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RESUMEN
El ciclo del nitrdgeno marino es uno de los ciclos biogeoquimicos més complejos. En él estan

involucrados diversos procesos microbianos que contribuyen a la fijacion y pérdida de
nitrogeno. Las principales pérdidas de nitrdgeno suceden a través del anammox y la
desnitrificacion en condiciones subdxicas y andxicas. En la desnitrificacion bacteriana, el
primer paso en la pérdida de nitrégeno es mediado por la enzima nitrito reductasa, la cual es
codificada por los genes isofuncionales nirS y nirK. Uno de los factores que contribuye a la
distribucion de los desnitrificantes es la ausencia de oxigeno, por lo que las zonas de minimo
oxigeno oceanicas se consideran regiones idoneas para que suceda la desnitrificacion. Sin
embargo, se desconoce la distribucion de las bacterias desnitrificantes en la zona de minimo
oxigeno del Pacifico central mexicano. Por lo tanto, este trabajo tuvo el propésito de estudiar
la distribucion y diversidad del gen nirS mediante secuenciacion masiva, asi como su relacion
con variables ambientales en la columna de agua y sedimentos superficiales en un transecto
costa-océano abierto frente al Puerto de Mazatlan durante dos campafias oceanograficas en la
época de surgencia, pero en dos eventos climaticos diferentes: abril 2018 (La Nifia, crucero
Maz-1V, cuatro estaciones) y abril 2019 (El Nifio, crucero Maz-V, cinco estaciones). Los
resultados mostraron que El Nifio produjo un debilitamiento en la surgencia, promoviendo
una disminucién en la concentracion de nutrientes en comparacion con La Nifa. EI gen nirS
estuvo presente en todas las muestras de agua y sedimento, pero solo se pudieron secuenciar
12 muestras: cinco de agua de fondo (tres de Maz-1V y dos de Maz-V) y siete de sedimento
(cuatro de Maz-1V y tres de Maz-V). De las 6,181 ASV obtenidas del gen nirS, 2,578 ASV se
asociaron a 117 clonas conocidas, de las cuales 12 representaron mas del 0.5% de la
abundancia de secuencias nirS. La composicién de la comunidad entre ambos eventos
climaticos fue similar, pero se encontraron diferencias entre ambientes (agua vs sedimento),
debido a que las comunidades sedimentarias son mas estables a las variaciones ambientales
que las del agua de fondo. EIl arbol filogenético agrupé la mayor parte de las secuencias en un
cluster que no ha sido propuesto hasta la fecha, ademas no fue especifico a un determinando
ambiente. Por otro lado, la estructura de la comunidad se diferencié en cuatro grupos:
muestras costeras de agua-sedimento, sedimento intermedio, sedimento oceédnico y agua
oceanica, posiblemente por las diferencias fisico-quimicas. En general, NOs, NOz" y POs*
fueron los principales nutrientes que determinaron la distribucion de la comunidad nirS.
Finalmente, la comunidad nirS fue mas diversa en los sedimentos que en el agua de fondo y

también durante El Nifio que durante La Nifia.
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ABSTRACT
The marine nitrogen cycle is one of the most complex biogeochemical cycles. In this cycle

several microbial processes are involved, and they contribute to nitrogen fixation and loss.
The main nitrogen losses occur through anammox and denitrification in suboxic and anoxic
conditions. In bacterial denitrification, the first step implicated in the nitrogen loss is
mediated by the nitrite reductase enzyme, which is encoded by the two isofunctional genes
nirK and nirS. One of the factors that contributes to the distribution of denitrifiers is the
absence of oxygen, thus the oceanic oxygen minimum zones are considered suitable regions
for the occurrence of denitrification. However, little is known about the distribution of the
denitrifiers in the oxygen minimum zone of the central mexican Pacific. Therefore, this work
had the purpose of studying the distribution and diversity of the nirS gen by high-throughput
sequencing, as well as their relationship with environmental variables in the water column
and surface sediments in a coastal-oceanic transect in front of the Puerto de Mazatléan in two
oceanographic campaigns during the upwelling season, but with two different climatic
events: in April 2018 (La Nifia, Maz-1V cruise, four stations) and April 2019 (El Nifio, Maz-
V, five stations). The results showed that El Nifio produced a weak upwelling, promoting a
decreased in nutrient concentration compared with La Nifia. The nirS gene was present in all
the water and sediment samples, but only 12 samples could be sequenced: five from the
bottom water (three for Maz-1V and two for Maz-V) and seven from sediments (four for
Maz-1V and three for Maz-V). Of the 6,181 ASV obtained from the nirS gene, 2,578 ASV
were associated with 117 known clones, of which 12 represented more than 0.5% of the nirS
sequence abundance. The community composition was similar between the two climatic
events, but it was different between environments (water vs sediment), because the
sedimentary communities are more stable to the environmental variations than those of the
bottom water. The phylogeny tree grouped most of the sequences in a cluster that has not
been proposed to date, and it was not specific to a given environment. On the other hand, the
community structure was differentiated in four groups: water-sediment coastal samples,
intermedial sediment samples, oceanic sediment samples and oceanic water samples, possibly
due to physical-chemical differences. In general, NOs", NO2™ and PO.* influenced the nirS
community structure. Finally, the nirS community was more diverse in sediments than in the

bottom water, as well as during El Nifio than during La Nifia.
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1 INTRODUCCION

1.1 Ciclo del nitrégeno marino

Un gran volumen del océano permanece bien oxigenado, sin embargo, algunas regiones
subsuperficiales presentan un agotamiento del oxigeno (O2) que puede persistir a lo largo de
los limites orientales de las cuencas oceanicas donde se dan fendmenos de surgencias. Estas
regiones se conocen como zonas de minimo oxigeno (ZMO) y estan ubicadas dentro del
Pacifico Tropical Noreste (ETNP), Pacifico Tropical Sureste (ETSP), el Mar Arabigo y en la
costa de Namibia, donde el agotamiento del O resulta de una ventilacion deficiente y una
alta exportacion de materia orgénica por la produccidon primaria en aguas superficiales,
generando altas tasas de consumo de O bajo la superficie (Wyrtki, 1962; Karstensen et al.,
2008; Paulmier & Ruiz-Pino, 2009; Revsbech et al., 2009). Por lo tanto, las ZMO juegan un
papel vital en los procesos biogeoquimicos oceanicos (Stramma et al., 2008; Ulloa & Pantoja,
2009), principalmente el del nitrégeno (N).

El ciclo del N es tal vez uno de los ciclos biogeoguimicos marinos mas conmplejos (Pajares
& Ramos, 2019). La gran mayoria de N existe como gas dinitrdgeno molecular (N2), que solo
esta disponible para bacterias y arqueas que fijan N2. Por lo tanto, la principal fuente de N en
el océano es mediante la fijacion bioldgica de N2 y la deposicion atmosférica (Voss et al.,
2013). EI N es escaso en el océano, como consecuencia, limita la productividad marina en
muchas partes de ese bioma (Glibert etal., 2016). EI N ocupa un papel central en la
biogeoguimica oceanica y ejerce una influencia significativa en los ciclos de otros elementos,
como el carbono (C) (Gruber, 2008). Ademas, una de las formas intermedias en el ciclo del N
es el 6xido nitroso (N20), un gas de efecto invernadero 300 veces mas potente que el didxido
de C (COy), el cual tiene un fuerte impacto en el clima global (Jackman etal., 1980;
Ravishankara et al., 2009).

Debido a las alteraciones causadas por las actividades antropogénicas, y el impacto
significativo que pueden tener en la salud del ecosistema marino, la biodiversidad y el
cambio climatico, el estudio de las comunidades procariontes involucradas en el ciclo del N
marino ha ganado gran interés en los Gltimos afios (Galloway et al., 2003; Domangue &
Mortazavi, 2018; Pajares & Ramos, 2019).

El N se presenta en diferentes estados de oxidacion en el océano, desde -I11 en las formas mas
reducidas como el amonio (NH4") y el N organico, hasta +V en la forma mas oxidada como
el nitrato (NO3"). Por lo tanto, el N puede actuar como donador o aceptor de electrones para el

metabolismo procarionte en los ecosistemas marinos (Gruber, 2008).
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El ciclo del N marino estad mediado por procesos microbianos como la fijacion del N2, la
asimilacion de N, la nitrificacion, la desnitrificacion, oxidacion anaerobia del NHs*
(anammox), la reduccién desasimiladora de NO3™ a NH4* (DNRA) y la oxidacion anaerobia
del metano dependiente del NOs7/ nitrito (NO2") (n-damo) (Pajares & Ramos, 2019) (Figura
1). Estos procesos, pueden clasificarse como aquellos que contribuyen a la fijacion de N y lo
retienen (fijacion del N2, asimilacion, nitrificacion y DNRA), y los que contribuyen a la
pérdida de N (desnitrificacion, anammox y n-damo). Las principales pérdidas de N son en la
forma de gas N> mediadas por la desnitrificacion y el anammox (Ward et al., 2009).

El estudio de genes que codifican para proteinas metabolicas claves proporciona importantes
descubrimientos sobre el potencial bioldgico de los microorganismos que participan en el
ciclo del Ny proporciona una vision profunda de los factores ecol6gicos que determinan su
biogeografia y actividad en los sistemas marinos (Damashek & Francis, 2018; Pajares &
Ramos, 2019).

N N
K e e
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|'! 4 —[Nitriﬁcaci()n‘ E E
': > N 0-2—’ N(_,< 1 1
: - - i
: i i
Desnitrificacion : :
: NO I\l‘n
E Anammox A N2
' e B —
NP — NH" = .No 23 NO
4 Nitrificacion
2 J
|

fondo

Figura 1. Ciclo del N marino. Los diferentes procesos metabolicos de éxido-reduccion estan
diferenciados por color. Las flechas discontinuas indican compuestos gaseosos con la

posibilidad de salir del sistema acuatico o ser aprovechados por otros procesos en el ciclo del
N.

pag. 4



1.2 Desnitrificacion en sistemas marinos

La desnitrificacion constituye uno de los procesos esenciales dentro del ciclo global del N
(Zumft, 1997). Este proceso lo lleva a cabo un grupo diverso de organismos heterétrofos,
aunque se han encontrado organismos autotrofos desnitrificantes que utilizan compuestos de
hidrogeno o azufre como donadores de electrones, mientras realizan la reduccion del NOs™ y
NO2" en muchos entornos marinos, incluidas las ZMO (Ghosh & Dam, 2009).

Generalmente, la desnitrificacion esté restringida a ambientes subdxicos y anoxicos con una
concentracion de Oz < 10 uM (Ji et al., 2015), y est4 acoplada a la oxidacion de C orgéanico.
Estrictamente, la desnitrificacion es un proceso respiratorio en el que se utilizan los
compuestos oxidados del N como aceptores terminales de electrones en ausencia de Og,
donde diversos microorganismos participan en el proceso de manera secuencial para reducir
los compuesto oxidados del N hasta N> (Figura 2) (Wallenstein etal., 2006). En
consecuencia, este proceso promueve la pérdida de N biodisponible en el océano en forma de
N2 y contribuye a la emision de gases de efecto invernadero, tales como 0xido nitrico (NO) y
N20 (Zumft, 1997).

Existen muchos genes que estan involucrados en la via de la desnitrificacion candnica, el
cual es un proceso modular en el que las bacterias participantes no poseen todas las enzimas
involucradas, por lo tanto, solo participan en algunas reacciones (Graf etal., 2014). El
proceso comienza por la reduccion de NOs a NO2, un compuesto importante para otros
procesos en el ciclo del N (Zumft, 1997), mediado por dos enzimas, la NOs™ reductasa unida
a la membrana, codificada por los genes nar, y la NOz™ reductasa periplasmica que codifican
los genes nap, presente en bacterias Gram negativas principalmente. La reduccion de NOs™ a
NO2" no es exclusiva de bacterias desnitrificantes, también ocurre en el proceso DNRA
(Zumft, 1997).

La reduccion subsecuente del NO2™ a NO es mediada por la NO>™ reductasa, codificada por
los genes nir, los cuales presentan dos variaciones isofuncionales de origen evolutivo
divergente (Jones et al., 2008): una de estas enzimas es codificada por el gen nirS, que
sintetiza la citocromo-cdl que contiene un grupo hemo, mientras que, el gen nirK contiene
cobre (Coyne et al., 1989; Tamegai etal., 2007). Este es el primer paso en la via de
desnitrificacién donde se pierde N del sistema en forma de gas, y aunque los genes nir estan
presentes en muchos otros organismos, como los que realizan el proceso anammox, estos
genes son los marcadores méas usados para diferenciar a las comunidades desnitrificantes

(Braker et al., 2000). Diversos estudios sugieren que los microorganismos que portan genes
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nirS o nirK ocupan diferentes nichos ecologicos, por lo tanto, se distribuyen en habitats
especificos, con bacterias desnitrificantes portando una de las dos enzimas, pero no ambas
(Jones & Hallin, 2010; Wittorf etal., 2016; Pajares et al., 2019). Por otro lado, los
desnitrificantes nirS se distribuyen mas ampliamente, ademads, suelen tener una via de
desnitrificacion casi completa, ya que presentan varios genes mas, con la capacidad de
realizar una reduccion del NO2™ a N2 (Graf et al., 2014).

El Gltimo paso de la desnitrificacion es la reduccion del N.O a N2 y es catalizada por la
enzima N20 reductasa, codificada por los genes nosZ, los cuales son frecuentemente usados
como marcadores moleculares (Graf etal., 2014). Se diferencian dos clados, aquellos
organismos que poseen mas de un gen de la desnitrificacion (nosZl) y aquellos que solo

poseen el gen nosZ (nosZIl) (Jones et al., 2014).
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Figura 2. Proceso de la reduccion candnica del NOs™ a N2, mediada por diversos genes y

enzimas. El color indica el estado de oxidacion de las especies de N.
1.3 Factores que afectan a la desnitrificacion en sistemas marinos

Los factores ambientales varian de un lugar a otro en los sistemas marinos. las bacterias
desnitrificantes son principalmente heterétrofas, por ende, estos microorganismos dependen

del suministro de C organico (Ward et al., 2008; Kalvelage et al., 2013). Ademas, la
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composicion y estequiometria de la fuente de materia organica pueden determinar qué
proceso del ciclo del N serd dominante en la pérdida de N; por ejemplo, cuando la materia
orgénica se compone de una mayor proporcion C:N se estimula la desnitrificacion sobre la
DNRA (Chang etal., 2014). Asi, en algunas ZMO como las del ETNP y ETSP la
desnitrificacion parece estar limitada por la disponibilidad de C organico, mientras que en el
Mar Arabigo no se ve afectada por ésta (Ward et al., 2008).

