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Resumen

El Golfo de México es reconocido por la importancia de sus recursos econdmicos,
biolégicos, minerales e industriales. Se ha investigado en numerosos aspectos,
relacionados con la extraccion, procesamiento y distribucidn de gas y petroleo,
recientemente se han estudiado los microorganismos que habitan en el Golfo tanto en el
agua como en el sedimento donde las condiciones ambientales se consideran extremas.



En el presente trabajo se investigd la diversidad de bacterias y arqueas en dos zonas
previamente estudiadas del Golfo de México (La zona de Perdido y “Campeche knolls”),
se analizo la diversidad vertical de las comunidades, la concentracion de metales y
algunos aceptores de electrones de 45 muestras de sedimento marino provenientes de
cuatro sitios de muestreo. Los resultados obtenidos muestran una gran diversidad de
bacterias en los sedimentos y una dominancia de la clase Gammaproteobacteria en la
zona de Perdido mientras que la zona de “Campeche knolls” las poblaciones de
Deltaproteobacteria, Dehalococcoidia y Rokubacteria fueron las mas abundantes y las
muestras presentaron una mayor diversidad. En cuanto a la poblacion de arqueas esta
fue muy parecida entre los cuatro sitios y la comunidad se vio altamente afectada por su
distribucion vertical en la columna de sedimento, donde los primeros 6 a 8 cm del
sedimento fueron dominados casi en su totalidad por arqueas Nitrosopumilaceae.
También se encontré que la concentracién de metales en el sedimento es altamente
dispersa y no existieron diferencias significativas entre los sitios o profundidad del
sedimento, solo el sulfato fue el unico compuesto que aumenté conforme la profundidad
de cada muestra. Por ultimo, se buscaron relaciones entre los compuestos y metales
medidos y los taxones encontrados en el sedimento. Se observé una baja cantidad de
correlaciones, sin embargo, los taxones encontrados son representativos de
metabolismos de interés, biogeoquimico y biotecnoldgico resaltando la importancia del
estudio de estas comunidades y su papel en el ecosistema.

Introduccion

Sedimentos marino

El bioma marino cubre la mayor parte del planeta y los ecosistemas que estan presentes
van desde los estuarios costeros hasta las ventilas submarinas en las zonas mas
profundas del océano, observandose asi una enorme variedad de habitats en donde los
microorganismos se desarrollan. Los sedimentos oceanicos representan 70% de la
superficie terrestre, siendo el sustrato del ecosistema mas grande de toda la tierra y aun
mas importante es que son considerados la reserva de carbono mas grande del mundo
(Dutkiewicz, Muller, O ‘Callaghan & Jonasson, 2015). La formacion de los sedimentos
marinos se da por la deposicion de particulas de roca, suelo y materia organica que se
van acumulando en el fondo marino. Estos se pueden clasificar de dos maneras, por el
tamafo de las particulas gracias a la escala de Wentworth (de rocas a arcillas) y por su
origen de formacion en cuatro tipos: terrigeno (particulas provenientes de tierra
arrastradas por rios y otros procesos de erosién), biogénico (acumulacién de restos de
organismos.), hidrogénico (reacciones de precipitacion de sales o metales) y
cosmogeénicos (particulas provenientes del espacio). La distribucién y composicion de



los sedimentos en los océanos apoya a la comprension de los ciclos biogeoquimicos,
formacion de depdsitos metélicos, comportamiento de corrientes y reconstruccion de
ambientes pasados (Dutkiewicz, Muller, O ‘Callaghan & Jénasson, 2015).

Se considera a los sedimentos marinos como un habitat microbiano masivo donde se
pueden encontrar hasta 2.9 x10%° células procariotas y alrededor del 0.18 al 3.6% de la
biomasa viva total de la Tierra (Kallmeyer, et al., 2012 y; Petro et al., 2019). Esto conlleva
a entender su importancia y participacion en los ciclos biogeoquimicos, donde presentan
roles esenciales dependiendo de sus metabolismos. En este habitat, las bacterias y
arqueas participan en procesos como la oxidacion de la materia organica, la produccion
de metano, degradacion de hidrocarburos, secuestro de carbono y oxidacion anaerobia
del amonio. (Kallmeyer, et al., 2012; Hinrichs et al., 2006; D’Hondt, 2004, Jargensen et
al., 2019y In't Zandt et al., 2018). La mayoria de estos procesos ocurren en un ambiente
con casi nulo oxigeno (fondo marino), por los que los microorganismos utilizan diferentes
aceptores de electrones para completar sus reacciones metabdlicas acoplando algunos
de estos procesos a la sulfato-reduccion, nitrato y nitrito-reduccion y en algunos casos
reduccion de éxidos metalicos. (In't Zandt et al., 2018). Debido a estos metabolismos la
microbiota del fondo marino también ha sido estudiada con un interés biotecnolégico y
no solo para identificar su taxonomia, distribucion y relaciéon con ciclos biogeoquimicos.

Golfo de México

En el Golfo de México se ha sido estudiado numerosos aspectos relacionados
principalmente a la extraccion, procesamiento y distribucion de gas y petréleo. Sin
embargo, muy poco se sabe sobre los microorganismos que habitan el GoM tanto en el
agua y el sedimento donde las condiciones ambientales como la temperatura, presion y
concentracion de oxigeno son extremas. Es en este ambiente donde habitan
microorganismos que han evolucionado y generado interacciones de gran complejidad
creando asi importantes relaciones ecoldgicas entre ellos, el medio que los rodea y sus
elementos. Actualmente estas relaciones biogeoquimicas son consideradas esenciales
para el funcionamiento de la biosfera en el planeta (Cavicchioli et al., 2019).

De acuerdo con los tratados internacionales de Derecho de Mar, México junto con EE.
UU y Cuba son responsables de preservar y estudiar los recursos naturales tanto en
aguas como en el subsuelo del GoM. A lo largo de su historia México ha delimitado al
GoM y su zona de explotacion, esta se puede explotar hasta una distancia de 200 millas
nauticas (mn) desde la linea base de mar territorial, aunque debido a la extension de la
plataforma continental del GoM se puede extender hasta un maximo de 350 mn. También
el pais cuenta con dos zonas de explotacion mas alla de las 200 mn ambas compartidas
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con otros paises, el Poligono Occidental (México — EE. UU) y el Poligono Oriental

(México — EE. UU - Cuba) (Figura 2).

2z

ediment
Class  Quartzsand
H B =
Calc.ooze  Calc.clay  Terrig. silt
H (] 1l
Calc.sand  Marl Terrig. clay

Figura 1. Distribucién de las clases primarias de sedimento y puntos de muestreo en el GoM

(puntos negros). Tomado de (Balsam & Beeson, 2003).
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Figura 2. Delimitacion territorial del GoM y poligonos de explotacion junto con otros paises.

