticos, o para la bioprospeccidon de genes con
aplicaciones en biorremediacién, un aspecto esencial en un contexto donde se busque que la industria

energética coexista con un patrimonio bioldgico.

1.5 Subtema 1: Caracterizacion de la estructura de las comunidades de

bacterias y arqueas en el golfo de México, mediante metabarcoding

El Golfo de México (GdM) se caracteriza por una dinamica oceanografica compleja, con intercambio de
nutrientes y organismos entre el mar Caribe y el océano Atlantico, procesos como giros ciclénicos y la
Corriente de Lazo (CL), y una estratificacion vertical marcada en masas de agua con propiedades fisico-
guimicas contrastantes. Estas condiciones lo convierten en un escenario biogeoquimico Unico para

estudiar la ecologia microbiana marina.

La zona epipelagica constituye un ecosistema oligotréfico caracterizado por una baja produccién primaria
neta (PPN). Sin embargo, durante el verano, se han observado discrepancias entre la materia organica
particulada (MOP) generada en la zona iluminada y su exportacion a la mesopelagica, con patrones
similares a ecosistemas mas productivos (Stukel et al., 2021). Por su parte, la zona mesopeldgica se
constituye principalmente por dos masas de agua (Figura 1) y un fuerte gradiente de oxigeno disuelto, la

Antarctic Intermediate Water (AAIW), y la Tropical Atlantic Central Water (TACW), donde se encuentra la
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Zona de Minimo de Oxigeno Relativo (ZMOR), y donde hasta el 90% del carbono orgéanico se transforma
en CO; (Cavan et al., 2019; Robinson et al., 2010). Mas abajo, en la batipelagica, donde domina la North
Atlantic Deep Water (NADW), coexisten condiciones extremas (4°C, >1000 m de profundidad) con
filtraciones de hidrocarburos y actividad hidrotermal (Fisher et al., 2007; MacDonald et al., 2015),
ofreciendo un entorno ideal para estudiar adaptaciones microbianas a microhdbitats y ambientes

extremos.

Estudios mediante metabarcoding del picoplancton en el océano global han reportado que bacterias y
arqueas muestran patrones de distribucién vertical vinculados a propiedades de las masas de agua, como
profundidad, gradientes de oxigeno y temperatura (Agogué et al., 2011; Gomez-Letona et al., 2022; Jing
etal., 2013; Mena et al., 2021; Salazar et al., 2016; Sebastian et al., 2024; Shao et al., 2022). Factores como
la limitada movilidad celular, la densidad del agua como barrera fisica y los gradientes de nutrientes

explican esta estratificacion (Agogué et al., 2011; Baltar et al., 2009; Mullane et al., 2023).

En la ZEEE, en particular en dreas cercanas a la desembocadura del rio Mississippi, a la CL y la region
afectada por el derrame de la Deepwater Horizon, algunos estudios han empleado metabarcoding
secuenciando el marcador genético 16S ARNr para caracterizar las comunidades de bacterias y arqueas en
la columna de agua. Estos trabajos reportaron una estratificacién vertical de las comunidades e
identificaron variables ambientales como salinidad, pH y oxigeno disuelto como factores estructurantes.
Ademas, identificaron al filo Thaumarchaeota (dominio: Archaea) como un grupo dominante en zonas
profundas, en un escenario de anoxia en profundidades superficiales debido a las Dead Zone que se
forman en las temporadas de primavera-verano cerca de la desembocadura. Todos estos andlisis se
basaron en muestras colectadas cerca de la plataforma continental, con una profundidad maxima de 1700

m (Easson & Lopez, 2018; King et al., 2013; Tolar et al., 2013).

En cambio, en la ZEEM todavia no existen estudios que combinen variables ambientales con andlisis de
metabarcoding para bacterias y arqueas en aguas del mesopélagico y batipelagico. Aunque trabajos
pioneros, como los de Raggi et al. (2020) y Guerrero et al. (2022), han explorado cdmo la comunidad
bacteriana cambia con la profundidad, identificando grupos como Proteobacteria (Gammaproteobacteria
y Alphaproteobacteria) y géneros hidrocarbonoclasticos como Alteromonas y Oleibacter en zonas
mesopelagica y batipeldgicas, las arqueas siguen estando ausentes en estos andlisis. Hasta ahora, el Unico
estudio que aborda cambios de las comunidades tanto de bacterias y arqueas vinculados a factores
ambientales en esta parte del GAM es el de Valencia-Agami et al. (2024), realizado en la plataforma de

Yucatan a profundidades maximas de 180 m. Este trabajo reveld que la estructura de las comunidades
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estaba moldeada por la profundidad, el oxigeno disuelto y la clorofila-a, y aunque los niveles de
hidrocarburos eran bajos, detectaron géneros con potencial para degradarlos. Sin embargo, estas
conclusiones se limitan a aguas someras, enfatizando nuevamente el vacio en la comprensién de las zonas
profundas (>1000 m) de la ZEEM, especialmente en cuanto a las arqueas se refiere, y describiendo de

manera detallada las comunidades en el batipelagico.

Este estudio contribuye a ampliar el conocimiento sobre las comunidades microbianas en las zonas
mesopelagica y batipeldgica de la ZEEM del GdM, un area unica debido a la influencia de la CL, giros
cicldnicos, estratificacion vertical y presencia de filtraciones naturales de hidrocarburos. En comparacion
con trabajos previos, se incrementd el nimero de estaciones muestreadas y se contextualizaron los datos
microbianos con variables ambientales (p. e]., profundidad y oxigeno disuelto), lo que permitié explorar
su distribucién espacial, dindmicas temporales y roles ecoldgicos. Ademds, se presenta la primera
descripcién integral de la comunidad de arqueas en aguas profundas de la ZEEM del GdM, un grupo no
reportado previamente en esta regién (Guerrero et al., 2022; Raggi et al., 2020) Estos hallazgos no solo
enriquecen la linea base para evaluar impactos antropogénicos (como derrames o efectos del cambio

climatico), sino que podrian revelar consorcios microbianos con potencial aplicado en biorremediacién.

El objetivo de esta seccidn es caracterizar la estructura, diversidad y factores ambientales que influyen en
la estratificacion vertical de las comunidades de bacterias y arqueas en las zonas mesopelagica (200-1000
m) y batipelagica (1000-4000 m) de la ZEEM del GdM, mediante metabarcoding del gen 16S ARNr, para
identificar patrones espaciales, evaluar su asociacidén con gradientes ambientales y explorar su posible

vinculacidon con microhabitats profundos.

Para ello se tienen los siguientes objetivos especificos:

e Caracterizar la diversidad taxondmica de bacterias y arqueas en las zonas mesopelagica y batipeldgica
en la ZEEM del GdM, analizando y comparando patrones verticales (200—-4000 m) y horizontales (a lo

largo de la regidn de aguas profundas).

e Identificar los factores ambientales clave (como oxigeno, nutrientes, temperatura, entre otros) que

podrian estar estructurando las comunidades en la columna de agua.

e Evaluar el papel ecolégico de las bacterias y arqueas en las zonas estudiadas.
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e Identificar la posible asociacion entre los grupos de bacterias y arqueas encontrados en la region
batipeldgica con microhdbitats profundos como filtraciones de hidrocarburos, hidratos de gas, o

materia orgdnica particulada.

1.6 Subtema 2: Caracterizacion del potencial funcional de las bacterias y
arqueas del golfo de México a través de genomas ensamblados a partir de

metagenomas (MAGs)

Los microorganismos de las zonas mesopeldgicas y batipelagicas del océano desempenan roles
importantes en los ciclos biogeoquimicos globales, transformando materia orgdnica y reciclando
nutrientes en ambientes caracterizados por bajas temperaturas, alta presion y limitacién de recursos.
Aunque durante mucho tiempo se creyé que la actividad microbiana en estas regiones era escasa, estudios
recientes han demostrado que estos microorganismos estan metabdlicamente activos e incluyen
comunidades altamente diversas de bacterias y arqueas adaptadas a condiciones extremas, con funciones

que van desde la nitrificacién y la fijacion de carbono inorganico hasta la oxidacion de compuestos

profundidad esta vasta y aun en gran medida desconocida parte de la biosfera.

Por su parte, en el golfo de México (GdM), estas zonas albergan dinamicas oceanograficas Unicas, como la

relevancia ecoldgica, el conocimiento sobre la diversidad y el potencial metabdlico de este grupo de

microorganismos en aguas profundas del GdM sigue siendo limitado.

En el Subtema 1, mediante metabarcoding del gen 16S ARNr, se identificd una estratificacion vertical de
bacterias y arqueas vinculada a gradientes fisicoquimicos, con predominio de grupos como
Nitrosopumilales (Thaumarchaeota) en la zona mesopelagica y Alteromonadales (Gammaproteobacteria)
en la batipelagica. No obstante, esta aproximacion taxondmica, que aporta valiosa informacién sobre la

diversidad microbiana, no permite inferir de forma confiable las capacidades metabdlicas ni los roles
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ecoldgicos de estos organismos. Para superar esta limitacion, la metagendmica por shotgun, junto con la
reconstruccion de genomas microbianos a partir de metagenomas (MAGs, por sus siglas en inglés)

emergen como herramientas Utiles, ya que permiten vincular taxonomia con potencial funcional, explorar

microbiomas ambientales al superar las limitaciones del cultivo in vitro y los marcadores Unicos como el
16S ARNr. Sus ventajas incluyen: i) mayor precisién taxondmica mediante integracién de sefiales
gendmicas (composicion nucleotidica, cobertura, entre otros); ii) deteccidn de linajes microbianos
novedosos; iii) acceso a la organizacién gendmica (operones, islas metabdlicas, entre otros) para inferir
rutas biogeoquimicas completas; y iv) reduccion de anotaciones espurias al trabajar con genomas
reconstruidos en lugar de lecturas sueltas (Parks et al., 2017). En este capitulo, empleamos esta
aproximacion para explorar el potencial metabdlico de comunidades microbianas en el GdM profundo,

conectando su diversidad gendmica con procesos biogeoquimicos.

Al igual que en los estudios de metabarcoding, los reportes sobre MAGs de bacterias y arqueas en el GdM

provienen principalmente de la Zona Econdmica Exclusiva Estadounidense (ZEEE). Estos se centran en

sulfidizacion y degradacion de compuestos orgdnicos recalcitrantes. También se han identificado MAGs de

Thaumarchaeota (arqueas) con capacidad para metabolizar urea y cianato en la produccién de nitrito

(2020), que empled secuenciacidén shotgun, ensamblaje de secuencias y comparacién con bases de datos.
Sus resultados indican que los sedimentos profundos albergan comunidades con potencial para procesos
anaerobios (sulfidizacién, reduccién de nitrato), mientras que en la columna de agua predominan bacterias

con capacidad para biodegradar hidrocarburos y realizar fotosintesis.
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Este capitulo contribuye a entender el potencial funcional de las bacterias y arqueas del mesopelagico y
batipelagico de la regién de aguas profundas de la ZEEM del golfo, buscando nuevos linajes microbianos
gue mejoren nuestra comprensidon de los mecanismos de adaptacién a la profundidad o perturbaciones
naturales o antropogénicas, como derrames de hidrocarburos, en un ecosistema marino importante para
el pais. Planteamos que las comunidades microbianas del mesopelagico y batipelagico albergan un
repertorio metabdlico especializado, dominado por heterdtrofos adaptados a la degradacién de materia
organica recalcitrante y mixétrofos capaces de aprovechar multiples fuentes de energia en condiciones

oligotroéficas. La reconstruccion de MAGs permitira resolver linajes microbianos no cultivados, como se ha

Los objetivos de esta seccion son los siguientes:

e Reconstruir genomas de bacterias y arqueas de alta calidad mediante MAGs procedentes de las

zonas mesopeldgica y batipeldgica del GdM.

e Determinar el potencial funcional de los MAGs caracterizados.

e Evaluar el papel de los MAGs en los ciclos biogeoquimicos (nitrégeno, carbono, azufre) y su
capacidad para degradar hidrocarburos, vinculando taxonomia y genes potencialmente

funcionales a las condiciones ambientales del GdM.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Subtema 1: Del andlisis de las comunidadades mediante amplificacion de la

region V4 del gen 16S del ARNr (metabarcoding)

2.1.1 Seccion experimental

2.1.1.1 Muestreo y caracterizacion fisicoquimica

Las muestras de agua de mar para esta tesis se colectaron en las zonas mesopelagica y batipeldgica de 35
estaciones dentro de la region de aguas profundas de la ZEEM del GdM. El muestreo se realizé durante las
épocas mas calidas del afio a bordo del bugue R/V Justo Sierra (de la Universidad Nacional Auténoma de
México, UNAM) durante tres campafias oceanograficas XIXIMI: XIXIMI-05 (10-25 junio 2016; nimero de
estaciones muestreadas=12), XIXIMI-06 (5 agosto-8 septiembre 2017; n=13) y XIXIMI-07 (9 mayo-2 junio
2019; n=10) (Figura 2). Las estaciones se clasificaron como somera o profunda segun la profundidad
mdaxima de muestreo, tomando como referencia la isopicna de 1000 m. Las estaciones someras alcanzaron
hasta los 1000 m, mientras que las profundas cerca del lecho marino. En cada estacidn, las muestras se
tomaron en tres profundidades. Estaciones someras: i) Zona de Minimo Oxigeno Relativo (ZMOR, 350-600
m), ii) 800 m, y iii) 1000 m, y estaciones profundas: i) ZMOR, ii) 1000 m, iii) y fondo marino (FONDO, 1100-
3700 m; = 30 m por arriba del lecho marino). En total, se analizaron 95 muestras, siendo que en algunas
estaciones no se tuvieron las tres profundidades, en la Tabla 1 se resume la distribucién de cuantas
muestras se colectaron por profundidad y campafia oceanografica. Para mads detalles de las estaciones ver

iError! No se encuentra el origen de la referencia..

Las muestras se colectaron con botellas Niskin de 20 L integradas en un sistema tipo roseta . En cada
estacion y profundidad, se tomaron 6 L de agua, los cuales fueron pre-filtrados con una malla Nitex de 200
pum. Posteriormente, el agua se dividid en dos fracciones de 3 L, que se filtraron mediante un sistema de
vacio conectado a una bomba Eyela A-1000-S, usando membranas de policarbonato de 0.8 um (Whatman®
Nuclepore™) seguidas por filtros Sterivex™ de 0.2 um (Merck Millipore). Los filtros se congelaron

inmediatamente en nitrégeno liquido a bordo y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion de ADN en las
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instalaciones del CICESE. Para este estudio, solo se analizé la fraccién correspondiente a 0.2-0.8 um (que

corresponde a la de procariotas de vida libre).

n
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Figura 2. Ubicacidn geografica de las estaciones de colecta de agua de mar dentro de la region de aguas profundas
de la zona econdmica exclusiva mexicana. Los colores representan las campafias oceanograficas: XIXIMI-05 (naranja),

XIXIMI-06 (amarillo) y XIXIMI-07 (verde).

Tabla 1. Numero de muestras colectadas por profundidad y campafia oceanogrifica

ZMOR | 800m | 1000 m | FONDO
XIXIMI-05 12 6 12 6
CRUCERO
; XIXIMI-06 12 6 10 6
OCEANOGRAFICO
XIXIMI-07 8 3 10 4

Durante el muestreo, se registraron pardmetros fisicoquimicos (profundidad, temperatura, salinidad,

oxigeno disuelto) con una CTD SBE 911 plus (Sea-Bird Scientific). Las concentraciones de nitrogeno (NOs~

+NO;") y fosfato (PO437) se determinaron segun Linacre et al. (2019). De acuerdo con las recomendaciones

dadas en McDougall & Barker. (2011), se utilizaron the International Thermodynamic Equation of Seawater

— 2010 (TEOS-10) para convertir salinidad practica y temperatura en salinidad absoluta (SA) y temperatura

conservativa (@), variables termodinamicamente consistentes y esenciales para estudios en aguas
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profundas. Estas conversiones se realizaron en el ambiente R v4.0.0 con el paquete gsw v1.2-0 (Kelley

et al., 2024). El consumo aparente de oxigeno (CAO) se calculé mediante:

CAO = [0, Saturado] — [0, In situ] (1)

La concentracidon de oxigeno saturado se determind para cada estacién y profundidad siguiendo Ia

ecuacion de (Garcia & Gordon, 1992).

2.1.1.2 Extraccion del ADN, preparacién de librerias y secuenciaciéon

El ADN total se extrajo a partir de los dos filtros Sterivex™ recolectados por muestra. Para ello, se empled
el método de fenol-cloroformo, el cual favorece la obtencidon de ADN con alto peso molecular (Wright
et al., 2009). Posteriormente, se cuantificd la concentracion de ADN mediante un espectrofotémetro
NanoDrop Lite (Thermo Scientific®) y se evalud su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. Finalmente, las extracciones correspondientes a cada muestra se combinaron y utilizaron para la

amplificacion por PCR.

Las bibliotecas de amplicones se prepararon mediante un Unico paso de PCR, utilizando la estrategia de
doble indexado descrita por (Kozich et al., 2013). Durante el proceso se amplificé la regidn hipervariable
V4 del gen ARNr 16S utilizando los cebadores 515F y 806R, disefiados para la identificacion de bacterias y
arqueas (Caporaso et al., 2011). Cada par de cebadores incluyé, ademas del marcador taxonémico, un
linker de unidn, un oligonucleétido de secuenciacion (PAD), un indice Unico de 8 pares de bases (pb) por

muestra y el adaptador Illlumina (Kozich et al., 2013).

Cada muestra se amplifico por triplicado en reacciones de 20 pL, las cuales contenian 10 ng del ADN, 400
nM de cada cebador, 0.1 U de la polimerasa MyTag™ (Bioline®) y tampdn de reaccion MyTaq™ 5x. El perfil
térmico de amplificacidn consistié en una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de
32 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 20 segundos, alineamiento a 55 °C por 15 segundos y extension
a 72 °C por 5 minutos, con una extension final a 72 °C durante 7 minutos. Para garantizar la calidad de los
productos de PCR, se incluyeron controles positivo (ADN previamente validado), negativo (sin ADN,
secuenciado para descartar contaminacién) y una comunidad sintética Mock Community (ZymoBIOMICS®)

para evaluar el rendimiento de la secuenciacion.
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Previo a la secuenciacién, los productos de amplificacion de las tres réplicas por muestra se agruparon
(pool), y se sometieron a un protocolo de purificacion y normalizacion mediante el kit SequalPrep™
Normalization Plate (Invitrogen®) para homogeneizar las bibliotecas. La integridad de los amplicones se
verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, y la concentracién de ADN se cuantificé usando

un fluorémetro Qubit 3.0 con el kit dsADN HS.

La secuenciacion se realizé en la plataforma lllumina MiSeq del CICESE, utilizando el kit Standard v2 (2x150
PE) y una flow-cell Reagent Micro Kit v2. Para abarcar todas las muestras, se ejecutaron tres eventos de
secuenciacion, primer evento, una réplica de las estaciones de la ZMOR, segundo evento, las dos réplicas
restantes de ZMOR, junto con las tres réplicas de las estaciones a 1000 m y FONDO, y en el ultimo evento

las tres réplicas de las estaciones de 800 m.

Las secuencias crudas estan disponibles en el SRA/NCBI bajo el BioProject PRINA1141103.

2.1.2 Andlisis bioinformdticos

2.1.2.1 Procesamiento de las lecturas de secuenciacion

El primer paso de control de calidad consisti6 en el demultiplexado dentro de la plataforma de
secuenciacion. Este proceso asignd las secuencias a sus estaciones correspondientes y elimind aquellos
fragmentos no pertenecientes a la regién V4 del gen 16S ARNr, incluyendo elementos técnicos como
adaptadores, indices, secuencias PAD, linkers y cebadores. Posteriormente, las secuencias demultiplexed

se evaluaron con el programa FastQC v0.12 (Andrews et al., 2015).

A partir de esta etapa, los analisis bioinformaticos se realizaron en el entorno R v4.2 (R Core Team, 2023),
salvo que se indique lo contrario. Para el procesamiento de las lecturas y la obtencion de Amplicon
Sequence Variants (ASVs), se implementd el paquete DADA2 v1.16 (Callahan et al., 2016), disefiado para
inferir secuencias bioldgicas mediante modelos de error estadistico aplicables a amplicones secuenciados
en plataformas Illlumina. Para la ejecucion se utilizd el flujo de trabajo DADA2 v1.8 (disponible en

https://benjineb.github.io/dada2/tutorial 1 8.html), conservando los pardametros predeterminados

excepto en el recorte de lecturas, cuyas longitudes se fijaron en 149 pb para las lecturas forward y 140 pb

para las reverse.


https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial_1_8.html
https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial_1_8.html
https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial_1_8.html
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Para la asignacién taxondmica de los ASVs se empled la base de datos preformateada SILVA v.138 (Quast
et al., 2013) mediante la implementacién basica del clasificador bayesiano. Posteriormente, se construyé
un arbol filogenético enraizado utilizando el método ClustalW para el alineamiento y neighbor-joining para
la agrupacidn, con los paquetes msa v.1.22 (Bonatesta et al., 2015), phangorn v.2.6.2 (Schliep, 2011) y ape
v.5.4-1 (Paradis & Schliep, 2019). Los datos taxondmicos, secuencias representativas, frecuencias,
relaciones filogenéticas y una matriz de metadatos se integraron en un objeto phyloseq (paquete v1.32;
McMurdie y Holmes, 2013) para su sintesis, organizacidon taxonémica y agrupamiento. Los metadatos
incluyen variables ambientales o categéricas (p. ej., temperatura y profundidad) asociadas a cada muestra,
lo que permitié realizar andlisis comparativos basados en estos parametros. Previo a los andlisis

posteriores, se excluyeron mitocondrias, cloroplastos y ASVs con menos de 2 lecturas.

Posteriormente, utilizamos el paquete DECONTAM (Davis et al., 2018) para identificar posibles secuencias
contaminantes en el objeto phyloseq, siguiendo el flujo de trabajo descrito en

https://benjjineb.github.io/decontam/vignettes/decontam intro.html. Luego, con la paqueteria DADA2 y

sobre la tabla de abundancia limpia del objeto phyloseq, identificamos las secuencias correspondientes a

las especies presentes en las Mock Community.

Finalmente, inferimos el contenido génico microbiano y el potencial funcional de las comunidades de
bacterias y arqueas utilizando el programa PICRUST2 (Phylogenetic investigation of communities by
reconstruction of unobserved states), siguiendo el flujo de trabajo con configuraciones predeterminadas

(disponible en https://github.com/picrust/picrust2/wiki/Full-pipeline-script) (Douglas et al., 2019). Y

validamos la confiabilidad de las predicciones con los valores del “Nearest sequenced taxon index” (NSTI <

2).

2.1.2.2 Anadlisis ecoldgico de las comunidades de bacterias y arqueas

En un primer paso, se realizaron curvas de acumulacién de especies (riqueza) contra el nimero de
secuencias por muestra (profundidad de secuenciacién) por profundidad, con la finalidad de identificar el
numero minimo de secuencias necesarias para completar el censo de los ASVs por muestra. Este paso es
crucial para asegurar un muestreo adecuado y comparabilidad entre muestras. Para ello, se utilizo la

paqueteria phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013).


https://benjjneb.github.io/decontam/vignettes/decontam_intro.html
https://benjjneb.github.io/decontam/vignettes/decontam_intro.html
https://benjjneb.github.io/decontam/vignettes/decontam_intro.html
https://github.com/picrust/picrust2/wiki/Full-pipeline-script
https://github.com/picrust/picrust2/wiki/Full-pipeline-script
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Se calcularon los indices de riqueza (numero de ASVs), Shannon, Simpson y Gini utilizando el paquete
microbiome v.1.12 (Lahti y Shetty, 2017) sobre un conjunto de datos rarificado (39028
secuencias/muestra) para controlar la profundidad desigual de secuenciacién. Previo a los analisis
estadisticos, se evaluaron los supuestos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk, funcion
shapiro.test) y homocedasticidad (prueba de Bartlett, funcidn bartlett.test); en los casos
donde no se cumplieron, se aplicé la transformacion de Tukey (funciéon transformTukey; rcompanion
v.2.4.1; (Mangiafico, 2016). Se determinaron las diferencias significativas entre profundidades, region y
campafia oceanografica (ver Tabla 8) mediante one-way ANOVA Yy prueba post-hoc de Tukey, considerando
un valor de p < 0.05 como significativo. El indice de Gini, que refleja la desigualdad en la distribucion de
elementos, en nuestro caso, de ASVs entre las profundidades (Agogué et al., 2011), se calculd a partir de

las abundancias relativas de los ASVs por profundidad.