Por otro lado, la salinidad en combinacion con la disponibilidad de C organico controla la
desnitrificaciéon y la distribucién de la comunidad desnitrificante en los sistemas costeros
(Mosier & Francis, 2010). En primer lugar, el cambio rapido de la salinidad impide la mezcla
de agua y da como resultado zonas suboxicas. En segundo lugar, se ha observado que
aquellos organismos que portan genes nirK presentan una baja diversidad cuando hay altas
concentraciones de sal, manteniendo una relacion inversamente proporcional con la salinidad
(Mosier & Francis, 2010; Zhang et al., 2014). En contraste, nirS es menos diverso cuando las
concentraciones de sal son bajas y la disponibilidad de NO3™ es alta (Santoro et al., 2006).
Ademas, se ha observado que la salinidad determina la actividad extracelular enzimatica;
cuando se incrementa la salinidad el proceso de la desnitrificacion mejora y esto se ve
reflejado en el aumento en la abundancia de genes nirS y nirK en sistemas estuarinos (Li
et al., 2019).

Otro factor que promueve el proceso de la desnitrificacion es la temperatura, ya que se ha
observado que las temperaturas por arriba de los 16°C favorecen las tasas de desnitrificacion
en el agua (Amatya et al., 2009), mientras que por debajo de esta temperatura las tasas de
desnitrificacién disminuyen (Amatya et al., 1970). Asimismo, el cobre actia como factor
limitante para el funcionamiento de la NO>" reductasa en organismos que requieren de él,
como los desnitrificantes nirK (Granger & Ward, 2003). También, una alta disponibilidad de
NOs" y NO estimulan la desnitrificacion y podria aumentar la diversidad de bacterias
desnitrificantes (Jayakumar et al., 2009). Por ejemplo, cuando hay condiciones suboxicas y
concentraciones maximas de NOy", la desnitrificacion es la via respiratoria principal que
tiene lugar utilizadndose NO>" y reduciéendolo hasta N» (Devol, 1978; Morrison et al., 1999).
Por ultimo, el Oz es un factor clave que controla la distribucion de la comunidad
desnitrificante (Braker et al., 2001; Francis etal., 2013; Cornwell etal., 2014). En los
sistemas marinos, el O es el principal impulsor de la actividad de estas comunidades, ya que
la desnitrificacion ocurre en zonas suboxicas y anoxicas (Jayakumar et al., 2009; Ward et al.,
2009). En consecuencia, una alta concentracion de O disuelto inhibe la actividad

desnitrificante e indirectamente reduce la abundancia de estos microorganismos (Dalsgaard
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etal., 2014). En estudios recientes se ha cuantificado la sensibilidad al Oz en las
transformaciones anaerobias de N en las ZMO, encontrando que la desnitrificacion tiene una
tolerancia al O relativamente baja, con una concentracion de inhibicion media de 0.3 uM
(Kalvelage et al., 2011; Dalsgaard et al., 2014). Esto se puede notar en la transcripcion de los
genes nirS y nosZ, que se restringen a concentraciones de Oz por debajo de los 0.2 puM,
mientras que el gen nirK tolera concentraciones mas elevadas (Dalsgaard et al., 2014).
Teniendo en cuenta lo anterior, se ha establecido que la comunidad microbiana cambia de
acuerdo con los estados de oxidacion en las ZMO. Por ejemplo, una alta concentracion de
NO," y condiciones subdxicas estan asociada a una alta diversidad de desnitrificantes nirS y
nirK (Jayakumar et al., 2009). Por esta razon, las grandes pérdidas de N estan asociadas a
ambientes marinos donde el Oz es escaso (< 5 pM) y existe una acumulacion de N.O
(Jayakumar et al., 2009; Galan et al., 2014).

1.4Diversidad funcional y distribucion de bacterias desnitrificantes en

sistemas marinos

Los microorganismos desnitrificantes son muy diversos filogenéticamente, por lo que su
estudio a través del marcador molecular 16S rRNA se vuelve inapropiado (Falk et al., 2007).
El estudio de la diversidad genética de los desnitrificantes se ha dirigido a los genes nirK,
nirS y nosZ, estudiados principalmente a través de métodos de clonacion por medio de la
amplificacion por PCR (ej.: Scala & Kerkhof, 1998; Braker et al., 2000; Jayakumar et al.,
2004). Por otro lado, en los ultimos afios apenas se ha empezado a estudiar la diversidad de
genes de la desnitrificacion en ambientes marinos a traveés de secuenciacion de alto
rendimiento por Illumina (Shi et al., 2019; Chen et al., 2020), pero aun no hay estudios en
ZMO.

Si bien los microorganismos desnitrificantes se pueden encontrar en cualquier ambiente
marino (ej.,, Ward et al., 2009; Kim et al., 2011; Li et al.,, 2013; Ji et al., 2015), la
desnitrificacion generalmente se restringe a ambientes suboxicos (O2 < 10 uM) o andxicos
(02<0.1 uM) tales como las ZMO y los sedimentos bentonicos (Figura 3, Tabla S1).

Las ZMO se consideran una de las principales areas oceédnicas donde sucede la
desnitrificacién (Lipschultz et al., 1990; Ward et al., 2009). En la columna de agua de estas
regiones generalmente predomina el gen desnitrificante narG, pero cuando la concentracion
de N20O es alta, el gen desnitrificante dominante es el nirK (Fuchsman et al., 2017). Por otro

lado, los gradientes redox en los sedimentos marinos determinan las actividades metabolicas
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que diferencian a las comunidades bacterianas del ETNP, siendo la diversidad funcional y
filogenética del gen nirS alta en las capas superficiales (Braker et al., 2001).

En la ZMO del Pacifico mexicano, la baja concentracion de NOs™ (< 0.5 uM) y la ausencia de
O2 en los sedimentos promueve una mayor diversidad de organismos nirS que los que
contienen genes nirK (Liu et al., 2003), mientras que en el ndcleo de la ZMO de la columna
de agua los altos niveles de NO3", NH4"y la alta abundancia del gen de la reduccion de NOy
a NH4"™ (nrfA) parecen indicar que la comunidad DNRA juega un papel fundamental en el
ciclo del N en esta ZMO (Pajares et al., 2019).

Por otro lado, el O, NOs~, NO>" y la profundidad son los factores ambientales que rigen las
comunidades desnitrificantes a lo largo del gradiente biogeoquimico en la columna de agua
en el ETSP (Castro-Gonzalez et al., 2005). Esto se puede notar en la transcripcion de los
genes desnitrificantes, donde nirS, norB y nosZ disminuyen cuando el O, > 0.2 pM. Sin
embargo, bajo esta concentracion de O la transcripcion de otros genes como narG y nirK no
se ve afectada (Dalsgaard et al., 2014).

En el Mar Aréabigo se ha identificado que la desnitrificacion domina sobre el anammox,
mientras que el anammox es dominante en la ZMO del ETSP (Ward etal., 2009). No
obstante, se ha observado que las distribuciones de los genes nir a lo largo de la columna de
agua siguen el mismo patron en el Mar Arabigo y el ETSP, en el que se asocian con el
segundo maximo de NO>". Sin embargo, la composicion de la comunidad desnitrificante de
las dos regiones parece ser diferente (Castro-Gonzalez et al., 2005; Jayakumar et al., 2013),
debido a que la diversidad de la comunidad varia en espacio y tiempo principalmente por los
estados de oxidacion (Jayakumar et al., 2009). Por ejemplo, en presencia de Oz el gen nirK es
mas diverso, pero cuando el O; es <5 uM y la concentracion del NOs™es mayor a la del NO2>
el gen nirS es mas diverso (Jayakumar et al., 2009).

En el Mar Negro, que es la cuenca subdxica mas grande del mundo, las comunidades
desnitrificantes generalmente varian con la profundidad (Oakley etal.,, 2007). Se ha
observado que cuando el NOs” y NO2 son altos y la concentracion de Oz es < 10 uM, la
diversidad de genes nirK y nirS es alta. Por el contrario, cuando el NO3z™ y O estan ausentes
se observa una baja diversidad. Adicionalmente, el Mar Negro parece tener una menor
diversidad de genes nirS que otras ZMO (Oakley et al., 2007).

Pocos estudios de comunidades desnitrificantes se han llevado a cabo en sedimentos de aguas
profundas o respiraderos hidrotermales, donde se espera que la desnitrificacion autétrofa sea
un proceso importante dada la alta concentracion de compuestos de azufre en tales entornos
(Pajares & Ramos, 2019).
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Por otro lado, los sistemas costeros representan mas del 60% en la péerdida total del N
benténico (Thamdrup, 2012). En estos sistemas, la disponibilidad de donadores de electrones
y C orgénico estimulan a la desnitrificacion, la cual a menudo es el proceso principal que
impulsa la eliminacion de N de estos ambientes (Abell et al., 2013; Devol, 2015; Li et al.,
2017; Damashek & Francis, 2018). En general, el gen nirS es mas abundante y diverso que
nirK en los sedimentos estuarinos (Santoro et al., 2006; Abell et al., 2010; Mosier & Francis,
2010; Lee & Francis, 2017a). Ademas, la diversidad y abundancia de desnitrificantes a
menudo cambian a lo largo del gradiente de salinidad, por lo que las comunidades
desnitrificantes seran diferentes entre la transicion de agua dulce a salobre y salina en las

regiones marinas (Abell et al., 2013; Francis et al., 2013).
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Figura 3. Mapa de distribucion de comunidades desnitrificantes en sistemas marinos basado en los genes nirS y nirK de estudios representativos
sobre diversidad. Cuadrado rojo: estudios en sedimentos, circulo azul: estudios en columna de agua. La numeracion corresponde a cada articulo
en la Tabla S1 del material suplementario.
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1.5 Importancia de las zonas de minimo oxigeno en la pérdida de N fijado

Las ZMO juegan un papel vital en los procesos biogeoquimicos oceanicos (Stramma et al.,
2008; Ulloa & Pantoja, 2009), ya que presentan ciclos de nutrientes bastante complejos
(Karstensen et al., 2008; Crowe et al., 2018; Pajares et al., 2019). Cuando se produce una
surgencia, se inyecta agua rica en NOz™ en las capas féticas, promoviendo a una intensa
productividad, lo que a su vez conduce al agotamiento del O2 (< 20 uM) a profundidades
intermedias (Revsbech et al., 2009; Galan et al., 2014). En general, las ZMO se encuentran
entre 100 a 900 m de profundidad (Karstensen et al., 2008). En la actualidad, estas ZMO se
encuentran en expansion debido al calentamiento global y a las actividades antropogénicas,
contribuyendo a la desoxigenacion del océano global (Figura 4) (Stramma et al., 2008;
Horak et al., 2016; Levin, 2018)).

En las ZMO se pierde alrededor del 30-50% de N (DeVries et al., 2013, Codispoti et al.,
2001) mediante la desnitrificacion y el anammox (Devol, 2015; Ward et al., 2009). De hecho,
el Mar Arébigo, que cubre solo ~ 2% del &rea oceanica global, contribuye con un 20% en la
desnitrificacion oceénica, por lo tanto, desempefia un papel importante en la pérdida de N
(Codispoti et al., 2001, Ward et al., 2009). El Pacifico mexicano también representa una de
las ZMO més importantes en la pérdida de N marino (Karstensen et al., 2008), pero hasta la
fecha existe poca informacion sobre el papel que juegan las comunidades microbianas en la
pérdida de N a través de la desnitrificacion en esta ZMO (Pajares & Ramos, 2019).

Ademas, eventos climaticos como El Nifio-Osilacion del Sur (ENSO) pueden modificar la
disponibilidad de O- en las capas superficiales en la zona del Pacifico tropical. Por ejemplo,
la fase de El Nifio promueve una termoclina méas profunda y calida con una mayor proporcién
de Oz (Ito and Deutsch, 2013), debido a una reduccion en el suministro de nutrientes
(Morales et al., 1999; Fuenzalida et al., 2009; Czeschel et al., 2012) y una caida en la
actividad bioldgica (Trucco-Pignata et al., 2019), por lo que este tipo de eventos climaticos
en las ZMO influyen en la disponibilidad de O2 y, por ende, en el tipo de actividad bacteriana
(Paulmier et al. 2006).

Anadlisis recientes de datos del O superficial oceénico actuales e histéricos han mostrado una
expansion global de las ZMO, las cuales se estan desoxigenando a una velocidad de 0.09-
0.34 umol kg? afo?, lo que en teoria exacerbaria ain mas la pérdida de N debido a la
desnitrificacién (Stramma et al., 2008; Breitburg et al., 2018; Ruvalcaba-Baroni et al., 2020).
Por lo tanto, una clave importante para entender el desequilibrio en la pérdida de N en el
océano son las ZMO (Revsbech et al., 2009).
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Figura 4. Mapa de distribucion del Oz disuelto global del océano a 200 m de profundidad.
Los colores representan la concentracion de O expresada en pmol.kg™. Datos extraidos de
“National Center for Environmental Information” (https://www.nodc.noaa.gov/cgi-
bin/OC5/SELECT/woaselect.pl).

2 JUSTIFICACION

Para entender la relacion que existe entre las comunidades microbianas y el ciclo de N en las
ZMO, asi como sus implicaciones en el cambio global (emisién de gases de efecto
invernadero), es de suma importancia conocer el efecto de la variacion ambiental sobre las
bacterias que participan en la desnitrificacion en estas ZMO. Este trabajo supone el primer
estudio sobre la distribucion y diversidad de comunidades desnitrificantes portadoras del gen
nirS y su relacion con las condiciones oceanograficas (oxigeno, temperatura, salinidad,
clorofila y nutrientes) bajo dos eventos climaticos diferentes en la ZMO del Pacifico
mexicano. Se trata de una zona poco estudiada que pertenece al ETNP, una de las ZMO mas
extensas e intensas del océano global en la que se desconoce el papel que juegan las
comunidades desnitrificantes en la pérdida de N marino. Por ello, se pretende aportar nuevo
conocimiento sobre los efectos ambientales en la distribucion de estas poblaciones

microbianas desnitrificantes en la ZMO del Pacifico central mexicano.
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3 HIPOTESIS

1) Dado que la distribucion de los microorganismos portadores del gen nirS esta determinada
principalmente por la concentracion de O, no se espera encontrar el gen nirS en la zona
eufdtica oxigenada, mientras que este gen estara presente en la ZMO del Pacifico mexicano,
con una mayor diversidad en los sedimentos andxicos que en el agua suboxica.