Es dentro de esta gran demarcacion (considerada por el gobierno del pais como una
Zona Econdémica Especial o ZEE) (Figura.2) donde se estima que se encuentran
alrededor del 80% de las reservas de petroleo del pais y donde la pesca, el comercio
maritimo y la industria petrolera son de alta importancia para la economia del pais.

Geograficamente el GoM se clasifica como una cuenca oceanica con una superficie de
alrededor de 1.6 millones de km?. Su formacién comenzé desde hace unos 180 millones
de anos, esta cuenca se genero gracias al estiramiento de la corteza continental como
proceso de expansion del fondo marino (Hine, Dunn & Locker, 2014). En su formacion,
el GoM ha sufrido varios eventos de evaporacion e inundacién intermitente generando
zonas de depdsitos salinos y metales, también ha tenido una deposicion constante de
sedimentos provenientes del continente por eventos de erosidon y transporte por rios.
Estas condiciones han hecho que el GoM posea diversas clases y tipos de sedimento
(Figura1). EI GoM es reconocido por tener una concentracidbn considerable de
hidrocarburos principalmente provenientes de fuentes naturales de filtrado de gases e
hidrocarburos y en segundo lugar por eventos de contaminacion antropogénica
(McDonald et al., 2015; Woods, Garcia-Pineda & McDonald, 2016).

Las caracteristicas geoquimicas del GoM, la cantidad de recursos naturales que alberga,
la importancia socioecondmica para el pais y la falta de informacion sobre los
microorganismos del fondo marino hacen que el estudio de los sedimentos marinos sea
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de alta importancia para poder determinar qué organismos habitan en esos ecosistemas,
conocer su potencial metabdlico y elucidar sus relaciones ecologicas entre ellos y con el
ambiente.

Estudio de las comunidades microbianas de los sedimentos del fondo
marino

El estudio de este tipo de ambientes presenta grandes dificultades debido a su naturaleza
y caracteristicas. Hasta hace algunos afos, su estudio se realizaba tradicionalmente
mediante el aislamiento de bacterias en cultivos de muestras ambientales y no fue hasta
1995 que se comenzaron a generar pruebas exhaustivas de la comunidad en sedimentos
mediante el conteo de células, caracterizaciones de aislamientos bacterianos
subsuperficiales, perfiles geoquimicos agua de poro (agua atrapada entre los
sedimentos) y mediciones de tasas de procesos microbianos (Davis, 2017).

La dificultad de estas metodologias ha impulsado diferentes estrategias para estudiar a
estos microorganismos de manera independiente de cultivos, dentro de estas nuevas
metodologias la mas utilizada es la metagendmica. Con la obtencién del DNA ambiental
de las muestras que se quiera estudiar se puede elegir entre dos procesos, la
amplificacion de genes marcadores mediante PCR (amplicones) para después
secuenciar o la fragmentacion de todo el DNA de la muestra para luego secuenciar todo
ese material. (Morgan & Huttenhower, 2012).

La secuenciacion de amplicones se ha empleado para identificar la composicion de las
comunidades de microorganismos y generalmente se usa el gen marcador 16s rRNA
(que codifica para la subunidad menor del rRNA) el cual esta presente en todos los
organismos y en su secuencia posee regiones altamente conservadas, asi como nueve
regiones hipervariables (V1-V9); que en combinacion permiten realizar una asignacion
taxondmica contra bases de datos que actualmente resulta muy confiable (Yarza et al.,
2014).

En el caso de la secuenciacion “shotgun” secuencia todo el DNA de la muestra
incluyendo procariontes, eucariontes y virus. Al no depender de solo un gen marcador
este método permite obtener mas informacién, como qué genes posee la comunidad y
también ofrece la posibilidad de ensamblar genomas completos de ciertos taxones o
incluso especies.

La metagendmica ha aportado una gran cantidad de informacién a la ecologia microbiana
generando una comprension de la ecofisiologia de organismos que aun han sido
cultivados (Narihiro & Kamagata, 2017). Actualmente se han reestructurado las
relaciones filogenéticas de todos los organismos usando esta informaciéon que
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previamente no se tenia, infiriendo una version mas expandida del arbol de la vida
resaltando la importancia de los organismos que carecen de representantes aislados
(Hug et al., 2016).

Comparacioén de comunidades microbianas de sedimentos de diversos
ambientes

El mar presenta una diversa gama de habitats cada uno con diferentes factores que
hacen que la composicion de la comunidad varie de un ambiente a otro (Walsh et al.,
2015, Hamdan et al.,, 2013), aunque en contraste se ha reportado que estas
comunidades pueden ser relativamente consistentes en ambientes marinos similares
aun separados por largas distancias (Vigneron et al., 2017, Godoy-Lozano et al., 2018).

Actualmente no solo es suficiente con secuenciar el DNA y realizar su asignacion
taxonodmica, también es necesario obtener informacion sobre las propiedades del
ambiente que tienen influencia para que ciertos microorganismos se desarrollen. Por
ejemplo, las masas de agua con diferentes propiedades como la salinidad, temperatura
y densidad presentan distintas comunidades (Hamdan et al., 2013). De igual manera, los
ambientes sedimentarios pueden tener caracteristicas diferentes y por lo tanto
comunidades distintas (Walsh et al., 2015, Vigneron et al., 2017, Inagaki et al., 2006).

La profundidad, presencia y concentracion de oxigeno, temperatura, concentracion de
aceptores de electrones (sulfatos, nitratos, y metales oxidados), el acceso a fuentes de
energia y materia organica son factores que determinan qué poblacion de
microorganismos puede crecer y mantenerse activa en ese ambiente. Estas mismas
condiciones han hecho que los microorganismos asociados estén especializados en
lidiar contra estas limitaciones energéticas y metabdlicas. Otra condicién que produce
variacion en las comunidades asociadas al sedimento es su posicion geografica, por
ejemplo, si estas se encuentran cerca de una fuente de metano o hidrocarburos (por una
emanacion natural o por contaminacién) o dependen de la materia organica que cae de
la columna de agua. Las ventilas submarinas o fuentes hidrotermales son centros
naturales de gran circulacion de hidrocarburos en el fondo marino. Estas emanaciones
estimulan a la poblacion de microorganismos capaces de utilizar el carbono producido
en las profundidades marinas promoviendo el crecimiento de ciertos taxones (Vigneron
et al., 2017, Joye, 2020).