La diversidad beta se evalué mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basado en
distancias de UniFrac (ponderadas y no ponderadas; (Lozupone & Knight, 2005), aplicado sobre datos
transformados mediante la centered log-ratio transformation (CLR; (Aitchison, 1986) para corregir
composicionalidad. La estructura de las comunidades microbianas se contrasté estadisticamente usando
PERMANOVA (funcién adonis?2; 9999 permutaciones), considerando como factores las profundidades,
region y campafia oceanografica (Tabla 8); para comparaciones post-hoc entre pares de categorias
significativas, se empled la funciéon pairwise.adonis (Arbizu, 2020), adoptando p < 0.05 como
umbral de significancia estadistica, ambas funciones de vegan v.2.6 (Oksanen et al., 2019). Previo a estos
analisis, se verificd la homogeneidad de las dispersiones multivariantes mediante la funcion betadisper
(vegan), procediendo con PERMANOVA solo cuando este supuesto se cumplié (p = 0.05), lo que garantiza
que las diferencias detectadas reflejan variaciones en la composicion media de las comunidades y no en

su heterogeneidad interna.

El analisis de redundancia basado en distancias (db-RDA) se aplico para identificar predictores clave de la
variabilidad microbiana (funcidén rda; vegan), utilizando el mismo conjunto de datos transformados por
CLR vy variables ambientales estandarizadas (funcién scale; R Core Team, 2023). La significancia del
modelo se evalué con ANOVA-like permutation test (Legendre y Legendre, 2012). Para determinar el
modelo mas parsimonioso se utilizd la funcidon ordistep (vegan) la cual quita y pone predictores
(variables ambientales) hasta encontrar el mejor ajuste garantizando la ausencia de colinealidad mediante
valores de variance inflation factor (VIF < 5). Este analisis se replicd en tres conjuntos de datos: i) la
comunidad total, ii) bidsfera dominante (ASVs 21% en al menos una muestra y abundancia media >0.1%

por profundidad), y iii) bidsfera rara (ASVs <0.01% por muestra y <0.001% por profundidad); se utiliz6 este
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método de caracterizacion de las biosferas ya que evita el solapamiento categdrico (Shao et al., 2022). La
visualizacién de ASVs compartidos y exclusivos entre profundidades se realizd mediante diagramas de

interseccidn (upset plots; Lex et al., 2014).

Por otro lado, se evaluaron las diferencias en la abundancia de ASVs entre profundidades utilizando el
paquete ALDEx2 v.1.28.1 (Fernandes et al., 2013; Gloor et al., 2016). Para ello, se aplicé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (aldex.kw) sobre datos transformados mediante CLR, considerando
Unicamente ASVs con una prevalencia 210% por profundidad. La magnitud del efecto (aldex.effect)
se empled para identificar diferencias biolégicamente relevantes entre pares de profundidades,
adoptando un cutoff 21 segln las recomendaciones de los desarrolladores. Este enfoque garantizé que
solo los ASVs con variaciones sustanciales en su distribucidn vertical fueron retenidos para interpretacion

ecolégica.

Finalmente, se construyeron redes de co-ocurrencia por cada profundidad, para ello se subdividid el
conjunto de datos por profundidad con la funcién subset samples de la paqueteria Phyloseq. A
continuacién se filtraron las tablas de abundancia para retener los ASVs presentes en el 60-70% de las
muestras, empleando la funcion phyloseq filter prevalence de metagMiscv.0.0.4 (Mikryukov,
2018) y asi evitar sesgos de muestreo. Luego, se construyeron las redes con la funcién spiec.easi de
la paqueteria SpiecEasi v.1.1.2 (Kurtz et al., 2015), transformd cada tabla de abundancias mediante el
método clr y luego las convirtid en matrices de adyacencia basadas en la covarianza. Para estimar la
dependencia condicional de cada par de ASVs se utilizé el método Meinshausen—Buhlmann neighborhood
algorithm "MB", y el método Stability Approach to Regularization Selection (StARS) para encontrar el
pardmetro de dispersidn dptimo; como valor minimo de A se utilizé 0.01 en las cuatro redes. Finalmente
con las matrices de adyacencia y las funciones getRefit y adj2igraph de la paqueteria igraph
v.1.2.11 (Csardi & Nepusz, 2006) se obtuvieron los valores de refit para la construccidon de los objetos

igraph que corresponden a las redes per se.

Se analizaron las propiedades de las redes, determinando ndimero de nodos o ASVs en cada red (con la
funcién vcont), ndmero de bordes o lo que es lo mismo al nimero de correlaciones significativas entre
los ASVs (funcidn ecount) y nimero de bordes positivos y negativos. De igual forma, a cada nodo de cada
red se le determiné el degree que representa el nimero de bordes conectados por cada nodo (funcién
degree), closeness centrality que indica que tan central es cada nodo con respecto a toda la red (funcion
closeness)y betweenness centrality que corresponde al nimero total de rutas mas cortas desde todos

los nodos a todos los otros nodos que pasan a través de un nodo en particular; para evaluar si habia



20
cambios significativos en el degree, closeness y betweenness entre las redes de cada profundidad se utilizd
el estadistico Wilcox con la funcién stat compare means de la paqueteria ggpubr v.0.3.0 con un
ajuste del p-value con el método de Holm. Y por ultimo se identificaron las hub species que corresponden
a nodos (ASVs) con alto degree que estan altamente conectados en la red y los keystones species, para
estos ultimos se seleccionaron los los nodos con mayor degree y betweenness centrality y closeness

centrality en comparacion con el resto de los nodos de cada red por profundidad.

2.2 Subtema 2: Del andlisis del potencial funcional de genomas de bacterias y

arqueas a partir de MAGs

2.2.1 Seleccion de las muestras

El proceso de colecta de las muestras procesadas en este capitulo se describid en la seccion de Métodos
del Subtema 1 (subseccién 2.1.1.1 Muestreo y caracterizacion fisicoquimica). De las 95 muestras

analizadas por metabarcoding se seleccionaron 18 segun los siguientes cuatro criterios:

Criterio 1: Las muestras debian proceder de estaciones representadas por al menos tres profundidades, y
que éstas incluyeran la profundidad denominada como FONDO (Figura 5 y Tabla 8). De las 95 muestras
analizadas mediante metabarcoding, se identificaron 14 estaciones que cumplian este criterio (A10-X5,
A4-X5, A7-X5, PO1-X5, C22-X5, H46-X5, D27-X6, D30-X6, F37-X6, Y7-X6, A6-X7, C23-X7, Y6-X7). La decisidn
de utilizar las estaciones denominadas profunda (que comprenden estaciones con muestras conjuntas de
las profundidades ZMOR, 1000 m y FONDO) y no las someras (con muestras de las profunidades ZMOR,
800 m y 1000 m), se basé en la necesidad de analizar con mayor amplitud la distribucién vertical de las
comunidades de bacterias y arqueas, y entender mejor la funcion de las comunidades del batipelagico, tal
como se hizo en el Subtema 1, que entre otras caracteristicas alberga organismos implicados en la

degradacién de hidrocarburos.

Criterio 2: Las estaciones debian proceder de diferentes regiones del GAM: norte, centro, sur, y Corriente
de Lazo (CL) (Tabla 8). De las 14 estaciones profundas, en la regidn norte se encontraron cuatro A4-X5, A6-
X7, A7-X5 y A7-X7, en centro también cuatro C22-X5, C23-X7, D27-X6 y D30-X6, en sur dos F37-X6 y H46-
X5, y en Corriente de Lazo cuatro A10-X5, PO1-X5, Y6-X7 y Y7-X5. Para discernir cuales estaciones

seleccionar por regidn se siguieron los siguientes dos criterios.
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Criterio 3: Para garantizar que cada estacién analizada reflejaba de manera fidedigna las comunidades
microbianas de su estrato de profundidad, eliminamos aquellas donde las muestras mostraron similitudes
con otras profundidades (Figura 7), es decir, que se solaparan con otras profunidades. Con este criterio se
buscé analizar estaciones “representativas” de cada profunidad. Se descartaron las estaciones D27-X6 y
D30-X6 de la zona centro, ya que las muestras de 1000 m de estas estaciones se solapaban con las
estaciones de FONDO; lo mismo fue con la estacién H46-X5 cuya muestra de FONDO se solapaba con las

estaciones de 800 m, por lo que quedo F37-X6 como Unica representante de esta regidn.

Criterio 4: Entre las muestras de la profundidad de FONDO algunas debian presentar alta abundancia de
taxones relacionados con la degradacién de hidrocarburos, para ello se cred una lista de referencias de
géneros de bacterias marinas degradadoras de hidrocarburos (iError! No se encuentra el origen de la
eferencia.). Con base en ella, se seleccionaron las estaciones A4-X5, A6-X7 de la zona norte, ya que A4-X5
presentd alta abundancia de los géneros Alcanivorax y Alteromonas, y A6-X7 de Acinetobacter,
Alteromonasy Psychrobacter (Figura 31); por lo que las otras dos estaciones del norte fueron descartadas.
En la regidn del centro se selecciond a C22-X5 debido a su alta abundancia del género Alcanivorax tanto a
1000 m como FONDO. Y en la zona de la CL a Y6-X7 y no Y7-X5, debido a la presencia de Enhydrobactery
Acinetobacter en Y6. Adicionalemente, se analizé tambien la estacion PO1-X5 debido a su ubicacién en el

anticiclon Poseidon, el cual ha sido ampliamente estudiado por diferentes grupos del Consorcio de

2.2.2 Preparacion de las bibliotecas y secuenciacion

La extraccidn, purificacién y cuantificacion del ADN de cada muestra se describid en la subseccién 2.1.1.2
Extraccion del ADN, preparacion de librerias y secuenciacién del Subtema 1. Para asegurar buenos
resultados en la secuenciacidon se usaron como minimo 20 ng totales por muestra. Las muestras se
secuenciaron en la Unidad de Gendmica del Instituto Gulbenkian de Ciencia (IGC) en Portugal, donde se
realizo la preparacion de las bibliotecas utilizando el kit Nextera XT de Illlumina. La secuenciacion se llevd

a cabo en la plataforma Illumina NextSeq 2000.

2.2.3 Andlisis bioinformdticos

Las lecturas resultantes de la secuenciacion shotgun se descargaron desde el servicio de almacenamiento
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de lllumina vy se transfirieron a la infraestructura de computacién del Josephine Bay Paul Center (JBPC) del
Marine Biological Laboratory (MBL), afiliado a la Universidad de Chicago. En este centro, se llevaron a cabo
todos los procedimientos bioinformaticos que se describen a continuacién y culminaron con la obtencién

de MAGs.

2.2.4 Control de calidad de las lecturas

Como primer paso luego de la secuenciacion se evaluo la calidad de las secuencias con el programa c v0.12

(Andrews et al., 2015). El siguiente paso consistié en un proceso de filtrado por calidad con la funcién iu-

utilizados fueron los siguientes, ILLUMINACLIP funcion para la eliminacién de adaptadores del kit
NexteraXT de Illumina (secuencia CTGTCTCTTATACACATCT) con valores de 2:30:10, LEADING y TRAILING
con valor de 20, SLIDINGWINDOW con los valores 4:25, MINLEN de 50; y CROP de 145. Lo que significd
gue se eliminaron las secuencias de adaptadores dejando sélo secuencias de valor bioldgico, se recortaron
las bases de baja calidad al principio y al final de las lecturas, se descartaron las lecturas que eran

demasiado cortas y se limitaron todas las lecturas a una longitud méxima de 145 bases.

El tercer y ultimo paso se centrd en la eliminacidn de posibles lecturas contaminantes del bacteriéfago
PhiX y del ADN humano, que son considerados contaminantes técnicos en el proceso de secuenciacion.

Este paso implicd, en primer lugar, el mapeo (alineamiento) y filtrado de las lecturas contaminantes

el bacteriéfago, asi como la base de datos del genoma humano GRCh38 human host genome GRCh38

(hg38), que excluye regiones alternativas. Esta versién simplificada del genoma humano proporciona una

representacién estandarizada que permite realizar analisis gendmicos consistentes y precisos.

Posterior a cada uno de los pasos de control de calidad descritos, se evaluaron las lecturas resultantes
nuevamente con el programa FastQC, realizando un total de cuatro ejecuciones por muestra. Lo que nos
proporciond un analisis de la calidad de las lecturas, incluyendo aspectos como la distribucién de la calidad

de bases, la deteccién de contaminantes y presencia de adaptadores.


https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq+NC_001422
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/GRCh38_noalt_as.zip
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2.2.5 Ensamblaje de las lecturas

Una vez obtenidas las lecturas que pasaron los filtros de calidad, el siguiente paso fue el ensamblado en
contigs, que son secuencias contiguas de lecturas unidas por superposicion. Posteriormente, los contigs

se combinaron para formar scaffolds, que son estructuras de mayor longitud que organizan y orientan los

SPAdes fue utilizado con pardmetros predeterminados para ensambles de metagenomas, mientras que
con MEGAHIT se probaron diferentes configuraciones: sensitive (funcidén que se enfoca en recuperar
la mayor cantidad de informacién, incluyendo secuencias pequefias) y 1arge (disefiado para ensamblar
metagenomas grandes con una alta eficiencia, priorizando la construccion de secuencias largas), ademas

se modifico el pardmetro —-min-contig—-1len a 500y 1000.

tiempo y proporcionar una amplia gama de métricas relevantes, como el tamafo del genoma ensamblado,
el nimero de contigs, la longitud promedio de los contigs, el N50 y la cobertura de la referencia, entre
otros. Estos datos nos permitieron determinar cual proceso de ensamblaje fue el mas adecuado para

nuestras muestras.

Los resultados de QUAST mostraron que MEGAHIT, a pesar de un rendimiento similar al de SPAdes, ofrecia
una mayor eficiencia computacional. Por lo tanto, se decidi6 utilizar MEGAHIT para el ensamblaje final de

las muestras.

Para evaluar la calidad de los ensamblajes, determinar la abundancia relativa de cada contig y preparar los
datos para el posterior binning, se alinearon las lecturas de secuenciacion originales (obtenidas después
del control de calidad) contra los contigs generados por ensamblaje. Este proceso de mapeo permitio

evaluar el porcentaje de alineamiento de las lecturas en los contigs, para rollo se utilizé nuevamente la

2.2.6 Binning

Como siguiente paso en la construccién de los MAGs, los contigs se agruparon mediante un proceso
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conocido como binning, que permite la clasificacion fragmentos de ADN (en nuestro caso los contigs) en
grupos mas extensos (bins) que representan genomas microbianos individuales. Este método aprovecha
patrones intrinsecos del ADN, como la composicién nucleotidica (ej. %GC, frecuencia de k-mers) y la

abundancia diferencial entre muestras, para discriminar entre genomas de distintas especies presentes en

2018). la cual busca maximizar la completitud de los bins y minimizar la contaminacidn. La funcién de Das
Tool es identificar genes Unicos de copia Unica (SCGs, por sus siglas en inglés) en cada conjunto de bins
proporcionado y agrupa aquellos que comparten SCGs comunes, creando un bin de consenso que incluye
la mayor cantidad posible de SCGs sin duplicados. Este enfoque permitié obtener bins de mayor calidad y

mejorar la precisién de los andlisis posteriores.

En el proceso, se utilizaron los archivos de mapeo que relacionan los contigs con los bins generados por
las tres herramientas de binning (MetaBAT2, MaxBin2 y CONCOCT), asi como el archivo original de contigs.
Para identificar los genes Unicos de copia Unica (SCGs) en el metagenoma, se empled la funcién blastp,
gue compara cada gen candidato contra una base de datos completa de proteinas. Esta busqueda dentro
de Das Tool permite identificar y clasificar los SCGs, facilitando la creacidon de bins de consenso mas

completos y precisos a partir de los datos proporcionados.

La completitud (proporcion del genoma microbiano recuperado en un bin respecto a un genoma de
referencia completo) y la contaminacién (presencia de secuencias gendmicas de otros organismos en el
bin, producto de errores de ensamblado o mezcla de especies) de los bins resultantes se evaluaron
automatico supervisado basado en gradient boosting, entrenado con un conjunto diverso de genomas de
referencia, para predecir la completitud y contaminacion. A diferencia de métodos tradicionales como
CheckM1 (que dependen de marcadores genéticos universales), CheckM2 es especialmente preciso para
genomas de baja calidad (alta fragmentacidn), linajes poco representados en bases de datos (p. ej:
arqueas) y genomas reducidos, gracias a su capacidad de generalizar patrones gendmicos sin depender de

homologias conocidas
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2.2.7 Asignacidon taxonémica de los bins

Para la clasificaciéon taxondmica de los bins generados, se utilizd la base de datos GTDB-TK (Genome
2016), una herramienta basada en el algoritmo MinHash que permite estimar rapidamente la similitud
gendmica mediante la comparacidn de secuencias cortas (k-mers). Posteriormente, se ejecuté el flujo de
trabajo de clasificacién de GTDB-TK, denominado classify_wf, para cada muestra, utilizando como entrada
los bins generados por DAS Tool. En este proceso, se consideraron Unicamente aquellos genomas que
cumplian con los criterios de calidad establecidos, que incluian un porcentaje de completitud mayor o igual
partir de este punto los bins son llamados Metagenome-assembled genomes (MAGs). Este enfoque
asegurd que solo se incluyeran en el analisis taxondmico genomas de alta calidad, mejorando asi la

fiabilidad de las clasificaciones obtenidas.

Con el objetivo de comparar los resultados de la taxonomia obtenidos con metabarcoding, detallados en
el Subtema 1, con los derivados de la secuenciacidén shotgun y evaluar posibles pérdidas de diversidad, en
estandar y parametros especificos (k—-mer=35, minimizer-len=31, minimizer-spaces=7,
-—-report-zero-counts), se procedié a clasificar las 18 muestras tras su procesamiento con
para estimar la abundancia taxondmica a nivel de orden. Este enfoque permitid una evaluacion
taxondmica detallada y una comparacién con los resultados obtenidos mediante metabarcoding. Ademas,
este andlisis fue independiente del proceso de generacion de MAGs y se centrd exclusivamente en
caracterizar la composicidn microbiana a partir de lecturas crudas, complementando la perspectiva

taxondmica derivada del ensamblaje.

2.2.8 Anotacion funcional y andlisis biogeoquimicos

(disefiado para el andlisis de genomas incompletos o no referenciados) y utilizando el algoritmo Prodigal
v2.6.3 en modo meta, con lo que se identificaron regiones gendmicas codificantes de proteinas (ORFs) y
se generaron las secuencias proteicas correspondientes (.faa). Las funciones preliminares se asignaron

mediante comparacién con las bases de datos UniProtKB, Swiss-Prot, TIGRfam y Pfam.
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Los archivos de proteinas (.faa) generados con Prokka se procesaron con el programa METABOLIC-G v4.0
una busqueda de Modelos Ocultos de Markov (HMMs: por sus siglas en inglés) sobre las secuencias
proteicas utilizando el comando hmmsearch, lo que permitié identificar la presencia de dominios
metabdlicos relevantes asociados a diferentes funciones presentes en las bases de datos KEGG, KOfam,
Pfam y perfiles personalizados. Para cada HMM, se establecié un umbral de corte del 75%, lo que significa
qgue, para que un moédulo KEGG se considerard presente, al menos el 75% de los pasos que lo componen
debian ser detectados. Las coincidencias que superan este umbral se registran en una hoja de resultados
llamada FunctionHit. Esta hoja se estructura como una tabla, en la que cada fila representa un gen
especifico y cada columna corresponde a un MAG, indicando si la funcién estd presente o ausente. Los
resultados se visualizaron como heatmaps estratificados por profundidad (ZMOR, 1000 m, Fondo) y

diagramas de flujo de ciclos elementales (C, N, S).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Subtema 1: De la caracterizacidon de las comunidadades de bacterias y

arqueas, mediante metabarcoding

3.1.1 Contexto fisicoquimico

Las propiedades fisicoquimicas del agua de mar variaron significativamente entre las distintas
profundidades muestreadas, tal como se detalla enla Tabla 2 y Tabla 9. En el caso de laZMOR, las muestras
procedian del nucleo de la masa de agua TACW, cuyas caracteristicas incluyen una temperatura
conservativa de 10.1 + 0.7 °C y una salinidad absoluta de 35.41 + 0.10 g kg™', ubicandose en el rango
isopicnal de 27 a 27.2 kg m™3. Como era de esperarse, las concentraciones de OD fueron particularmente
bajas en esta profundidad, con valores superiores a 120 pmol kg™ en estaciones de la CL y los remolinos
anticicldnicos asociados (PO1, A10, B18, Y6, Y7, Y9), mientras que en las estaciones costeras (H45, G40,
G44, C21) los valores registraron menos de 110 umol kg™ (resultados no mostrados). El CAO alcanzé su
pico maximo en la ZMOR (166.8 + 4 pmol kg™ de promedio) y el minimo en la zona bentdnica (116.8 + 4
umol kg™). Cabe destacar que la distribucion espacial del CAO siguié un patrén inverso al del OD, los
valores mas altos coincidieron con las estaciones cercanas a la costa, y disminuyeron progresivamente

hacia el interior de la CL.

En cuanto a las profundidades de 800 y 1000 m, estas se constituyen de agua de la masa AAIW. A los 1000
m se identificd una zona de transicidn entre la AAIW y la NADW (isopicna de 27.6 kg m3), producto de
procesos de mesoescala que alteraron la distribucion de las isopicnas. Cabe sefalar que la AAIW quedd
restringida al intervalo isopicnal 27.4-27.5 kg m3 (Tabla 9). En estas profundidades, el OD registré una

tendencia ascendente, en contraste con el CAO, que disminuyd hacia el FONDO.

Finalmente, la profundidad de FONDO se asocid a la masa de agua NADW, con una temperatura
conservativa de 4.1 + 0.1 °C, salinidad absoluta de 35.15 + 0.00 g kg™' e isopicna de 27.7 kg m™3. Destaca
qgue las concentraciones de OD en esta zona duplicaron las mediciones de la ZMOR. Por su parte, el
nitrégeno (NOs™ + NO37) y el PO43" alcanzaron sus maximos a 800 m, mientras que en el FONDO se

registraron los valores minimos (Tabla 2).
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Temperatura Salinidad Oxigeno NOs
CAO? PO,
Profundidad conservativa absoluta disuelto +NO>
(°C) (g ke™) (umol kg™*)
ZMOR 10.1°+0.7¢a¢ 35.41+0.10 a 107¢5 d 166.8+4 a [26.5+1.7b |1.6+0.1b
800 m 6.1+0.5b 35.09+0.01 b 139+10 c 163.8t6a [28.5t1.5a |1.8%t0.1a
1000 m 5.1+04c 35.10+£0.01 b 166+12 b 145+9b [25.6+3.5b |1.74+0.14a
FONDO 4.1+0.1d 35.15+0.00 ¢ 203+4 a 116.8t4 ¢ 22.4+0.3c |1.4+0.1c
Valor de F 84.68 82.41 84.46 76.05 52.40 51.34
<
Valor de p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
0.001

2 Consumo aparente de oxigeno; ° valor promedio para cada profundidad; ¢ desviacién estandar; ¢ en cada columna,
las profundidades que comparten la misma letra no presentan diferencias significativas entre ellas, lo que indica que
son estadisticamente similares segun el analisis realizado (prueba de Dunn con correccidn de Bonferroni-Hochberg,

p < 0.05).

3.1.2 Andlisis moleculares

La region V4 del gen 16S ARNr se amplificd exitosamente en todas las estaciones, obteniéndose
fragmentos del tamafo esperado (= 390 pb) (Figura 29). Los controles positivos (mock-community) y
negativos arrojaron resultados consistentes con lo esperado, lo que confirmé la adecuada ejecucion del

procedimiento de PCR (datos no mostrados).