2) La disponibilidad de nutrientes influira en la diversidad del gen nirS, de manera que la
diversidad aumentara en la zona costera y disminuira en las zonas oceanicas, donde la
concentracion de nutrientes serd menor.

3) Se espera que la comunidad desnitrificante nirS sea diferente bajo los eventos climaticos

de La Nifia y EI Nifio en dos épocas similares de surgencia en la ZMO del Pacifico mexicano.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir la distribucién espacial y temporal, asi como la diversidad alfa y beta de
organismos desnitrificantes portadores del gen nirS en la columna de agua y sedimentos de
un transecto costa-océano abierto en la ZMO del Pacifico central mexicano y determinar su

relacion con algunas variables oceanograficas.

4.2 Objetivos especificos

1. Realizar la secuenciacion masiva del gen nirS en muestras obtenidas en la columna de agua
y en sedimentos a lo largo de un transecto costa-océano abierto frente al Puerto de Mazatlan
en la temporada de surgencia (primavera) en dos afios consecutivos de muestreo.

2. Determinar la diversidad y distribucion del gen nirS en esta ZMO en dos eventos
climaticos diferentes (La Nifia vs El Nifio) en la época de surgencia.

3. Establecer una relacién entre las propiedades oceanograficas (oxigeno, temperatura,
salinidad, clorofila) y la concentracion de nutrientes con la distribucion del gen nirS en esta
ZMO.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio y muestreo

La zona de muestreo consta de un transecto con cuatro estaciones en abril del 2018 (crucero
Maz-1V) y cinco estaciones en abril del 2019 (crucero Maz-V), que van desde la costa de
Mazatlan al océano abierto, dentro de la ZMO del Pacifico central mexicano (Figura 5). En
ambos cruceros, la estacion C representa la estacion mas costera, con una profundidad media

de 32 m, y la estacion O2 la mas oceéanica, con una profundidad media de 690 m.

80m

100 m

200 m

300 m

5 o m— m— om—

Cruceros
©® Maz-1v (2018)

© Maz-v (2019) F
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1000 m

Ocean Data View
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Figura 5. Mapa de la localizacion de las estaciones de muestreo en el transecto de estudio en
frente del Puerto de Mazatlan. Abreviaturas: C: costera, M1: intermedia 1, M2: intermedia 2,

O1: oceanica 1, O2: oceanica 2. Los colores de los circulos denotan el crucero.
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5.2 Toma de muestras

Los muestreos se realizaron a bordo del buque oceanografico “El Puma” de la UNAM. En
cada estacion se midio la concentracion de Oz, temperatura, salinidad y fluorescencia desde la
superficie hasta el fondo mediante una sonda CTD (SeaBird 19 plus) acoplada a una roseta.
Se tomaron muestras de agua mediante botellas tipo Niskin de 10 L de capacidad a cinco
profundidades: superficie (5 m), méximo profundo de clorofila, base de la oxiclina, nucleo de
la ZMO y fondo. Para los nutrientes se tomaron en cuenta otras profundidades, ademas de las
mencionadas anteriormente. Las muestras de agua (4 L) se filtraron con membranas de 0.22
pum a bordo del buque; el agua filtrada se congelé a -20 °C para el andlisis de los nutrientes y
los filtros a -80 °C para el analisis molecular.

Los sedimentos en el crucero Maz-1V se muestrearon con un nucleador de caja, del cual se
extrajeron nucleos, que fueron congelados a -80 °C hasta su traslado al laboratorio, donde
fueron cortados por la mitad (en condiciones esteriles) para obtener las muestras
correspondientes a los primeros 10 cm de profundidad. Por otra parte, los sedimentos en el
crucero Maz-V se muestrearon a partir de un multinucleador, donde por cada ndcleo se
colectaron 3 muestras (300 g en total): la primera para analisis de ADN, almacenado a -
80 °C, la segunda para la determinacién de pH y C orgénico, y la tercera para el andlisis de
nutrientes en el agua intersticial. El agua intersticial se obtuvo mediante centrifugacion
méaxima (13,000 rpm) de los sedimentos, la cual se filtr6 con membranas 0.22 um a bordo del
buque mediante una jeringa acoplada a un sistema swinnex; las muestras de agua fueron

congeladas a -20 °C hasta su traslado al laboratorio para los analisis de nutrientes.

5.3 Analisis de las variables fisico-quimicas

Los nutrientes (NOs, NO2", NH4*, POs*) de la columna de agua de los cruceros Maz-1V y
Maz-V, asi como los nutrientes y elementos totales (NT y PT) en sedimentos del crucero
Maz-V fueron analizados con un autoanalizador de flujo segmentado (Skalar San-Plus)
usando el metodo estandar adaptado para analisis de agua marina (Hansen & Koroleff, 1999),
en el Laboratorio de Biogeoquimica Acuatica del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia
(ICMyL-UNAM).

Las muestras de sedimento del crucero Maz-V se secaron a temperatura ambiente para el
analisis del pH y C organico. El pH se midié mediante un pHmetro Hanna (Mod. HI12020-01)
en el laboratorio de Ecologia Microbiana Acuatica del ICMyL. El sedimento fue triturado en
mortero y el C organico se determiné en el laboratorio de Quimica Acuatica del ICMyL por
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el metodo de Walkley-Black (1947) modificado por Jackson (1958), que consiste en el
calentamiento exotérmico y oxidacion con dicromato de potasio.

Los datos de las variables hidroldgicas se analizaron mediante el programa Ocean Data View
(v.5.4.0.) (Schlitzer, 2018), con el cual se obtuvo un mapa de la zona de estudio. Para el
analisis de masas de agua se realizaron diagramas T/S en ambos afios de muestreo con el
criterio de TEOS-10 (Portela et al., 2016). Finalmente, se realizaron perfiles oceanograficos y
de nutrientes.

Por otro lado, se utilizaron los datos obtenidos de la pagina web de la administracién nacional
ocednica y atmosférica (NOAA, por sus siglas en inglés) del indice de ENSO (MEI.v2) para
observar las anomalias oceanograficas y atmosféricas que ocurrieron en el Pacifico mexicano.
El indice toma datos bimestrales de la combinacién de cinco variables (presion a nivel del
mar, temperatura superficial del mar, componentes zonales y meridionales del viento

superficial y radiacion de onda larga).

5.4 Analisis moleculares

Los analisis moleculares se realizaron en las cuatro estaciones del crucero Maz-I1V, mientras
que en el crucero Maz-V se llevaron a cabo en la estacion C (costera), M2 (intermedia 2), O1
(oceénica 1) y O2 (oceénica 2). La extraccién del ADN de las muestras de agua y sedimento
se hizo en el laboratorio de Ecologia Microbiana Acuatica del ICMyL y se utilizaron los Kits
DNeasy PowerWater y PowerSoil DNA Isolation (Qiagen), respectivamente. La
concentracion y calidad del ADN se midié6 mediante un Fluorémetro Qubit® 3.0 (Thermo
Fisher Scientific) y un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Para la secuenciacion de las muestras se pusieron a punto las condiciones de PCR para
amplificar el gen nirS con los primers nirScd3af-nirSR3cd (425 pares de bases) (Braker et al.,
1998) (Tabla 1). Se utilizaron como positivos aislados bacterianos cercanos a la zona de
estudio, con un genoma portador del gen nirS. Para cada muestra de agua y sedimento se
realizaron PCRs del gen nirS y la purificacion de los productos de PCR mediante el Kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Para la secuenciacion por lllumina se usaron las muestras

con una concentracion minima de 10 ng/uL de ADN después de la purificacion.
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Tabla 1. Condiciones de termociclaje y reactivos para amplificar el gen nirS.

Primers Condiciones de termociclaje Concentracion final de reactivos
nirS (425 pb)

nirScd3aF 95°C x 15 min, 12 ciclos (95°Cx30 s, touchdown = Buffer (1X), MgCl; (0.5 mM), primers
nirSR3cd 54°-48°Cx30 s, 72°Cx1 min), 30 ciclos (95°Cx30 = (0.3 uM), dNTPs (0.2 mM), BSA (0.3
s, 48°Cx30s, 72°Cx30 s), 72°Cx5 min Mg/uL) y Hotstar Taq (0.025 w/pL)

DNA (10 ng/pL).

5.5 Secuenciacién y analisis de las secuencias

Los amplicones de nirS (425 pares de bases) se secuenciaron en el Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad del CINVESTAV-LANGEBIO (lrapuato). Para la
secuenciacion se utilizo la plataforma Illumina MiSeq Pair-End 2 x 300 pb.

Se obtuvieron secuencias de 12 muestras (siete de Maz-IV y cinco de Maz-V) en formato
FASTQ (Tablas S2). Se eliminaron los adaptadores y primers con el programa Fastqc
(Andrews, 2010). Posteriormente, las secuencias se analizaron mediante el programa QIIME
2 (V.2021.2) (Bolyen et al., 2019). Para ello, las secuencias fueron importadas bajo el
formato CASAVA vy se llevo a cabo la unidn de las lecturas, asi como la remocién y limpieza
de quimeras con el algoritmo DADAZ2 (Callahan et al., 2016). Se realizaron diversas pruebas,
resultando como mejor opcion un nivel de corte Q25 en forward (12/266 pb) y reverse
(12/269 pb). Con ello se obtuvieron 6,181 variantes de secuencias de amplicones (ASV por
sus siglas en inglés), con una longitud promedio de 374 nucle6tidos. La frecuencia minima de
secuencias por muestra fue de 24,990 (IV-O1 en agua) y la mayor de 51,546 (IV-M1 en
sedimento); por lo tanto, las muestras se rarificaron a 24,990 secuencias para realizar analisis

de diversidad alfa y beta.
5.6 Asignacion de secuencias representantes

Se realiz6 una base de datos de referencia del gen nirS a partir de la busqueda de secuencias
en el portal GenBank-NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica). El
nimero de acceso de las secuencias se obtuvo de 31 articulos que usaron los primers
nirScd3aF-nirSR3cd y nirS1F-nirS6R, que caen dentro de la seccion de interés. Estos
estudios abarcaron distintos sistemas marinos: zonas costeras, oceanicas y ZMO. La base de
datos constd de 5,408 secuencias, la cual fue transformada al formato requerido por la
paqueteria de DADAZ2 v.1.20.0 en RStudio v.4.1.1 (R core Team, 2021), asi como la base de
secuencias rarificadas obtenida en QIIME 2. La clasificacion de las ASV obtenidas en QIIME
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2 se realizd mediante la base de datos de 5,408 secuencias del gen nirS con el comando
“assignTaxonomy”. La tabla fue exportada a Excel, donde se agrup6 con los datos de
abundancia relativa para cada muestra. Posteriormente, se realizd una gréfica de barras en
RStudio mediante la paqueteria ggplot2 v.3.3.5 (Wickham, 2016) con las asignaciones que
representaron mas del 0.5% de la abundancia total, mientras que las asignaciones que
estuvieron por debajo del 0.5% en abundancia se clasificaron como “Otros”.

Para el andlisis filogenético se seleccionaron cinco ASV representantes de las asignaciones
més abundantes y 15 secuencias de referencia, las cuales conforman siete agrupamientos
filogenéticos diferentes de acuerdo con Falk et al. (2007). Dichas secuencias se obtuvieron
del NCBI por medio de su nimero de acceso. Todas las secuencias fueron importadas a
BioEdit (Hall & Carlsbad 2011), donde se editaron y se alinearon mediante el algoritmo
ClustalW. EIl alineamiento se import6 al programa MegaX (Kumar et al., 2018), donde se
realizd el agrupamiento por el método neighbor-joining. El arbol final se obtuvo con 10,000
bootstraps, el cual fue exportado en formato Newick y editado con el programa online Tree of
Life (iTOL; Letunic & Bork, 2021).

5.7 Analisis de diversidad y estadistica

Todos los anlisis se llevaron a cabo en el programa RStudio.

Se construyd un mapa de calor con 41 ASV, que representaron mas del 2% de la abundancia
total, con las paqueterias Heatplus v.3.0.0 (Ploner, 2021), vegan v.2.5-7 (Jari et al., 2020) y
RColorBrewer v.1.1.2 (Erich, 2014). Para ello, se obtuvo una matriz de disimilitud de
Manhattan y las agrupaciones se hicieron con el método “complete” para ambos
dendogramas.

Para determinar las ASV Unicas y compartidas entre muestras se realizé un diagrama Upset,
transformando los datos de abundancia relativa a datos de presencia-ausencia. Se utilizaron
las paqueterias lattice v.0.20-44 (Sarkar, 2008), UpSetR v.1.4.0 (Jake et al., 2017) y
RcolorBrewer. También se realiz un diagrama de Venn para determinar el namero de ASV
compartidas entre ambientes y cruceros, transformando las abundancias a datos de presencia-
ausencia con la paqueteria VennDiagram v.1.7.1 (Hanbo, 2018) .

Se calcularon los indices de diversidad alfa de abundancia (Chaol), diversidad especifica
(Shannon), dominancia (Simpson) y diversidad filogenética (Faith) a partir de los datos que

se obtuvieron en QIIME 2. Se realizaron diagramas de caja y bigote para cada indicador con
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la paqueteria ggplot2 en donde las muestras se agruparon en sedimento y agua de fondo para
cada crucero.

El andlisis de la diversidad beta se realizd6 mediante un analisis de multiescalamiento
dimensional no métrico (NMDS) con la matriz de disimilitud de Bray-Curtis mediante las
paqueterias vegan y ggplot2. Con la paqueteria Nbclust v.3.0 (Malika et al., 2014) se
emplearon 30 indices de permutacion para obtener la mejor agrupacion de las muestras y se
hizo un anélisis de similitud (ANOSIM) para probar la significancia del NMDS.

Se realizd una prueba de Mantel para evaluar la influencia de la distancia geografica sobre la
comunidad nirS usando dos matrices con las paqueterias ade4 v.1.17-18 (Thioulouse et al.,
2018) y extrafont v.0.17 (Winston, 2014): la misma matriz de disimilitud Bray-Curtis en el
analisis de diversidad beta, la cual fue transformada a una matriz de similitud; y una matriz
de distancia euclidiana con las coordenadas geograficas.

Con los datos fisicoquimicos y de nutrientes de las muestras de agua de fondo del crucero
Maz-1V y de agua y sedimento del crucero Maz-V se realiz6 un analisis de correspondencia
candnica (CCA) con las paqueterias vegan, ggord v.1.1.6 (Marcus, 2017), FactoMineR v.2.4
(Lé et al., 2008) y ggplot2. Para determinar las variables redundantes, se usé el indice de
criterio de informacion de Akaike mediante 1000 permutaciones, donde se determind el
mejor modelo que explico la distribucién de las muestras sobre el efecto ambiental. Para
probar la significancia de la prueba se utilizé la funcion DBRA, que usa distancias
euclidianas para datos ambientales.