La distribucion de las comunidades sucede en gran medida debido a la posicion
geografica en donde se encuentran (distribucion horizontal), pero también es importante
considerar la profundidad a la que se encuentran estas poblaciones. Proyectos como el
de “Tara Ocean Foundation” han sido de los primeros estudios en tomar en cuenta esta
distribucion vertical en las comunidades de la columna de agua (Sunagawa et al., 2015).
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En el fondo marino igual que en el suelo los sedimentos se acumulan unos sobre otros,
en capas. Este proceso natural de deposicion de los sedimentos va enterrando
gradualmente el lecho marino y con el tiempo esto puede aislar a los microorganismos
durante cientos o millones de anos separando a las poblaciones y estratificando a las
comunidades a lo largo de la columna de sedimento (Petro et al., 2019). Ademas,
conforme aumenta la profundidad en la columna del sedimento, disminuye la
disponibilidad y concentracion de materia organica lo que genera mayores limitantes
metabdlicas y energéticas. Y sin embargo aun con estas limitantes se reconoce que
estos habitats extremos poseen una gran diversidad (Jgrgensen & Marshall, 2016, Petro
et al., 2019) e incluso se han reportado comunidades hasta 2.5 km bajo el subsuelo
marino (Inagaki et al., 2015). Este aislamiento ha producido que los microorganismos
que habitan estos sedimentos se hayan adaptado optimizando el consumo de energia a
través del mantenimiento, reparacién y lentas tasas de replicacion (Jorgensen &
Marshall, 2016).

Taxones representativos del sedimento marino

Actualmente se han podido caracterizar diversas poblaciones de microorganismos en el
sedimento marino, tanto en sitios con y sin hidrocarburos. Se reconoce que existe un
microbioma comun en los primeros centimetros del fondo marino, este corresponde a los
phyla Proteobacteria, Chlorofelxi, Planctomycetes y Bacteroidetes en su mayoria (Carr
et al., 2015, Parkes et al., 2014, Petro et al., 2019). En el caso de las arqueas los phyla
dominantes corresponden a Euryarchaeota, Crenarchaeota y Thaumarchaeota (Carr et
al., 2015, Vigneron et al, 2017, Petro et al., 2019).

Se ha observado que los primeros centimetros del sedimento, de 8 a 10 cm
aproximadamente poseen una diversidad similar sin cambio aparente (Jorgensen &
Marshall, 2016, Petro et al.,2019). Aun no se comprende del todo el proceso que
mantiene este fendmeno, pero se sugiere que es gracias a un fendmeno conocido como
bioturbacion. A medida que los organismos del océano mueren, caen por la columna de
agua y se van descomponiendo hasta llegar al fondo marino como finas particulas de
materia organica y sedimentos arrastrados de los continentes, generando asi una fuente
de nutrientes (conocido como “marine snow”) que se va depositando en el lecho marino.
La bioturbacion es un proceso que altera a los suelos y sedimentos provocado por la
accién de los seres vivos. Actividades que produzcan el recambio del sedimento y por
ende su mezcla son consideradas bioturbacién, por ejemplo, la elaboracion de
madrigueras, enterramiento y defecacion en sedimentos. Todo este proceso altera la
deposicion natural del sedimento en el fondo y se cree que es la razén por la que los
primeros centimetros del sedimento marino poseen una comunidad de microorganismos
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similar al regenerarse las fuentes de energia y carbono disponibles. (Petro et al., 2019 y
Jorgensen & Marshall, 2016, Danovaro, Snelgrove & Tyler, 2014)

Cuando la zona de bioturbacion termina y aumentan las limitaciones energéticas se da
un cambio en la diversidad y taxonomia del sedimento. Es en esta zona donde los
aceptores de electrones juegan un papel importante. Se ha observado que las
concentraciones de Fe y Mn coinciden con la presencia de grupos de metanétrofos de
arqueas ANME-2A y bacterias Desulforomonadales cuando estas aumentan donde hay
emanaciones de metano (Tzu-Hsuan, et al., 2017). En la zona mas activa de una
emanacion se ha reportado dominancia en la comunidad por Bathyarchaeia, Atribacteria
y Chloroflexi, mientras que conforme aumenta la distancia a esta y la poblaciones
cambian por arqueas metanotréficas anaerébicas (ANME), Desulfobacterales, vy
Beggiatoaceae (Ruff et al., 2018). Esto se debe a que las concentraciones de metano,
sulfato, amonio y sulfuro cambian promoviendo la poblaciéon de organismos capaces de
metabolizar a estos compuestos.

El que estas poblaciones dominen en estos sitios se debe a las interacciones entre los
diferentes microorganismos, generando relaciones sintroficas entre sus metabolismos,
como el proveer a los oxidadores de materia organica e hidrocarburos compuestos
aceptores de electrones, donde los electrones se transfieren entre microorganismos
aprovechandose por ambas partes para completar sus actividades metabdlicas
(Timmers et al., 2017,In"t Zandt et al., 2018, Kuypers et al., 2018 y Jgrgensen et al.,
2019), , tal es el caso de las Deltaproteobacterias y las ANME (McGlynn, 2017) por
ejemplo.

Aunque las areas sin filtracion representan la gran mayoria de todos los sedimentos
marinos, siguen siendo relativamente poco investigadas en comparacién con los
sedimentos que tienen alguna filtracion de hidrocarburos. En el GoM estas zonas sin
presencia de hidrocarburos han presentado taxones correspondientes a
Gammaproteobacterias, Alphaproteobacterias, Planctomycetes y Thaumarchaeota con
un metabolismo involucrado en la degradacion de varios glucanos, compuestos clorados
y sulfonados (Vigneron et al., 2017) lo que revela que estos microorganismos viven de
degradar materia organica detritica y en descomposicidon que cae de la columna de agua
(marine snow).

Metabolismos relevantes en el sedimento marino

Los metabolismos observados en el sedimento marino parecen haber sido favorecidos
por las complicaciones energéticas presentes y la presencia de ambientes extremofilos.
Esta situacion ha causado que los microorganismos que son capaces de formen
complejas redes de interaccion dando paso a la reduccién y oxidacion de diversos
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compuestos organicos e inorganicos, generando diversos metabolitos y degradando
diversas fuentes de carbono. Estas redes son de vital importancia para el mantenimiento
de los diversos ciclos biogeoquimicos. Recientemente se ha descubierto que tanto el
ciclado de carbono, el azufre y el nitrogeno estan relacionados entre ellos (In't Zandt et
al., 2018, Kuypers et al., 2018, Jargensen et al., 2019). Esto sucede en su mayoria por
tres procesos: la oxidacion anaerdbica del metano (AOM) llevado a cabo por arqueas de
los grupos ANME (Timmers et al., 2017), la oxidacién anaerobia del amonio (Anammox)
realizada por nuevos taxones pertenecientes a Nitrosomonas y Planctomycetes (In't
Zandt et al.,, 2018), y la sulfato reduccién en su mayoria llevada a cabo por
Deltaproteobacterias y algunas arqueas Thaumarchaeota y Euryarchaeota (Jargensen
et al.,2019). Los dos primeros procesos requieren de aceptores de electrones y el sulfato
es el aceptor mas comun de los metabolismos anaerobios, si los microorganismos
oxidantes no son capaces de reducir el sulfato, generan relaciones sintréficas con los
sulfatoreductores y en algunos casos con organismos nitrato reductores.