3.1.3 Secuenciacién y control de calidad

Se obtuvieron un total de 11 468 686 secuencias entre las tres secuenciaciones, luego del proceso de
control de calidad con DADA2 y phyloseq quedaron 9 502 554 lo que representa el 82.9 %, y a partir de la
cuales se obtuvo 8237 ASVs; la estacidon con mayor numero de ASVs fue la C22-ZMOR-X5 con 1004
mientras que la C25-800-X6 fue la menor con 268. Se determind el nimero de ASVs para algunas
categorias (Tabla 3); el numero de ASVs correspondientes al dominio Bacteria fue 8 veces mayor que el

Archaea, con 7401 (90%) y 836 (10%), respectivamente. Entre las diferentes profundidades la que mayor
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nuimero de ASVs obtuvo fue la 1000 m con 4276 (que corresponde al 51.9 %), y la que menos fue 800 con

2823 (34.3 %).

En cuanto al numero de ASVs que pudieron asignarse con la base de satos SILVA v.138, todos fueron
asignados a nivel de dominio, sin embargo este nimero fue disminuyendo en la medida que se fue bajando
de nivel taxondmico, a nivel de filo se asignaron 7822 ASVs (que corresponden al 97 %), a nivel de clase

6800 (82.6%), orden 6026 (73.2%), familia 3624 (44%) y género 2000 (24.3%).

Los resultados de los controles fueron, control negativo (sin ADN) utilizando la paqueteria DECOTAM no
se consiguié ninguna secuencia contaminante segun los parametros utilizados; mientras que para el
control positivo (Mock community) se identificaron seis de las nueve especies presentes en la Mock,
Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa,
Limosilactobacillus fermentum en las proporciones esperadas; los resultados fueron los esperados, lo que

nos indica que no hubo contaminacion de las muestras y que la secuenciacién ocurrié de forma correcta.

A partir de los analisis de rarefaccion se obtuvo que la profundidad de secuenciacion en los tres eventos
fue suficiente para censar la mayoria de los ASVs presentes en cada estacidn y profundidad (Figura 3).
Obteniéndose que aproximadamente 50000 secuencias para las estaciones en laZMOR a 800y 1000 m, y
25000 secuencias para FONDO, fueron suficientes para alcanzar la mayoria de ASVs, evidenciando una

tendencia hacia la asintota en el valor de la riqueza.

Tabla 3. Numero de ASVs por dominio y profundidad.

Categoria Numero de ASVs
Dominio Bacteria 7401
Dominio Archaea 836

ZMOR 4046
800 m 2823
1000 m 4276
FONDO 3043
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Figura 3. Grafica de curvas de rarefacciéon por muestra agrupado por profundidad: Zona de Minimo de Oxigeno
Relativos (ZMOR), 800 m, 1000 m y FONDO.

3.1.4 Asignacion taxonomica

Las comunidades estuvieron compuestas, en promedio, por un 62.5 + 6.9% de filotipos de bacterias, que
incluyen 40 filos, 88 clases, 206 drdenes, 234 familias y 378 géneros, y un 37.5 + 6.9% de arqueas, con 6
filos, 7 clases, 12 drdenes, 11 familias y 7 géneros. Las arqueas mostraron una mayor abundancia relativa
en las profundidades ZMOR y 800 m, mientras que en las profundidades de 1000 m y FONDO se registro
el menor porcentaje (Figura 4). En contraste, las bacterias tuvieron una mayor abundancia en las aguas

batipelagicas.

De los 234 érdenes, solo 19 mostraron una abundancia relativa superior al 1% (Figura 4), el mas abundante
fue el de las arqueas Nitrosopumilales (filo Thermoproteota) con un 26.9% de abundancia relativa
promedio. Otros érdenes relevantes incluyeron Alteromonas (9.4%), Marine Group Il y lll (6.2% y 4.1%,
respectivamente), SAR202 (3.6%), Bacteriovoracales (2.9%), Thiomicrospirales (2.5%), Microtrichales
(2.5%), Rhodospirillales (2.4%), Nitrospinales (2.0%), Sphingomonadales (1.5%), SAR86, Pseudomonadales
y UBA10353 (1.4%, 1.3% y 1.3%, respectivamente), Synechococcales (1.2%), Vicinamibacterales (1%) y
Oceanospirillales y HOC36 (1.1% y 1.0%, respectivamente). Ademds, los clados SAR324 (Marine Group B)
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y Marinimicrobia (clado SAR406) presentaron abundancias de 9.6% y 7.4%, respectivamente, aunque en

ambos casos los ASVs solo fueron asignados hasta el nivel de filo.

Se observé variacion de la abundancia relativa de los 6rdenes por profundidad, Nitrosopumilales mostré
una tendencia a la disminucion con la profundidad, al igual que los érdenes Thiomicrospirales, SAR86,
Rhodospirillales, Bacteriovoracales, Microtrichales y Nitrospinales. Mientras que Alteromonas,
Pseudomonadales, Marine Group lll, Oceanospirillales, Sphingomonadales, Rhodobacterales, SAR202 y
Synechococcales presentaron una tendencia a aumentar con la profundidad. Sin embargo, los Marine

Group Il, HOC36, UBA10353 y Vicinamibacterales no mostraron patrones relacionados con la profundidad.

Promedio de la abundacia relativa (%)
0 25 50 75 100
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Marine Group II Archaea
Marine Group IlI
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P_SAR324 clade(Marine group B)
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Figura 4. Grafico de barras del promedio de la abundancia relativa (%) de los érdenes de bacterias y arqueas por
profundidad. "Otros" indica grupos con <1% de abundancia relativa.

La abundancia promedio de ciertos 6rdenes cambié con la profundidad. Por ejemplo, el orden mas
abundantes Nitrosopumilales disminuyé con la profundidad al igual que los Thiomicrospirales, SAR86,
Rhodospirillales, Bacteriovoracales, Microtrichales y Nitrospinales, mientras que las Alteromonas
aumentaron con la profundidad junto con los Pseudomonadales, Marine group Ill, Oceanospiralles,
Sphingomonadales, Rhodobacterales, SAR202 y Synechococcales; caso contrario los HOC36, UBA10353 y

Vicinamibacterales no presentaron un patrén asociado a la profundidad.

Los perfiles taxondmicos variaron entre las estaciones segun la profundidad, Se observé una mayor
similitud en las profundidades (ZMOR y 800 m) en comparacidn con las mas profundas (1000 m y FONDO,
Figura 5). En las profundidadessuperficiales, los cambios se presentaron principalmente en los drdenes

mas abundantes, como Nitrosopumilales, Alteromonas y Bacteriovoracales. En cambio, en la zona



32
batipelagica, las variaciones ocurrieron principalmente en érdenes que fueron menos abundantes dentro

de la comunidad total analizada.

Entre estos ordenes menos abundantes, como se muestra en la Figura 5, se encontraron:
Pseudomonadales, especialmente el género Acinetobacter, que predomind en C23-X7, A6-X7 y A7-X7;
Oceanospirillales, con el género Alcanivorax, en C22-X5 y A4-X5; Sphingomonadales, representado por el
género Erythrobacter, en D27-X6 y A10-X6; Rhodobacterales, con los géneros Limimaricola y Pelagibaca,
en A10-X6 y D30-X6; Synechococcales, concretamente la cepa Prochlorococcus MIT9313, en PO1-X5, D30-
X6 y F37-X6; y Micavibrionales, que incluyd al género Micavibrionaceae, en la estacion A10-X6 (Los

resultados a nivel de género no se mostraron).

3.1.5 Andlisis de diversidad microbiana

Los indices de diversidad alfa entre las profundidades revelaron una disminucion significativa en la riqueza
de ASVs y en el indice de Shannon, mientras que el indice de Simpson mostrd un incremento significativo
con la profundidad (ANOVA: Valor de F < 4.8, P < 0.039), siendo que estas diferencias observadas
principalmente entre las profundidades ZMOR y FONDO (HSD de Tukey, P < 0.040) (Figura 6)

En cuanto al indice de Gini este indicé que la mayoria de los ASVs presentd una distribucidén desigual entre
las profundidades. En este sentido, la comunidad de FONDO demostro ser la mas desigual, con un 92.3%
de ASVs que presentaron un indice de Gini 2 0.5, mientras que la profundidad de 800 m mostré la

distribucién mas equilibrada, con un 87.7% de ASVs (Figura 30).

Por otro lado, las regiones de muestreo no mostraron variaciones significativas ni en riqueza ni en
diversidad. Sin embargo, la diversidad, medida a través de los indices de Shannon y Simpson, si varié entre

las campafias oceanograficas (P < 0.012) (resultados no mostrados).

Los andlisis de diversidad beta (diferencias entre muestras) mostraron cambios significativos en la
estructura de las comunidades microbianas segun la profundidad, especialmente entre la zona
mesopelagica (muestras ZMOR y 800 m) y la batipelagica (FONDO). Estos resultados se observaron tanto

con la métrica UniFrac ponderada como con la no ponderada (Figura 7).
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Figura 5. Grafica de barras de la abundancia relativa de bacterias y arqueas a nivel de orden por estacidn. "Otros" indica érdenes con <1% de abundancia relativa.
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Figura 6. indices de diversidad alfa de las comunidades de bacterias y arqueas en las diferentes profundidades. La
mediana estd representada por la linea central en el diagrama de caja y bigotes; los valores de F y p corresponden a
la prueba de ANOVA, mientras que los valores de p en la parte superior indican diferencias significativas entre
comparaciones por pares de profundidades (prueba HSD de Tukey, p < 0,05).

Dentro de la zona mesopelagica, las comunidades mostraron homogeneidad estructural, con diferencias
minimas entre profundidades. Sin embargo, al eliminar los datos de abundancia de filotipos (UniFrac no
ponderado), la variabilidad entre profundidades aumenté, permitiendo una distincién clara entre ellas.
Estos patrones fueron respaldados estadisticamente por el analisis PERMANOVA, que confirmé un efecto

significativo de las profundidades en la variabilidad de la comunidad (Figura 7 y Tabla 10).

Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las campafias
oceanograficas (Betadisper ponderado y no ponderado, p < 0.05; Tabla 10). Sin embargo, al estratificar la
comunidad microbiana por profundidades (ZMOR, 800 m, 1000 m y FONDO) y evaluar el efecto de la
campafia, se detectaron diferencias significativas entre las campafias XIXIMI-06 y XIXIMI-07 en las
produndidades ZMOR, 1000 m y FONDO. En cuanto a las regiones geograficas, se observaron diferencias
notables, particularmente entre estaciones en la CL frente a las del norte y sur, y entre las regiones central

y sur, especialmente en las profundidades ZMOR y 1000 m.

La estructura de la comunidad microbiana a lo largo del gradiente de profundidad también se analizo

mediante graficos UpSet (Figura 8), separando los datos en tres conjuntos: la comunidad total, la biésfera
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dominante (que incluyen ASVs >1% de abundancia relativa en al menos una muestra y abundancia media

>0.1% por profundidad), y iii) bidsfera rara (ASVs <0.01% por muestra y <0.001% por profundidad).

Ponderada, Stress:0.11 No ponderada, Stress: 0.15
P =0.001, Valor de F = 4.72, R* = 0.14 P = 0.001, Valor de F = 6.61, R = 0.18

¥6-1000 D30-1000

]
e ®
D27-1000

NMDS2

-DI? -CJI 1 0.0 EIT] CIY’ -(JI7 0.0 IJI7 uf-'n
Capa de profundidad ZMOR -@ 800 m 1000 m @ FONDO

Figura 7. Graficos de ordenaciéon mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basados en las
distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas de las comunidades de bacterias y arqueas en las diferentes
profundidades. Las estaciones etiquetadas representan aquellas que se encuentran solapadas dentro de otra
profundidad, diferente de la que les corresponde.

Del total de ASVs identificados, el 38.5% (3049 ASV) se compartié entre al menos dos profundidades
(Figura 8a). De estos, 1003 ASVs (12.7%) estuvieron presentes en las cuatro profundidades (ZMOR, 800
m, 1000 m, FONDO). La profundidad ZMOR destacé por albergar la mayor proporcidon de ASVs Unicos
(23.5%), seguida de 1000 m (17.2%), FONDO (12.7%) y 800 m (8%). Los solapamientos entre pares de
profundidades siguieron un gradiente ambiental, las mayores proporciones correspondieron a 1000 m-
FONDO (6.1%) y 800 m-1000 m (4%), mientras que las menores se registraron en ZMOR-FONDO (0.7%) y
800 m-FONDO (0.4%). Las combinaciones tripartitas mds relevantes fueron ZMOR-800-1000 m (329 ASV;
4.2%) y 800-1000-FONDO (230 ASV; 2.9%), lo que reflejd6 una conectividad decreciente entre

profundidades superficiales y batipelagicas.
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Figura 8. Distribucion de los ASVs de bacterias y arqueas en las distintas profundidades mediante graficos UpSet.
Para la a) comunidad total; b) bidsfera dominante (ASVs >1% de abundancia relativa en al menos una muestra
y abundancia media 20.1% por profundidad); y c) bidsfera rara (ASVs <0.01% por muestra y <0.001% por
profundidad).
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Por otro lado, para los ASVs de la bidsfera dominante, el 80.9% se compartieron en las cuatro
profundidades, mostrando una alta abundancia relativa (Figura 8b y Figura 9). Este subconjunto casi no
presentd especializacidn por profundidad, solo hubo un ASV fue Unico en 800 m, y los solapamientos entre
pares fueron minimos (ZMOR-1000 m: dos ASVs; 1000 m-FONDO: un ASV). Siendo los érdenes
Nitrosopumilales, Alteromonadales y el clado SAR324 fueron los mds abundantes en todas las
profundidades (Figura 9). Nitrosopumilales, por su parte registré valores entre 18% (FONDO) y 21.9% (800
m), mientras que Alteromonadales aumentd gradualmente desde 7.6% (ZMOR) hasta 13.5% (FONDO).
SAR324 alcanzé su maximo en 800 m (10.7%). En ZMOR, Marine Group I (5.1%) y Thiomicrospirales (3.1%)
tuvieron las mayores abundancias comparados con otras profundidades, mientras que en FONDO
destacaron Sphingomonadales (2.8%) y Rhodobacterales (1.3%). Ordenes minoritarios como
Bdellovibrionales (<0.16%), Methylococcales (<0.28%) y Caulobacterales (<0.16%) mantuvieron valores
bajos pero constantes en todas las profundidades. Por otro lado, entre el 37% y 41.4% de los ASVs por
profundidad pertenecieron a la biésfera rara, incluyendo tanto ASVs Unicos como aquellos compartidos
parcialmente entre profundidades, pero con abundancias siempre inferiores al umbral de dominancia;

con proporciones de 41.4% en ZMOR, 37.0% en 800 m, 37.1% en 1000 m y 40.9% en FONDO.

Promedlo dela abundacla relativa (%)
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Figura 9. Grafico de barras del promedlo de la abundanua relativa de los 89 ASVs compartidos por todas las
profundidades (ZMOR, 800 m, 1000 m y FONDO) de la biosfera dominante. Las barras asignadas a ASVs restantes se
corresponden a la abundancia relativa promedio de todos los ASVs restantes que constituyen cada profundidad.
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Todos los ASVs Unicos identificados en la comunidad total (ZMOR: 23.5%, 800 m: 8%, 1000 m: 17.2%,
FONDO: 12.7%), asi como aquellos compartidos entre pares y trios de profundidades, pertenecieron
predominantemente a la bidsfera rara (Figura 8c). Adicionalmente, se identificaron 649 ASVs (8.2%) no
clasificados en las biosferas dominante o rara, de los cuales 560 (7%) estuvieron compartidas entre todas

las profundidades.

3.1.6 Efecto de las variables ambientales en las comunidades de bacterias y

arqueas

El analisis ANOVA-like mostré que diferentes variables ambientales tienen un efecto significativo en la
estructura de la comunidad de bacterias y arqueas (Tabla 4). En particular, la profundidad, la salinidad
absoluta, la temperatura conservativa y el CAO afectaron de manera significativa a los tres conjuntos de
datos analizados, toda la comunidad, la biosfera dominante y la biosfera rara (p < 0.001). Ademas, la
latitud, longitud y la concentracion de fosfatos (POs) mostraron un efecto significativo en la biosfera
dominante (p <0.044).Y la profundidad del suelo marino mostré un efecto significativo sélo en la biosfera

rara (p = 0.030).

Para la construccién de los modelos de db-RDA, se seleccionaron Unicamente variables sin colinealidad
(VIF < 5), lo que permitiéd obtener resultados mas claros sobre la influencia de cada variable en las
comunidades de bacterias y arqueas. Los modelos mostraron que la profundidad, la salinidad absoluta y
el CAQ explicaron colectivamente el 35% de la variabilidad para toda la comunidad (p < 0.001, Figura 10a).
Especificamente, las comunidades en ZMOR exhibieron una correlacidn positiva con la salinidad absoluta,
mientras que las muestras de 800 m y 1000 m mostraron una correlacidn negativa; ademas, FONDO
mostré una correlacidn positiva con la profundidad y negativa con CAO. Este patrdn de correlaciones fue
consistente también para ambas biosferas, la dominante y rara. Para la biosfera dominante (Figura 10b),
FONDO también mostrd una influencia positiva de la latitud y la longitud, y negativa con la concentracion
de PO4; mientras que en la muestra de 800 m hubo el patrén contrario. En conjunto, todas las variables
explicaron el 47% de la variabilidad en la biosfera dominante. Por otro lado, para la biosfera rara (Figura
10c), FONDO mostré una correlacidn positiva con la profundidad del suelo marino, y todas las variables

colectivamente explicaron el 44% de la variabilidad.
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Tabla 4. Efecto de las variables ambientales sobre la estructura de la comunidad de bacterias y arqueas. La tabla
muestra los resultados del ANOVA-like (valores F y p) para la comunidad completa, biosfera dominante y biosfera

rara.
Variable ambiental Toda la comunidad | Biosfera dominante ! Biosfera rara 2
(Todos los ASVs)
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
Profundidad del suelo marino 1.501 0.116 0.010 0.091 0.014 0.030
Profundidad 20.768 <0.001 0.236 <0.001 0.255 <0.001
Salinidad absoluta 24.638 <0.001 0.122 <0.001 0.145 <0.001
Temperatura conservativa 6.123 <0.001 0.039 <0.003 0.021 0.0053
CAO3 2.899 0.0056 0.026 0.001 0.018 0.011
Latitud 1.374 0.150 0.025 0.001 0.004 0.610
Longitud 1.635 0.084 0.013 0.044 0.009 0.125
NOs+NOy 0.811 0.674 0.002 0.931 0.005 0.405
PO4 1.627 0.083 0.018 0.010 0.009 0.129
a) b) c)
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Figura 10. Diagrama de ordenacién del andlisis db-RDA para las comunidades de bacterias y arqueas por
profundidades en correlacién con variables ambientales. Para a) Todos los ASVs b) ASVs de biosfera dominantes y c)
ASVs de biosfera rara. Las variables ambientales mostradas fueron seleccionadas tras un analisis de multicolinealidad
(VIF < 5). CAO (consumo aparente de oxigeno); SA (salinidad absoluta); PSM (profundidad del suelo marino).
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3.1.7 Andlisis de co-ocurrencias

A fin de profundizar en la comprension de los factores que influyen en la estructura de las comunidades
microbianas en las diversas profundidades, se construyeron redes de asociacién microbiana
fundamentadas en relaciones significativas de co-ocurrencia entre los ASVs. Para la seleccién de estos
ASVs dentro de cada red, se implementé un filtro que consideré la prevalencia, estableciendo un umbral
de 0.7 para las redes correspondientes a las profundidades de ZMOR, 800 m y 1000 m, y un umbral de 0.6
para la profundidad de FONDO. Este ultimo ajuste se justificd por la baja prevalencia observada en la

profundidad mas profunda, lo que llevé a la decisidn de suavizar el umbral.

Los resultados con dichos umbrales fueron 371 ASVs en la red de ZMOR, 270 para la red de 800 m, 313
para la red de 1000 m y 290 para la profundidad de FONDO; cifras que resultaron ser adecuadas para la
construccion de redes de un tamano suficiente para permitir comparaciones significativas.
Consistentemente, todos los ASVs seleccionados en cada red se integraron como componentes de las

mismas.

Curiosamente, no se detectd una correlacidon entre el tamario inicial de los datos, medido como el nimero
de ASVs por profundidad (ver Tabla 3), y la interconexion, representada por la proporcién de bordes a
nodos. Los valores obtenidos fueron de 2.98 para la red de ZMOR, 2.61 para la red de 800 m, 2.66 para la
red de 1000 m y 2.50 para FONDO. Estos resultados, similares entre si, sugieren que, a pesar de que las
profundidadesZMOR y 1000 m mostraron casi el doble de ASVs en comparacién con las profundidadesde
800 m y FONDO, una alta prevalencia no necesariamente se traduce en una alta co-ocurrencia. De este
modo, se concluyé que la estructura de cada red fue el resultado de propiedades intrinsecas de cada

profundidad, y no de un sesgo sistematico por muestreo.

Es importante sefialar que se desarrollaron redes considerando tanto la prevalencia como la abundancia
relativa de los ASVs, asi como en funcién de la abundancia relativa Unicamente. En ambos enfoques se
observo la presencia de sesgo por muestreo (datos no mostrados), lo que llevo a la decisién de centrar la

seleccidon de ASVs exclusivamente por prevalencia.

Por otra parte, se determind la distribucién de bordes positivos y negativos en la red de cada profundidad,

o lo que es lo mismo, las correlaciones positivas y negativas, el resultado fue que en promedio el 18% de
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las correlaciones entre los ASVs son negativas y el 82% positivas (Figura 11), sin observarse ningun patrén

a lo largo de la columna de agua.

A continuacion, se procedié al calculo de diversas caracteristicas topoldgicas de las redes, cuyos resultados
se presentan en la Figura 12. En este andlisis, se evidencié que los valores de degree y betweenness son
significativamente mas altos en la red correspondiente a la ZMOR en comparacién con las redes de aguas
mas profundas. De hecho, las redes de 1000 m y FONDO no mostraron diferencias significativas con ambos
parametros. Este hallazgo sugiere que las comunidades microbianas en la ZMOR tienen un mayor nimero
de conexiones directas entre ciertos ASVs, asi como una dependencia mas elevada, dado que nodos con
un alto valor de betweenness centrality indican una mayor implicacién en la conexidn de estos con otros

nodos.

100

wu ~
o ©)]

Porcentaje de bordes

ZMOR 800 m 1000 m FONDO

Figura 11. Distribucién de las correlaciones positivas y negativas de las comunidades de bacterias y arqueas por
profundidad. El drea turquesa corresponde al porcentaje de correlaciones positivas y el drea rosa a las negativas.

Sin embargo, es notable que, a pesar de que la ZMOR presentd los valores mas altos de degree y
betweenness, también exhibio los valores mas bajos de closeness centrality. Este resultado implica que,
aunque la ZMOR se configura como una red rica en conexiones y ASVs potencialmente esenciales, se
encuentra menos interconectada en comparacion con las otras redes de zonas mas profundas. Estos
resultados sugieren una complejidad y dinamica particular en la red de la ZMOR, indicando una estructura
gue puede favorecer interacciones directas entre ASVs especificos a pesar de su menor proximidad a otros

nodos en la red.
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Figura 12. Caracteristicas topoldgicas de las redes. a) Degree , b) closeness centrality y c) betweenness centrality. Los
puntos rojos indican estaciones con valores atipicos que estan mas alla de 1.5 veces el rango intercuartil. Los valores
en la parte superior de los diagramas de caja corresponden a los valores de p ajustados con Holm de las

comparaciones por pares a través del Wilson test entre las profundidades.

3.1.8 La comunidad de arqueas

La comunidad de arqueas estuvo compuesta por 836 ASVs, distribuidos en 6 filos, 7 clases, 12 érdenes, 11

familias y 7 géneros. El filo predominante fue el de los Thaumarchaeota, seguido por Thermoplasmatota

y Nanoarchaeota (Figura 13 Y Figura 14). A nivel de género, solo el 4% de los ASVs (33 de 836) pudieron

ser asignados, mientras que el 96% restante se clasificd en niveles taxondmicos superiores, resaltando la

prevalencia de filotipos no identificados (Figura 14).