6 RESULTADOS

6.1 Condiciones climaticas

Los dos afios de muestreo cubrieron una transicion de climética de un afio frio en 2018, con
un evento moderado de La Nifia, a un afio calido en 2019, con un evento débil de El Nifio en
el ETNP (Figura 6). Segun la NOAA, estos eventos estuvieron relacionados con una
variacion de la temperatura superficial del mar (aumento de 0.75°C en 2019)

(https://psl.noaa.gov/enso/meil).
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Figura 6. Evolucién temporal de la temperatura en los eventos climaticos La Nifia (Maz-1V,

gréfico azul) y El Nifio (Maz-V, gréfico rojo) indicados por el indice de la NOAA (MEI.v2).

6.2 Caracteristicas de las masas de agua

Los diagramas T/S indicaron la presencia de cuatro masas de agua en la zona de estudio
(Figura S1), de acuerdo con Portela et al. (2016). Se observo una interaccion entre la masa
de agua Subtropical Subsuperficial (StSsW; entre 17 y 440 m de profundidad, con
temperatura < 18°C y salinidad >34.6 g kg ' y condiciones hipdxicas [0z < 20 uM] a
suboxicas extremas [0.6 uM]) y la masa de agua del Golfo de California (GCW; entre 0 y 50
m de profundidad, bien oxigenada, con temperatura > 12°C y salinidad > 35.1 g kg ),
promoviendo caracteristicas de una masa de agua transicional (TrW) que influyé en la costa
durante La Nifia, mientras que la masa GCW presentdé mayor influencia en la costa durante El
Nifio. La masa de agua del Pacifico intermedio (PIW) se encontrd por debajo de la masa
StSsW, con agua mas fria (4-9°C), menos salada (34.6-34. 9 g kg 1) y una concentracion de
02<0.5 uM.

6.3 Caracteristicas hidrogréaficas

El O. disminuy6é a lo largo de la columna de agua durante La Nifia, con las mayores
concentraciones (~ 210 uM) en la superficie y en la estacion mas oceanica (IV-02) (Figura
7a). El limite superior de la ZMO, con valores de O2 < 20 pM, se encontré a una profundidad
de 68 m en la estacion mas oceanica (IV-02), mientras que en la estacion costera (IV-C) se
hall6 a los 17 m. Por otro lado, durante El Nifio el O, disminuyo con la profundidad en todas
las estaciones, excepto en la estacién costera (V-C), donde el agua estuvo mezclada en toda la
columna. El final de la oxiclina se observé a 70 m en la estacion intermedia (V-M1) y 97 m
en la estacion oceanica (V-O2). Por debajo de estas profundidades los valores de O fueron

disminuyendo hasta alcanzar condiciones anoxicas en el fondo.
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La temperatura en ambas fases climaticas disminuyd con la profundidad desde 20.6°C (La
Nifa) y 24°C (El Nifio) en la superficie hasta 17°C (La Nifia) y 13°C (El Nifio) en el fondo de
la estacion costera y desde 24.4°C en la superficie y hasta 7°C (La Nifia) y 6°C (El Nifio) en
el fondo de las estaciones oceéanicas (Figura 7b). Cabe mencionar que la temperatura se
mantuvo constante (22-23 °C) en toda la columna de agua en la estacion costera (V-C) en el
evento de El Nifio.

La salinidad fue mas alta en la superficie de las estaciones mas oceanicas, con valores de 35
PSU en Maz-1V y 34 PSU en Maz-V. Esta disminuy6 conforme aumenté la profundidad,
mientras que en la superficie de la estacion costera en ambos eventos climaticos se
alcanzaron valores menores de 34.8 y 33 PSU, respectivamente (Figura 7c).

La clorofila a (fluorescencia) durante La Nifia se concentr6 en la estacion costera (IV-C) a 10
m de profundidad (6.2 mg/m®) y fue menor en las estaciones oceanicas, donde se alcanzo el
pico maximo de clorofila a (2.1 mg/m®) a 34 m de profundidad. Durante El Nifio, se observo
un pico de clorofila a a 30 m de profundidad (1.9 mg/m?®) en la estacion intermedia V-M1y a

40 m de profundidad en las estaciones oceénicas (1.5 mg/m?) (Figura 7d).

pag. 22



Maz-IvV a) Oxigeno [uM] Maz-V
V-02  IV-01 v-mM1 v-C V-M2

a) Oxigeno [uM]
V-C

0 250 e = ] —— = ]
200
= 200
3
5 150
3 300
H
% 400 100
o
500
600
0 0
Océano 30 20 10 Costa 0 Océano 30 20 10 Costa 0
b) Temperatura [°C] b) Temperatura [°C]
v-02 IV-01 v-C ’ V-C
0 . e pr— 2 - 1
100
20
= 200
&
H 300
§ 15
S 400
o
500 10
600
5
Océano 30 20 10 Costa 0 Océano 30 20 10 Costa 0
c) Salinidad [PSU] 0) Salinidad [psw
- v-02 IV-01 - : v-m lvc 54 A Z : V- . .1 s [ i—

3% - 3

1
= 200
E 349 349
H 300
§ 4.8
2 400
3. 347
500
346
600
345 345
Océano 30 20 10 Costa 0 Océano 30 20 10 Costa 0
d) Fluorescencia [mg/m*3] d) Fluorescencia [mg/m*3]

IvV-02  IV-01

Profundidad [m]

Océano 30 R 10 Costa 0 Océano 30 20 10 Costa 0
Distancia [Km| Distancia [Km]

Figura 7. Secciones verticales de los parametros hidrograficos durante La Nifia (Maz-1V,
paneles de la izquierda) y El Nifio (Maz-V, paneles de la derecha): a) O, b) temperatura, c)
salinidad, d) fluorescencia (clorofila a). Abreviaturas: C: costera, M1: intermedia 1, M2:
intermedia 2, O1: oceénica 1, O2: oceénica 2. El eje horizontal indica la distancia de la costa

hacia el océano (Km), mientras que el eje vertical izquierdo indica la profundidad de la
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columna de agua (m) y el eje vertical derecho indica el rango de concentracion de cada

parametro.

6.4 Caracteristicas bioquimicas del agua
Las secciones verticales de los nutrientes en los eventos climéticos de La Nifia (Maz-1V) y El

Nifio (Maz-V) (Figura 8) reflejaron un aumento de la concentracion de NOs con la
profundidad, con un valor minimo de 0.1 uM (La Nifia) y 0.09 uM (EI Nifio) en la superficie
y un valor maximo de 35.9 uM (La Nifa) y 44.6 uM (EI Nifio) en el fondo de las estaciones
oceanicas, mientras que en la estacion costera el valor minimo fue de 0.6 uM (La Nifia) y
0.04 uM (EI Nifio) en la superficie y el valor maximo de 27 uM (La Nifa) y 20.9 uM (El
Nifio) en el fondo. El POs* aumenté también con la profundidad en ambos cruceros, con
valores de 3.2 uM (La Nifia) y 2.9 uM (EI Nifio) en el fondo de la estacion més oceénica y de
3.4 uM (La Nifa) y 2 uM (EI Nifo) en la estacion costera.

El valor médximo de NO>" se encontro en el nlcleo de la ZMO en las estaciones oceanicas e
intermedias, con una concentracion maxima de 1.96 uM a los 250 m de profundidad en La
Nifia (IV-0O2) y de 1.32 pM a los 213 m en El Nifio (V-O1). EI NH4", present6 la mayor
concentracion (6.2 uM) a 22 m de profundidad en la estacion costera, mientras que el valor
minimo (0.01 pM) se presentd en la méas oceénica a una profundidad de 250 m en La Nifia.
Por el contrario, el NH4* se incrementé con la profundidad en El Nifio, con valores de 3.9 uM

y 3.7 uM en el fondo de las estaciones oceanicas V-02 y V-O1, respectivamente.
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Figura 8. Secciones verticales de la concentracién de nutrientes (uM) durante La Nifia (Maz-
IV, paneles de la izquierda) y El Nifio (Maz-V, paneles de la derecha): a) N-NOg’, b) P-PO4*,
c) N-NO2', d) N-NH4*. Abreviaturas: C: costera, M1: intermedia 1, M2: intermedia 2, O1:

oceanica 1, O2: oceénica 2. El eje horizontal indica la distancia de la costa hacia el océano
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(Km), mientras que el eje vertical izquierdo indica la profundidad de la columna de agua (m)

y el eje vertical derecho el rango de concentracion de cada parametro.

6.5 Caracteristicas fisico-quimicas y nutrimentales de los sedimentos durante
El Nifio
El pH en los sedimentos superficiales en el evento de El Nifio (crucero Maz-V) disminuyo
desde la estacion mas costera (7.95) a la méas oceénica (7.5) (Figura 9a). Por otra parte, el C
organico en sedimentos siguio un patrén inverso al pH, con una mayor concentracion en la
estacion mas oceanica (7.2% en V-SO2) y menor en la estacion costera (0.86% en V-SC)
(Figura 9b).
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Figura 9. Parametros fisico-quimicos de los sedimentos durante ElI Nifio (Maz-V). a) pH,
b) % C organico. Abreviaturas: V: Maz-V, SC: sedimento costero, SM2: sedimento

intermedio 2, SO2: sedimento oceanico 2.

La concentracion de NOs en los sedimentos durante El Nifio fue mayor en la estacion
intermedia, seguida de la estacion oceénica y costera. La concentracion de NO,™ fue menor en
la estacion oceanica y mayor en la estacion intermedia (Figura 10a). Por otra parte, el NH4*
fue mayor en la estacion intermedia y oceédnica, mientras que el PO4> disminuy6 de la

estacion oceanica a la costera (Figura 10b).
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Figura 10. Concentracién de nutrientes en los sedimentos durante EI Nifio (crucero Maz-V).
a) NOs y NO2z, b) NHs* y POs*. Abreviaturas: V: Maz-V, SC: sedimento costero, SM2:

sedimento intermedio 2, SO2: sedimento oceanico 2.

6.6 Amplificacion y secuenciacion del gen nirS en las muestras

Se logré amplificar el gen nirS en todas las muestras de agua y sedimento de ambos cruceros
(Tabla S2), lo que demuestra la presencia de microorganismos que poseen el gen
desnitrificante nirS a lo largo de la columna de agua y en los sedimentos superficiales en
todas las estaciones del transecto y en ambos cruceros.

Sin embargo, s6lo se obtuvo suficiente producto de PCR purificado del gen nirS para
secuenciacion de 12 muestras (cinco de agua de fondo y siete de sedimento): Se pudieron
secuenciar tres muestras del agua del fondo (IV-C, IV-O1 y IV-02) y cuatro de sedimento
(IV-C, IV-M1, IV-O1y IV-02) de La Nifia, asi como dos muestras de agua de fondo (V-M y
V-02) y tres de sedimento (V-C, V-M2 y V-02) de EIl Nifio.

Se obtuvo un total de 1,682,288 secuencias del gen nirS en las 12 muestras (Figura S2). Una
vez filtradas y normalizadas a 24,990 secuencias por muestra, se obtuvo un total de 6,181
ASV, siendo la muestra V-C de sedimento la que tuvo un mayor nimero de ASVs (1050
ASVs), y la muestra IV-O1 del agua el menor (262 ASVs) (Figura S3).
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6.7 Asignacion de secuencias, filogenia y distribucién de la comunidad nirS

De las 6,181 ASV obtenidas del gen nirS en este estudio, 2,578 ASV se asociaron a 117
clonas conocidas que se distribuyeron tanto en agua como en sedimento, de las cuales 12
asignaciones tuvieron una abundancia mayor al 0.5% del total de las secuencias nirS (Figura
11, Tabla S3). En cuanto a los ambientes, las secuencias nirS en los sedimentos se asociaron
a 108 clonas conocidas y en el agua de fondo se asociaron a 78 clonas conocidas. Las 3,603
ASV no asignadas representaron el 54% de la abundancia relativa de las secuencias totales.
Ademas, el 26% de las secuencias (1,454 ASV) fueron asignadas a la clona AB261494,
aislada de sedimentos costeros de Japon (Nakano et al., 2008), que fue la mas abundante en
todas las muestras durante los dos eventos ENSO.

En los sedimentos (Figura 11, Tabla S3), la segunda asignacion mas abundante fue la clona
KP723717, aislada de los sedimentos del Mar de Amundsen en la Antartida (Choi et al.,
2015), que tuvo un rango de abundancia de 0.23-7.2% de las secuencias nirS en dicho
ambiente (50 ASV). Esta asignacion fue mas abundante en los sedimentos costeros (4.2% en
IV-C y 2.5% en V-C) e intermedios (7.2% en IV-M1 y 4.5% en V-M2) en ambos eventos
ENSO. La tercera asignacion mas abundante encontrada fue la clona MF093501, aislada de
sedimentos del Mar de China Meridional (Yu et al., 2018), con una abundancia entre 0.53 y
5.2% de las secuencias nirS en estos sedimentos (89 ASV), dominando en la estacion méas
oceanica durante El Nifio. La siguiente asignacion méas abundante fue la clona GQ443968,
aislada de sedimentos del Mar de China Meridional (Li et al.,, 2013), que tuvo una
abundancia entre 0.26 y 3.9% de las secuencias nirS en este ambiente (113 ASV), siendo mas
abundante en la estacién intermedia (3.9% en V-M2) y en las estaciones oceanicas (3.5% en
IV-01, 3.2% en IV-02 y 2.3% en V-0O2). Otras asignaciones abundantes en sedimentos
fueron las asociadas a la clona KP723711 (0.44-2.6%, principalmente en las estaciones
intermedias y oceanicas), aislada de sedimentos del Mar de Amundsen en la Antartida (Choi
et al., 2015), las clonas AprY5BF79 (0.18-2.5%) y LC65.218.2 (0.32-2%) aisladas de
sedimentos (Zheng et al., 2015) y agua (Zhang et al., 2014) del estuario Yangtzé en China,
las clonas KP959682 (0.08-3.7%, predominando en los sedimentos costeros durante La
Nifa), KP959649 (0.1-2.6%, principalmente en las estaciones ocednicas O1 y O2 durante La
Nifia), KP959667 (0.14-2.7%) y KP959663 (0.12-1.4%), aisladas de sedimentos del Mar del
Norte en el Atlantico (Fan et al., 2015), y la clona KX389011 (0.1-1.6%), aislada de fuentes
de hidrocarburo (Bae et al., 2018).

pag. 28



En el agua de fondo (Figura 11, Tabla S3), la segunda asignacion mas abundante fue la
clona GQ443968 (0.15-10.4% de las secuencias nirS y 146 ASV en este ambiente), la cual
aumento desde la costa (0.15% en 1V-C) al océano (6% en IV-02 y 10.4% en V-02). Otras
asignaciones abundantes fueron las asociadas a las clonas KP959663 (0.01-5.3% y 13 ASV,
predominando en la estacion oceanica 1V-O1, seguida de la intermedia V-M2), KP723717
(0.42-3.9% y 65 ASV, principalmente en las estaciones costera 1V-C e intermedia V-M2),
MF093501 (0.28-2.7% y 110 ASV, predominando en las estaciones méas oceénicas 1V-02 y
V-02) y KP723711 (0.05-2% y 41 ASV, siendo méas abundante en la estacion intermedia V-
M2). Finalmente, otras asignaciones representativas en este ambiente fueron las asociadas a
las clonas AprY5BF79 (0.19-1.5%), KP959667 (0.01-1.1%), KP959682 (0.06-1%),
LC65.218.2 (0.01-0.7%), KP959649 (0.16-0.31%) y KX389011 (0.15-0.39%).
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El arbol filogenético se construyo con un total de 70 ASV (cinco ASV representantes de las
12 asignaciones mas abundantes) y 15 secuencias de referencia del gen nirS obtenidas del
NCBI (Figura 12, Tabla S3). Las ASV del gen nirS obtenidas de esta ZMO fueron
agrupadas en cuatro clasteres (I, 11, IV y VII).