© €O,

CH, Oxic zone

€0:  Anoxiczone

Figura 3. Modelo general de la diversidad microbiana y posibles interacciones en los sedimentos
marinos. AOP: procariontes oxidantes de amonio, NOB: bacterias oxidantes de nitrito, MOB:
bacterias oxidantes de metano, ANME: metanotrofo anaerobico, CMX: bacterias commamox,
OMD: degradacién de materia organica. Tomado de In't Zandt et al., 2018

Para mantener estos metabolismos estables es necesario que también existan
poblaciones que produzcan estos sustratos, arqueas metanogénicas y bacterias capaces
de producir sulfato y nitrato, por lo que estos metabolismos y ciclos biogeoquimicos
(ciclos del azufre, nitrégeno y carbono) también son de interés para entender la dinamica
de la comunidad.
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La cantidad de ventilas y sitios de filtrado de hidrocarburos que el GoM posee (McDonald
et al., 2015), hacen inferir que existe un potencial metabdlico para la degradacion de
hidrocarburos en el sedimento. En los sedimentos, las comunidades microbianas
dependen en gran medida de alcano-monooxigenasas para degradar los compuestos
alifaticos y aromaticos (Joye & Kostka, 2020), los compuestos mas elaborados como los
policiclicos se mantienen por mas tiempo y se acumulan en el sedimento. Debido a que
el ambiente posee muy poco oxigeno la degradacion de hidrocarburos es en su mayoria
anaerobia acoplando el metabolismo con el consumo de un aceptor de electrones como
los que se han mencionado antes. Las Deltaproteobacterias son de particular interés
porque pueden metabolizar anaerébicamente una amplia variedad de alcanos alifaticos,
asi como hidrocarburos aromaticos mono y policiclicos (Davidova et al., 2018), y parecen
abundar en sitios donde hay hidrocarburos complejos (Vigneron et al., 2018).

Antecedentes

Se ha generado una gran cantidad de informacion sobre los microorganismos del océano
y sus sedimentos, en el GoM eventos como el derrame de petréleo de la plataforma
Deepwater Horizon (DWH) en abril de 2010 impulsaron la investigacion de esta tema y
se ha podido identificar y caracterizar especies que habitan en el mar y el sedimento, asi
como genes, enzimas y vias metabdlicas de interés, en especial sobre la degradacion
de hidrocarburos (Joye & Kostka, 2020). Sin embargo, la gran mayoria de estos estudios
se han llevado a cabo en la zona noreste del GoM (perteneciente a EE. UU) dejando
poca informacion sobre la zona noroeste y suroeste que pertenece a México y la mayoria
de estos estudios se han enfocado en sitios donde hay filtrado de hidrocarburos y/o
ventilas submarinas. Debido a la falta de informacioén surgen varias preguntas sobre las
comunidades de microorganismos en la zona de GoM que le pertenece a México.

Suroeste del Golfo de México

El primer reporte de la taxonomia asociada al sedimento de GoM en territorio mexicano
y un antecedente directo de la diversidad de las comunidades del sur del GoM fue
realizado por Godoy-Lozano et al., 2018. Donde en abril del 2017 se muestrearon 56
sitios distribuidos en un area de 142,593 km2, con profundidades desde 183 a 3740 m
en el sur del GoM (Figura4). También se midieron parametros abidticos, concentraciones
de hidrocarburos alifaticos y aromaticos, asi como la concentracién de 13 metales y
materia organica en el sedimento. La comunidad asociada al sedimento fue dominada
en su mayoria por taxones asociados a Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, y
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Alphaproteobacteria. Los sitios presentaron una gran cantidad de diferentes
microorganismos asociados al sedimento.
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Figura 4. Estaciones de muestreo de E. Godoy-Lozano et al., 2018. Los sedimentos de
profundidades inferiores a 500 m se muestran en color purpura, los rombos negros representan
emanaciones de hidrocarburos y la linea roja indica 500 m de profundidad. (Tomado de E. Godoy-
Lozano et al., 2018).

La taxonomia asociada fue comparada contra otros sedimentos marinos recolectados de
otros océanos del mundo Artico Norte, Pacifico Sur, Atlantico Sur y Antartico Sur, asi
como muestras del derrame DWH. Se encontré que el GoM comparte con estos sitios 52
géneros de 1319, pertenecientes a Deltaproteobacteria, y Gammaproteobacteria. Se
observo que las variables abibticas que tuvieron mayor impacto en la comunidad fueron
la profundidad de la muestra y la concentracion de hidrocarburos aromaticos. En las
muestras poco profundas (<500 m) se encontré6 una mayor concentraciéon de
hidrocarburos aromaticos que en las muestras profundas. Ademas, las zonas costeras
de la region suroeste del GoM tienen un efluente constante de contaminantes
provenientes de los rios Tonala, Coatzacoalcos, Papaloapan, Grijalva y Usumacinta, los
cuales se encuentran contaminados a causa del establecimiento de plantas
petroquimicas (Gracia et al., 2005; Ponce-Vélez, 2005 y E. Godoy-Lozano et al., 2018).
La contaminacion proveniente de los rios y la zona suroeste del GoM que posee una
buena cantidad de ventilas submarinas ayudan a explicar el porqué de la variacion de
las muestras profundas a las no profundas y lo mas importante de este trabajo fue el
generar el primer reporte de la poblacion de bacterias asociadas al sedimento del GoM
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en territorio mexicano. También en este grupo de muestras se encontraron 14 géneros
degradadores de hidrocarburos:  Prolixibacter, = Microcoleus, Tropicimonas,
Dethiosulfatibacter, Cellulosimicrobium, Ahrensia, Thermococcus, Roseobacter,
Desulfuromusa, Oceanicola y Salinivibrio. (E. Godoy-Lozano et al., 2018), resaltando el
potencial degradador de hidrocarburos de las comunidades del sedimento marino.