Dentro del filo Thaumarchaeota, los filotipos de la clase Nitrososphaeria, orden Nitropumilales y familia

Nitrosopumilaceae fueron predominantes en las diversas profundidades (Figura 15). Sin embargo,

diferentes géneros variaron con la profundidad. Los géneros Candidatus Nitrosopelagicus y Candidatus

Nitrosopumilos mostraron mayor prevalencia en las profundidadesZMOR y FONDO, mientras que

Candidatus Nitrosotenuis en 1000 my FONDO; Y Candidatus Nitrososphaeria estuvo presente Unicamente

en la estacién TS1-800 m.
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En el filo Nanoarchaeota, todos los filotipos se asignaron al orden Woesearchaeales (Figura 13 Y Figura
14), aumentando su abundancia con la profundidad. Como fue el caso de filotipos de las familias
GW2011_GWC1_47_15, SCGC AAA011-D5 y SCGC AAA286-E23. Dentro de este filo, solo se pudo asignar

un género, AR20 que se encontrd Unicamente en la estacion H46-1000 m.
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Figura 13. Grafico de barras del promedio de las abundancias relativas de los filos, clases, érdenes y familias de
arqueas en las distintas profundidades.

Para el filo Euryarchaeota, los Methanofastidiosales se encontraron predominantemente en las
profundidades (1000 m y FONDO), mostrando especial abundancia en las estaciones D27, D30y F37 en
FONDO (Figura 14). Mientras que en el filo Halobacterota, los géneros Methanoregula y Methanospirilum,
aparecieron exclusivamente en la estacion H46-1000 m, y g (f Halomicrobiaceae) (que corresponde a
filotipos que solo pudieron ser asignados hasta familia Halomicrobiaceae) estuvieron presentes en

numerosas estaciones de la zona batipelagica, con notable presencia a 1000 m.
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Figura 14. Grafico de burbujas de la abundancia relativa de los principales géneros de arqueas por estaciones y
profundidades. El tamafio de cada burbuja representa la abundancia relativa (%) de cada género por estacion. Las
barras de colores del lado izquierdo de la figura representan los filos al que pertenecen cada género.

En el filo Micrarchaeota, se observé unicamente la familia CG1-02-32-21 en las estaciones TS1a 800 m, y

A4, A7 y H46 a 1000 m de profundidad. Curiosamente, los filotipos asignados hasta el nivel dominio

(Archaea) incrementaron con la profundidad, alcanzando hasta un 5 % de abundancia relativa en FONDO

(Figura 14).

Por otro lado, se observd una influencia significativa de la profundidad en la riqueza y diversidad de

arqueas (Figura 15). La ZMOR presenté una riqueza taxondmica mayor a FONDO (P < 0.001). En cuanto a

la diversidad, se evidencié homogeneidad en los valores de Shannon a lo largo del gradiente vertical, pero

un aumento significativo del indice de Simpson en FONDO frente al resto de las profundidades (P <0.001).
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Figura 15. indices de diversidad alfa de la comunidad de arqueas en las diferentes profundidades. La mediana estd
representada por la linea central en el diagrama de caja y bigotes; los valores de F y p corresponden a la prueba de
ANOVA, mientras que los valores de p en la parte superior indican diferencias significativas entre comparaciones por
pares de profundidades (prueba HSD de Tukey, p < 0,05).

Finalmente, se evalud la abundancia diferencial de filotipos de arqueas (con 10% de prevalencia) entre
pares de profundidadescon la herramienta ALDEx2 (Figura 16). Se incluyeron 293 filotipos (50.6%) de 579
en el par ZMOR-800 m, 231 filotipos (41.9%) de 551 en el par 800 m-1000 m, y 234 filotipos (39.7%) de
590 en el par 1000 m-FONDO. La comparacion entre ZMOR y 800 m mostré un amplio rango de effect size
(-3.63 a 3.69), involucrando 105 filotipos, lo que sugiere variaciones significativas en la abundancia de
estos. En contraste, la comparacion entre 800 m-1000 m presentd un rango mas estrecho (-2.18 a 2.69),
con solo 17 filotipos implicados, lo que indica diferencias mas pequeiias en comparacion con ZMOR-800
m. Y la comparacién 1000 m-FONDO presentd el rango mas pequefio (-1.55 a 1.50), involucrando 53

filotipos, lo que sugiere alteraciones sutiles en la composicién de arqueas entre estas profundidades.

Los filotipos pertenecientes a la familia Nitrosopumilaceae fueron los mas reprentados en todas las
comparaciones (con effect size > 1; Figura 16 y Tabla 11). El par ZMOR-800m present6 67 filotipos de esta
familia, el par 800-1000 m mostrd 13 filotipos y el par 1000 m-FONDO 28 filotipos, con proporciones
similares entre cada par. Ademas, los filotipos de esta familia fueron diferentes entre los tres pares de

profundidades analizadas.
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Figura 16. Mapa de calor mostrando los 20 filotipos de arqueas con los mayores valores de effect size para cada par
de profundidades, analizados con ALDEx2. Las filas representan los 20 filotipos con valores de effect size > 1, y las
columnas (estaciones) las cuales se ordenaron mediante agrupamiento jerarquico. Los valores del effect size se
indican mediante una escala de color morado en las barras laterales derechas, mientras que las abundancias se
representan como Z-scored, CLR Transformed Abundance.
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Los filotipos de los érdenes Marine Group Il y Il fueron los siguientes mas abundantes entre las
comparaciones (Figura 16 y Tabla 11). En el par ZMOR-800 m, se identificaron 17 filotipos del Grupo Il y
14 del Grupo lll. En el par 800-1000 m, los numeros fueron menores, con 4 filotipos del Grupo Il y 3 del
Grupo lll. Y en la comparacién entre 1000 my FONDO, se registraron 11 filotipos del Grupo Il y 9 del Grupo
lIl. Al igual que los filotipos de la familia Nitrosopumilaceae, la mayoria de estos también resultaron ser

diferentes en las distintas comparaciones.

En el caso de los filotipos del orden Woesearchaeales, el par 1000 m-FONDO presentd el mayor nimero
de filotipos diferencialmente abundantes, con un total de 5, siendo mas abundantes en FONDO (Figura
16 y Tabla 11). En la comparacién ZMOR-800 m, se identificaron 4 filotipos, con mayor abundancia en
ZMOR mientras que el par 800-1000 m no presenté filotipos diferencialmente abundantes para este
orden. Por otro lado, se encontré un unico ASV del género Methanofastidiosales diferencialmente

abundante, este fue entre las profundidades de 1000 m y FONDO, siendo este mas abundante en FONDO.

Finalmente, se identificaron 11 estaciones (Y3-ZMOR-X6, C25-800-X6, A10-1000 m-X6, A10-1000 m-X7,
D30-1000 m-X6, D27-1000 m-X6, F37-1000 m-X6, H47-800-X5, Y6-1000 m-X7, H46-FONDO-X5 y C22-
FONDO-X5) que no fueron agrupadas con sus respectivas profundidades (Figura 16). Este resultado es
consistente con el analisis NMDS (Figura 7), en el que 10 de estas 11 estaciones (con la excepcion de A10-
1000 m-X7) se encontraron dentro del area de dispersidén de datos de otras profundidadeso en el borde

de su propia regidn de dispersion.

3.1.9 Potencial funcional de las comunidades

Se realizé un andlisis de abundancia diferencial mediante ALDEx2 de las rutas metabdlicas predichas con
PICRUST2, comparando por pares las distintas profundidades (ZMOR-800 m, ZMOR-1000 m, ZMOR-
FONDO, 800 m-1000 m, 800 m-FONDO y 1000 m-FONDO). Los resultados con la prueba de Kruskal-Wallis
indicaron que solo un conjunto reducido de vias metabdlicas mostré diferencias significativas asociadas a
la profundidad (P < 0.001;Tabla 12). Las variaciones mas relevantes se vieron en las comparaciones entre
la ZMOR vy las profundidades (1000 m y FONDO) y 800 m con FONDO, destacando especialmente el par

ZMOR-FONDO, que registrd 24 rutas metabdlicas diferencialmente abundantes (Figura 17).
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En el andlisis de estas 24 rutas, se observé que cuatro estaciones de FONDO (F37-FONDO-X5, H46-FONDO-
X6, C22-FONDO-X6, Y7-FONDO-X5) se agruparon con las muestras de ZMOR, mientras que la estacion
A10-ZMOR-X5 mostro afinidad funcional con el FONDO. La metanogénesis a partir de H, y CO, presenté
mayor abundancia en estaciones de FONDO, particularmente en A7-FONDO-X5 y X7 y en A10-FONDO-X5.
En ZMOR, la ruta de osmoproteccidn: Ciclo de S-adenosil-L-metionina | se destacé en A6-ZMOR-X7, C1-
ZMOR-X6, mientras que la supervia de degradacién de sulfolactato mostré abundancias elevadas en B12-
ZMOR-X7, D27-ZMOR-X6, Y6-ZMOR-X7, C22-ZMOR-X5, C23-ZMOR-X7 y C24-ZMOR-X7. Las rutas de
degradacion de compuestos aromaticos (catecol a 2-oxopent-4-enoato I, ruta meta de catecol Il y 2-
aminofenol) fueron prominentes en la estacidn A4-X5, tanto en ZMOR como en FONDO. Adicionalmente,
las estaciones G40-ZMOR-X6 y G44-ZMOR-X5 registraron altas abundancias en rutas de degradacién de L-
triptéfano a 2-amino-3-carboximuconato semialdehido, L-triptéfano Xll, 2-aminofenol y 2-nitrobenzoato
I. Finalmente, la reduccidn asimilatoria de nitrato VI mostro valores elevados en la estacion PO1-FONDO-

X5, a pesar de su asociacion predominante con ZMOR.
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Figura 17. Mapa de calor de las 24 rutas metabdlicas predichas con PICRUST2 que son significativa y diferencialmente
abundantes entre las profundidades ZMOR y FONDO. Las filas representan las 24 rutas con valores de effect size >
1, y las columnas (estaciones) las cuales se ordenaron mediante agrupamiento jerarquico. Los valores del effect size
se indican mediante una escala de color morado en las barras laterales derechas, mientras que las abundancias se
representan como Z-scored, CLR Transformed Abundance.
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3.2 Subtema 2: De la caracterizacion del potencial funcional de genomas de

bacterias y arqueas partir de MAGs

3.2.1 Seleccidn de las muestras

Siguiendo los criterios establecidos en la seccidn anterior, se seleccionaron 18 de las 95 muestras
analizadas mediante metabarcoding. Estas muestras se corresponden a seis estaciones de muestreo (tres

por estacién), distribuidas en distintas regiones del GAM (Figura 18).
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Figura 18. Mapa de las estaciones seleccionadas para sera analizadas por medio de shotgun. Las estaciones
encerradas en un rectangulo con borde de lineas de guiones y puntos corresponden a aquellas ubicadas en region
corriente de lazo, con borde de linea sdlida son estaciones en la region norte, linea punteada en la regién centro, y
las del sur con borde de linea de guiones.

3.2.2 Secuenciacién y andlisis de secuencias

Las librerias de secuenciacion se prepararon con un minimo de 20 ng por libreria. En la Tabla 5 se



presentan las concentraciones de ADN obtenidas por cada muestra.

Tabla 5. Concentraciones de ADN por estacion y profundidad.

Estacién |Capa de profundidad | ADN (ng/uL) | Total (ng)
ZMOR 6.80 1132
A4-X5 100 m 1.40 186
FONDO 6.10 962
ZMOR 9.05 905
A6-X7 1000 m 1.95 195
FONDO 6.05 605
ZMOR 8.60 1408
C22-X5 1000 m 4.80 770
FONDO 2.80 424
ZMOR 7.05 1142
F37-X6 1000 m 9.60 1588
FONDO 7.60 1219
ZMOR 2.34 131
PO1-X5 1000 m 1.84 103
FONDO 0.72 35
ZMOR 5.95 595
Y6-X7 1000 m 3.00 300
FONDO 4.86 972
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3.2.3 Control de calidad de las lecturas

El nimero total de lecturas de las 18 muestras sin procesar fue de 1 309 457 485 (para mas detalles
verTabla 13), lo que equivale a 190.8 GB de datos. Después del filtrado, se retuvieron 1 199 463 056
lecturas, mostrando una reduccion del 8,4%. La muestra F37-ZMOR fue la que presenté la mayor cantidad
de lecturas iniciales (129 248 614) y la que conservo el mayor nimero de lecturas tras el filtrado (117 732
563). Mientras que la muestra con menor cantidad de lecturas iniciales fue A6-1000 (15 460 488) y retuvo

14 237 563 lecturas tras el filtrado (Figura 19).

Después del segundo paso de control, recorte de las lecturas utilizando la herramienta Trimmomatic, se
retuvieron alrededor del 80% de las lecturas, con un porcentaje de retencidén que varié entre el 76.2% vy
el 82%. La muestra Y6-ZMOR fue la que presentod el mayor porcentaje de retencién (82%), mientras que

la muestra A6-ZMOR fue la que presentd el menor (76.2%) (Figura 19).
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Figura 19. Nimero de lecturas retenidas en cada paso de control de calidad para las 18 muestras analizadas.

El tercer y ultimo paso del control de calidad, fue la eliminacion de posibles lecturas correspondientes al

bacteriéfago PhiXy a ADN humano, se obtuvo un porcentaje de retencidn que varié entre el 76% vy el 82%.
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La muestra Y6-ZMOR fue la que presentd el mayor porcentaje de retencion (82%), mientras que la muestra

A6-ZMOR fue la que presentd el menor (76%) (Figura 19)

La mayor reduccién de lecturas se observd en el paso de Trimmomatic, que eliminé alrededor del 20% de
las lecturas iniciales, el filtrado con Minoche redujo las lecturas en un 8.9%, mientras que la eliminacién
de secuencias de PhiX y ADN humano provocd una reduccién minima del 1%. La muestra F37-ZMOR fue
la que presenté la mayor cantidad de lecturas iniciales y también la que conservd el mayor nimero de
lecturas al final del proceso de control de calidad. Y las muestras A6-1000 y A6-ZMOR fueron las que

perdieron mayor porcentaje de lecturas durante el proceso de filtrado (Figura 19).

3.2.4 Ensamblaje de las Lecturas

Tras la evaluacidn inicial con QUAST, se determind que MEGAHIT ofrecia un rendimiento comparable a
SPAdes, pero con una mayor eficiencia computacional. Por lo tanto, se procedié a optimizar el ensamblaje
utilizando exclusivamente MEGAHIT. Se evaluaron tres configuraciones diferentes de MEGAHIT con un
minimo de largo de los contigs de 1000 pb solo con una parte de las muestras C22-1000 y A4-1000. Los
resultados de esta prueba permitieron identificar la configuracién 6ptima de MEGAHIT que mejor
equilibraba la calidad del ensamblaje y la eficiencia computacional para cada muestra. A continuacion, se
presentan los resultados detallados de estas pruebas de optimizacién para C22-1000 y A4-1000 (Figura
20).

Para la muestra A4-1000, la configuracién sensitive produjo el mayor nimero total de contigs
(aproximadamente 194 000), seguida por large (183 000) y default (164 000). Sin embargo, en términos
de contigs largos (250 000 bp), la configuracion default generé ligeramente mas (118) que sensitive (124)
y large (81). La longitud total del ensamblaje fue mayor con la configuraciéon sensitive (423 Mb), seguida

por large (389 Mb) y default (372 Mb) (Figura 20).

En el caso de la muestra C22-1000, se observé una tendencia similar en el nimero total de contigs, con
sensitive produciendo la mayor cantidad (112 000), seguida por large (108 000) y default (97 000). Para
los contigs largos, sensitive generd 272, large 250, y default 276. La longitud total del ensamblaje siguié
el mismo patrén que en A4-1000, con sensitive produciendo el ensamblaje mas largo (282 Mb), seguido

por large (265 Mb) y default (255 Mb).
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Figura 20. Métricas de ensamblaje metagendmico para las muestras A4-1000 y C22-1000 utilizando diferentes
configuraciones de MEGAHIT. a) El panel izquierdo muestra el nimero total de contigs (barras rojas) y el nimero
de contigs = 50 000 bp (barras azules) en escala logaritmica. El panel derecho presenta la longitud total del
ensamblaje en megabases (Mb). b) Valores de N50 (verde) y L50 (rosa) para cada configuracion de ensamblaje. Las
configuraciones de MEGAHIT evaluadas fueron: default, largey sensitive.



3.2.5 Mapeo de lecturas a contigs
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Tras el ensamblaje metagendmico utilizando la configuracion sensitive de MEGAHIT, se procedio al

mapeo de las lecturas originales contra los contigs generados para cada muestra. Este proceso se realizd

utilizando Bowtie2 (Tabla 6).

Tabla 6. Tasas de alineamiento de lecturas a contigs para las 18 muestras analizadas

Estacion Tasa de alineamiento (%)
A4-ZMOR 43.56
A4-1000 70.30
A4-FONDO 62.48
A6-ZMOR 35.09
A6-1000 48.70
A6-FONDO 70.59
C22-ZMOR 59.12
C22-1000 66.05
C22-FONDO 70.48
F37-ZMOR 64.50
F37-1000 55.53
F37-FONDO 52.12
PO1-ZMOR 58.77
PO1-1000 75.79
PO1-FONDO 63.15
Y6-ZMOR 58.54
Y6-1000 61.50
Y6-FONDO 59.37
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Los resultados del mapeo mostraron una variabilidad considerable entre las diferentes estaciones y
profundidades muestreadas. Las tasas de alineamiento oscilaron entre el 35.09% y el 75.79%, lo que indica

diferencias significativas en la eficacia del ensamblaje entre las muestras.

La estacion PO1-1000 presentd la tasa de alineamiento mas alta con un 75.79%, seguida de cerca por las
muestras de FONDO de las estaciones A6 (70.59%), C22 (70.48%) y A4 (70.3%). Estas altas tasas de
alineamiento sugieren que el ensamblaje fue particularmente efectivo para estas muestras, capturando
una gran proporcion de la diversidad gendmica presente. Por otro lado, las tasas de alineamiento mds
bajas se observaron en la profundidad ZMOR de la estacidon A6 (35.09%) y A4 (43.56%). Estas tasas

relativamente bajas podrian indicar una mayor complejidad en estas comunidades microbianas.

Es interesante notar que, en general, las muestras de FONDO tendieron a mostrar tasas de alineamiento
mas altas (rango de 52.12% a 70.59%) en comparacidn con las muestras de la ZMOR (rango de 35.09% a

64.5%).

3.2.6 Binning y consolidacidon y evaluacidn de los bins

Los resultados del binning indicaron diferencias en el numero de bins generados por herramienta. En
promedio, CONCOCT produjo 145.2 bins, MaxBin2 134.8 bins, y MetaBAT2 62.4 bins por muestra. La

muestra que presentd el mayor numero de bins fue F37 en la profundidad ZMOR, con 236 bins generados
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por MaxBin2, mientras que la muestra con el menor nimero fue A6 en la profundidad de 1000 m, con 24
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bins generados por MetaBAT2 (

Figura 21). CONCOCT y MaxBin2 generaron respectivamente 132.7% y 116.0% mas bins que MetaBAT2.

Las diferencias por profundidad fueron también notables. Las profundidades 1000 m y FONDO mostraron
un mayor numero de bins en comparacién con la profundidad ZMOR. En promedio, presentaron 132.3y
141.1 bins respectivamente, mientras que la profundidad ZMOR presenté 114 bins, lo que representa una
diferencia de 16.1% vy 23.8% respectivamente. También se observaron diferencias considerables entre las
muestras. La muestra A6 en la profundidad de FONDO mostré el mayor nimero de bins para CONCOCT
(196), mientras que F37 en la profundidad de ZMOR tuvo el mayor nimero para MaxBin2 (236), siendo

estos los valores mdximos observados en todo el conjunto de datos.
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La consolidacion con Das Tool resultdé en una reduccién drastica del numero de bins (
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Figura 21). En promedio, el nimero de bins se redujo en un 91.7% para CONCOCT, 90.6% para MaxBin2,
y 68.9% para MetaBAT2. Revelando que MetaBAT2 conservd entonces un mayor porcentaje de sus bins
originales (31.1% en promedio) en comparacion con CONCOCT (8.3%) y MaxBin2 (9.4%) después del
proceso de consolidaciéon. Esta diferencia en la retencidn de bins fue consistente entre las diferentes

estaciones y profundidades.
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Figura 21. Distribucién comparativa de bins generados por CONCOCT, MaxBin2 y MetaBAT2 antes (panel de arriba)
y después de la consolidacién con Das Tool (panel de abajo), por muestra y profundidad. Las barras color naranja
representan los bins generados por la herramienta CONCOCT, verde MaxBin2, y azul MetaBAT2.

Por otro lado, la Figura 22 muestra la distribucién del nimero de bins recuperados a través de las
diferentes estaciones de muestreo y profundidades después del paso de consolidacién. La estacién A4
presentd el mayor nimero total de bins (130), con una distribucion notable de 72 bins en la profundidad
de FONDO, 45 en 1000 my 13 en la ZMOR. En contraste, la estacidon PO1 presentd el menor nimero total
de bins (80), con una distribucion de 52 en FONDO, 17 en 1000 my 11 en ZMOR. Y la estacidon C22 presentd
una distribucién mas equilibrada entre las profundidades, con 46 bins en FONDO, 30 en 1000 m y 28 en

ZMOR.
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Figura 22. Distribucion de bins recuperados luego del proceso de consolidacién con Das Tool. A la izquierda se
muestra el nimero de bins por estacidon de muestreo y profundidad. Derecha, distribucién total de bins por
profundidad. Los bins correspondientes a la profundidad ZMOR estén representadas en color azul claro, 1000 m en
azul medio, y FONDO azul oscuro.
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El andlisis de completitud, contaminacién y tamafio estimado de los genomas por profundidad revelé

patrones distintivos en la calidad y caracteristicas de los bins (Figura 23).

En términos de completitud, se observo una tendencia a obtener bins mas completos en las profundidades
de 1000 m y FONDO en comparacion con la profundidad de ZMOR. La mediana fue mas alta para los bins
de FONDO (89.01%), seguida por 1000 m (88.84%), mientras que ZMOR mostré la mediana mas baja
(83.23%) y una mayor variabilidad. Ademas, 152 bins (25.76%) mostraron tener valores altos de
completitud (>90%), 307 bins (52.03%) presentaron completitud entre 50-90%, y 131 bins (22.20%) una
completitud <50%, encontrandose los de >90% principalmente en 1000 m y FONDO. Por ejemplo, en A4-
1000 se recuperaron varios bins con completitud superior al 95%, incluyendo uno con 100%
(concoct_bin.43_sub). Esta distribucion muestra que mas de tres cuartas partes de los bins recuperados

(77.80%) tenian una completitud superior al 50%.

La contaminacién de los bins también mostrdé variaciones entre las profundidades. Los bins de la
profundidad de FONDO presentaron niveles mas bajos de contaminacién, con una mediana de 4.51% y

una distribucion mas compacta. En contraste, los bins de la ZMOR que mostraron una mayor variabilidad
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en los niveles de contaminacion, con una mediana de 7.37%. Mientras que la profundidad de 1000 m
mostré una mediana intermedia de 5.29%. Del total de 590 bins, 418 bins (70.85%) presentaron baja
contaminacion (<5%), 137 bins (23.22%) mostraron contaminacion entre 5-10%, y 35 bins (5.93%) tuvieron
una contaminacidn >10%. Los bins con baja contaminacion se distribuyeron entre todas las profundidades,
pero fueron particularmente frecuentes en las muestras de 1000 m y FONDO. Por ejemplo, en la muestra
A4-1000, se recuperd el bin metabat_bin.37 con una contaminacién de solo 0.16%. Esta distribucion
muestra que la gran mayoria de los bins recuperados (94.07%) tenian una contaminacién inferior al 10%,

lo que indica una buena calidad general en términos de pureza de los genomas recuperados.