El claster | agrupd 18 ASV, de las cuales cinco fueron exclusivas del agua, dos de sedimento
y 11 fueron mas abundantes en el sedimento que en el agua. Este cluster se conformé por
ocho secuencias de referencia pertenecientes a ZMO en la columna de agua del Mar Arébigo,
Mar Negro y el ETSP (V4003E, BO1067 y AC10017, respectivamente), asi como de
sedimentos del ETNP en Washington y el Pacifico mexicano (AJ248403, AJ248402 y
M305059), y una cepa bacteriana (AY078272).

El claster 11 agrupé 38 ASV y una sola secuencia de referencia (Gammaproteobacterium
C10), por lo que este cluster podria representar ASV desconocidas de desnitrificantes para
esta ZMO. Este cluster se dividio en cinco subclUsteres: el primero por tres ASV (48, 324 y
856), el segundo por el ASV 114, el tercero por dos ASV (120 y 277), el cuarto por 16 ASV
(3, 6, 14, 16, 93, 95, 116, 143, 172, 192, 207, 269, 415, 419, 482, 543) y el quinto por 17
ASV (7, 9, 10, 12, 24, 27, 44, 47, 119, 156, 166. 443, 647, 782, 799, 918 y 1456). Cabe
mencionar que el cluster 1l presento siete ASV principalmente del agua (3, 9, 10, 16, 324,
782, 1456), asi como ocho ASV exclusivos del sedimento (95, 269, 415, 419, 482, 543, 647,
799), mientras que 23 ASV estuvieron en ambos ambientes, con mayor abundancia en
sedimentos.

El claster IV se conformo por cinco ASV (4, 5, 84, 461y 175) y tres secuencias de referencia
pertenecientes a dos cepas (Ralsoniaeutropha H16 y Cupriavidus necator H16) y una clona
de sedimento del Pacifico mexicano (AY195925). Finalmente, el cllster VII estuvo
conformado por dos secuencias de referencia, una de la columna de agua del Mar Arabigo
(AY336808) y una de sedimento del Golfo de México (DQ451283), ademas de ocho ASV
(11, 23, 67, 86, 101, 225, 384 y 430) presentes en la mayoria de los sedimentos y con menor
abundancia en muestras de agua costera. En ambos clUsteres ninguna ASV fue exclusiva del

agua o sedimento, pero fueron mas abundantes en sedimento.
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Figura 12. Arbol filogenético de las 70 ASV representantes del gen nirS construido con el
método neighbor-joining. En azul se sefialan las 15 secuencias de referencia obtenidas del
NCBI. El valor del bootstrap aparece en los nodos con un circulo gris. Paracoccus
denitrificans y Paracoccus pantotrophus fueron usados como outgroup. Los nimeros a la
derecha del arbol hacen referencia a las clonas asociadas en la Tabla S3, mientras que NA
signica no asignado. Los colores en la grafica de barras horizontales denotan la abundancia
relativa de cada ASV en las 12 muestras. Los clUsteres obtenidos en este estudio se sefialan

subrayados. La leyenda de colores representa los ambientes: degradado naranja (sedimentos)
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y degradado azul (agua de fondo). Abreviaturas: IV: Maz-1V (La Nifa), V: Maz-1V (El

Nifo), C: costa, M1: intermedia 1, M2: intermedia 2, O1: oceanica 1, O2: oceanica 2.

Se construyé un mapa de calor de la distribucion de las 41 ASV mas abundantes (con
abundancia relativa individual de méas del 0.25% del total de las secuencias nirS) (Figura 13).
Se observaron dos grandes grupos. El primero formado con las dos muestras de agua més
oceanicas (O2) de ambas fases ENSO, representado principalmente por ocho ASV (ASV23:
KP723717, ASV25: NA, ASV27: KP723717, ASV29: AB261494, ASV32: NA, ASV33:
NA, ASV34: AB261494 y ASV61: NA). El segundo grupo estuvo conformado por cuatro
subgrupos: el primero estuvo formado por las muestras costeras de agua (IV-C) y sedimentos
(IV-C y V-C), representado por cuatro ASV (ASV12: NA, ASV20: NA, ASV24: NA y
ASV30: NA); el segundo lo formd una muestra de sedimento oceéanico (V-02), donde dos
ASV fueron los méas abundantes (ASV21: NA y ASV36: NA); el tercero se formo por las
muestras de agua intermedia y oceénica (V-M2 y IV-01), representadas principalmente por
nueve ASV (ASV1: NA, ASV10: AB261494, ASV13: NA, ASV17: NA, ASV18: NA,
ASV23: KP723717, ASV31: AB261494, ASV32: NA y ASV35: AB261494); finalmente, el
cuarto se formo por muestras sedimentarias intermedias y oceanicas (IV-M1, V-M2, IV-Oly
IV-02) con 24 ASV abundantes (ASV1: NA, ASV2: AB261494, ASV3. NA, ASV4:
AB261494, ASV5: NA, ASV6: AB261494, ASV7: NA, ASVE8: NA, ASV9: GQ443968,
ASV10: AB261494, ASV11: AprY5BF79, ASV14: KP959663, ASV15: NA, ASV16:
GQ443968, ASV17: NA, ASV18:NA, ASV19: NA, ASV22: NA, ASV26: KP959663,
ASV28:NA, ASV39: AB261494, ASV42: NA, ASV49: AB261494 y ASV51: NA).
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Figura 13. Mapa de calor de la distribucion de las 41 AVS maés abundantes que contribuyen
maés del 0.25 % del total de las secuencias nirS. El gradiente de grises refleja en nimero de
secuencias de cada ASV en cada muestra: blanco (0-10), gris96 (11-100), gris70 (101-500),
gris50 (501,1000), negro (1001-1350). Las filas indican las ASV con sus respectivas
asignaciones (NA: No Asignada) y las columnas las 12 muestras. Etiquetas IV o V: Maz-1V
(La Nifia) o Maz-V (EI Nifio), C: costa, M1: intermedia 1, M2: intermedia 2, O1: oceénica 1,
0O2: oceanica 2.

6.8 Diversidad alfa

En general, los indices de Chaol y Shannon sefialaron que las muestras de sedimentos en
ambos eventos ENSO presentaron mayor abundancia y diversidad, respectivamente, que las
de agua de fondo (Figura 14ay 14b). El indice de Simpson indico que las muestras de agua

de fondo tuvieron mayor dominancia que los sedimentos durante La Nifia (Figura 14c).
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Finalmente, el indice de Faith mostr6 que las muestras de sedimento fueron
filogenéticamente mas diversas que las muestras de agua durante La Nifia (Figura 14d).

En particular, los sedimentos tuvieron una diversidad practicamente similar en ambas fases
ENSO (Figura 14a, 14b, 14c), mientras que el agua durante el evento de El Nifio tuvo mayor

diversidad que en La Nifia (Figura 14a, 14d).
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Figura 14. Diagrama de caja y bigotes de diferentes indices de diversidad alfa de la
comunidad nirS por ambiente y fase ENSO (La Nifia en Maz-1V y EI Nifio en Maz-V). Cada

caja indica el numero de muestras por las que se compone.

Por otro lado, en el sedimento, el indice de Chaol indic6 que la muestra mas oceanica en La
Nifia (IV-02) fue méas abundante que en El Nifio (V-O2), mientras que la costera fue mas
abundante en El Nifio (V-C) que en La Nifia (IV-C) (Figura S5a). El indice de Simpson
mostro que las muestras costera e intermedia en La Nifia (IV-C, IV-M1) presentaron mayor
dominancia que durante El Nifio (V-C, V-M2) (Figura S5c). El indice de Faith indic6 que la
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muestra costera en La Nifia (IV-C) presentd menor diversidad filogénica que en EI Nifio (V-
C), mientras que la intermedia (V-M2) y mas oceanica (V-02) en EI Nifio presentaron menor
diversidad filogenética que en La Nifia (IV-ML1, 1V-02) (Figura S5d).

En agua de fondo, el indice de Shannon indic6 que la muestra intermedia en El Nifio (V-M2)
fue la mas diversa de todas, mientras que la méas oceanica fue mas diversa en La Nifia (V-
02) que en EI Nifio (V-02) (Figura S5b). Asimismo, el indice de Simpson sefial6 que la mas
oceanica tuvo mayor dominancia en El Nifio (V-02) que en La Nifia (IV-02) (Figura S5c).
Finalmente, en el indice de Faith (Figura S5d) la menor diversidad filogenética se encontro
en la costera y oceanica durante La Nifia (IV-C y IV-O1), mientras que la mayor diversidad

filogenética se observo en la intermedia en El Nifio (V-M2).

6.9 Diversidad beta

La comunidad nirS se distribuy6 en cuatro grupos principales en el NMDS de Bray-Curtis: 1)
muestras costeras de agua y sedimento, 2) intermedias de agua y sedimento, 3) oceénicas de
sedimento y 4) oceénicas de agua; con un valor de significancia p < 0.05 y r>=0.85 en la
prueba de ANOSIM (Figura 15). En particular, en el cllster costero la comunidad en las
muestras de sedimento durante ambas fases ENSO (IV-C y V-C) fue mas similar, mientras
que la muestra de agua costera (I'\V-C) se separd de estas muestras de sedimento. De la misma
manera, en el cluster intermedio la comunidad de los sedimentos en ambas fases ENSO (IV-
M1y V-M2) estuvo mas agrupada, mientras que la comunidad del agua intermedia (V-M2)
estuvo mas separada del sedimento. Por otro lado, la comunidad del cluster de los sedimentos
oceénicos presentd diferencia en ambas fases ENSO, con la muestra V-O2 mas alejada de los
sedimentos en La Nifia (IV-01, IV-02). Finalmente, la comunidad del clister de agua

ocednica no presentd diferencias claras entre ambas fases ENSO.
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Figura 15. Grafica de NMDS de las muestras a lo largo del transecto en las dos fases ENSO
basada en el indice de disimilitud de Bray-Curtis de las ASV (stress = 0.075, p < 0.05 en
ANOSIM). La forma de los simbolos indica el ambiente, mientras que el color indica la
estacion de muestreo. Abreviaturas: 1V: Maz-1V (La Nifia), V: Maz-V (El Nifio), C: costa,

M1: intermedia 1, M2: intermedia 2, O1: oceanica 1, O2: oceanica 2.

El anélisis de correspondencia canénica (CCA) en las muestras de agua de fondo de las dos
fases ENSO y en los sedimentos de El Nifio (no se incluyeron las muestras de sedimentos de
La Nifa por ausencia de variables fisicoquimicas) evalu6 la influencia de las principales
variables ambientales sobre la distribucion de la comunidad nirS (Figura S6 y Tabla S4).
Los grupos obtenidos fueron cuatro: el primero se compuso por la estacion costera con dos
muestras, una de agua (IV-C) y otra de sedimento (V-C); el segundo agrupd estaciones
ocednicas de agua (IV-01, IV-02 y V-02); el tercero se compuso por la estacion intermedia
con dos muestras, una de agua (V-M2) y otra de sedimento (V-M2); finalmente, el cuarto
grupo se conformo por una muestra de sedimento oceadnico (V-02). Las comunidades
relacionadas positivamente con el NOs™ fueron las pertenecientes a las muestras del agua de

fondo de las estaciones oceanicas en ambas fases ENSO (IV-01, IV-02 y V-02), donde el
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NOs™ presentd mayor concentracion (Figura 8). Por otro lado, las comunidades del agua y
sedimento costero (IV-C y V-C) estuvieron relacionadas positivamente con el NO2 y
negativamente con el NOs". Por Gltimo, la disponibilidad de PO4* se relaciond positivamente
con la comunidad del sedimento mas oceanico en El Nifio y en menor medida con las
muestras intermedias del agua de fondo y sedimento de EI Nifio.

Las pruebas de Mantel realizadas con las muestras de sedimento de El Nifio y de agua de
fondo de ambas fases ENSO no resultaron significativas, indicando que la variacion de la

comunidad no estuvo significativamente relacionada con la distancia.

6.10 AVS compartidos y Unicos

En el diagrama UpSet se observd un gran nimero de ASV Unicas para cada evento ENSO
(Figura 16). Durante La Nifia, a lo largo del transecto, la estaciébn mas oceanica (I1V-02)
presentd el mayor numero de ASV (577), compartidos entre el agua de fondo y el sedimento
de dicha estacion, mientras que los sedimentos de la estacion intermedia 1V-M1 tuvieron 518
ASV JUnicos. En la estacion costera IV-C se observd el menor nimero de ASV (235)
compartidos entre el agua de fondo y el sedimento de dicha estacién. Por otro lado, durante
El Nifio, la estacion intermedia (V-M2) tuvo el mayor ndmero de ASV (673) que se
compartieron Unicamente entre el agua de fondo y el sedimento de esta estacidén, mientras que
los sedimentos de la estacion costera (V-C) tuvieron 667 ASV Unicas. Finalmente, la estacion
mas oceanica (V-02) en esta fase tuvo el menor nimero de ASV (567) compartidos entre el
agua de fondo y el sedimento de dicha estacion. Por lo anterior, claramente se observa que
durante El Nifio hubo mayor nimero de ASV Unicos en cada estacion que durante La Nifa.
Por otro lado, solo 14 ASV se encontraron en todas las muestras. También se observa que las
muestras de sedimentos compartieron mas ASV entre ellas que con las del agua de fondo.