Noroeste del Golfo de México

En el noroeste del GoM en la plataforma interior del talud continental existe una zona
entre los limites de EE. UU con México conocida como el Cinturon Plegado de Perdido
comunmente conocida como Perdido. Se reconoce como una regidn con depositos de
petroleo y también se ha determinado como un sitio susceptible a perturbacion ambiental
por contaminacion (Soto & Vazquez-Botello, 2013). Estas caracteristicas hacen a la zona
de Perdido un sitio de interés para el estudio de las comunidades asociadas al sedimento.
Actualmente se han generado dos reportes sobre las comunidades en la zona norte del
GoM, el trabajo de (Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018). En este trabajo se muestrearon
11 sitios de la zona de Perdido, con un gradiente de profundidad de 20 a 3700 m
(Figurad). Las muestras fueron recolectadas en abril de 2014, estas se separaron en 5
muestras poco profundas (menos de 600 m) y muestras profundas (de 2800 a 3700 m).
Como variables fisicoquimicas se midié la concentracion total de azufre, el potencial
redox, materia organica total y el carbono organico total. También se estimo el tipo de
sedimento midiendo la cantidad de arena, cal y arcilla.
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Figura 5. Localizaciéon de los sitios de muestreo en el noroeste del GoM por Sanchez-Soto
Jiménez et al., 2018. Los circulos representan sitios poco profundos y los triangulos sitios
profundos de la llanura abisal (Tomado de Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018).

Los resultados de este trabajo indican que existe una gran diferencia en la diversidad
entre las muestras poco profundas y las profundas. Los indices de diversidad en ambos
grupos de muestras son altos, siendo las poco profundas las mas diversas con valores
de 9.6 para el indice de Shannon y 7.74 en las muestras profundas. La comunidad
microbiana de estas muestras esta representada por 25 phyla con una dominancia de
las proteobacterias y las clases Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y
Deltaproteobacteria seguido de Bacteroidetes, Acidobacterias, Chloroflexi, Nitrospirae,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes. También se detectaron dos phylas de arquea,
correspondientes a Euryarchaeota (clase Thermoplasmata) y Crenarchaeota.
Interesantemente este trabajo es el primero en reportar en territorio marino perteneciente
a Meéxico al recientemente descubierto phylum Rokubacteria, de bacterias
desnitrificantes capaces de realizar la oxidacién anaerdbica del metano (He et al., 2016).
En las muestras poco profundas abundan los taxones de Delta, Alpha vy
Gammaproteobacterias a diferencia de las profundas donde la gran mayoria de la
comunidad esta dominada por Gamma y Alphaproteobacterias seguido de Bacteroidetes
y Nitrospirae indicando que la diversidad es afectada por el aumento de la profundidad

Existe otro reporte de la taxonomia asociada al sedimento de la zona noroeste del GoM,
llevado a cabo por Ramirez et al., 2020. Se recolectaron cuatro muestras de sedimento
a lo largo de la plataforma continental en noviembre de 2012, y se midi6 la temperatura,

21



salinidad, oxigeno disuelto y la concentracion de metales pesados (Al, Mg, Fe, Co, Ni, Cr
y V). Dos muestras corresponden a la plataforma interior y dos al talud continental del
GoM (Figura6). De igual manera que lo reportado por Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018
en los sitios poco profundos (49 a 52 m) se encontraron mas phyla, que en los profundos
(511 a 2181 m). Mas de la mitad de la poblacién se estuvo dominada por el phylum
Proteobacteria (en su mayoria las clases de Gamma, Delta y Alphaproteobacteria),
seguido de Bacteroidetes, Acidobacteria. En las muestras profundas la abundancia de
Deltaproteobacterias  disminuyé aumentando la presencia de Gamma vy
Alphaproteobacterias, en la muestra B9 mas del 80 % de la poblacién se encontro
dominada por Shewanella perteneciente a Gammaproteobacteria.
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Figura 6. Sitios de muestreo sobre la plataforma continental del GoM B-13 y B-25 corresponden
a sitios de la plataforma continental interior. B-6 y B-9 corresponden a sitios de pendiente
continental. Tomado de Ramirez et al., 2020

Adicionalmente en este trabajo se busco la presencia de bacterias con potencial
degradador de hidrocarburos (de acuerdo con lo reportado en la literatura) encontrando
71 géneros con capacidad de degradacion de hidrocarburos en estos sedimentos. La
abundancia de estos géneros también se encuentra influenciada por las condiciones del
sedimento, principalmente por la profundidad, lo que indica que existe un potencial
degradador de hidrocarburos en una gran zona del GoM y que las poblaciones han
estado en constante contacto con hidrocarburos (de forma natural o por contaminacién)
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de modo que siempre exista un grupo de organismos con capacidades degradadoras de
hidrocarburos en el sedimento.

La diferencia entre estas poblaciones da una idea de que la dinamica en el sedimento
esta altamente influenciada por la distancia a la costa debido a los contaminantes y otras
particulas a las que estan expuestos los sedimentos y principalmente por la profundidad
donde la materia organica y las limitaciones energéticas juegan un gran papel.

Las comunidades de microorganismos del GoM en territorio mexicano se conocian poco.
Sin embargo, actualmente existen varios trabajos como los antes mencionados que han
sido pioneros en tratar de identificar y entender a las comunidades del sedimento. Con
estos trabajos se tiene un marco referencial de que poblaciones existen tanto en la zona
noroeste y la suroeste del GoM y qué factores pueden estar influenciando a estas. Todos
los trabajos anteriores reportan una gran diversidad en el sedimento y una dominancia
del phylum Proteobacteria con diferencia entre la abundancia de las clases Gamma,
Delta y Alphaproteobacteria dependiendo de la muestra. Las diferencias se dan
principalmente por la profundidad, pero no se observan asociadas a la zona geografica
entre la zona de Perdido y la zona suroeste, lo que podria indicar las poblaciones de
microrganismos en las comunidades del sedimento pueden ser un ubicuas mientras no
exista perturbacion por alguna fuente externa de contaminacion o haya grandes
diferencias en la profundidad.

Aun con este marco de referencia generado por dichos trabajos, existen incognitas que
no se han respondido sobre las comunidades asociadas al sedimento. La taxonomia de
arqueas ha sido muy poco explorada, principalmente porque las metodologias usando
amplicones por 16s RNA ribosomal poseen un sesgo hacia las poblaciones de bacterias
(Brooks, et al., 2015). También hace falta informacion sobre las comunidades y su
distribucion vertical en el sedimento como la literatura ha aportado recientemente.
Igualmente, algo que aun no se ha estudiado a fondo son los metabolismos de interés
en GoM, ya que para esto es necesario utilizar mas metodologias de la metagendmica,
especificamente el analisis por “whole metagenomic shotgun” (WMS).
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Objetivos
Objetivo general

Determinar la composicion microbiana de arqueas y bacterias de sedimentos de dos
zonas del Golfo de México, asi como su relacion con variables geoquimicas del
sedimento marino.