En cuanto al tamafio de los genomas, se observaron diferencias sutiles pero notables entre las
profundidades. Los bins de FONDO tendieron a tener tamafios ligeramente mas grandes, con una mediana
de 2.53 Mb y un rango intercuartilico mas amplio. Los bins de 1000 m mostraron una distribucién de
tamanos intermedia con una mediana de 2.45 Mb, mientras que los de ZMOR presentaron los tamafios
de genoma mas pequefios en promedio, con una mediana de 2.44 Mb, aunque con una considerable
variabilidad. De los 590 bins, 103 bins (17.46%) fueron pequefios (<1 Mb), 378 bins (64.07%) presentaron
tamafios entre 1-4 Mb, y 109 bins (18.47%) tuvieron un mayor tamafio >4 Mb. El bin mas pequefio fue
maxbin_bin.28 de la muestra Y6-1000, con solo 239 768 bp, mientras que el mds grande fue
concoct_bin.33_sub de la muestra F37-FONDO, con 10294017 bp. Esta distribucidn indica que la mayoria
de los bins recuperados (82.54%) tenian tamafios superiores a 1 Mb, sugiriendo la recuperacion de

genomas de bacterias relativamente completos en la mayoria de los casos.
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Figura 23. Distribucién de las caracteristicas de los bins recuperados del proceso de consolidacién con Das Tool y
evaluados con CheckM2. A la izquierda se encuentran los diagramas de caja que muestran la distribucién de la
completitud, contaminacién y tamano de los genomas por profundidad; y a la derecha por muestra. Las lineas
horizontales dentro de las cajas representan las medianas, las cajas abarcan los cuartiles 25 y 75, y las barras de
error se extienden hasta los valores minimo y maximo, excluyendo los valores atipicos.
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3.2.7 Asignacion taxonémica

Al comparar el nimero total de bins antes y después de aplicar los criterios de control de calidad (> 85%
de completitud y £ 10% de contaminacién), se observé una notable reduccion del 62.7% de los bins,
pasando de 587 a 219. En la Figura 24 se muestra la distribucién de los mismos por muestra y profundidad.
A nivel de muestra la mayor reduccidn en el nimero de bins se produjo en la estacidn Y6 a nivel de ZMOR
(un 88.5% menos) pasando de 26 a 3 bins, mientras que la menor reduccién ocurrid en la estacion A6 a

1000 m, con una disminucion del 45.5%, pues pasé de 11 a 6 bins.

Mientras que a nivel de profundidad de ZMOR experimentd la menor reduccion, con un 27.1% menos de
bins, pasando de 118 a 86 bins. En contraste, la profundidad de 1000 m mostré la mayor reduccién, con
una disminucién del 68.7%, de 182 a 57. Y la profundidad de FONDO, mostré una reduccion intermedia

del 32.8%, de 287 a 193.

La asignacion taxondmica realizada sobre los 219 MAGs reveld una distribucidn predominantemente de
bacterias, con un 90% del total, mientras que el 10% restante se clasificd dentro del dominio Archaea
(Figura 25A). Los filos de bacterias dominantes fueron los Pseudomonadales (Figura 25B), que
representaron casi la mitad de los MAGs (41.8%), seguidos por Chloroflexota (10.3%) y Marinisomatota
(8.4%). En cuanto a las arqueas, los filos predominantes fueron Thermoplasmatota, con el 6.6% de los

MAGs, y Thermoproteota, con el 1.1%.

Se utilizo el nivel de género como la unidad taxonédmica mas baja en el andlisis, dado que no todos los
MAGs pudieron ser clasificados a nivel de especie. De los 219 MAGs, 193 (88%) fueron asignados a nivel
de especie (dando un total de 68 especies diferentes). Mientras que todos los MAGs fueron asignados a
nivel de género. Los MAGs no asignados a nivel de especie pertenecian principalmente a los filos

Pseudomonadota y Bdellovibrionota.

Se identificaron un total de 67 géneros diferentes (Figura 25C). En la ZMOR se encontraron 20 géneros, a
los 1000 m de profundidad 38 géneros, y FONDO 56. De todos los géneros, sélo 11 estuvieron presentes
en las tres profundidades estudiadas. Entre ellos se destacan Arctic96AD-7 y Qipengyuania, cada uno con
un total de 12 MAGs, lo que representd el 22% del total de los MAGs; y Alteromonas y UBA1138, con 11

MAGs cada uno, comprendiendo el 20% del total, el resto de los MAGs mostraron menor representacion.
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Figura 24. Distribucidn de los bins con = 85% de completitud y como méximo 10% de contaminacién. A la izquierda
se muestra el nimero de bins por estacién de muestreo y profundidad. Derecha, distribucion total de bins por
profundidad. Los bins correspondientes a la profundidad de la ZMOR estén representadas en color azul claro, 1000
m en azul medio, y FONDO azul oscuro.
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En la ZMOR, predominaron las Alteromonas, Arctic96AD-7, Qipengyuania y UBA2110, lo que en conjunto
representan el 28.2% del total de géneros en esta profundidad. A 1000 m, los mas abundantes fueron
Alteromonas, UBA1138, Arctic96AD-7, Qipengyuania, Thalassarchaeum y UBA9410, comprendiendo el
34.2% de los géneros en esta profundidad. En la profundidad de FONDO, fueron Arctic96AD-7,
Qipengyuania, UBA1123 y UBA1138, correspondiendo al 22.5% de los géneros identificados en esta
profundidad.

Adicionalmente, se identificaron géneros de bacterias relacionados con la degradacion de hidrocarburos
(Figura 25 y Tabla 13). Algunos se encontraron en las tres profundidades, como Alteromonas (con las
especies A. macleodii y A. sp002729795), Acinetobacter (especies: A. johnsonii y A. junii), e Idiomarina
(especies: I. aquatica e I. baltica). Otros géneros se obtuvieron solo en dos profundidades, en particular a
1000 m y FONDO, siendo estos Alcanivorax (con la especie A. sp900107995), Oleibacter (especie: O.
sp002331105) y Psychrobacter (con las especies P. pacificensis y P. sp002332095); y en ZMOR y a 1000 m,
Pseudoalteromonas (con la especie P. lipolytica_A). Otros géneros se identificaron exclusivamente en una
profundidad, Marinobacter (especie: M. hydrocarbonoclasticus) en la ZMOR, y Phenylobacterium vy

Pseudomonas (especie: P. sp002719545) en la profundidad de FONDO.
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Figura 25. Clasificacion taxondmica de los MAGs. A) Diagrama de pastel que muestra la distribucion de los MAGs a
nivel de dominio y B) a nivel de filo. C) Mapa de calor que representa el nUmero de MAGs a nivel de género en las
diferentes estaciones y profundidades. Los colores de las barras laterales del mapa de calor representan los dominios
y filos a los que pertenecen los diferentes géneros, conservando la misma nomenclatura colorimétrica representada

en los diagramas de pastel.
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Pseudomonadota: 114 (41.8%)
Chloroflexota: 28 (10.3%)
Marinisomatota: 23 (8.4%)
Thermoplasmatota: 18 (6.6%)
Actinomycetota: 18 (6.6%)
SAR324: 18 (6.6%)
Bdellovibrionota: 15 (5.5%)
Gemmatimonadota: 14 (5.1%)
Bacteroidota: 6 (2.2%)
Acidobacteriota: 5 (1.8%)
Patescibacteria: 4 (1.5%)
Verrucomicrobiota: 4 (1.5%)
Thermoproteota: 3 (1.1%)
Planctomycetota: 2 (0.7%)
Undinarchaeota: 1 (0.4%)
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Por otro lado, la mayoria de los géneros de arqueas (cuatro de siete) se obtuvieron tanto en la profundidad
de 1000 m como en la de FONDO (Figura 25). Estos fueron, del filo Thermoplasmatota: Thalassarchaeum
(con la especie T. sp002507125), MGlIb-O1 (especie MGlIb-O1 sp002498525), UBA8886 (especie UBA8886
sp003193815) vy, del filo Thermoproteota, UBA57 (especie UBA57 sp002494565). Los tres géneros
restantes fueron detectados en una sola profundidad: Undinarchaeum (especie U. marinum), Unico
representante del filo Undinarchaeota, fue detectado a 1000 m, mientras que MGIIb-Q1 y UBA60 (especie
UBAG60 sp002503395) se identificaron exclusivamente en la profundidad de FONDO.

La asignacidn taxondmica mediante Kraken2/Bracken de las secuencias de alta calidad mostré que, en
todas las profundidades y estaciones, las comunidades de bacterias predominaron sobre las de arqueas
(Figura 26). En total, se identificaron 279 drdenes. Entre los érdenes de bacterias mas abundantes,
destacaron Alteromonadales, Pseudomonadales, Bacillales, Flavobacteriales, Oceanospirillales y
Rhodobacterales, los cuales presentaron diferentes porcentajes en cada muestra. Los Alteromonadales
fueron el grupo mds abundante en varias estaciones, llegando a superar el 70% de la abundancia relativa
en la estacién PO1-1000. Pseudomonadales, por su parte, presentd su mayor abundancia en la estaciéon
C22-1000 (9.3%). Bacillales fue mas abundante en C22-ZMOR (9.2%), Flavobacteriales en C22-ZMOR
(6.8%), Oceanospirillales en C22-FONDO (17.4%), y Rhodobacterales en C22-1000 (2.5%). Las arqueas, por
su parte, mostraron una abundancia mucho menor en comparacién; los Nitrosopumilales, el grupo de
arqueas mas abundante, presentaron abundancias inferiores al 4%. Otros grupos que destacaron por su
alta abundancia relativa en estaciones especificas fueron los Synechococcales en F37-FONDO (8.7%) y los

Moraxellales en A6-1000 y FONDO, con porcentajes del 20% y 16%, respectivamente.

La distribucion vertical de los érdenes mostré que algunos grupos, como Alteromonadales y
Pseudomonadales, incrementaron su abundancia relativa con la profundidad. Por el contrario, otros,
como Nitrosopumilales, registraron una disminucidn a medida que aumentaba la profundidad.
Finalmente, es importante destacar que una fraccidn significativa de secuencias no pudo ser clasificada
(datos no mostrados), alcanzando en algunos casos entre el 35% y el 60% del total. Esto probablemente

refleja limitaciones en las bases de datos de referencia disponibles para la clasificacion taxondmica.
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Figura 26. Grafica de barras de la abundancia relativa de los 20 6rdenes de bacterias y arqueas mas abundantes por

estacion. “Otros” indica los érdenes con menor abundancia.

3.2.8 Anotacidn funcional y andlisis de ciclos biogeoquimicos

La Figura 27 muestra la distribucidn de la presencia/ausencia de genes clave que conforman 22 funciones

metabdlicas en los 219 MAGs. Para facilitar la lectura de la figura los genes asignados para cada funcién

se resumieron en la Tabla 7, manteniendo el mismo orden que en la Figura 27.
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Las principales funciones metabdlicas identificadas estaban relacionadas con la utilizacién de
aminodcidos, el metabolismo C1, reduccién de clorito, fermentacién de etanol, degradacién de acidos
grasos, utilizacién de compuestos halogenados, reduccién de metales, hidratacién de nitrilos, respiracién
aerdbica (Complejo IV de la fosforilacidon oxidativa), reduccién de perclorato, reduccion de seleniato y
utilizacidn de urea, y estos estuvieron representadas por todos los genes clave tomando en cuenta todos
los MAGs de las tres profundidades (ZMOR, 1000 m y FONDO) (Figura 27 y Tabla 7). El resto de las
funciones estuvieron representadas en un menor porcentaje de sus genes constituyentes, la degradacion
de carbono complejo presenté solo el 94.1% de sus genes asignados, la fermentacion 83.3%, fosforilacion
oxidativa 83.3%, ciclaje de azufre 71.4%, degradacidon de aromaticos 66.6%, metabolismo de metano
66.6%, ciclaje de nitrégeno 55.5%, ciclaje de arsénico 50%, fijacidon de carbono 28.6% e hidrogenasas

13.3%.

Al separar los MAGs en las diferentes profundidades, solo tres funciones metabdlicas mostraron estar
diferencialmente representadas en cada profundidad, la degradacién de compuestos de carbono
complejo con 94.1% en la profundidad de FONDO, 88.2% a 1000 m y 76.5% en la ZMOR,; el ciclo del azufre
con 71.4% en la profundidad de FONDO y 57.1% en las profundidades ZMOR y 1000 m y el ciclo del
nitréogeno, con 55.6% a 1000 m y del 44.4% en las profundidades ZMOR y FONDO. El resto de las funciones

mostrod estar igualmente representado entre las distintas profundidades.

En el andlisis de los ciclos biogeoquimicos de los 219 MAGs, se identificaron genes involucrados en
transformaciones clave asociadas al ciclo del nitrogeno, carbono y azufre (Figura 27 y Figura 28a). En el
ciclo del nitrégeno, la mayoria de los MAGs carecieron de los genes para completar todas las etapas del
ciclo, incluyendo la fijacion de nitrégeno (Paso 1), la oxidacién de nitrito (Paso 3), la reduccion de dxido
nitroso (Paso 7) y el proceso de anammox (Paso 9). Para el resto de los pasos si se detectaron genes en
los MAGs, y a su vez asociados a ciertas profundidades y grupos taxondmicos. En particular, la ZMOR
presentd genes relacionados con, la oxidacién de amonio (amoABC; Paso 2), la reduccién de nitrato
(napAB, narGH; Paso 4), la reduccion de éxido nitrico (norBC; Paso 6) y la reduccion de nitrito a amonio
(nrfADH, nirBD; Paso 8). La profundidad de 1000 m presentd las mismas capacidades que ZMOR, ademas
de la reduccién de nitrito (nirkS, octR; Paso 5), y la de FONDO fue similar a la de 1000 m, aunque sin genes

para la oxidacién de amonio (Paso 2) (iError! No se encuentra el origen de la referencia.a).
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Figura 27. Mapa de calor de la distribucidn de la presencia/ausencia de genes clave en 22 funciones metabdlicas a través de 219 MAGs en tres profundidades
diferentes (ZMOR, 1000 m y FONDO). En este se presentan 104 entradas horizontales (104 lineas) correspondientes a los genes claves que componen las 22
funciones metabdlicas, organizadas en el mismo orden que en la Tabla 7. Las celdas de color naranja indican la presencia de un gen especifico en un MAG dado,
mientras que las celdas en blanco indican su ausencia. Los MAGs estan agrupados verticalmente segun su asignacién taxondmica a nivel de filo y género.
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Tabla 7. Lista de los genes clave para cada funcién metabdlica, manteniendo el mismo orden que se muestra en la
Figura 27. En esta se resumen las categorias metabdlicas, funcién y gen/genes claves resultantes del analisis con
METABOLIC-G (hoja de resultados FunctionHit).

Categoria metabdlica

Funcién

Gen/genes clave

Utilizacion de aminoacidos

Aminotransferasa de 4-aminobutirato

y aminotransferasas relacionadas

Aminotransferasa de 4-aminobutirato y

aminotransferasas relacionadas

Aminotransferasas de clase | y Il

Aminotransferasas de clase | y Il

Aminotransferasa de fosfoserina

Aminotransferasa de fosfoserina

Aminotransferasa de

ornitina/acetilornitina

Aminotransferasa de

ornitina/acetilornitina

Aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada/4-amino-4-

deoxicroisamato liasa

Aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada/4-amino-4-

deoxicroisamato liasa

Aminotransferasa de

aspartato/tirosina/aromaticas

Aminotransferasa de

aspartato/tirosina/aromaticas

Aminotransferasa de histidinol-

fosfato/aromaticas

Aminotransferasa de histidinol-

fosfato/aromaticas

Aminotransferasa de piruvato-serina

Aminotrassferasa de piruvato-
serina/aminotransferasa de aspartato

arqueal

Fermentacion de etanol

Acetato => Acetaldehido

acetato => acetaldehido

Acetaldehido => Etanol

acetaldehido => etanol

Degradacion de acidos grasos

Acil-CoA deshidrogenasa

acil-CoA deshidrogenasa

Degradacion de aromaticos

Descomposicion de

protocatecuato/catecol

catA
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Fenol => Benzoil-CoA

ubiX| | bsdC

Reduccién de benzoil-CoA

bcrABCD

Degradacion de carbono

complejo

Degradacion de celulosa

celobiosidasa

celulasa

beta-glucosidasa

Desramificacion de hemicelulosa

arabinosidasa

beta-glucuronidasa

alfa-L-rhamnosidasa

Endohemicelulas

manano endo-1,4-beta-mannosidasa

alfa-D-xiloside xilohidrolasa

Otra descomposicién de

oligosacéridos

beta-xilosidasa

beta-mannosidasa

beta-galactosidasa

Enzimas amiloliticas

alfa-amilasa

glucoamilasa

pululanasa

isoamilasa

Degradacion de quitina

quitinasa

hexosaminidasa
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Oxidacién de piruvato porA

Utilizacidn de alcohol adh
Fermentacion

Utilizacidn de lactato Idh

Acetogénesis acdA||ack| [pta

Acetato a acetil-CoA acs

Piruvato <=> acetil-CoA + formiato pflD

Oxidacién de metanol mxaF or mdh

Amina metilica -> formaldehido mauAB

Metabolismo C1

Oxidacion de formaldehido

fdhA| [fghA[|frmA|[|mycoS_dep FDH||fae

Oxidacion de formiato

fdoG| |fdwB| |fdoH| |fdhAB

Oxidacidn de CO aerdbica coxS|[[coxM | [coxL
Oxidacién de metano -
Monooxigenasa de metano pmoABC
Metabolismo de metano particulada
Oxidacién de metano -
mmoBD
Monooxigenasa de metano soluble
Produccién de metano mcrABC
Ciclo CBB - Rubisco (Forma I) rbcL
Ciclo CBB - Rubisco (Forma Il) rbcS
Fijacion de carbono Ciclo de 3 hidroxipropionato mecr| [K14469
3HP/4HB K14466/[K18861
DC/4-HB K18861 [ [4hbl
Via de Wood Ljungdahl cdhD| |cdhE| [cooS
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Ciclo TCA inverso

aclAB

Oxidacién de amoniaco

amoABC

Fijacion de N2

anfDKG [ [ nifDK|[ [vnfDKG | | nifH

Oxidacion de nitrito nxrAB
Reduccion de nitrato napAB|[[narGH
Ciclo del nitrégeno
Reduccion de nitrito a amonio nrfADH [ [nirBD
Reduccion de nitrito nirkS| |octR
Reduccién de 6xido nitrico a amonio |norBC
Reduccién de 6xido nitroso nosDZ
Anammox hzoA|[ [hzsA
Oxidacion de sulfuro fccB[ |sqr
Reduccidén de sulfito dsrABD| [asrABC
Oxidacion de azufre sdo|/ [sor
Ciclo del azufre
Reduccién de azufre sreABC| [sor
Oxidacion de tiosulfato SoxBCY
Reduccidén de sulfato aprA| [sat
Desproporcion de tiosulfato phsA

Hidrogenasas

Hidrogenasa de FeFe

fefe-group-al3

fefe-group-a2

fefe-group-a4

fefe-group-b

fefe-group-cl

fefe-group-c2
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fefe-group-c3

Hidrogenasa de Fe

fe

Hidrogenasa de Ni-Fe

nife-group-1

nife-group-2ade

nife-group-2bc

nife-group-3abd

nife-group-3c

nife-group-4a-g

nife-group-4hi

Fosforilacion oxidativa

Complejo | (NADH-quinona

nuoABC
oxidoreductasa)
Complejo | (NAD(P)H-quinona

NdhABC
oxidoreductasa)
Complejo Il (Deshidrogenasa de

sdhCD
succinato/reductora de fumarato)
Complejo Il (Reductora de citocromo

petAB| [fbcH

c)

Complejo V (Sintetasa de ATP: V/A

tipo H+/Na+-transporte de ATPasa)

atpAB (V/A-type)

Complejo V (ATPasa de tipo F) atpAD (F-type)
Respiracién aerdbica Metabolismo de oxigeno - citocromo ¢
CcoxAB
(Complejo IV de fosforilacion oxidasa, tipo caa3
oxidativa) Metabolismo de oxigeno - citocromo ¢
ccoNOP

oxidasa, tipo cbb3
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Metabolismo de oxigeno - citocromo

cyoABCD
(quinona) oxidasa, tipo bo
Metabolismo de oxigeno - citocromo

cydAB
(quinona) oxidasa, tipo bd
Metabolismo de oxigeno - citocromo

qoxAB
(quinona) oxidasa, tipo aa3, QoxABCD

Utilizacidn de urea Ureasa ureABC

Utilizacion de compuestos

halogenados

Descomposicion de compuestos

halogenados

E3.8.1.2/ |pcpC| [cprA| [pceA

Reduccion de perclorato Reduccién de perclorato pcrAB
Reduccién de clorito Reduccién de clorito cld

Ciclo del arsénico Oxidacidn de arsenito arxA| |aioA
Ciclo del arsénico Reduccién de arsenato arrA
Reduccion de selenato Reduccion de selenato ygfMK | [xdhD
Hidratacion de nitrilo Hidratasa de nitrilo nthAB

Reduccion de metales

Reduccién de metal

(Hierro/Manganeso)

Genes de la serie de reduccion de hierro

En términos de grupos taxondmicos, los genes correspondientes al Paso 8, que se encargan de la reduccién

de nitrito a amonio, fueron los mas comunes y se identificaron principalmente en los MAGs de los filos

Pseudomonadota, Bdellovibrionota, Marinisomatota y Planctomycetota. Ademas, se observé que estos

mismos MAGs presentaron casos de co-ocurrencia de los genes del Paso 8 con los del Paso 4 (reduccién

de nitrato a nitrito) o del Paso 6 (reduccién de d6xido nitrico). Marinobacter en las muestras de 1000 m fue

el tnico MAG que exhibid simultdneamente genes de al menos cuatro pasos (4, 5, 6 y 8). Por ultimo, solo
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dos MAGs mostraron genes para la oxidacion de amonio, uno del género Sediminibacterium (filo

Bacteroidota) en ZMOR y otro en Arctic96AD-7 (filo SAR324) a 1000 m de profundidad (Figura 27).

Del mismo modo, se identificaron genes asociados a casi todos los pasos del ciclo del carbono (Figura 27y
Figura 28b), con la excepcion de genes para la generacion de hidrégeno (Paso 5) y la metanogénesis (Paso
7). Entre las funciones presentes, destacaron la oxidacion de carbono organico (Paso 1) y la oxidacion de
acetato (Paso 4), debido a que estuvieron ampliamente distribuidas en los MAGs, sin preferencia por una
profundidad especifica (Figura 28b). Estos resultados indican que los MAGs tienen capacidad potencial de
oxidar compuestos orgdnicos complejos, como aminoacidos, acidos grasos y compuestos aromaticos,
gracias a la presencia de genes relacionados con la fosforilacién oxidativa y la respiracion oxigénica. En
contraste, la fijacién de carbono (Paso 2) estuvo restringida a tres MAGs: Arctic96AD-7 (SAR324), DUCFO1
y Pseudooceanicola (Pseudomonadota), que poseian los genes rbcL y rbcS de la RuBisCO, presentes en
todas las profundidades. Por otro lado, menos del 20% de los MAGs presentaron genes asociados con la
oxidacion de etanol (Paso 3). En cuanto a procesos de fermentacion (Paso 6), los genes adh, acdA, ack, pta
y acs estuvieron presentes en casi todos los MAGs, solo el gen pfID estuvo ausente. La metanotrofia (Paso
8) se detectd en MAGs que contenian los genes mmoBD y mcrABC, especificamente en los géneros
UBA11222, DTSX01, UBA1147 (filo Pseudomonadota), Arctic96AD-7 (filo SAR324) y UBA2125 (filo
Marinisomatota), donde ambos genes estuvieron presentes simultdneamente (Figura 27). En
Alteromonas, Casp-alpha2, Marinobacter, Moraxella_A, Reyranella y UBA9145 (Filo Pseudomonadota), asi
como en GCA-2706205 (filo Bdellovibrionota), MGIIb-Q1 (filo Thermoplasmatota), TCS55 (filo
Marinisomatota) y UBA1138 (filo Gemmatimonadota), solo se encontré uno de los genes mencionados.
Finalmente, las hidrogenasas (Paso 9) de los genes NiFe-1 y NiFe-2bc se encontraron exclusivamente en

Alteromonas y Pseudooceanicola (filo Pseudomonadota), sin variacion entre profundidades (Figura 28b).