El diagrama de Venn muestra el porcentaje de ASV Unicas y compartidas por ambiente y
crucero (Figura S7). Este diagrama reflejo un gran porcentaje de ASV Unicas por cada
ambiente y crucero, por lo que la comunidad nirS a nivel de ASV fue muy diferente entre
ambientes y cruceros. Por otro lado, la comunidad en las muestras de sedimentos de ambos
cruceros compartié un mayor numero de ASV entre ellas con respecto a la comunidad del
agua de fondo, lo que indicaria que los sedimentos podrian tener caracteristicas ambientales
mas similares y/o estables que las del agua. Ademas, hubo 91 ASV compartidas entre ambos

ambientes y cruceros que podrian tratarse de microorganismos cosmopolitas.
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7 DISCUSION

7.1 Condiciones oceanograficas en la ZMO del Pacifico central mexicano

El ETNP se considera una zona de transicion, donde los procesos biogeoquimicos interactdan
con la dindmica en la distribucion temporal de las masas de agua (Portela et al., 2016), que
dan como resultado diferencias en las caracteristicas fisicas y de concentracion de O en la
columna de agua (Karstensen et al., 2008).

En el transecto de estudio dentro del ETNP se observaron diferencias oceanogréaficas entre
ambas campafas, principalmente en la zona eufética. Se observd una variacion en la
temperatura superficial oceénica, con un afio frio en 2018 (La Nifia) y un afio méas célido en
2019 (El Nifio). Dicha variacion gener6 que durante EI Nifio la posicién de la termoclina se
encontrara a una mayor profundidad, ademés de presentar valores mas altos de salinidad y
O, pero una baja concentracion de clorofila a respecto a La Nifia. Ademas, debido a un
evento débil de surgencia en El Nifio la concentracion de nutrientes en la zona eufética fue
baja comparada con el evento de La Nifia (Figura 8).

En general, la circulacion de masas de agua fue dominada por la masa TrW en zonas
superficiales costeras, resultante de la posible mezcla por surgencia de la masa StSsW célida
con la masa GCW superficial, que se caracteriza por tener alta salinidad, baja concentracién de
nutrientes y, por lo general, valores relativamente altos de Oz disuelto (Alvarez-Borrego, 2010;
Portela et al., 2016), lo que provoco que la GCW ampliara su distribucién calentando un mayor
volumen de la columna de agua en 2019. Un caso similar se observé en el 2015, cuando el
fenémeno de EI Nifio modifico los patrones de circulacion de las masas de agua en esta misma
ZMO (Trucco-Pignata et al., 2019).

El limite superior de la ZMO en las estaciones oceanicas (O1 y O2) en ambas fases ENSO
coincidio con lo reportado para el ETNP (Maske et al., 2010; Pajares et al., 2020). Mientras
que un cambio importante fue observado en la costa durante El Nifio, puesto que no hubo
ZMO, comparado con la estacion costera durante La Nifia, la cual coincidié con la presencia
de aguas subdxicas (< 10 uM O3) a partir de los 17 m de profundidad.

En el presente estudio se encontr6 la mayor concentracion de NOz™ y POs% en el agua de
fondo de las estaciones oceanicas en ambas fases ENSO, lo cual es consistente con el patrén
normal de la distribucion de estos nutrientes en ZMO (Levitus et al., 1993; Bustos-Serrano &
Castro-Valdez, 2006; Graco et al., 2007; Pajares et al., 2019). Sin embargo, en la zona
costera en La Nifia se presenté mayor concentracion de nutrientes en la columna de agua que

en El Nifio, la cual tuvo valores altos de salinidad y baja concentracion de nutrientes,
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probablemente por la influencia de El Nifio (Santamaria-del-Angel et al., 1994). La mayor
concentracion de NO>" se observd en el ndcleo de la ZMO en las estaciones oceanicas de
ambas fases ENSO y los valores estan dentro del rango reportado por otros autores en el
nacleo de la ZMO en el ETNP (Horak et al., 2016; Pajares et al., 2019). Por otra parte,
durante El Nifio la mayor concentracion del NH4* se observo en el fondo de las estaciones
ocednicas, contrario al patron observado en La Nifia, con los valores mas altos en el fondo de
las estaciones costera e intermedias.

Por lo tanto, la distribucion de las variables ambientales en el agua de fondo a lo largo del
transecto no presentd diferencias significativas en ambos cruceros, pero si se observo que la
concentracion de nutrientes fue mayor durante La Nifia que durante El Nifio.

Finalmente, el C orgénico aumento de costa a océano en los sedimentos durante el evento de
El Nifio, similar a lo reportado por Liu et al. (2003) en esta misma ZMO. Ademas, los
sedimentos intermedios y oceanicos en El Nifio presentaron mayor concentracion de NH4",
NO, y POs* que, en el agua de fondo, probablemente debido a procesos de nitrificacion y
desnitrificacion acopladas y amonificacién (Zhang et al., 2014), mientras que el NOs™ fue
mayor en el agua de fondo de la estacion oceénica de este mismo crucero, similar a lo

reportado en el fondo del Mar Béltico por Falk et al. (2007).

7.2 Influencia del Oz en la distribucion de la comunidad nirS

Se comprobd la presencia del gen nirS en todas las profundidades muestreadas en la columna
de agua (desde la superficie saturada en O hasta el fondo suboxico/anoxico) y en el
sedimento anoxico de ambas fases ENSO (Tabla S2). Sin embargo, solo se obtuvo suficiente
producto de PCR purificado para la secuenciacion de las muestras de agua de fondo y
sedimento. Esto concuerda con los estudios realizados en el Mar Negro y el ETSP (Chile)
donde reportaron mejores amplificaciones en sedimento y agua de fondo (Oakley et al., 2007,
y Ganesh et al., 2014), debido a que los microorganismos desnitrificantes se desarrollan
mejor bajo condiciones suboxicas (< 10 uM) y andxicas (< 1 pM) (Ronner & Sorensson,
1985; Lefebvre et al., 2006; Kirkpatrick et al., 2006).

Diversos estudios siguieren que los primers utilizados en esta investigacion para analizar el
gen nirS (nirScd3aF/nirSR3cd) no amplifican con la misma eficiencia a diferentes
profundidades en una columna de agua ni entre ambientes (Wei et al., 2015; Bonilla-Rosso et

al., 2016; Murdock & Juniper, 2017) y que las condiciones de termociclaje pueden variar
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dependiendo de la distribucion de las comunidades, lo que refleja una dependencia ambiental
que dificulta la amplificacion bajo condiciones estandarizadas de termociclaje (Castro-
Gonzales et al., 2018; Murdock & Juniper, 2017). Por lo tanto, la diferencia de amplificacion
del gen nirS entre las muestras en la columna de agua en este estudio se atribuye, en parte, a
la selecciéon de los primers y a las condiciones de termociclaje utilizadas. Para futuras
investigaciones, se requiere buscar otros primers y condiciones de termociclaje y que
permitan la amplificacion 6ptima del gen nirS en las muestras del resto de la columna de agua
para su posterior secuenciacion.

Los microorganismos que poseen el gen nirS suelen tener una amplia distribucion en
ambientes marinos (ej., Ward et al., 2009; Kim et al., 2011; Li et al., 2013; Lee & Francis,
2017a; Castro-Gonzales et al., 2018), lo que podria explicar la presencia de este gen
(confirmado por PCR) en la zona eufotica (superficie y maximo profundo de clorofila) y la
base de la oxiclina (donde la concentracion de O fue entre 5y 10 uM) en ambos eventos
climaticos. No obstante, la presencia de estos microorganismos no es indicativo de su
actividad desnitrificante (Dalsgaard et al., 2014), pero sugiere que pudieran estar presentes y
activos a estas profundidades (ej., dentro de particulas, que funcionan como una fuente de C
organico y N inorganico) (Ganesh et al., 2014; Zhang et al., 2014). Aunque con los pocos
datos con los que se cuentan hasta ahora es prematuro establecer que el Oz influye en la
distribucion de los desnitrificantes nirS en esta ZMO.

La distribucion de las comunidades desnitrificantes portadoras del gen nirS en las ZMO, tanto
en agua como en sedimentos, ha sido explorada en distintas regiones oceanicas, como en el
ETNP en Washington (Braker et al., 2000) y el Pacifico central mexicano (Liu et al., 2003),
el ETSP en Chile (Castro-Gonzales et al., 2005), el Mar Arabigo (Jayakumar et al., 2004) y
el Mar Baltico (Hannig et al., 2006). Estos estudios han evaluado la diversidad de los
desnitrificantes en unidades taxondémicas operacionales (OTUs por sus siglas en inglés) a
partir de libreria de clonas y por restriccion de fragmentos polimorficos largos por
fluorescencia (T-RFLP). Sin embargo, hasta el momento existen pocos trabajos de estas
comunidades a través de secuenciacion masiva en ambientes marinos (Lee & Francis, 2017b;
Cheng et al., 2020) y ninguno en ZMO. Lee & Francis (2017b) hicieron una comparacién de
dos métodos (libreria de clonas y secuenciacién masiva) en sedimentos de la bahia de San
Francisco (USA) y determinaron que la secuenciacion masiva es mas precisa para estudiar la
composicion y estructura de los desnitrificantes nirS.

Este estudio es uno de los primeros en analizar la distribucién del gen nirS a través de

secuenciacion masiva y presentar los resultados en ASV (que hace referencia a especies que
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difieren en un solo nucleotido). Por lo tanto, la comparacion de los resultados obtenidos aqui
con otros estudios en donde se utilizaron otras aproximaciones moleculares (ej., OTUs, que

define las especies por porcentaje de similitud en nucle6tidos) debe ser cuidadosa.

7.3 Distribucion de las comunidades nirS del agua de fondo y los sedimentos

en el Pacifico central mexicano

El 54% de las secuencias nirS en este estudio no se asignaron a una secuencia nirS conocida
(Figura 11), lo cual indica una gran diversidad de organismos nirS por descubrir, asi como la
necesidad de realizar estudios mas robustos para determinar el rol que cumple este alto
porcentaje de secuencias no asignadas en esta ZMO.

Las secuencias asignadas a la clona AB261494 tuvieron la mayor abundancia relativa en este
estudio (26%), con una distribucion parecida en todas las muestras en ambos eventos ENSO
(Figura 11). A pesar de que esta clona del gen nirS fue aislada de sedimentos marinos con
una alta concentracion de nutrientes (Nakano et al., 2008), su distribucion en esta ZMO
parece ser cosmopolita y no estar influenciada por la disponibilidad de nutrientes y las
condiciones ambientales.

También hubo secuencias nirS asignadas a clonas (KP723717, KP723711 y KX389011) que
fueron abundantes y tuvieron una distribucion uniforme en el agua de fondo y en los
sedimentos a lo largo del transecto. Las clonas KP723717 y KP723711 han sido relacionadas
a la clase Gammaproteobacteria, que presenta una distribucién cosmopolita (Kathiravan &
Krishnani, 2014; Choi et al., 2016: Fan et al., 2015b). Sin embargo, la clona KX389011 fue
aislada de sedimentos del Golfo de México asociada a fuentes de hidrocarburo (Bae et al.,
2018), pero las secuencias asociadas a dicha clona en esta ZMO parecen presentar una
distribucion cosmopolita y no estar asociadas a un determinado factor ambiental.

Por otro lado, algunas asignaciones que también fueron abundantes presentaron diferencias
en su distribucion a lo largo del transecto y entre ambientes, lo que podria indicar que
determinados desnitrificantes nirS estan influenciados por factores fisicoquimicos especificos
de cada sitio (véase siguiente seccién). Por ejemplo, en el agua de fondo hubo cuatro clonas
asignadas (KP723717, KP959667, AprY5BF79 y KP959682) que fueron principalmente
costeras y tres clonas (GQ443968, MF093501 y KP959649) que predominaron en muestras

ocednicas. Asimismo, en los sedimentos se presentaron tres asignaciones (KP959667,
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AprY5BF79 y KP959682) que fueron preferentemente costeras, asi como tres asignaciones
(GQ443968, MF093501 y KP959649) que predominaron en muestras oceanicas.

En el transecto, las secuencias asignadas a las clonas AprY5BF79 y KP959682 fueron mas
abundantes en las muestras costeras (alrededor del 2%) y menos abundantes en las oceanicas
(alrededor del 0.1%). Esto es consistente con lo reportado en los estudios donde se aislaron
estas clonas, en el estuario Yangtzé (Zhang et al., 2014) y en la costa del Mar del Norte (Fan
et al., 2015b), sugiriendo que la comunidad nirS asociada a ambas clonas es principalmente
costera también en esta ZMO. Asimismo, las secuencias asignadas a las clonas GQ443968,
MF093501 y KP959649 presentaron sus mayores abundancias en las estaciones oceanicas en
ambos ambientes y fases ENSO (Figura 11), donde se encontraron las mayores
concentraciones de nutrientes (Figuras 8 y 10), asi como de C orgénico en los sedimentos
durante El Nifio (Figura 9). Este hallazgo concuerda con lo reportado para estas clonas. Por
ejemplo, la clona GQ443968 se ha relacionado con Scalindua-nirS (Li et al., 2013, Dang et
al., 2010), la cual juega un papel importante en la reduccion del NO2™ en los sedimentos
superficiales oceénicos, ademas de correlacionarse positivamente con el contenido de N
inorganico (Li et al., 2013; Fan et al., 2015b). La clona MF093501 fue aislada de sedimentos
en el Mar de China asociada a una alta concentracion de compuestos de N inorganico y C
organico (Yu et al., 2018). Asimismo, la clona KP959649 fue aislada de sedimentos con alto
contenido de C orgénico en el Mar del Norte (Fan et al., 2015b).

Se observaron algunas variaciones en la comunidad nirS de los sitios muestreados en las dos
fases ENSO. Por ejemplo, en la estacion mas oceéanica, las secuencias asociadas a la clona
KP959649 tuvieron una abundancia similar en el agua de fondo y el sedimento (0.32 y
0.35%) durante El Nifio (V-02), donde las concentraciones de NHs" y NO. fueron elevadas;
en cambio, su abundancia fue menor en el agua de fondo (0.16%) y mayor en el sedimento
(2.7%) durante La Nifia (IV-0O2). Sin embargo, no se dispone de datos de nutrientes ni de C
organico del sedimento en La Nifia para saber si la comunidad nirS asociada a esta clona
respondid a la concentracion de NO2 o C organico, como sugiere Fan et al. (2015b).
Asimismo, las secuencias asociadas a las clonas KP723717, AprY5BF79 y KP959682 fueron
méas abundantes durante La Nifia que durante El Nifio en los sedimentos de la estacion
costera.