Objetivos particulares

e Identificar y comparar a las comunidades de bacterias y arqueas en diferentes
muestras estratificadas de sedimento marino del GoM mediante amplicones de
16s ribosomal.

e Determinar la concentracion de algunos aceptores de electrones y metales en las
muestras estratificadas de sedimento marino.

e Analizar si las variables geoquimicas tienen un papel en determinar la
composicién de las comunidades.

e Buscar genes de interés sobre metabolismos relacionados a sulfato, nitrogeno y
metano y degradacién de hidrocarburos en metagenomas del GoM.

Metodologia

Sitio de estudio y muestreo

Gracias a los esfuerzos en el pais para el estudio del GoM llevados a cabo por el
Consorcio de Investigacion del Golfo de México (CIGOM), se han realizado campafas
de muestreo para estudiar las comunidades de microorganismos en la columna de agua
y el sedimento. En la campafia metagendmica-02 (MET-02) realizada del 24 de mayo al
1 junio de 2017 se muestrearon dos zonas del GoM, la zona de Perdido y la zona Sureste
del GoM (“Campeche knolls). De esta campafia el M.C. Emanuel Alvizo Tinoco colecto
12 nucleos de sedimento de las siguientes estaciones A1, A3, A4, B5, B7, N4, C11, C12,
C14, D15, D16 y D18 (Figura.7), estaciones que se han estudiado previamente por el
CIGOM (Raggi & Garcia-Guevara et al., 2020).

Las muestras fueron obtenidas mediante un nucleador de caja, se usaron tubos de PVC
de 30 cm de largo y 7.5 de diametro. Los tubos fueron almacenados en el barco a -20°C
y cuando las muestras llegaron al laboratorio se guardaron 5 dias a 4°C.
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Figura 7. Sitios de colecta de la campafia MET-02. En rojo se marcaron los sitios estudiados en
este trabajo.

Los nucleos de sedimento fueron seccionados en estratos cada 2 cm comenzando por
la parte inferior, siendo los primeros estratos los mas profundos. Los extremos inferiores
y superiores de aproximadamente 1 cm fueron desechados en todos los nucleos (Figura
8). Finalmente, se obtuvieron un total de 45 muestras, estos estratos fueron
almacenados a -70°C.
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Figura 8. Ejemplo de un nucleo de sedimento y el procesamiento de las muestras. Nucleo
completo A), seccién de 2 cm B), estado final de las muestras de sedimento C).

De estos 12 nucleos colectados se seleccionaron cuatro para este trabajo, dos ubicados
en la zona de Perdido (A1 y A3) y dos en la zona de “Campeche knolls” (D18 y C11), el
criterio de seleccion se basé en que todas las muestras tuvieran mas 600 m de
profundidad, que fueran nucleos que tuvieron varias secciones o rebanadas y que el
sedimento no tuviera mucha agua intersticial (Tabla 1).

Tabla 1. Datos de colecta sobre las cuatro muestras que fueron seleccionadas para el estudio.
Se tomaron al momento de la colecta en la campafia MET-02.

Estacion MET-02-A3 MET-02-A3 MET-02-C11 MET-02-D18
Fecha (GMT) 2017-05-25 2017-02-25 2017-05-31 2017-05-31
Longitud 95°50.13'W 95°14.37’'W 93°30.398'W 94°20.51'W
Latitud 25°53.7'N 25°53.32'N 19°37.38'N 19°55.91'N
Profundidad (m) 877 1926 857 1281

10 9 14 12
Estado del | Acuoso poco | Arenoso poco | Estratificado Estratificado
sedimento estratificado estratificado
Agua intersticial Sl NO NO NO
pH 7.45 7.6 7.67 7.87
Redox (mV) 246 261 270 253

De todas las muestras las de la zona de Perdido fueron las mas acuosas y menos
estratificadas, en cambio a las de “Campeche knolls” presentaron sedimentos mucho
menos acuosos Yy nucleos con varias rebanadas.
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Tomando en cuenta los pros y contras del estudio de las comunidades de
microorganismos usando el marcador ribosomal 16s (Brooks, et al., 2015), se decidio
utilizar dos pares de oligonucleétidos para amplificar diferentes regiones del 16s RNA
ribosomal siendo un par especifico para bacteria y el otro para arquea.

Los oligonucleotidos utilizados para las regiones V3-V4 del gen 16s estan dirigidos para
bacterias y fueron previamente utilizados en muestras de sedimento marino (E. Godoy-
Lozano, et al., 2018). Para arquea las regiones V1-V2-V3 fueron amplificadas con
oligonucledtidos previamente usados en sedimentos del GoM (Vigneron, et al., 2017).
De esta manera se obtuvo tanto informacién de bacterias como de arqueas para cada
muestra utilizada

Extraccion y purificacion de DNA de sedimento marino.

El DNA de las muestras seleccionadas fue extraido utilizando 0.5 a 0.7 g de sedimento.
Se utilizo el kit Power soil ® DNA Isolation Kit - Mo Bio de QIAGEN. Siguiendo el protocolo
de este con ciertas modificaciones, una fue la centrifugacion de la muestra a 10,000 G
por 30 s antes de comenzar la lisis para poder retirar el agua del sedimento. La segunda
modificacién fue que el DNA se eluyd en agua Mili Q (50 pl) y no en la solucion del kit.
Por ultimo, la muestra se cuantificé en Nanodrop 2000C de Thermo Fisher Scientific ®

Amplificacion de regiones hipervariables del gen 16s ribosomal

Usando el DNA que se obtuvo de los sedimentos se amplificaron las regiones
hipervariables V3-V4 del gen rDNA 16S y las regiones V1-V2-V3 para la diversidad de
arques. Los fragmentos fueron amplificados mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction).

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 ul, utilizando uL 10 de
la mezcla Thermo Scientific Phusion Flash (Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix), 1 uL de DNA, 1 pL por cada oligonucleétido forward y reverse ambos a una
concentracion de 10 uM (Tabla 2) y 12 uL de agua.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacién de regiones hipervariables del gen
rDNA 16s.

Oligonucledtido Blanco Secuencia

S-D-Bact-0341-b-S-17 (Forward) V3-v4 5’-CCT-ACG-GGN-GGC-WGC-AG-3’
S-D-Bact-0785-a-A-21 (Reverse) V3-V4 5’-GAC-TAC-HVG-GGT-ATC-TAA-TCC-3’
S-D-Arch-0008-b-5-18 (Forward) V1-vV2-V3 5-TCY-GGT-TGA-TCC-TGS-CGG-3’
S-D-Arch-0519-a-A-19 (Reverse) V1-V2-vV3 5’-GGT-DTT-ACC-GCG-GCK-GCT-G-3’
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Los oligonucledtidos fueron fusionados en su region 5’ a los siquientes adaptadores “lllumina

Overhang”.
Forward-Overhang 5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG

Reverse-Overhang 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Para las regiones V3-V4 las condiciones de reaccion fueron una desnaturalizacion inicial
de 5 min a 95°C, seguido de 30 repeticiones de los ciclos de amplificacion (30 seg a 95
°C, 30 seg a 59°C y un min a 72 °C) para terminar una extension final a 72 °C por 5 min
con un fragmento de alrededor de 485 pb. Para las reacciones de las regiones V1-V2-
V3 las condiciones fueron las mismas exceptuando la temperatura de alineacion que fue
de 61 °C y el tamano del fragmento de alrededor de 530 pb. Todos los productos de PCR
fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de
etidio. Un marcador molecular fue utilizado para corroborar el tamafio de los amplicones
(Thermo Scientific ™ GeneRuler 100 pb DNA Ladder).