Para el ciclo del azufre, se identificd la presencia de casi todos los genes clave asociados a las nueve
reacciones que componen este ciclo (Figura 27 y Figura 28c), con la excepcién de los genes para la
reduccion de azufre (Paso 2) y la desproporcién de tiosulfato 1 (Paso 8). Los genes asociados a la oxidaciéon
de azufre (Paso 3; sdo, sor), oxidacion de sulfito (Paso 4; aprA, sat), reduccion de sulfato (Paso 5; aprA,
sat), oxidacidn de tiosulfato (Paso 7; soxBCY) y desproporcion de tiosulfato 2 (Paso 9; phsA) estuvieron

presentes en todas las profundidades analizadas.
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Figura 28. Ciclos biogeoquimicos identificados en los 219 MAGs: a) ciclo del nitrégeno, b) ciclo del carbono y c¢) ciclo del azufre. Cada flecha representa una transformacion
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En contraste, los genes de la oxidacion de sulfuros (Paso 1; fccB, sqr) se detectaron Unicamente en las
profundidades de 1000 m y FONDO, y los de la reduccién de sulfito (Paso 6; soxBCY) solo se encontraron
en ZMOR y FONDO (Figura 28c). En términos generales, los MAGs que mostraron tener genes de este ciclo
pertenecieron principalmente a los géneros de los filos Pseudomonadota, Marinisomatota y SAR324. Por
otro lado, los genes de la oxidacién de azufre fueron los mas prominentes del ciclo, presentes en mas del
50% de los MAGs de todas las profundidades. Por ultimo, destacé un MAG del género Thioglobus_C
(Pseudomonadota), el Unico en contener genes para cinco de los nueve pasos simultaneamente (3, 4, 5, 6

y 9) (Figura 27).

Finalmente, entre los genes implicados en la degradacion de hidrocarburos, ademas de los relacionados
con la metanotrofia, se encontré la presencia del gen catA en varios géneros que pertenecian al filo
Pseudomonadota (Figura 27 y Tabla 7). Entre estos géneros se incluyeron Marinobacter, Alteromonas,
Casp-alpha2 y Acinetobacter. Dicho gen codifica para la enzima catecol 1,2-dioxygenasa, que juega un
papel crucial en la degradacion de hidrocarburos aromaticos al facilitar la conversién de compuestos

aromaticos en metabolitos menos tdxicos.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Subtema 1: De la caracterizacion de la estructura de las comunidades de

bacterias y arqueas, mediante metabarcoding

Como contribucién al conocimiento de la ecologia de microorganismos de vida libre en las zonas
mesopelagica y batipelagica del océano (profundidades >200 m), analizamos las comunidades de bacterias
y arqueas en el sur del GdM, una regidén oligotréfica con baja NPP, pero con la capacidad de secuestrar
parte de esta PPN en aguas profundas (Stukel et al., 2021). Que ademas posee una dindmica oceanografica
por encima de los 1000 m de profundidad dominada por procesos asociados con la CL, como son los giros
anticicldnicos de nucleo caliente que introducen agua caribefia (Portela et al., 2018), asi como la posible
presencia de filtraciones naturales de hidrocarburos (Chapopoteras) (MacDonald et al.,, 2015). Estos
factores, entre otros, confieren a la regidn caracteristicas singulares que sugieren un entorno complejo, el

cual podria influir en la estructura y funcidn de las comunidades microbianas en esta region.

4.1.1 Las zonas mesopeldgica y batipeldgica del GAM estd dominada por un

reducido conjunto de taxones

En terminos taxondmicos, los drdenes de arqueases Nitrosopumilales (reclasificados en el filo
Thermoproteota; Parks et al., 2020) y Marine Group Il y Il (filo Euryarchaeota) dominaron la comunidad
microbiana en las cuatro profundidadesanalizadas (Figura 4, Figura 5 y Figura 9), lo que coincide con su
predominio global en las zonas mesopelagica y batipelagica del océano como parte del picoplancton de
vida libre (Karner et al., 2001; Mena et al., 2021; Salazar et al., 2015). A ellos les siguieron en abundancia
los 6rdenes bacterianos Alteromonadales y el filo SAR324 (Marine Group B). Resaltando la importancia de

estos grupos en los procesos metabdlicos de las profundidadesmeso y batipelagicas del golfo.

Nitrosopumilales, disminuyé en abundancia progresivamente hacia zonas mas profundas (Figura 4y Figura
14), un patrén reportado en el Pacifico (Shao et al., 2022), Atlantico (Gémez-Letona et al., 2022),
Mediterraneo (Mena et al.,, 2021) y Mar de China Meridional (Li et al., 2021). De forma paralela, los
Nitrospinales también redujeron su abundancia con la profundidad (Figura 3). Esta covariacidn ya se ha

reportado en estudios previos (Gomez-Letona et al., 2022; Mena et al., 2021), donde se sugiere la
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interaccion metabdlica entre las arqueas oxidantes de amonio (AOA; miembros del orden
Nitrosopumilales, y que oxidan NH;* a NO;™) y las bacterias oxidantes de nitrito (NOB; como son los

Nitrospinales, que transforman NO,~ en NOs~), pasos cruciales en el proceso de reciclaje del nitrégeno.

Marine Group ll, por su parte, también disminuyo en abundancia con la profundidad (Figura 4 y Figura 9),
lo que coincide con la co-ocurrencia con Nitrosopumilales ya reportada por Gomez-Letona et al. (2022) en
el atlantico. Este grupo tiene un estilo de vida heterotrofo (Deschamps et al., 2014), vinculado al ciclo del
carbono, con genes asociados a la degradacion de proteinas, polisacaridos y lipidos, asi como al transporte
intermembrana de moléculas organicas (Tully, 2019; Zhang et al., 2015). Mientras que Marine Group lll,
no mostrd un patrdn con la profundidad, y la informacién de su posible funcién en el océano es limitada.
Aungue ha sido reconocido como un grupo minoritario comun en el océano profundo (Galand et al., 2009;
Li et al., 2021; Oger et al., 2016), con un potencial metabdlico de vida heterétrofa (Haro-Moreno et al.,

2017; Martin-Cuadrado et al., 2008).

4.1.2 La zona batipeldgica del GdM es altamente heterogénea en términos

composicionales

Las Alteromonadales, por su parte mostraron mayor abundancia relativa en la zona batipelagica
(especialmente en las estaciones Y7-X6, F37-X6, PO1-X5, D30-X6, D27-X6, A7-X5 y A10-X5; Figura 4 y Figura
5). Este patrén coincide con estudios globales que han identificado a Alteromonadales como uno de los
taxones dominantes en ambientes profundos (Salazar et al., 2016). Aunque, si bien el uso de los primers
515F/806R (Caporaso et al., 2011) podria inflar artificialmente su abundancia por ser miembros de la clase
Gammaproteobacteria (Parada et al., 2016), su relevancia ecoldgica podria explicar su alta abundancia en
el FONDO, ya que tienen la capacidad de colonizar materia organica particulada de hundimiento rapido y
de degradar compuestos recalcitrantes (Bartual et al., 2005; Ivars-Martinez et al., 2008), asi como de
degradar de forma aerdbica algunos hidrocarburos (Rosenberg, 2013), evidencia de ello fue su rapida

respuesta al derrame de Deepwater Horizon en el GdM (Joye et al., 2014b; Kleindienst et al., 2016).

Ademas de las Alteromonadales, otros érdenes bacterianos vinculados a la degradacion de hidrocarburos
también fueron mas abundantes en ciertas estaciones de la region batipelagica (Figura 5).
Pseudomonadales (en las estaciones A6, A7 y C23, todas de X7) y Oceanospirillales (en A4 y C22 de X5),
gue son criticos en la degradacion inicial de alcanos y compuestos aromaticos (Cerqueda-Garcia et al.,

2020; Hazen et al., 2010). Rhodobacterales (en D30 y A10 de X6) y Sphingomonadales (en D27 y A10 de
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X6), asociados a la metabolizacidn de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Cappello et al., 2016; Peeb
et al.,, 2022; Wang et al., 2020). Y los Methylococcales (en las estaciones A10-X5 y C21-X6) un grupo
metanotrdfico clave en la oxidacion de metano, un hidrocarburo comun de zonas con filtraciones naturales

o derrames de petréleo (Ruff et al., 2018; Valentine et al., 2010).

De igual forma, en estaciones especificas del batipeldgico, surgieron otros grupos que no estaban
relacionados con la degradacion de hidrocarburos (Figura 5), pero que mostraron alta abundancia. Fue el
caso del orden Synechococcales en F37-X6 y PO1-X5, donde se identificd el ecotipo de baja luz
Prochlorococcus MIT9313, un grupo de cianobacterias autétrofas tipicas de la zona eufética del GdM
(Linacre et al., 2019). Su presencia en FONDO podria deberse a mecanismos de transporte vertical
mediados por el hundimiento de MOP, que actuarian como vectores de células desde la superficie (Ruiz-
Gonzalez et al., 2020; Zhang et al., 2022), tal como se ha reportado en el pacifico (Sohrin et al., 2011). Asi
como tambien a procesos de resuspension de sedimentos provocados por corrientes profundas, como es
el caso de la capa nefeldide reportada en esta estacion PO1 (Gardner et al., 2022), o al arrastre de
particulas desde la plataforma en el caso de la estacion F37, ubicada en las cercanias de la desembocadura

del rio Grijalva.

Aungue la profundidad de FONDO mostré poca variacidon en sus parametros fisicoquimicos (Tabla 2), esta
presento gran heterogeneidad taxondmica entre estaciones, lo que se vio respaldado por otros
parametros como la alta dispersion de las estaciones de FONDO en el NMDS (Figura 7) y el indice de Gini,
con una distribucion altamente desigual de los ASVs (92.3% de ASVs con Gini = 0.5; Figura 30). Lo que
sugiere la existencia de microhdbitats especializados en el fondo, posiblemente vinculados a la
disponibilidad de sustratos como hidrocarburos o materia organica particulada. Lo que podrian favorecer
la dominancia de ciertos taxones especificos, como Alteromonadales y Oceanospirillales, en determinadas
estaciones. En contraste, la mayor homogeneidad observada en las profundidadesmesopelagicas (ZMOR,

800 m y 1000 m) podria reflejar condiciones ambientales mas estables.

4.1.3 El gradiente fisicoquimico vertical y factores regionales moldearon las

comunidades de bacterias y arqueas de la zona afotica del GdM

Se determind que la estructura de las comunidades estuvo moldeada por una compleja interaccién entre
gradientes verticales de caracteristicas intrinsecas de las masas de agua, como profundidad, temperatura,

salinidad y CAO, asi como por factores ambientales locales.
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En la ZMOR, que corresponde al nucleo de la TACW, se registro alta riqueza y diversidad de ASVs (Figura
6) con 23.5% de ASVs Unicos (Figura 7a). Este patrdn contrasta con los hallazgos en las zonas de minimo
oxigeno (OD < 100 umol kg™") en aguas altamente productivas del Atlantico, donde se observa una
disminucién de la diversidad y riqueza en la zona mesopelagica, en comparacidn con valores mas altos en
la zona batipeldgica (Gdmez-Letona et al., 2022). Sin embargo, en nuestra area de estudio se exhibieron
valores de oxigeno relativamente altos (>100 umol kg™), lo que indica que no se trata de una ZMO real;
las concentraciones de oxigeno en la ZMOR fueron solo menores que en las profundidades circundantes,
sin alcanzar las condiciones hipoxicas observadas en ZMO reales (<20 umol kg™; Paulmier & Ruiz-Pino,

2009).

De igual forma, la comunidad de la ZMOR se vio moldeada por su posicionamiento geografico, habiendo
diferencias significativas entre las estaciones en el sury la regién de la CL (Tabla 10). Lo que probablemente
se deba a los altos niveles de productividad que hay en zona epipelagica de las estaciones influenciadas
por el remolino ciclénico semipermanente en el sur y aquellas cercanas a la costa (por ejemplo para H47-
X5, H46-X5, G44-X5, TS-X5), donde hay un aumento de la exportacién de carbono y las tasas de respiracion
en la zona mesopelagica, y en consecuencia un aumento del CAO (Villegas-Mendoza et al., 2022), en
contraste con las estaciones en la CL que podrian estar siendo oxigenadas (Quintanilla et al., 2024), lo que

disminuye el valor del CAO.

La profundidad de 800 m, por su parte, en el ndcleo de AAIW mostré la distribucidn menos desigual de
ASVs (Gini mas bajo, Figura 30), con valores de CAO similares a ZMOR (163.8 umol kg™), la concentracion
de nutrientes mas altos y temperatura intermedia. Condiciones que podrian favorecer microorganismos
probablemente muchos de ellos heterétrofos y generalistas, como lo confirma la red de co-ocurrencia,
con una conectividad moderada, pocos nodos centrales y 82% de correlaciones positivas (Figura 11 y
Figura 12), sugiriendo una comunidad con interacciones cooperativas, de ambientes estables sin

dominancia de especialistas.

La estructura de las comunidades en 800 m presentd similitudes con las de 1000 m (Figura 6, Figura 7,
Figura 8 y Figura 10). Esta conexion puede explicarse por el hecho de que la profundidad de 1000 m es
considerada una zona de transicion y/o mezcla entre las aguas del mesopelégico y el batipeldgico (Portela
et al., 2018; Valencia-Gasti et al., 2022). En particular, este fendmeno ha sido atribuido a procesos fisicos
como la contracorriente en la entrada del Canal de Yucatan, que incrementa la mezcla vertical entre 800

y 1200 m de profundidad, ademas de interacciones con el relieve submarino (Candela et al., 2019).
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En contraste con las profunidades superiores, el FONDO, asociada a la masa NADW (fria, bien oxigenaday
homogénea), mostro la menor riqueza de ASVs pero la mayor dominancia (indice de Simpson alto, Figura
6). Aunque el oxigeno disuelto fue maximo en esta profundidad (203 + 4 umol kg™), el CAO (116.8 + 4 pmol
kg™) indic6 una actividad respiratoria reducida. Lo que podria deberse a estudios recientes que reportan
qgue el agua del fondo del golfo estda compuesta no solo por NADW, sino también por agua del Mar de

Labrador (LSW) (Valencia-Gasti et al., 2022), una masa de agua mas joven.

Una mayor abundancia de taxones especializados en la degradacidn de hidrocarburos en la profundidad
de FONDO (Figura 4, Figura 5 y Figura 9), sugiere una comunidad microbiana adaptada a ambientes
oligotréficos, donde la materia organica disponible es predominantemente recalcitrante o deriva de
fuentes puntuales, como filtraciones naturales. Esta especializacién funcional se reflejoé en la estructura
de la red de co-ocurrencia, caracterizada por una baja conectividad general y pocos nodos criticos (Figura
12), lo que apoya la hipétesis de la existencia de microhabitats independientes con dindmicas locales. Sin
embargo, la alta cohesion global y el predominio de interacciones positivas (82%) indicaron una
comunidad estable, donde los taxones cooperan para maximizar la eficiencia metabdlica en un entorno
de recursos limitados. Curiosamente, la comunidad de FONDO presentd correlaciéon positiva con la
profundidad del suelo marino (Tabla 4 y Figura 10a) lo que nuevamente podria evidenciar la interaccion
de las aguas con sedimentos bentdnicos por medio de particulas resuspendidas en capas nefeloides

(Gardner et al., 2022).

4.1.4 Arqueas desconocidas dominanaron las zonas mesopeldgica y batipeldgica

del GdM

Hasta donde sabemos, la estructura de la comunidad de arqueas en el sur del GdM, sigue siendo poco
conocida. Los datos existentes se limitan a aguas someras de la plataforma de Yucatan (180 m de
profundidad) (Valencia-Agami et al., 2019) y a sedimentos marinos (Torres-Beltran et al., 2021). En esta
seccion se busca describir, de forma mas detallada e independiente de la comunidad bacteriana, la

diversidad de arqueas en la region.

La comunidad de arqueas estuvo dominada mayoritariamente por filotipos desconocidos de tres filos,
Thermoproteota (principalmente por filotipos del orden Nitrosopumilales), Thermoplasmatota (de los
ordenes Marine Group-ll y IlI) y Nanoarchaeota (del orden Woesearchaeales), que en conjunto

representaron mas del 95% de la comunidad de arqueas (Figura 13 y Figura 14).
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Thermoproteota ha sido ampliamente identificado como dominante en la zona afotica del océano abierto
(Salazar et al., 2016; Sunagawa et al., 2015; Tolar et al., 2013). Su dominancia en ambientes marinos podria
atribuirse a su metabolismo heterotrofo, y/o mixotrofo, clave en la remineralizacién de materia organica
de alto peso molecular. Un ejemplo de ello es Nitrosopumilales, uno de los 6rdenes dominantes en nuestro
estudio, que incluye especies mixotrofos vinculadas a la oxidacion de amoniaco (NHs) a nitrito (NO;7), un

paso fundamental en la nitrificacion (Kénneke et al., 2005).

Aunque los Nitrosopumilales fueron abundantes en todas las profundidades, su presencia fue mayor en la
zona mesopelagica. Esta abundancia podria explicar parcialmente el consumo de oxigeno disuelto y el
aumento de nitrato por remineralizacién reportado entre 248 y 805 m en el GdM por (Valencia-Gasti et al.
(2022) . Ademas, distintos filotipos podrian responder a variaciones en las concentraciones de oxigeno
(Figura 16 y Tabla 11) mediante adaptaciones metabdlicas, como se ha propuesto anteriormente (Mena
etal., 2022; Semedo et al., 2021). Pese a su amplia distribucién, todos los miembros de Nitrosopumilaceae
permanecieron sin clasificar a nivel de género, lo que refleja el escaso conocimiento sobre este grupo y la

gran proporcién de arqueas no cultivadas (Steen et al., 2019).

Se observé una disminucion en la abundancia de Nitrosopumilales y Marine Group Il con la profundidad,
mientras que Marine Group lll, Woesearchaeales y Methanofastidiosales incrementaron su presencia.
Estas variaciones podrian explicar diferencias entre las zonas mesopelagica y batipeldgica. Sugieriendo
mayor actividad metabdlica ligada al nitrégeno en aguas superficiales (mesopelagicas), frente a una mayor
abundancia de grupos asociados al ciclo del metano en aguas profundas (Figura 14). Ademas, la
identificacion de filotipos Unicos a lo largo del gradiente de profundidad y estaciones especificas del
FONDO (Figura 14 y Figura 16) refuerza la idea de una especializacion ecolédgica o funcional (nichos

microbianos) en la columna de aguay a lo largo de la profundidad de FONDO.

La heterogeneidad composicional bacteriana a lo largo de la zona batipelagica, respaldada por analisis de
ordenacion (NMDS) e indices de diversidad, también se observé en la comunidad de arqueas, donde
diferentes taxones mostraron mayor abundancia en estaciones especificas (Figura 14). Ejemplo de ello
fueron los filotipos del Marine Benthic Group A (filo Thermoproteota), un grupo vinculado a sedimentos
marinos y respiraderos hidrotermales (Inagaki et al., 2006; Lai et al., 2020; Lecoeuvre et al., 2021);
miembros de la familia Geothermarchaeaceae en estaciones cercanas al Canal de Yucatan, asociados
tipicamente a ambientes hidrotermales (Jungbluth et al., 2017; Le Moine Bauer et al., 2023); asi como
metandgenos (Methanofastidiosales, Methanoregula, Methanospirillum) y haléfilos (Halomicrobiaceae).

La presencia de todos estos grupos podria deberse a la presencia filtraciones frias, sedimentos salinos o
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actividad de respiraderos en el GdAM. Sin embargo, no se descarta que algunos correspondieran a restos
celulares inactivos transportados desde la superficie por procesos de hundimiento de particulas (Ruiz-

Gonzélez et al., 2020).

4.1.5 El potencial funcional del microbioma del mesopeldgico y batipeldgico del

GdM es homogéneo

El hallazgo de un conjunto reducido de rutas metabdlicas diferencialmente abundantes (solo 24 rutas
entre ZMOR-FONDO;Figura 17) sugiere que, aunque la profundidad influye en la funcionalidad microbiana,
las comunidades podrian exhibir una alta redundancia funcional, donde distintos taxones realizan roles
metabdlicos equivalentes, amortiguando asi divergencias extremas en las capacidades globales del
microbioma (Allison y Martiny, 2008; Louca et al., 2018). En FONDO, la mayor abundancia de
metanogénesis (H, + CO,) en estaciones como A7-FONDO-X5 y A10-FONDO-X5 propone la existencia de
microhabitats andxicos en particulas orgdnicas o cerca de filtraciones de hidrocarburos (Joye et al., 2011),
donde arqueas metanogénicas pudieran aprovechan sustratos gaseosos en microzonas reductoras, aun
en aguas oxigenadas (Valentine, 2011). Mientras que en la ZMOR destacan rutas como el ciclo de S-
adenosil-L-metionina | (osmoproteccién en A6-ZMOR-X7), vinculada a fluctuaciones salinas y alta
concentracién de materia organica particulada, y la degradacion de sulfolactato (en B12-ZMOR-X7),
asociada al procesamiento aerobio de sulfolipidos (Kertesz, 2000). Ademas, la presencia de rutas de
degradacion de compuestos aromaticos (catecol, 2-aminofenol) y biosintesis activa de cofactores (NAD,
tiamina) en ZMOR refleja un ambiente dindmico, con acceso a materia organica labil que favorecen

metabolismos aerdbicos (Diaz et al., 2013; Peng et al., 2008).

4.2 Subtema 2: De la caracterizacion del potencial funcional de bacterias y

arqueas a través de MAGs

4.2.1 Diversidad taxonémica de los los MAGs caracterizados

Se reconstruyeron 219 MAGs de alta calidad (completitud 285%, contaminacién <10%) pertenecientes a
67 géneros y 15 filos (Figura 25), con una representacion predominante del dominio Bacteria (90%) sobre

Archaea (10%). Entre los filos mas abundantes destacaron Pseudomonadota (41.8%), Chloroflexota
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(10.3%) y Marinisomatota (8.4%), mientras que en arqueas predominaron Thermoplasmatota (6.6%) y

Thermoproteota (1.1%). Este conjunto de MAGs incluyd grupos microbianos clave reportados en estudios

Aunque la diversidad taxondmica inferida por los MAGs (219 genomas) fue menor que la detectada
mediante metabarcoding del gen 16S ARNr (8237 ASVs, el 3%), este patrdn es consistente con estudios

previos que emplean metagendmica de shotgun. Por ejemplo, en el proyecto de la expedicion Malaspina,

dominaron las profundidades ZMOR, 1000 m y FONDO, detectados por metabarcoding (Figura 4) fueron
similares a los detectados con MAGs (Figura 25b), siendo las Altermonas (filo Pseudomonadota) las mds
abundantes en ambos analisis, seguidas en abundancia por grupos como los filos Marinisomatota (tambien
llamado Marinimicrobia SAR406), Chloroflexota y SAR324. En contraste, la diversidad de MAGs de arqueas
no reflejé6 los resultados del metabarcoding. El caso mas notable fue Nitrosopumilales (filo
Thermoproteota), predominante en el metabarcoding pero representado solo por tres MAGs

reconstruidos

La menor diversidad de MAGs frente al metabarcoding es un fendmeno esperado y reportado en la
literatura debido a cuestiones metodoldgicas asociadas al ensamble de los MAGs. El primer paso donde
posiblemente se da pérdida es en la seleccion de las muestras, ya que solo se analizaron 18 (shotgun) de
las 95 muestras iniciales (metabarcoding), lo que pudo ocasionar la omisién de taxones microbianos, por

ejemplo, provenientes de la profundidad de 800 m, o a partir de alguna(s) estacidn(es) especifica(s).