Por otro lado, el arbol filogenético de ASV representantes de las secuencias nirS de esta
ZMO (Figura 12) mostré cuatro agrupaciones (clusteres I, 11, IV 'y VII) de las siete sugeridas
por Falk et al., (2007). En general, ningun claster fue especifico a un determinado ambiente o

estacion a lo largo del transecto; por lo tanto, estas agrupaciones no tuvieron un patron de
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distribucion en esta ZMO. Este hallazgo parece ser caracteristico del ETNP porque se han
encontrado resultados similares en la costa de Washington (Braker et al., 2001) y en el
Pacifico central mexicano (Liu et al., 2003). Ademas, los clusteres I, 1V y VII tuvieron
secuencias nirS provenientes del agua y del sedimento, concordando con otros estudios en
ZMO como en el ETNP (Braker et al., 2000; Liu et al., 2003), el ETPS (Castro-Gonzales et
al., 2005), el Mar Baltico (Falk et al., 2007) y estuarios (Nogales et al., 2002; Santoro et al.,
2006; Tiquia et al., 2006; Dang et al., 2009; Abell et al.,2010; Mosier & Francis, 2010;
Stauffert et al., 2014). Sin embargo, dentro de estas agrupaciones filogenéticas se observaron
algunas diferencias. Por ejemplo, el clister | agrup6 cinco ASV exclusivas del agua oceanica
y dos ASV dUnicas del sedimento ocednico. En cambio, en el claster IV no hubo ASV
exclusivas de un ambiente particular, pero las ASV presentes en el agua de fondo fueron
principalmente costeras. El cluster VII se conform6 por ocho ASV, que fueron maés
abundantes en la mayoria de las muestras sedimentarias.

En cuanto al cluster Il, éste estuvo conformado por una secuencia de referencia
(Gammaproteobacterium C10), ocho ASV exclusivas del sedimento (seis costeros y dos
oceanicos), siete ASV del agua de fondo oceénica y 23 ASV de distintas procedencias
(Figura 12). Por lo tanto, el cluster 1l tampoco fue exclusivo de un ambiente o sitio
particular. Sin embargo, estos resultados no son consistentes con lo que se ha observado en
otros estudios, puesto que el clister I se asocia con secuencias nirS obtenidas principalmente
de sistemas costeros y estuarios (Nogales et al., 2002; Jayakumar et al., 2004; Castro-
Gonzaélez et al., 2005; Hannig et al., 2006; Santoro et al., 2006). Estos resultados podrian
explicar porqué este cluster obtuvo el valor de bootstrap mas bajo (0.0001) con la secuencia
de referencia Gammaproteobacterium C10, la cual fue obtenida de sedimentos en el ETNP
frente a las costas de Washington (Braker et al. 2000) y fue considerada una secuencia
novedosa, por tener poca relacion filogenética con otras secuencias. En resumen, las
secuencias que conformaron el cluster Il podrian ser desconocidas, por lo que hace falta méas
investigacion en esta ZMO para el reconocimiento de nuevos organismos implicados en la
desnitrificacion.

Aunque el arbol filogenético no mostrd grupos exclusivos de un ambiente determinado, el
mapa de calor diferencié a las ASV mas abundantes por estacion de muestreo y tipo de
ambiente (Figura 13). Se observé que las comunidades costeras del agua de fondo y
sedimento se agruparon, probablemente porque estdn sometidas a la misma presion
ambiental. Por otra parte, las ASV de las estaciones intermedias y oceanicas del sedimento se

agruparon en el dendograma, mientras que las ASV de la muestra de agua oceanica IV-Oly
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del sedimento V-O2 se separaron del resto de las muestras, al igual que las muestras de agua
de fondo maés oceéanicas (02) de ambas fases ENSO, probablemente por las diferencias en las
propiedades bioguimicas (disponibilidad de nutrientes, C organico, pH) y fisicas (presion,
temperatura, etc.) entre los sedimentos y el agua de fondo.

Los indices de diversidad alfa mostraron también diferencias en las comunidades nirS entre
ambientes (Figuras 14, S5), siendo las comunidades del agua de fondo menos diversas que
las de sedimentos, lo que concordd con estudios realizados en zonas costeras y ZMO (Braker
et al., 2001; Liu et al., 2003; Hannig et al., 2006; Falk et al., 2007; Francis et al., 2013), pese
a que las técnicas moleculares usadas fueron diferentes. Esto sugiere que las comunidades
nirS son mas estables en los sedimentos (Hannig et al., 2006; Falk et al., 2007; Kim et al.,
2011), puesto que en este ambiente no se ven limitadas en compuestos organicos y nutrientes,
como lo estarian las comunidades del agua (Hoshino et al., 2020).

Por otra parte, se encontrd un gran porcentaje de ASV especificas de cada ambiente (Figuras
16 y S7). Cabe sefialar que los sedimentos compartieron mas ASV entre ellos que las
muestras de agua entre ellas, lo que sugiere una comunidad nirS mas parecida entre las
muestras de sedimento, posiblemente porque este ambiente es mas estable que el agua de
fondo, que esta mas influenciada por fendmenos oceanograficos (ej.: corrientes marinas,
surgencia, etc.).

Finalmente, aunque la prueba de Mantel no resultd significativa debido al nimero limitado de
muestras, el NMDS sugiere que la estructura de la comunidad nirS fue diferente a lo largo del
transecto, asi como entre ambientes (Figura 15). En particular, la estacion costera en ambas
fases ENSO (1V-C, V-C) present0 una estructura relativamente parecida en agua y sedimento,
asi como las estaciones intermedias (IV-M1y V-M2) entre ellas. En cambio, la comunidad de
las estaciones oceanicas (IV-01, 1V-02 y V-02) se separdé completamente por ambiente, lo
que sugiere que existen caracteristicas quimicas (ej: nutrientes, disponibilidad de C orgéanico)
que afectan la estructura de la comunidad nirS oceanica. Los estudios realizados en el ETNP
del Pacifico central mexicano (Liu et al., 2003) y el ETSP de Chile (Castro-Gonzales et al.,
2005) muestran resultados similares a lo observado en esta region, puesto que la estructura de
las comunidades nirS fue méas similar cuando las muestras fueron mas cercanas. También,
Scala y Kerkhof (2000) encontraron que la distancia geografica es un factor que afecta la

estructura de las comunidades desnitrificantes marinas.
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7.4 Influencia de los factores ambientales en las comunidades nirS

En la zona de estudio se present6 el fenomeno de La Nifia en 2018 (Maz-1V) y El Nifio en
2019 (Maz-V), lo que promovio diferencias en las caracteristicas oceanograficas en la parte
superior de la columna de agua entre fases ENSO (mayor profundidad de la termoclina y
menor concentracion de clorofila a durante El Nifio), afectando principalmente a la estacion
costera, donde la abundancia de nutrientes en la columna de agua fue mayor durante La Nifia
debido a una fuerte surgencia. Por lo tanto, el fendmeno climatico ENSO es probablemente la
causa principal de las diferencias encontradas en la diversidad alfa de la comunidad nirS entre
los dos afios de muestreo en la estacion costera (mayor diversidad alfa en El Nifio que en La
Nifia). Por otro lado, la diversidad alfa en la estacién mas oceénica fue mayor en La Nifia que
en ElI Nifio y en los sedimentos que en el agua de fondo. Probablemente los procesos
oceanograficos (surgencias, corrientes marinas, etc.) sean la causa de las diferencias
encontradas en la composicién, diversidad y estructura de la comunidad nirS entre el agua
fondo y el sedimento y entre ambas fases ENSO en esta estacion.

En general, se ha observado que el O, controla la composicién microbiana y los procesos
biogeoquimicos en las ZMO (Liu et al., 2003; Ulloa et al., 2012; Pajares et al., 2019, 2020).
Generalmente, los sedimentos presentan condiciones andxicas comparado con la columna de
agua de las ZMO, donde el gradiente de O, varia desde condiciones Oxicas a
suboxicas/anoxicas (Dalsgaard et al., 2014). Esto explicaria que la estructura de las
comunidades nirS sea mas similar entre las muestras de sedimento que entre las de agua de
fondo en cada estacion (Figura 15).

Por otro lado, las diferencias encontradas en la estructura (diversidad beta) de las
comunidades a lo largo del transecto indican que la distancia geografica y las propiedades
fisicoguimicas propias de cada estacion pueden estar jugando un papel importante en la
estructura de estas comunidades desnitrificantes (Braker & Tiedje, 2003; Langenheder &
Ragnarsson, 2007; Steenbergh et al., 2014). Por ejemplo, se ha sugerido que los nutrientes
influyen en la estructura de las comunidades (Pommier et al., 2007; James et al., 2022), con
microorganismos adaptados a baja concentracion de nutrientes (regiones oceanicas), mientras
que en ambientes costeros los microorganismos estan adaptados a condiciones ambientales
maés fluctuantes y a mayor disponibilidad de nutrientes y C organico (Cronwell et al., 2014).
Por lo tanto, la estructura entre las comunidades oceanicas y costeras suele ser diferente,
como sucede en este estudio, en donde la distribucion de los nutrientes pudo influir en los

microorganismos nirS a lo largo del transecto. Ademas, la concentracion de nutrientes en el
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agua durante La Nifia fue mayor que durante EI Nifio, fendmeno que ocasiond un
debilitamiento de la surgencia y, por lo tanto, una menor disponibilidad de nutrientes en la
columna de agua, afectando a la diversidad y estructura de la comunidad nirS.

En general, la estructura de la comunidad del agua de fondo en ambas fases ENSO y los
sedimentos en El Nifio estuvo influenciada por la disponibilidad de NOs’, NO, y PO4*
(Figura S7). En particular, la alta concentracion de NO3™ se relaciond positivamente con las
comunidades de las estaciones oceénicas, mientras que el NO2™ se relaciond positivamente
con las comunidades de las estaciones costera (IV-C en agua de fondo y V-C en sedimento) e
intermedia (V-M). Estos resultados concuerdan con estudios realizados en el Pacifico central
mexicano (Liu et al., 2003), el Golfo de México (Tiquia et al., 2006), el ETSP (Castro-
Gonzales et al., 2005) y el Mar Negro (Dang et al., 2009), donde la estructura de los
desnitrificantes nirS estuvo influenciada positivamente por el NOs™ y el NO2". Finalmente, la
disponibilidad de PO4* se relacion6 positivamente con la comunidad de las muestras del agua
de fondo intermedia y del sedimento oceanico durante EI Nifio (V-AM2 y V-S02). No existe
una clara explicacion del rol del PO4* en la estructura de las comunidades nirS, pero se sabe
que la degradacion de C organico por los desnitrificantes genera nutrientes inorganicos, como
el POs* (Ward et al., 2009), por lo que la alta disponibilidad de este nutriente puede deberse a

la actividad de los desnitrificantes en estos sitios.

8 CONCLUSIONES

1. Mediante la amplificacion del gen nirS por medio de PCR se demostrd la presencia
del gen nirS en la columna de agua y los sedimentos en la ZMO del Pacifico central
mexicano. Sin embargo, la presencia de organismos desnitrificantes nirS en la zona
eufdtica oxigenada indica que podrian encontrarse en el interior de particulas y
agregados de materia organica, lo que explicaria su distribucion en zonas oxigenadas.

2. A pesar de que las condiciones oceanogréficas fueron diferentes durante los eventos
ENSO, con una variacion de la temperatura y la concentracion de nutrientes
(principalmente en la capa eufética), la composicion de la comunidad nirS fue similar
entre ambos eventos ENSO, por lo que la tercera hipotesis no se cumple. Sin
embargo, la composicion fue diferente entre ambientes (agua de fondo vs
sedimentos).

3. En los sedimentos hubo cambios en las variables bioquimicas entre la costa y el

océano abierto. Sin embargo, la comunidad nirS no presenté una distribucién
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diferencial clara, lo que indica una comunidad estable en los sedimentos a lo largo del
transecto.

La estructura de la comunidad nirS del agua de fondo en la costa y la zona intermedia
fue diferente a la comunidad méas oceéanica debido a las condiciones fisico-quimicas
cambiantes del agua que afectan a su distribucion.

Durante el evento de EI Nifio hubo un debilitamiento de la intensidad de la surgencia,
lo que causé una disminucion en la concentracion de nutrientes, principalmente en la
zona costera y, con ello, un cambio en la comunidad nirS del agua de fondo a nivel de
diversidad alfa (El Nifio > a La Nifia) y estructura con respecto al evento de La Nifia.
La estructura de la comunidad desnitrificante nirS se relaciond positivamente con
NO2, NOs™y PO4>. Sin embargo, se debe considerar que las variables estan sujetas a
cambios temporales, por lo que hace falta mas investigacion para determinar si
realmente las comunidades son afectadas por estos factores o si existen otras variables
que determinen la composicién y estructura de los desnitrificantes nirS en esta ZMO.
Segun el arbol filogenético, se encontrd un cluster diferente a lo reportado en previos
estudios, el cual agrupé6 ASV que podrian representar microorganismos Unicos para
esta ZMO. Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios enfocados en analizar la
ecologia de los desnitrificantes que poseen el gen nirS en esta ZMO del Pacifico

mexicano.
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10 Material suplementario

Tabla S1. Estudios representativos sobre comunidades desnitrificantes en zonas oceénicas.