Secuenciacién masiva de amplicones

Los fragmentos amplificados de 16s rRNA fueron secuenciados en las instalaciones de
la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM (UUSMB). Los amplicones fueron purificados por la unidad y procesados
para generar las librerias necesarias para secuenciar por la plataforma Illumina MiSeq
generando unas librerias de 2 x 300 pb.

Procesamiento y analisis de las secuencias

Inicialmente las secuencias fueron procesadas usando el programa Fast Length
Adjustment of Short reads (FLASH) (Magoc & Salzberg, 2011) para fusionar las lecturas
pareadas (pair-end 2x300) en una sola de mayor longitud. Las secuencias extendidas se
introdujeron al programa Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIMEZ2)
(Caporaso et al.,2010) donde se realizé un filtrado de calidad en donde se decidio truncar
las secuencias de los amplicones V3-V4 a un tamafio de 420 pb.

Para las secuencias de arquea (V1-V2-V3) la calidad de la secuenciacion resulté muy
baja (por debajo de 20 en el nivel de calidad Phred) por lo que se decidi6 trabajar con
solo el fragmento “forward” de la secuenciacion pareada ya que era el que mejor calidad
poseia y se truncaron las secuencias a 280 pb de longitud.

Posteriormente se realiz6 un procesamiento de las secuencias resultantes y remocién
de quimeras con el programa DADAZ2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm) (Callahan
et al., 2016) incorporado en QIIME2 para obtener las “amplicion sequence variants” o
ASVs (tipo de OTU que considera la calidad del amplicon para su agrupacion).
Finalmente, las ASVs fueron asignadas taxondmicamente utilizando un clasificador
bayesiano ingenuo entrenado con la base de datos de SILVA 132 (https://www.arb-
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silva.de) (Quast et al., 2012) y los respectivos pares de oligonucleotidos para V3-V4 y
V1-V2-V3 (todo dentro del pipeline de QIIME2). Los archivos de salida de QIIME2 se
importaron al programa R para realizar los analisis estadisticos y graficas (Figura 9).

Extremos pareados

Amplicones

Importacion a

e \/1-V2-V3 solo "forward =N

oair" QIIME?2

"pair-end"

¢ \/3-V4 union con FLASH

Analisis en R con:

Generacion Asignacion

de ASVs con g4 Taxondmica * Phyloseq
DADA?2 con SIVA 132 e Microbiome
¢ \egan

Figura 9. Esquema del procesamiento bioinformatico utilizado para las secuencias de 16s ARN
ribosomal.

En el primer analisis de las secuencias de las regiones V1-V2-V3 se observo un numero
de secuencias que no se asignaron a ningun nivel taxonémico 11.62% promedio para
Perdido y 6.4% en “Campeche knolls”, por lo que se decidié filtrar todas las secuencias
que no perteneciera al dominio de arquea, y repetir el conteo de ASVs, el célculo de
indices de diversidad y la asignacidén taxondmica. Para las secuencias de la regiones V3-
V4 se filtré todo lo que correspondiera al dominio de bacteria y de igual manera se
realizaron los analisis consiguientes.

Busqueda de genes de interés metabdlico.

Para este objetivo se utilizaron las secuencias de dos metagenomas de sedimento,
generados de una colecta realizada por el CIGOM en marzo 2016 a la zona de Perdido
y “Campeche knolls” Los secuenciacion fue realizada la UUSMB en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, mediante la plataforma lllumina NextSeq 500 generando
secuencias pareadas de 150 pb.

Se implementé el uso del programa GraftM v0.11.1 (Boyd et al., 2018) por el doctor José
Fernando Garcia Guevara. Con este programa se realizaron paquetes de genes de
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marcadores y genes de interés metabdlico para buscar en las lecturas en crudo de los
metagenomas. Se buscaron todos los genes involucrados en la sulfato reduccion
desasimilatoria (sat, aprA 'y dsrAB (Meyer & Kuever, 2007), uno exclusivo de la oxidacién
del sulfato (soxB) (Jaffer et al., 2019), genes involucrados en la via de la metanogénesis
y metanotrofia (mcrA, mer, fmd, ftr, mch, mtd y mtrA) (Timmers et al., 2017), tres genes
involucrados en el ciclo del nitrégeno (narG — nitrato reduccion, nifH y nifK - fijacion de
nitrogeno y nirK para la reduccion de nitrito) (Kuypers, Marchant & Kartal, 2018) y por
ultimo genes asociados a la degradacién de hidrocarburos (bssA, aliB y alkB) (Acosta-
Gonzalez, Rossell6-Mora & Marqués, 2013, Kung, Meier, Mergelsberg & Boll, 2014 and
Nie et al., 2014).

Los paquetes se construyeron manualmente usando el programa GraftM y usando las
secuencias de la base de datos de Uniprot (https://www.uniprot.org) (“UniProt: a
worldwide hub of protein knowledge”, 2018). Para ciertos genes marcadores se usaron
secuencias previamente curadas en su asignacion taxonomica: dsrAB (Muller et al.,
2015), mcrA 'y mer (Boyd et al., 2018).

Los resultados de esta busqueda y analisis se refinaron y utilizaron como parte de la
informacion contenida en la publicacion de Raggi & Garcia-Guevara et al., 2020,
manteniéndose en este trabajo como participacion en otros proyectos.

Todos los programas, bases de datos y paqueterias utilizadas en el analisis de las
secuencias y busqueda de genes marcadores se enlistan en el Anexo 8, asi como una
breve descripcion y sitio URL de descarga.

Cuantificacion de parametros geoquimicos

A las mismas muestras de sedimento a las que se les realizo la secuenciacion de
amplicones, también se les cuantificé las concentracion de diferentes parametros
geoquimicos, como la concentracion de metales, algunos aceptores de electrones y el
valor de pH.