La tagmentacién aleatoria con el kit Nextera XT (para shotgun), cuya eficiencia se ha reportado depende
genomas con bajo porcentaje de GC (<35%), como los de muchos taxones marinos. Este sesgo técnico
podria explicar por qué organismos detectados en gran abundancia por metabarcoding, como por
ejemplo, las arqueas oxidantes de amonio (AOA) del filo Thaumarchaeota (Figura 14), que tienen 34.6-
36.1% de GC (Zheng et al., 2024) tuvieron tan poca representatividad en los MAGs (Figura 25), ya que sus
fragmentos pudieron haber quedado enmascarados por genomas de bacterias mas grandes y con mayor
la secuenciacion con la plataforma NextSeq 2000, aunque de alto rendimiento, combina dos limitaciones,

i) una tasa de error elevada en homopolimeros que puede afectar el ensamblaje de genomas repetitivos
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de la muestra A6-1000, cuyo numero de secuencias fue el mas bajo de todas las muestras 30 920 976

(iError! No se encuentra el origen de la referencia.), cinco veces menor que el promedio.

Por otro lado, la combinacion de distintas herramientas como Illlumina Utils y Trimmomatic en el proceso
de control de calidad, que resulté en la eliminacidn del 30% de lecturas cortas (de <50 pb), y de baja calidad
en los extremos (Q<20) (Figura 19), junto a una configuracion de ensamblaje orientada hacia la
construcciéon de contigs largos (>1000 pb) con MEGAHIT en modo sensitive, podria limitar la
recuperacion de MAGs de genomas pequeiios (<1.5 Mb) o con regiones altamente repetitivas. Lo que

podria explicar, la baja representacién de grupos como el clado SAR11, bacterias heterétrofas dominantes

Asimismo, Las herramientas de binning (MetaBAT2, CONCOCT, MaxBin2) y la consolidacién mediante DAS

Tool al depender de patrones de cobertura y perfiles de composicidon nucleotidica pueden introducir

estas herramientas podrian agrupar en un mismo bin a multiples ecotipos, conduciendo a una
subestimacion de la diversidad. Asimismo, genomas que comparten perfiles de tetranucleétidos similares
podrian fusionarse incorrectamente durante el proceso de binning; y resultar en una mayor contaminacion

y pérdida de de bins al consolidar, tal como ocurrié en nuestro proceso (Figura 22).

De igual forma, la dependencia de bases de datos de referencia (como UniProt, HAMAP, Pfam, TIGRFAMs)
por parte de los programas Prokka y METABOLIC-G pudo haber introducido sesgos que conllevan a la
subestimacion de funciones metabdlicas en los MAGs. Por ejemplo, la presencia de bacterias
degradadoras de hidrocarburos detectadas en los MAGs fue alta (Figura 25), pero esto no se reflejé en los

resultados de METABOLIC-G para enzimas relacionados con este tipo de degradacion (

Figura 27 y Tabla 7), donde hubo poca representacion.
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Por todo lo anterior, las limitaciones técnicas y sesgos metodoldgicos pudieron ser en gran medida las
causantes de que los MAGs no representen la diversidad taxondmica detectada por metabarcoding. Sin
embargo, el conjunto de genomas reconstruidos en este trabajo representa un avance significativo en el
estudio del microbioma del GdM, al contextualizar funcionalmente la informacién genética en unidades
gendmicas confiables. Asimismo, la reconstruccién de MAGs también ofrece ventajas frente a otros
enfoques cominmente empleados para el andlisis de secuencias shotgun, como son la asignacion vy
anotacién directa de lecturas o contigs,como por ejemplo i) una mayor confiabilidad en la taxonomia
obtenida, ii) la deteccidon de organismos novedosos ya que utiliza multiples sefiales gendmicas en el
proceso de asignacion, iii) acceso al estudio de la organizacién espacial de genes (como operones o islas
gendmicas), y iv) la eliminacion de anotaciones espurias, comunes en ambientes muy diversos. En
resumen, aunque los MAGs podrian no capturar toda la diversidad o potencial metabdlico de un

ecosistema, si proporcionan una visién mds precisa.

4.2.2 Las funciones de las comunidades de bacterias y arqueas de la zona profunda

del GdM son potencialmente heterdtrofas o mixétrofas

4.2.2.1 Los MAGs presentaron un potencial metabolico orientado principalmente a la

heterotrofia, y en menor medida a la mixotrofia

El potencial metabdlico de los MAGs revelé el predominio de tres procesos del ciclo del carbono, la
oxidaciéon de carbono orgdnico, oxidacién de acetato y fermentacion (Figura 28b). Lo que indica que
posiblemente los microorganismos mds abundantes de la zona batipelagica del GAM son principalmente
qguimioheterdtrofos, con capacidad para degradar compuestos organicos, como aminoacidos, acidos

grasos y aromaticos (como fenol, catecol, protocatechuato y benceno). Dichas biomoléculas estan

aerébica del carbono y la fermentacion sugiere que estos microorganismos tienen versatilidad metabdlica.
Este fendmeno se ha reportado en otras regiones del océano profundo (Herndl et al., 2023), posibilitando
la adaptacidn de los mismos a cambios en la disponibilidad de oxigeno. Por ejemplo, en ambientes con
alta actividad microbiana como es dentro de particulas organicas, donde el oxigeno puede agotarse
localmente (Ploug, 2001), la fermentacidn actuaria como un mecanismo alternativo para la obtencion de

energia.
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Aungue el tipo metabdlico heterdtrofo fue el mas representado entre los MAGs, tres de ellos mostraron
la capacidad autétrofa para fijar carbono inorganico (Figura 28b). Estos pertenecieron a los géneros
Arctic96AD-7 (filo SAR324), DUCFO1 y Pseudooceanicola (filo Pseudomonadota), con genes para la RuBisCO
(formas | y 1l) del ciclo de Calvin-Benson-Bassham. La presencia de microorganismos mixotréficos

(autotrofos-heterdtrofos) en las aguas profundas del océano, es un fenédmeno recientemente reportado

identificaron al género Arctic96AD-7 con genes para la RuBisCO y como posible mixétrofo.

Por otro lado, no hubo presencia de genes relacionados con la metanogénesis en los MAGs pero si de
genes relacionados con la metanotrofia, en al menos el 25% de los MAGs. Estos fueron los genes mmoBD
y mcrABC en géneros de distintos filos (Pseudomonadota, SAR324, Marinisomatota, Bdellovibrionota,
Thermoplasmatota y Gemmatimonadota). Su actividad conlleva a la transformacidn y reciclaje del metano,
un potente gas de efecto invernadero, oxidandolo a diéxido de carbono, y haciéndolo disponible para ser
utilizado por otros microorganismos. La presencia de este tipo de metabolismo en el GAM subraya su

importancia en el océano profundo y su papel en el control del metano, tal como se ha sugerido

4.2.2.2 Las rutas de retencién de nitrédgeno en el ecosistema predominaron en los MAGs

El conjunto de MAGs reveld un ciclo del nitrégeno truncado en todas las profundidades analizadas (Figura
28a), con ausencia de genes clave para procesos como la fijacion de nitrégeno (nifHK), anammox

(hzsABC/hdh), reduccion de déxido nitroso (nosZ) y oxidacion del nitrito (nxrAB).

Entre las rutas detectadas destacan, la reduccién de nitrito a amonio (DNRA, por dissimilatory nitrate
reduction) y la reduccién de O6xido nitrico (asociada a la desnitrificacidn). La proporciéon de genes
relacionados con la DNRA duplicé a los de reduccion de Oxido nitrico (>24% frente a <10%,
respectivamente, Figura 28a), lo que sugiere que los procesos de retencién de nitrogeno en las
profundidades estudiadas podrian predominar sobre las pérdidas en forma de N,. Curiosamente, este
patrén coincide con observaciones en comunidades de bacterias y arqueas de ambientes marinos

profundos, aunque en esos casos la DNRA se registré principalmente en la fraccidén particulada (asociada
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microhabitats andxicos dentro de particulas en degradacidn. La presencia de genes de DNRA en la fraccién
de vida libre en nuestro estudio podria deberse a que estos genes pueden estar presentes en

microorganismos en ambientes oxigenados, pero su actividad principal probablemente se desarrolla en

Por otro lado, esperdbamos una mayor representacion del grupo taxonémico Nitrosopumilales (donde se
encuentran las AOA) en los MAGs, junto con los genes amoABC responsables de la oxidacion de amonio a
nitrito (proceso involucrado en la nitrificacion). Esto se basd en los resultados de metabarcoding, que
mostraron una abundancia promedio de ~26% para este grupo (Figura 4). Sin embargo, ni en los MAGs ni
en la asignacién directa de lecturas mediante Kraken2/Braken se detecté una presencia notable de
Nitrosopumilales (tres MAGs, Figura 25; y <4%, Figura 26, respectivamente). En su lugar, identificamos tres
genomas de bacterias pertenecientes a los géneros Sediminibacterium (filo Bacteroidota) y Arctic96AD-7
(filo SAR324) con genes amoABC. Este hallazgo es inusual, ya que la oxidaciéon de amonio en el océano estd
predominantemente asociada a arqueas (AOA) mas que a bacterias, aunque existen algunos grupos de

Bacterias Oxidantes de amonio pero dentro de otros grupos taxondmicos, como miembros de las beta- y

La presencia de amoABC en filos como Bacteroidota y SAR324 podria sugerir una diversidad funcional no
caracterizada o posibles transferencias horizontales de genes en estos linajes. Por otro lado, la ausencia
de un mayor porcentaje de MAGs o lecturas asociadas a Nitrosopumilales podria deberse a algunas de las
limitaciones metodoldgicas previamente mencionadas. En particular, al contenido de GC (como se
comento previamente), o a que la mayoria de las AOA marinas son poco conocidas, esto evidencié en el
analisis de metabarcoding, donde solo un 4% de los ASVs (Figura 14) logré asignarse a nivel de género.
Esto indica que las bases de datos actuales podrian carecer de informacion gendmica representativa de

estos grupos.

4.2.2.3 Elciclo del azufre en el GdAM refleja una red metabdlica mayormente orientada a la

oxidacién de compuestos sulfurados reducidos

Los MAGs obtenidos en este estudio revelaron una marcada predominancia de genes asociados a la
oxidacién de compuestos sulfurados, como sulfuros (H,S), tiosulfato (S,0327), sulfito (SOs%7) y, en mayor

proporcién, para azufre elemental (S°) (>50% de los MAGs en todas las profundidades,
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Figura 28c). Esto sugiere que la oxidacion de azufre elemental podria ser un proceso central en el ciclo del
azufre en las comunidades microbianas del GdM. De hecho, la oxidaciéon en general de compuestos

sulfurados es un proceso importante para la produccién de energia en ambientes oxigenados del océano

aprovechado en rutas metabdlicas como el ciclo de Calvin-Benson-Bassham por microorganismos

guimioautdtrofos. Para lo cual, la principal fuente de estos compuestos sulfurados viene de la actividad

En nuestro caso los genes relacionados a este ciclo pertenecieron a genomas de diversos géneros de los

filos Pseudomonadota, Marinisomatota y SAR324 (

Figura 27 y Tabla 7), los cuales ya han sido reportados como grupos involucrados en el ciclo del azufre en

del género Thioglobus en la profundidad de FONDO (capaz de realizar 5 pasos del ciclo, tanto de oxidacion

como reduccion, y de fijar carbono;

Figura 27y

Figura 28), resalta nuevamente la importancia de los mixétrofos en ambientes profundos. Este género ya

ha sido documentado con capacidad para acoplar la oxidacidn de azufre y fijacidon de carbono en zonas de

En conjunto, los resultados subrayan que el ciclo del azufre en las aguas profundas del GdM esta impulsado
por una comunidad microbiana adaptada a explotar multiples estados redox del azufre, con implicaciones

para el reciclaje de nutrientes y la detoxificacién de sulfuros en un ecosistema sujeto a presiones naturales

4.2.2.4 El potencial de biodegradacién de hidrocarburos en los MAGs no refleja la taxonomia

microbiana encontrada

La identificacion de géneros de bacterias asociados a la degradacidn de hidrocarburos, como Alteromonas,

Acinetobacter, Idiomarina, y Pseudoalteromonas en todas las profundidades estudiadas (ZMOR, 1000 m y
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FONDO, Figura 25), sugiere que estos microorganismos poseen adaptaciones a condiciones ambientales
variables, como la disponibilidad de oxigeno, presién, temperatura y concentracidon de nutrientes. Por

ejemplo, la presencia recurrente de Alteromonas en todas las profundidades, junto con su capacidad para

un grupo versatil de degradadores en el GdM. Asimismo, la deteccién de una especie de
Pseudoalteromonas, P. lipolytica_A en la ZMOR y 1000 m de profundidad (Figura 25), un organismo con
capacidad para degradar derivados del petréleo como el poliestireno y polipropileno, en condiciones de

profundidades del GdM existe el potencial para la biodegradacidn del plastico.

Por otro lado, la anotacién funcional mediante prokka/METABOLIC-G reveld la presencia del gen catA (que
codifica la catecol 1,2-dioxigenasa) en géneros como Marinobacter, Alteromonas, Casp-alpha2 y

Acinetobacter (

Figura 27 y Tabla 7), lo que indica su capacidad potencial para degradar hidrocarburos aromaticos
mediante la ruptura del anillo de catecol, un metabolito derivado de compuestos como el benceno y el
degradacion de hidrocarburos, como alkB (que codifica la alkano 1-monooxigenasa, una enzima que oxida
alcanos lineales, hidrocarburos saturados) y almA (que codifica una oxigenasa de flavina que oxida alcanos
de cadena larga, C20—C36), en los resultados de METABOLIC-G contrasta con la abundancia taxondmica
discrepancia podria atribuirse a sesgos en las bases de datos de referencia utilizadas (por ejemplo, KEGG,
Pfam, y TIGRFAMs), las cuales priorizan genes ampliamente caracterizados en modelos de laboratorio, lo

gue podria sub-representar variantes novedosas de ambientes extremos, como el océano profundo.

Este estudio ofrece una vision general del potencial metabdlico de los MAGs que se pudieron recuperar
de la zona profunda del GdM, destacando su versatilidad metabdlica en ciclos biogeoquimicos y
exponiendo sus limitaciones. La presencia de géneros poco estudiados, como son la mayoria de los
mostrados en la Figura 25, sugiere que estos albergan valiosa informacién aln por explorar. Por lo que

esta coleccion de MAGs representa un recurso genémico importante para futuros estudios.
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1 Subtema 1: De la caracterizacidon de las comunidades de bacterias y

arqueas, mediante metabarcoding

El estudio por metabarcoding de las comunidades bacterianas y arqueales en las zonas meso y
batipelagicas del sur del GAM aporta un punto de referencia para comprender su posible papel en los
ciclos biogeoquimicos y su respuesta a dindmicas ambientales de la regidn. A continuacion, se resumen las

principales conclusiones derivadas de esta investigacion:

Las comunidades microbianas mostraron una estratificacion vertical, vinculada a propiedades
fisicoquimicas de las masas de agua (TACW, AAIW, NADW). Los taxones dominantes incluyeron arqueas
del orden Nitrosopumilales (Thermoproteota) en la zona mesopeldgica, asociadas a la oxidacion de
amonio, y bacterias como Alteromonadales (Gammaproteobacteria) en la batipeldgica, vinculados a la
degradacion de materia orgdnica recalcitrante o hidrocarburos. Sugiriendo adaptaciones metabdlicas a

gradientes de oxigeno, nutrientes y disponibilidad de sustratos.

La zona batipeldgica exhibié la mayor heterogeneidad taxondmica, con comunidades posiblemente
influenciadas por la proximidad al lecho marino y la existencia de microhabitats, como filtraciones de
hidrocarburos. Taxones como Oceanospirillales, Rhodobacterales y Methanofastidiosales sugieren nichos
especializados en la degradacién de hidrocarburos, destacando la importancia ecolédgica de estas zonas

poco exploradas.

La profundidad, la salinidad absoluta, el CAO y la temperatura conservativa fueron los principales
predictores de la variabilidad de las comunidades. La ZMOR, aunque no hipdxica, albergd una alta
diversidad, mientras que la batipeldgica mostré menor riqueza pero mayor dominancia de taxones

especificos, respaldando la hipdtesis de especializacidon funcional en ambientes oligotroficos.

A pesar de la variacién taxondmica vertical, el potencial metabdlico predicho fue homogéneo, con pocas
rutas diferencialmente abundantes (p. ej., metanogénesis en FONDO y degradacion de sulfolipidos en
ZMOR). Esto sugiere una redundancia funcional que garantiza la estabilidad de los ciclos biogeoquimicos

ante cambios ambientale.
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Las arqueas representaron el 37.5% de la comunidad total, dominadas por filotipos desconocidos
(Nitrosopumilales, Marine Group II/1ll, Woesearchaeales). Su distribucién vertical y asociacién con
pardmetros como el CAO resaltan su papel en el reciclaje de nitrégeno y carbono, asi como en la

adaptacion a ambientes con recursos limitados

5.2 Subtema 2: De la caracterizacion del potencial funcional de bacterias y

arqueas a partir de MAGs

Los MAGs recuperados se correspondieron principalmente a bacterias (90%), con predominio del filo
Pseudomonadota (41.8%) en todas las profundidades. En contraste, las arqueas representaron solo el 10%

de los MAGs.

Los MAGs revelaron predominio de metabolismos heterdtrofos basados en la oxidacion de carbono
orgdanico (aminoacidos, acidos grasos y compuestos aromaticos), asi como un grupo menor con capacidad
mixotréfica que combina genes de oxidacidén de carbono organico v la fijacidon autotréfica (por medio de

la RuBisCO), sugiriendo la adaptacion a fluctuaciones en la disponibilidad de recursos.

La mayoria de los MAGs que mostraron genes relacionados con el ciclo del nitrégeno lo hicieron
principalmente hacia procesos de retencion de nitrégeno (nitrificacién), en lugar de pérdida mediante N,

(0] Nzo

El ciclo del azufre estuvo dominado por genes para la oxidacién de compuestos reducidos sulfurados (S°,
S,0527).
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Anexos
Tabla 8. Muestras de agua de mar utilizadas por estacién, regién, campafa oceanografica y profundidad.
Campaia oceanografica
Estacion | Region XIXIMI-05 XIXIMI-06 XIXIMI-07
ZMOR | 800 m | 1000 m | FONDO ZMOR | 800 m | 1000 m | FONDO ZMOR | 800 m | 1000 m | FONDO

A2 Norte X X
A4 Norte X X X
A6 Norte X X x
A7 Norte X X X X X X
Al10 Norte X X X X x X X
B12 Norte X x X X X X
B17 Norte X X X X x
B18 Norte x X x
C21 Centro X X
C22 Centro x X x
c23 Centro X x X
C24 Centro X X X
C25 Centro X X X
D27 Centro X X X
D30 Centro X X X
E33 Centro X X X
F37 Sur X X X
G40 Sur X X X
G44 Sur X X X X X X
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H45 Sur
H46 Sur
H47 Sur
PO1 cL!
TS1 Norte
Y3 CL
Y6 CL
Y7 CL
Y9 CL
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Tabla 9. Datos ambientales de las muestras de agua de mar.

Campaia Profundidad del fondo| Densidad | Profundidad de
Estacion |Profundidad
oceanografica marino (m) (kg m3) colecta (m)
A10 ZMOR! XI2-05 3362 27.09 510.40
Ad ZMOR XI-05 3629 27.11 453.50
A7 ZMOR XI-05 3525 27.09 452.70
B12 ZMOR XI-05 3564 27.07 449.70
B17 ZMOR XI-05 3088 27.19 500.10
B18 ZMOR XI-05 1275 27.17 414.60
Cc22 ZMOR XI-05 3728 27.11 474.40
G44 ZMOR XI-05 2387 27.10 421.70
H46 ZMOR XI-05 2751 27.14 358.30
H47 ZMOR XI-05 1489 27.07 415.10
PO1 ZMOR XI-05 3287 27.01 633.30
TS1 ZMOR X1-05 1860 27.10 383.70
B12 800 m XI-05 3564 27.39 800.50
B17 800 m XI-05 3088 27.47 799.60
B18 800 m X1-05 1261 27.57 799.40
G44 800 m XI-05 2387 27.46 802.50
H47 800 m X1-05 1489 27.48 799.70
TS1 800 m XI-05 1860 27.52 798.80
A10 1000 m XI-05 3362 27.61 999.40
Ad 1000 m XI-05 3629 27.61 1000.60
A7 1000 m XI-05 3525 27.60 1000.60
B12 1000 m XI-05 3564 27.56 1002.70
B17 1000 m XI-05 3088 27.60 1004.60
B18 1000 m XI-05 1275 27.68 1002.60
C22 1000 m XI-05 3728 27.58 999.60
G44 1000 m XI-05 2387 27.60 999.60
H46 1000 m XI-05 2751 27.63 998.10
H47 1000 m XI-05 1489 27.61 1000.00
PO1 1000 m XI-05 3287 27.47 1000.40
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TS1 1000 m X1-05 1860 27.63 1002.90
Al0 FONDO X1-05 3362 27.72 3340.40
A4 FONDO X1-05 3629 27.72 3602.10
A7 FONDO X1-05 3525 27.72 3513.60
C22 FONDO X1-05 3728 27.72 3663.80
H46 FONDO X1-05 2751 27.73 2721.30
PO1 FONDO X1-05 3287 27.73 3276.20
B17 ZMOR X1-06 2964 27.09 389.50
C21 ZMOR X1-06 3201 27.09 420.80
C25 ZMOR X1-06 3721 27.14 430.80
D27 ZMOR X1-06 2710 27.14 414.70
D30 ZMOR X1-06 3316 27.12 419.00
E33 ZMOR X1-06 3435 27.13 427.40
F37 ZMOR X1-06 3186 27.10 399.30
G40 ZMOR X1-06 1928 27.10 449.80
G44 ZMOR X1-06 2408 27.12 414.50
H45 ZMOR X1-06 2187 27.12 409.40
Y3 ZMOR X1-06 1114 27.16 513.30
Y7 ZMOR X1-06 1914 27.14 600.40
B17 800 m X1-06 2964 27.48 799.30
C25 800 m X1-06 3721 27.49 800.50
E33 800 m X1-06 3435 27.49 799.20
G40 800 m X1-06 1928 27.41 802.20
G44 800 m X1-06 2408 27.46 800.10
H45 800 m X1-06 2187 27.51 800.20
Al0 1000 m X1-06 3348 27.41 954.70
C25 1000 m X1-06 3721 27.61 1000.50
D27 1000 m X1-06 2710 27.65 999.20
D30 1000 m X1-06 3316 27.60 1000.10
E33 1000 m X1-06 3435 27.63 1000.70
F37 1000 m X1-06 3186 27.62 1000.10
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G40 1000 m X1-06 1928 27.59 993.70
G44 1000 m X1-06 2408 27.59 1001.10
H45 1000 m X1-06 2187 27.63 999.50
Y7 1000 m X1-06 1914 27.61 1000.90
Al0 FONDO X1-06 3348 27.73 3342.30
C21 FONDO X1-06 3201 27.73 3185.50
D27 FONDO X1-06 2710 27.73 2701.00
D30 FONDO X1-06 3316 27.73 3316.40
F37 FONDO X1-06 3186 27.73 3164.80
Y7 FONDO X1-06 1914 27.74 1892.70
A2 ZMOR X1-07 3616 27.07 437.80
A6 ZMOR X1-07 3528 27.08 398.20
A7 ZMOR X1-07 3527 27.04 347.90
B12 ZMOR X1-07 3539 26.99 423.10
Cc23 ZMOR X1-07 3739 27.05 417.80
C24 ZMOR X1-07 3736 27.06 402.20
Y6 ZMOR X1-07 1800 27.14 526.10
Y7 ZMOR X1-07 1916 27.17 587.90
Al10 800 m X1-07 3342 27.30 797.10
B12 800 m X1-07 3539 27.42 794.20
C24 800 m X1-07 3736 27.48 798.40
Al10 1000 m X1-07 3341 27.51 996.70
A2 1000 m X1-07 3616 27.67 1196.70
A6 1000 m X1-07 3528 27.62 996.20
A7 1000 m X1-07 3527 27.65 995.70
B12 1000 m X1-07 3539 27.56 964.50
C23 1000 m X1-07 3739 27.59 995.60
C24 1000 m X1-07 3736 27.60 994.90
Y6 1000 m X1-07 1800 27.70 1194.90
Y7 1000 m X1-07 1916 27.60 996.10
Y9 1000 m X1-07 4481 27.46 995.40
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A6 FONDO X1-07 3528 27.73 3478.70
A7 FONDO X1-07 3527 27.73 3485.70
C23 FONDO X1-07 3739 27.72 3683.90
Y6 FONDO X1-07 1800 27.74 1786.90

1ZMOR, Zona Minima de Oxigeno Relativo; 2XI, XIXIMI.
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ZMOR

E TS1 A4 A7 PO1 Al10 BI12 B17 B18 (C22 G44  H46  H47

3000 pb

400 pb

800 m

E TSI B2 B17 B8 G4 Ha7 BI7 E (25 E33 G40 GA4 H45 Al0 BI2  C24

3000 pb

400 pb

1000 m

E A10 A4 B12 B17 B18 G44 H46 H47 PO1 E A7 Cc22 TS1
3000 pb_,
400 pb,
FONDO
E A4 A7 A10 Cc22 H46 PO1 A10 c21 D27 D30 F37 Y7

3000 pb

400 pb

Figura 29. Electroforesis del producto de PCR de la region V4 del gen 16 ARNr de algunas de las muestras
estudiadas por profundidad. Se utilizd 3 pl de producto de PCR por pozo. La corrida se realizé en geles de agarosa
al 1% con un voltaje de 50 V por 37 min. El tamafio del fragmento esperado es de aproximadamente 390 pb. E=
escalera.
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Figura 30. Grafico de dispersion de los coeficientes de Gini por ASV y profundidad; la anotacién muestra

la proporcidn de puntos por encima y por debajo de 0.5.
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Tabla 10. Resultados de los PERMANOVAS y comparacion pairwise sobre el efecto de la profundidad,
campafa oceanografica y la regidn de muestreo en la composicién de la estructura de la comunidad

de bacterias y arqueas.