No. Primers Ambiente Region Principales hallazgos Referencias
oceanica
1 nirS1F- Sedimentos ETNP Mayor diversidad de genes nirS que  (Braker
nirS6R nirk et al., 2000)
2 nirkK1F- Sedimentos ETNP Alto nivel de diversidad funcional y  (Braker
nirk5R, filogenética del gen nirS en bacterias et al., 2001)
nirS1F-
nirS6R
3 Heme Sedimentos ETNP Identidad de nucleétidos inferior al (Liu et al.,
832F- México 80 % con desnitrificantes conocidos  2003)
1606R,
Copper
583F-
909R
4 cd3F- Columna de ETNP Genes nir mas abundantes en la base  (Pajares
cd4R, agua México de la oxiclina'y a 250 m, asociados etal., 2019)
nirk876- al segundo maximo de NO, donde
nirk1040 la desnitrificacidn es un proceso
fundamental que promueve la
pérdida de N en esta capa
5 Cd3aF- Giro ETNP La circulacion ciclénica afecta la (Ramos de la
R3cd ciclonico, México distribucion de nutrientes y la Cruzetal.,
agua abundancia del gen nirS, 2021)
correlacionando su abundancia con
la salinidad y el NOs
6 Metatras  Columnade  ETSP, Chile La concentracion de O;> 200 nM (Dalsgaard
criptoma Agua afecta la transcripcion de nirSy et al., 2014)
nosZ, pero no a hirk
7 nirS1F- Columnade  ETSP, Chile  Los factores que controlan a estas (Castro-
nirS6R agua comunidades son Oz, NO3', NO2' y Gonzalez
profundidad. Mayor diversidad de et al., 2005)
nirS asociada al méximo de NO2'y
condiciones subdxicas
8 nirS1F- Columna de ETSP, Peri  Comunidad asociada al segundo (Jayakumar
nirS6R, agua méaximo de NOy" en condiciones et al., 2013)
583F- subdxicas
nirkK5R
9 nirS1F- Columnade  Mar Ardbigo  Comunidad desnitrificante asociada  (Jayakumar
nirS6R, Agua a condiciones suboxicas y bajas et al., 2009)
583F- concentraciones de NO3z
nirkK5R
10  nirS1F- Columnade  Mar Arabigo  La desnitrificacién domina sobreel ~ (Ward et al.,
nirS6R, agua y ETPS, Perd  anammox, y es responsable del 87- 2009)
583F- 99 % de la pérdida de N
nirkK5R
11 nirS1F- Columnade  Mar Ardbigo  Alta diversidad en concentraciones (Jayakumar
nirS6R agua altas de NOy» et al., 2004)
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12 nirS1F- Columna de Mar Negro ~ Comunidad nirK mas diversa en la (Oakley
nirS6R agua superficie suboxica (02 < 10uM) etal., 2007)
nirk1F- asociado a altos niveles de NOs
nirk583F /NOy"; nirS mas diverso en zonas
dgR maés profundas asociado a altos

niveles de NO2 y NOs escaso

13 nirS1F- Columnade  Mar Baltico A > disponibilidad de O, y NOs™ > (Hannig

nirS6R agua diversidad, mientras que las zonas et al., 2006)
subdxicas presentan baja diversidad
y alta dominancia
14 nirS1F- Columnade  Mar Baltico  Diversidad alta en condiciones O2<  (Falk et al.,
nirS6R aguay 10 uM, NOs™ alto y bajas 2007)
sedimentos concentraciones de NO en la
columna de agua, mientras que la
diversidad esta asociada a la
disponibilidad de S* en sedimentos

15  cd3aF- Columna de Mar Baltico  nirS mas diverso que nirK (Kimetal.,
R3cd, aguay 2011)
FlaCu- sedimentos
R3Cu

16  Nos661F  Sedimentos Bahia del 63% relacionadas con secuencias (Scala &

- Atléantico conocidas de desnitrificantes nosZ Kerkhof,
Nos1773 Medio, EE. 1998)
R uu

17 Metatran  Sedimentos Estuario rio  Alta diversidad de nirS con (Nogales
scriptom Colne, Reino  organismos especificos para cada etal., 2002)
a Unido sitio. No se detectaron genes narG,

napAy nirkK

18  Metatran  Sedimentos Estuariorio  El nimero de copias de los genes (Smith et al.,
scriptom Colne, Reino  nar y nir disminuye 2007)

a Unido significativamente desde la cabeza
del estuario hacia la boca del
estuario, siguiendo un gradiente de
NO3
19  nirS1F- Sedimentos Estuario La distribucién y diversidad de estas  (Dang et al.,
nirS6R bahia comunidades se diferencian de 2009)
Jiaozhou, acuerdo con el contenido de limo en
China sedimentos, concentracion de NH,4",
contenido de C y N organico

20  nirS1F- Sedimentos Estuariorio  La diversidad de nirK responde mas  (Lietal.,
nirS6R, Yellow, a los factores ambientales que nirS,  2017)
FlaCu- China pero la abundancia de nirS se ve
R3Cu afectada por los factores ambientales

21 nirS1F- Columna de Estuariorio  78% de secuencias relacionadas con  (Zhang et al.
nirS6R agua Yangtze, ambientes marinos, alta diversidad a  2014)

China 0,< 10 UM, pero con bajo potencial
desnitrificante

22 nirS1F- Sedimentos Bahia Menor diversidad a > PSU y < NOs".  (Francis
nirS6R Chesapeake, 25 % de las secuencias relacionadas et al., 2013)

EE. UU con el medio marino

23 nirS1F- Sedimentos Estuario Correlacidn negativa con el O,y la (Abell et al.,

nirS6R Fitzroy, salinidad 2010)
Australia
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24 nirSIF- Sedimentos Estuario Correlacién positiva con la (Zheng et al.,

nirS6R Yangtze. salinidad, NH4*y NO3’ 2015)
China

25  nirS1F- Sedimentos Ventila Los primers (Murdock &
nirS6R, hidrotermal ~ EPSnirs511F/ESPnirS1105R Juniper,
cd3aF- Calypso, presentan un mejor rango de 2017)
R3cd, Nueva amplificacion de la diversidad del
EPSnirS5 Zelanda gen nirS en diversas muestras
11F- ambientales
1100R 0
1105R

26 nosZ661f  Sedimentos Ventila Esta comunidad presenta una alta (Bowles
- hidrotermal  afinidad al NO3" y altas etal., 2012)
noszZ177 Guaymas, concentraciones de C organico
3r Golfo de disuelto

California

27  nirS1F- Sedimentos Ventila Baja diversidad de nirS asociada a (Bourbonnai

nirS6R hidrotermal  baja concentracién de NO3z setal.,
Juan de Fuca 2014)
Ridge, EE.
UU

28  nirS1F- Sedimentos  Bahiade San  La abundancia de nirK fue alta en (Mosier &
nirS-g-R, Francisco, zona riberefia y nirS en zonas Francis,
nirk-g-F- EE. UU marinas 2010)
nirk1040

29  nirS1F- Acuifero Playa nirK diferenciado por dos grupos: (Santoro
nirS6R, Huntington,  uno asociado a baja concentracion et al., 2006)
583F- California. de NOgs/alta salinidad, el segundo a
nirkK5R EE. UU alta concentracion de NOs/baja
CuNIR4 salinidad. nirS mas diverso sin

ninguna especializacion ambiental

30  cd3aF- Sedimentos Mar del Mayor diversidad en estaciones (Fanetal.,

R3cd y fondo del Norte, ocednicas que en costeras, 2015b)
agua Holanda diversidad controlada por la
disponibilidad de C organico

31  cd3aF- Tapetes Costanorte ~ Mayor diversidad de nirSy nirK con  (Fan et al.,
R3cd, microbianos isla mayor disponibilidad de NH,;*, PO,> 2015a)
FlaCu- costeros Schiermonnik , NT y C organico.
R3Cu. 00g, Holanda

32  cd3aF- Sedimentos ~ Mar del Sur, Mayor diversidad de nirS auna baja  (Li et al.,
R3cd, costeros China relacion NOz/NOy', contrario a nirk ~ 2013)
nirk1F- con mayor diversidad a una relacion
nirkK5R alta

33 nirS1F- Sedimentos  Gullmarsfjor,  Desnitrificacion como proceso (Wittorf
nirS6R, costeros Suecia dominante etal., 2016)
583F-
nirk5R,
Nos661F
Nos1773
R

pag. 61



Tabla S2. Muestras amplificadas y secuenciadas de la columna de agua y sedimento de
ambos fases ENSO. Abreviaturas: AC: Agua costera, AM1: Agua intermedia 1, AM2: Agua
intermedia 2, AOL: Agua oceanica 1, AO2: Agua oceanica 2, SC: Sedimento costero, SML1.:
Sedimento intermedio 1, SM2: Sedimento intermedio 2, SO1: Sedimento oceéanico 1, SO2:
Sedimento oceanico 2. Gris: Muestra inexistente, punto negro: Muestra secuenciada.

Amplificadas Secuenciadas
Estacion Profundidad Maz-1V Maz-V Maz-IV Maz-V
Superficie Sl Sl
Maéaximo profundo de Sl Sl
AC clorofila
[32m] Agua mezclada ] Sl
Fondo SI Sl
([
Superficie S -
My Méximo profundo de Sl -
[110 m] cloroflla_ _
Base oxiclina S -
Fondo sl
Superficie Sl
AM2 hféximo profundo de Sl
[105 m] c oroflla_ _
Base oxiclina Sl
Fondo Sl 4
Superficie Sl Sl
Maximo profundo de Sl Sl
AO1  clorofila
[422 m] Base oxiclina Sl Sl
Nucleo ZMO Sl Sl
Fondo Sl Sl [ )
Superficie Sl Sl
Méaximo profundo de Sl Sl
AO2  clorofila
[690 m] Base oxiclina Sl Sl
Nucleo ZMO Sl Sl
Fondo Sl Sl L4 4
sC 0-10 cm Sl Sl ® ®
SM1 0-10 cm Sl o
SM2 0-10 cm SI ®
SO1 0-10 cm SI SI ®
SO2 0-10 cm SI SI ® ®
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Tabla S3. Procedencia de las 12 asignaciones mas abundantes de las secuencias del gen nirS.

Muestras Numero Procedencia Caracteristicas Autor
AB261494 1 Sedimentos de Asociada a lodos activos Nakano et al.,
la costa de 2008
Japon
GQ443968 2 Sedimentos del ~ Relacionada con Scalindua-nirS 'y Lietal., 2013
Mar de China participa en la degradacién de NO2
Meridional
KP723717 3 Sedimentos del  Relacionada con Pseudomonas Choi et al., 2015
Mar de aeruginosa, con una capacidad metabdlica
Amundsen flexible en la reduccion de compuestos
Polynya, oxidados del N
Antartida
MF093501 4 Sedimentos del  Relacionada con Scalindua-nirS'y Yu et al., 2018
Mar de China participa en la degradacién de NO2
Meridional
KP959663 5 Sedimentos del  Relacionada con clonas de diferentes Fan et al., 2015a
Mar del Norte, ambientes (ej: habias, ambientes
Atlantico hipersalinos y clonas del Mar Baltico)
KP723711 6 Sedimentos del  Relacionada con Pseudomonas Choi et al., 2015
Mar de aeruginosa, con una capacidad metabdlica
Amundsen flexible en la reduccion de compuestos
Polynya, oxidados del N
Antartida
LC65.218.2 7 Sedimentos del  Asociadas a habitats con alta salinidad Zheng et al., 2015
estuario
Yangtze, China
KP959667 8 Sedimentos del  Relacionada con clonas de diferentes Fan et al., 2015a
Mar del Norte, ambientes (ej: bahias, ambientes
Atlantico hipersalinos y Mar Baltico)
AprY5BF79 9 Agua costera, Asociada a particulas suspendidas Zhang et al., 2014
estuario
Yangtze, China
KP959682 10 Sedimentos del  Relacionada con clonas de diferentes Fan et al., 2015a
Mar del Norte, ambientes (ej: bahias, ambientes
Atlantico hipersalinos y Mar Béltico)
KP959649 11 Sedimentos del  Relacionada con clonas de diferentes Fan et al., 2015a
Mar del Norte, ambientes (ej: bahias, ambientes
Atlantico hipersalinos y Mar Baltico)
KX389011 12 Sedimentos de Asociada a fuentes de hidrocarburo Bae et al., 2018
marismas
costeras del
Golfo de
México
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Tabla S4. Resultados del andlisis estadistico del analisis de CCA de las variables

ambientales.
DF ChiSquare F pr(>F)
NO2 1 0.14749 0.8616 0.553
NO3 1 0.4117 2.4051 0.032 *
PO4* 1 0.3495 2.0417 0.055.
Residual 4 0.68472

Significancia: 0: ***, 0.001: **, 0.01: *, 0.05: .
pr (>F) valores basados en 999 permutaciones.
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Figura S1. Diagramas T/S de La Nifia (Maz-1V, izquierda) y El Nifio (Maz-V, derecha) frente al Puerto de Mazatlan. Abreviaturas de las masas
de agua: Golfo de California (GCW), Corriente de California (CCW), Agua Transicional (TrW), Subtropical Subsuperficial (StSsW), Intermedia

del

Pacifico

(PIW).
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Figura S2. Namero de secuencias obtenidas por muestra y cruceros en la secuenciacion por
Illumina. Las muestras se encuentran ordenadas por ambiente y zona: Agua (degradado azul),
sedimento (degradado naranja). Abreviaturas: IV: La Nifia (Maz-1V), V: El Nifio (Maz-V), C:

costera, M1: intermedia 1, M2: intermedia 2, O1: oceanica 1, O2: oceanica 2.
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Figura S3. Curvas de rarefaccion. Se muestra el nimero de ASV obtenido por muestra y la
profundidad de secuenciacién. Muestras de agua de fondo (degradado azul) muestras de
sedimento (degradado naranja) de ambos cruceros. Abreviaturas: IV: La Nifia (Maz-1V), V:
El Nifio (Maz-V). C: costeros, M1: intermedios 1, M2: intermedios 2, O1: oceanicos 1, O2:

oceanicos 2.
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Figura S5. Gréfica de barras de los indice a) Chao-1, b) Shannon, ¢) Simpson y d) Faith de las muestras de agua (degradado azul) y sedimento

(degrado naranja) de ambos cruceros. Abreviaturas: IV: La Nifia (Maz-1V), V: El Nifio (Maz-V). C: costeros, M1: intermedios 1, M2:

intermedios 2, O1: oceanicos 1, O2: oceanicos 2.
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Figura S6. Grafica de correspondencia candnica (CCA) de las muestras de de agua de ambas
fases ENSO vy las muestras de sedimento durante EI Nifio (Maz-V). Cada vector y su longitud
indican la fuerza de correlacion de la variable con las muestras (p < 0.05). Abreviaturas: AC:
agua costera, AM2: agua intemerdia 2, AOL1: agua oceanica 1, AO2: agua oceéanica 2, SC:

sedimento costero, SM2: sedimeno intermedio 2, SO2: sedimento oceénico 2.
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Figura S7. Diagrama de Venn-Euler en el que se muestra en netriga la suma de ASV por
ambiente durante ambos eventos ENSO, ademas, se muestra el porcentaje de ASV Unicas, asi
como, las ASV compartidas entre las muestras de agua de fondo (azul) y sedimentos
(naranja) de ambas fases ENSO. Abreviaturas: IV-S: sedimentos de La Nifia (Maz-1V), V-S:
sedimentos de El Nifio (Maz-V), IV-A: agua de fondo de La Nifia (Maz-1V), V-A: agua de
fondo de El Nifio (Maz-V).
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