Capa de profundidad

UniFrac ponderado

UniFrac no ponderado

PERMANOVA |Betadisper| | PERMANOVA |Betadisper
R? P p R? P P
Toda la comunidad |0.135|<0.001| 0.057 0.179|<0.001| 0.052
ZMOR - FONDO |0.180| 0.006 0.090(< 0.001
ZMOR - 1000 m |0.091| 0.018 0.101| 0.006
800 m - FONDO |(0.137| 0.042 0.134| 0.006
1000 m - FONDO [0.059| 0.234 0.143| 0.006
ZMOR-800m [0.046| 0.474 0.205| 0.006
1000 m-800m |0.042| 0.678 0.045| 0.024

Campaiia oceanografica

UniFrac ponderado

UniFrac no ponderado

PERMANOVA |Betadisper | | PERMANOVA (Betadisper
R? p p R? p p
Toda la comunidad |0.127|<0.001| 0.041 0.092|<0.001| 0.012
Por profundidad

ZMOR 0.224| 0.003 0.230 0.092|<0.001| 0.023
X1-06 - XI-07 0.311| 0.003
XI1-05 - XI-07 0.231| 0.009
X1-05 - XI-06 0.043| 1.000

800 m 0.147| 0.099 0.228 0.173| 0.099 0.103

1000 m 0.146| 0.036 0.115 0.176|<0.001| 0.014
XI-06 - XI-07 0.175| 0.027
X1-05 - XI-07 0.142| 0.138




XI1-05 - XI-06 0.045| 1.000
FONDO 0.372| 0.011 0.084 0.247|<0.001| 0.002
X1-06 - XI-07 0.326| 0.042
X1-05 - XI-07 0.448| 0.060
X1-05 - XI-06 0.159| 0.363
Region

UniFrac ponderado

UniFrac no ponderado

PERMANOVA |Betadisper | |PERMANOVA |Betadisper
R? p p R? p p

Toda la comunidad| 0.096 | 0.003 | 0.063 0.055(0.001| 0.112
CL - sur 0.143 | 0.001 0.061 | 0.001
centro - sur 0.118 | 0.002 0.053 | 0.002
CL- norte 0.054 | 0.050 0.036 | 0.012
norte - sur 0.046 | 0.082 0.032 | 0.054
CL - centro 0.033(0.174 0.028 | 0.091
norte - centro 0.028 | 0.184 0.023|0.314

Por profundidad

ZMOR 0.179(0.049| 0.094 0.1290.009| 0.135
CL - sur 0.145 | 0.005 0.138 | 0.002
centro - sur 0.121 | 0.034 0.094 | 0.024
CL- norte 0.053 | 0.050 0.101 | 0.035
norte - sur 0.047 | 0.088 0.087 | 0.080
CL - centro 0.033|0.212 0.071|0.210
norte - centro 0.027 | 0.240 0.064 | 0.236

800 m 0.245|0.308| 0.306 0.213|0.467 | 0.666

1000 m 0.216 ({0.016 | 0.322 0.213|0.467 | 0.666
CL - sur 0.285 | 0.006 0.106 | 0.021
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centro - sur 0.385 | 0.003 0.110| 0.064
CL - norte 0.037|0.588 0.083 | 0.088
norte - sur 0.158 | 0.063 0.063 | 0.455
CL - centro 0.070 | 0.351 0.081 | 0.137
norte - centro 0.073 | 0.290 0.095|0.093
FONDO 0.225|0.323 | 0.058 0.2320.126 | 0.995
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El valor R2 de PERMANOVA indica la varianza explicada y una p<0.05 que hay significancia estadistica.
PERMANOVA se realizé solo en aquellas comparaciones donde el valor p del andlisis Betadisper fue > 0.05 para
garantizar la homogeneidad en la dispersién y obtener comparaciones grupales mas precisas. ZMOR, zona

minima de oxigeno relativo y XI, XIXIMI.
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Tabla 11. Analisis de abundancia diferencial de ASVs de arqueas entre profundidades. Los valores de effect size
fueron calculados mediante ALDEx2, comparando pares de profundidades adyacentes. Todas las comparaciones
mostraron diferencias significativas (prueba de Kruskal-Wallis; p-valores ajustados por correccidon de Benjamini-
Hochberg, FDR < 0.05). Para focalizar el analisis en las variantes mas relevantes, solo se incluyen los ASVs con
effect size > 1, indicando cambios sustanciales en su abundancia relativa entre estratos.

ZMOR - 800 m 800 m - 1000 m 1000 m-FONDO
Effect Effect Effect
ASVs . ASVs . ASVs .
size size size
ASV_553:0_Marine Group llI -3.63 |ASV_399:f Nitrosopumilaceae |-2.18 [ASV_424:f_Nitrosopumilaceae -1.45
ASV_588:0_Marine Group lll -3.61 |ASV_347:f Nitrosopumilaceae |[-1.46 |ASV_318:f Nitrosopumilaceae -1.35
ASV_651:0_Marine Group Il -3.45 |ASV_341:f Nitrosopumilaceae |-1.42 [ASV_565:0_Marine Group llI -1.34
ASV_511:f Nitrosopumilaceae |-3.37 |ASV_554:0_Marine Group llI -1.39 |ASV_588:0_Marine Group Il -1.24
ASV_670:0_Marine Group Il -2.68 |ASV_290:f Nitrosopumilaceae |-1.18 [ASV_561:0_Marine Group llI -1.24
ASV_517:f Nitrosopumilaceae |-2.64 |ASV_542:f Nitrosopumilaceae |[-1.05 |ASV_426:f Nitrosopumilaceae -1.23
ASV_729:0_Marine Group Il -2.64 |ASV_591:0_Marine Group Il -1.04 |ASV_363:f_Nitrosopumilaceae -1.22
ASV_392:f Nitrosopumilaceae |-2.63 |ASV_619:0_Marine Group Il 1.01 |ASV_544:f Nitrosopumilaceae -1.18
ASV_343:f_Nitrosopumilaceae |-2.54 |ASV_727:0_Marine Group Il 1.05 |[ASV_364:f_Nitrosopumilaceae -1.18
ASV_399:f_Nitrosopumilaceae [-2.52 |ASV_656:0_Marine Group | 1.09 |ASV_542:f_Nitrosopumilaceae -1.17
ASV_601:0_Marine Group lll -2.50 |ASV_357:f Nitrosopumilaceae |1.13 |[ASV_292:f_Nitrosopumilaceae -1.10
ASV_567:0_Marine Group lll -2.46 |ASV_513:f Nitrosopumilaceae |1.22 |[ASV_346:f_Nitrosopumilaceae -1.08
ASV_381:f_Nitrosopumilaceae |[-2.36 |ASV_376:f_Nitrosopumilaceae [1.24 |ASV_436:f Nitrosopumilaceae -1.08
ASV_976:0_Woesearchaeales |-2.02 |ASV_688:0_Marine Group Il 1.33 |ASV_529:f_Nitrosopumilaceae -1.08
ASV_530:f_Nitrosopumilaceae [-2.01 |ASV_520:f_Nitrosopumilaceae [1.55 |ASV_714:0_Marine Group Il -1.07
ASV_505:f_Nitrosopumilaceae |-2.00 |ASV_597:0_Marine Group llI 1.79 |ASV_555:0_Marine Group llI -1.07
ASV_382:f_Nitrosopumilaceae |[-1.92 |ASV_403:f_Nitrosopumilaceae [2.70 |ASV_366:f Nitrosopumilaceae -1.06
ASV_492:f Nitrosopumilaceae [-1.87 ASV_976:0_Woesearchaeales -1.05
ASV_363:f_Nitrosopumilaceae |-1.79 ASV_729:0_Marine Group Il -1.05
ASV_559:0_Marine Group Ill -1.75 ASV_401:f_Nitrosopumilaceae -1.04
ASV_412:f Nitrosopumilaceae |-1.73 ASV_659:0_Marine Group Il -1.03
ASV_1045:f SCGC AAA011-D5 [-1.65 ASV_642:0_Marine Group Il -1.01
ASV_397:f_Nitrosopumilaceae |-1.64 ASV_340:f_Nitrosopumilaceae -1.01
ASV_544:f Nitrosopumilaceae |-1.63 ASV_351:f Nitrosopumilaceae -1.00
ASV_565:0_Marine Group Ill -1.61 ASV_597:0_Marine Group Il 1.03
ASV_605:0_Marine Group llI -1.58 ASV_476:f_Nitrosopumilaceae 1.04
ASV_1017:0_Woesearchaeales |[-1.57 ASV_800:0_Woesearchaeales 1.07
ASV_289:f Nitrosopumilaceae |-1.55 ASV_608:0_Marine Group Il 1.08




132

ASV_671:0_Marine Group Il 1.10
ASV_477:f_Nitrosopumilaceae 1.11
ASV_713:0_Marine Group Il 1.11
ASV_531:f_Nitrosopumilaceae 1.12
ASV_520:f_Nitrosopumilaceae 1.14
ASV_505:f_Nitrosopumilaceae 1.14
ASV_771:0_Marine Benthic A 1.15
ASV_530:f_Nitrosopumilaceae 1.18
ASV_700:0_Marine Group Il 1.18
ASV_559:0_Marine Group Ill 1.20
ASV_721:0_Marine Group Il 1.22
ASV_739:0_Methanofastidiosales |1.25
ASV_494:f Nitrosopumilaceae 1.27
ASV_835:0_Woesearchaeales 1.28
ASV_688:0_Marine Group Il 1.28
ASV_651:0_Marine Group Il 1.30
ASV_1036:0_Woesearchaeales 1.32
ASV_492:f_Nitrosopumilaceae 1.33
ASV_834:0_Woesearchaeales 1.33
ASV_569:0_Marine Group Il 1.37
ASV_517:f_Nitrosopumilaceae 1.37
ASV_475:f_Nitrosopumilaceae 1.43
ASV_574:0_Marine Group lll 1.47
ASV_716:0_Marine Group Il 1.52
ASV_511:f Nitrosopumilaceae 1.56

ASV_292:f Nitrosopumilaceae |[-1.54
ASV_341:f Nitrosopumilaceae |-1.53
ASV_594:0_Marine Group Ill -1.53
ASV_372:f Nitrosopumilaceae |-1.52
ASV_494:f Nitrosopumilaceae [-1.51
ASV_475:f_Nitrosopumilaceae |[-1.50
ASV_522:f Nitrosopumilaceae |-1.48
ASV_420:f_Nitrosopumilaceae |(-1.44
ASV_724:0_Marine Group Il -1.40
ASV_319:f_Nitrosopumilaceae [-1.33
ASV_529:f Nitrosopumilaceae |-1.32
ASV_290:f_Nitrosopumilaceae |-1.31
ASV_418:f_Nitrosopumilaceae [-1.27
ASV_1033:k_Archaea -1.26
ASV_295:f Nitrosopumilaceae |-1.24
ASV_566:0_Marine Group lll -1.24
ASV_659:0_Marine Group Il -1.21
ASV_1075:0_Woesearchaeales |[-1.19
ASV_419:f_Nitrosopumilaceae [-1.19
ASV_279:f_Nitrosopumilaceae [-1.19
ASV_782:c_Nitrososphaeria -1.12
ASV_523:f_Nitrosopumilaceae |[-1.10
ASV_364:f_Nitrosopumilaceae |[-1.10
ASV_380:f_Nitrosopumilaceae |[-1.09
ASV_425:f_Nitrosopumilaceae |-1.06
ASV_714:0_Marine Group Il -1.06
ASV_342:f Nitrosopumilaceae |-1.05
ASV_756:0_SCGC AB-179-E04 |-1.05
ASV_353:f_Nitrosopumilaceae |-1.04
ASV_527:f_Nitrosopumilaceae |-1.03
ASV_585:0_Marine Group lll 1.00
ASV_455:f_Nitrosopumilaceae |1.01
ASV_369:f_Nitrosopumilaceae |[1.08
ASV_312:f Nitrosopumilaceae |1.09




ASV_715:0_Marine Group Il 1.12
ASV_422:f Nitrosopumilaceae |1.16
ASV_450:f_Nitrosopumilaceae |[1.17
ASV_465:f_Nitrosopumilaceae |1.19
ASV_572:0_Marine Group lll 1.21
ASV_439:f_Nitrosopumilaceae |[1.23
ASV_423:f_Nitrosopumilaceae |1.28
ASV_440:f_Nitrosopumilaceae |[1.28
ASV_557:0_Marine Group lll 1.33
ASV_647:0_Marine Group Il 1.38
ASV_429:f Nitrosopumilaceae |1.39
ASV_573:0_Marine Group lll 1.41
ASV_720:0_Marine Group Il 1.45
ASV_696:0_Marine Group Il 1.58
ASV_361:f_Nitrosopumilaceae |[1.63
ASV_457:f_Nitrosopumilaceae |[1.63
ASV_454:f_Nitrosopumilaceae |[1.63
ASV_695:0_Marine Group Il 1.75
ASV_502:f_Nitrosopumilaceae |[1.76
ASV_300:Candidatus

1.77
Nitrosopumilus
ASV_294:f_Nitrosopumilaceae |[1.79
ASV_578:0_Marine Group lll 1.79
ASV_543:f_Nitrosopumilaceae |1.81
ASV_416:f_Nitrosopumilaceae |[1.83
ASV_681:0_Marine Group Il 1.88
ASV_673:0_Marine Group Il 1.91
ASV_438:f_Nitrosopumilaceae [1.91
ASV_698:0_Marine Group Il 1.94
ASV_275:f_Nitrosopumilaceae |[1.98
ASV_339:f_Nitrosopumilaceae |2.01
ASV_501:f_Nitrosopumilaceae |[2.03
ASV_697:0_Marine Group Il 2.03
ASV_394:f Nitrosopumilaceae |2.06
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ASV_447:f_Nitrosopumilaceae

2.07

ASV_287:f Nitrosopumilaceae

2.11

ASV_273:f_Nitrosopumilaceae

2.11

ASV_286:f_Nitrosopumilaceae

2.14

ASV_284:f_Nitrosopumilaceae

2.14

ASV_503:f_Nitrosopumilaceae

2.20

ASV_1060:0_Woesearchaeales

2.30

ASV_728:0_Marine Group Il

2.70

ASV_403:f_Nitrosopumilaceae

3.53

ASV_655:0_Marine Group Il

3.70
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Tabla 12. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis con p-valores corregidos por Benjamini-Hochberg y effect
size, determinados con Aldex2, a partir del andlisis por pares de profundidades en rutas metabdlicas predichas
por PICRUSt2 de las comunidades de bacterias y arqueas. Los analisis para las comparaciones ZMOR - 800 m y
800 - 1000 m no presentaron abundancias diferenciales de ninguna ruta metabdlica.

ZMOR-1000 m
Ruta metabdlica Valor de p (prueba Kruskal-Wallis) | Effect size
Ciclo de S-adenosil-L-metionina | 0.000058 1.003992
Degradacion de betaina de glicina | 0.000006 1.291008
ZMOR-FONDO
Ruta metabdlica Valor de p (prueba Kruskal-Wallis) | Effect size
Metanogénesis a partir de H2 y CO2 0.001212 -1.071179
Degradacion de 2-nitrobenzoato | 0.000087 1.028745
Biosintesis de ADP-L-glicero-beta-D-mano-heptosa 0.001108 1.033979
Transferencia de Kdo al lipido IVA Il (Chlamydia) 0.000579 1.066097
Degradacion de creatinina | 0.000075 1.072234
Degradacion de L-triptéfano IX 0.000035 1.114768
Degradacién de catecol Il (via de meta-clivaje) 0.000326 1.132402
Degradacion de 2-aminofenol 0.000052 1.150093
Degradacion de L-triptofano Xl (Geobacillus) 0.000036 1.168836
Degradacion de catecol a 2-oxopent-4-enoato |l 0.000237 1.169982
Reduccidn de nitrato VI (asimilatoria) 0.000419 1.194765
Biosintesis de tiazol Il (Bacillus) 0.000053 1.291032
Ruta de biosintesis de difosfato de tiamina Il 0.000046 1.300733
Degradacion de L-valina | 0.000181 1.316657
Degradacion de L-triptofano a 2-amino-3-
0.000103 1.366002
carboximuconato semialdehido
Biosintesis de NAD Il (a partir de triptéfanoojkd 0.000100 1.376826
Ruta de biosintesis de difosfato de tiamina | 0.000038 1.396204
Ciclo de S-adenosil-L-metionina | 0.000144 1.398841
Biosintesis de tiazol I (E. coli) 0.000044 1.403302
Degradacion de mio-inositol | 0.000010 1.539294




Biosintesis de beta-alanina Il 0.000074 1.550755
Degradacion de mio-, quilo- y scilo-inositol 0.000010 1.647654
Degradacion de betaina de glicina | 0.000005 1.940773
Supervia de degradacion de sulfolactato 0.000005 2.310120
800 m-FONDO
Ruta metabdlica Valor de p (prueba Kruskal-Wallis) | Effect size
Supervia de degradacion de sulfolactato 0.008 -1.326
Degradacion de mio-, quilo- y scilo-inositol 0.015 -1.209
Biosintesis de beta-alanina Il 0.019 -1.116
Degradacion de mio-inositol | 0.018 -1.083
Degradacion de L-valina | 0.024 -1.025
Degradacion de betaina de glicina | 0.019 -1.004
Degradacion de sacarosa Il (sacarosa sintasa) 0.005 1.351

1000 m-FONDO

Ruta metabdlica

Valor de p (prueba Kruskal-Wallis)

Effect size

Biosintesis de beta-alanina Il

0.008

-1.062
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Tabla 13. Numero de lecturas por muestras generadas por secuenciacion, previo al control de calidad

Muestra |Numero de lecturas (forward+reverse)
A4-ZMOR 46 005 474
A4-1000 m 86 741938
A4-FONDO 78 629 686
A6-ZMOR 61 373 600
A6-1000 m 15 460 488
A6-FONDO 88617012
C22-ZMOR 64 502 700
C22-1000 m 50258 017
C22-FONDO 90 239513
F37-ZMOR 129 248 614
F37-1000 m 97 909 736
F37-FONDO 83 881 245
PO1-ZMOR 73 828 220
PO1-1000 m 63 238 324
PO1-FONDO 78 304 702
Y6-ZMOR 97 005 557
Y6-1000 m 63 333 893
Y6-FONDO 40 878 766




Orden Género Referencia
IAlteromonas (Gutierrez, Berry, et al., 2013; Yakimov et al., 2007)
Iestuariibacter (Achberger et al., 2021)
Colwellia (Chakraborty et al., 2012; Mason et al., 2014)
Idiomarina (Fasca et al., 2018; Nzila et al., 2018)

Alteromonadales

Pseudoalteromonas| (Cui et al., 2008; Gauthier et al., 1992)
Psychromonas (Brakstad y Bonaunet, 2006)
Marinobacter (Gutierrez, Berry, et al., 2013; Yakimov et al., 2005)
IShewanella (Li et al., 2024)
Rheinheimera (Cappello et al., 2016)
Bacillales Planomicrobium (Al-Dossary et al., 2021)

Caulobacterales [Brevundimonas (Deng et al., 2014)
Muricauda (Cappello et al., 2016)
Tenacibaculum (Perez Calderon et al., 2019)
Crocinitomix (Liu et al., 2021)

Flavobacteriales
Pseudofulvibacter | (Marietou et al., 2023)
Winogradskyella (Bacosa et al., 2015; Liu et al., 2017)
Flavobacterium (Gontikaki et al., 2018; Lyu et al., 2022)
Olleya (Gutierrez et al., 2013)

Methylococcales [Cycloclasticus (Dyksterhouse et al., 1995; Valentine et al., 2010)
IAlcanivorax (Hazen et al., 2010; Yakimov et al., 2007)
Oleiphilus (Golyshin, 2002)

Oceanospirillales [Oleibacter (Liu & Shao, 2005; Teramoto et al., 2011)
Neptunomonas (Gutierrez, Singleton, et al., 2013; tdlund et al., 1999)
Halomonas (Gutierrez, Singleton, et al., 2013; Hedlund et al., 1999)
Chromohalobacter | (Gutierrez, Berry, et al., 2013; Ventosa et al., 1998)

Rhodobacterales |Ascidiaceihabitans | (Peeb et al., 2022)
Celeribacter (Cao et al., 2015)

138

Tabla 14. Géneros de bacterias relacionadas con la degradacién de hidrocarburos descritos en la literatura.



Cognatishimia

(Pinto et al., 2020)

Limimaricola

(Lyu et al., 2022)

Nautella (Bacosa et al., 2015; Liu et al., 2017)
Oceanobacterium | (Teramoto et al., 2011)

Paracoccus (Cerqueda-Garcia et al., 2020)

Ruegeria (Peeb et al., 2022)

ISagittula (Abe et al., 2025)

Shimia (Fragoso et al., 2015)

Thalassobius (Bacosa et al., 2015; Liu et al., 2017)
Tropicibacter (Harwati et al., 2009)

Pseudomonas (Cerqueda-Garcia et al., 2020; Kostka et al., 2011)

Pseudomonadales

I Acinetobacter

Sphingomonadales

Psychrobacter (Aboud et al., 2021)

Enhydrobacter (Rochman et al., 2017)

Blastomonas (Semenova et al., 2023)

Erythrobacter (Cappello et al., 2016; Wang et al., 2020)
Novosphingobium | (Sohn et al., 2004)

ISphingobium

ISphingomonas

ISphingopyxis

ISphingorhabdus
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Sphingopyxis-
Sphingomonas-
Sphingobium-
Novosphingobium-
Erythrobacter-
Blastomonas-
Tropicibacter-
Thalassobius-
Shimia-
Sagittula-
Ruegeria-
Paracoccus-
Oceanobacterium-
Nautella-
Limimaricola-
Cognatishimia-
Celeribacter-
Ascidiaceihabitans-
Psychrobacter-
Pseudomonas-
Enhydrobacter-
Acinetobacter-
Oleiphilus-
Oleibacter-
Neptunomonas-
Halomonas-
Chromohalobacter-
Alcanivorax-
Cycloclasticus-
Winogradskyella-
Tenacibaculum-
Pseudofulvibacter-
Olleya-
Muricauda-
Flavobacterium-
Crocinitomix-
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Figura 31. Diagrama de burbujas de las abundancias relativas de géneros de bacterias relacionadas con la
degradacién de hidrocarburos con base a los resultados de metabarcoding. Se muestran los perfiles de las seis
estaciones seleccionadas. Los géneros se indican en el eje Y, y el color de las burbujas corresponde a los 6rdenes
a los que pertenece cada género.
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