Determinacion de la concentracion de metales

Se realizd una extraccion acida en las muestras de sedimento, el producto de esta
extraccion fue enviado al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C.
(IPICYT) donde se les realiz6 una determinacion de los metales en la muestra usando
Espectrofotometria de Emisiéon Optica de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES)
en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA).
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La metodologia para la extraccion acida fue la que el IPICYT recomendo para este tipo
de muestras, la cual consistid en lo siguiente:

1. Se pesaron de 3.0 a 3.5 g de muestra humeda (congeladas a — 70°C) y se dejaron
secar 2:30 horas a 80°C.

2. Se pesaron de 0.5 a 2 gr de muestra seca y se colocaron en un vaso de
precipitado.

3. Alas muestras se les agreg6 de 1 a 3 mL de acido nitrico (HNO3) y de 3a 9 mL
de acido clorhidrico (HCI)

4. Los vasos de precipitado se dejaron en una patrrilla caliente hasta semi sequedad,
se retiraron de la parrilla y se dejaron enfriar.

5. Las paredes del vaso se lavaron con agua destilada y después se colocaron de 3
a 5 ml de HCL mientras se dejaba hervir a las muestras.

6. Se procedio a filtrar las muestras utilizando un papel filtro Whatman No.40.

7. Finalmente, las muestras se volvieron a hervir, dejaron enfriar y se aforaron a 10
mL con agua destilada anotando el Volumen de aforo.

Todas las muestras se almacenaron en tubos Falcon ™ de 15 mL a 4°C.
Cuantificacion de aceptores de electrones anaerobios

Para estas mediciones se utilizé el colorimetro DR900 de HACH® y sus respectivos kits
(sulfato y nitrato) para cada compuesto de interés utilizando la metodologia para cada
kit. El equipo DR900 esta disefiado para realizar mediciones en muestras de agua y al
tratarse de muestras sélidas de sedimento marino se opt6 por el siguiente tratamiento
para las muestras. Para cada muestra se peso entre 1.0 y 1.5 g aproximadamente, estas
se secaron en horno a 80 °C durante 2:30 horas. Después se maceraron con mortero,
se tamizaron con un tamiz numero 20 (0.0331 pulgadas) y se pesaron para obtener el
peso en seco. La muestra en seco se diluyd en una suspension al 0.1 o 10% para cada
muestra, con estas diluciones fue con las que se trabajé para medir los compuestos de
interés.

Para corroborar que las muestras no poseian interferencia al momento de tomar la
medicidn se usaron las soluciones estandar de HACH® para los reactivos a medir, con
estos se realiz6 la metodologia de adicion de estandar reportada en la guia Water
Analysis Guide ,2013 de HACH®.

En esta técnica a una muestra previamente medida se le retira cierto volumen, para
después agregar el mismo volumen retirado, pero en este caso de la solucion estandar
y después se vuelve a medir esta muestra con el agregado. Al conocer la concentracion
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de la muestra medida y de la solucion estandar se puede calcular la concentracion tedrica
con la siguiente formula:

Concentracion tedrica = (Cu x Vu) + (Cs x Vs) + Vu + Vs

Donde:

Cu = Concentracién de la muestra problema

Vu= Volumen de la muestra problema

Cs = Concentracion de la muestra con el agregado
Vs= Volumen de la muestra con el agregado

Usando el valor tedrico se midio el porcentaje de recuperacion dividiendo el valor de la
muestra con el agregado sobre el valor te6rico multiplicado por 100. Se usoé el rango de
aceptacion reportado en la Water Analysis Guide ,2013 de HACH® y se aceptaron
valores entre 90% y 110% para el porcentaje de recuperacion.

Mediciones de Sulfato

El método utilizado fue el SulfaVer 4 Method (HACH® Method 10248), en este método
los iones sulfato en la muestra reaccionan con el bario del kit de SulfaVer 4 y forman un
precipitado de sulfato de bario. La turbidez formada es proporcional a la concentracion
de sulfato. La medida de longitud de onda usada fue 520 nm en colorimetros DR900.

Para estas mediciones se realizé el protocolo previamente mencionado, sin filtrar la
muestra ya que para evitar los solidos suspendidos se realizaron dos diluciones (1:100 y
después 1:10) para disminuir la cantidad de sdlidos en suspension.

Se tomaron inicialmente 3 muestras al azar a las que se les aplico el protocolo de adicién
de estandar para corroborar que no hubiera interferencia en las mediciones, una vez
encontrado que no hubo interferencia después de las dos diluciones realizadas a la
muestra se prosiguid con esta metodologia para el resto de las muestras. Todas las
mediciones fueron realizadas en un volumen de 10 mL y se llevaron a cabo por duplicado.

Mediciones de Nitrato

El método utilizado fue la reduccion por cadmio (HACH® Method 8039), ya que el cadmio
reduce el nitrato en la muestra a nitrito. El ion nitrito reacciona con el acido sulfanilico del
kit para formar una sal de diazonio intermedia. La sal se combina con acido gentisico
para formar una solucion de color ambar proporcional a la concentracion de nitrato. La
longitud de onda usada fue de 520 nm para colorimetros DR900
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Esta medicion presentd muchas complicaciones para poder eliminar la interferencia de
la muestra, por lo que para estas mediciones fue necesario filtrar la suspension al 10%
por unos filtros de 0.22 um y con el volumen resultante realizar las mediciones. Estas
mediciones fueron realizadas en un volumen de 10 ml tomando de 3 a 4 ml de la muestra
ya filtrada y aforando a 10 ml, todas las mediciones se realizaron por duplicado.

Determinacién de pH del sedimento marino

Para este procedimiento se tomo el protocolo de la Norma Oficial Mexicana NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 para la medicion de pH en suelos. El cual consté de pesar 5 g
de sedimento a los cuales se les agregé 10 ml de agua ultrapura. Después se agitd
durante 30 minutos y se dejé 1 hr sin mover para permitir sedimentar los sélidos.
Finalmente se utilizé un potencidmetro Oakton® PH 150 pHmeter previamente calibrado
para medir el pH. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

Resultados

Obtencion de DNA de sedimentos marinos

Entre los cuatro nucleos elegidos para este trabajo, se obtuvo un total de 45 muestras
de sedimento. El sedimento tiene grandes cantidades de compuestos organicos e
inorganicos por lo que es considerado una matriz muy compleja de estudiar. Esto se
reflejé en la pureza y las concentraciones extraidas de DNA, donde el rendimiento fue
bajo, asi como la pureza del DNA. (Tablas 3y 4.). También se observé una tendencia en
la que a mayor profundidad del estrato o rebanada menor cantidad de DNA se obtuvo.

Tabla 3. Resultados de la extraccion y purificacion de DNA de las de la zona de Perdido, se
muestra la profundidad a la que corresponde cada rebanada del nucleo correspondiente.

Muestra Profundidad | ng/uL A260/280 Muestra Profundidad | ng/uL A260/280
A1-1 18-20 cm 4.6 1.53 A3-1 16-18 cm 3.2 1.66
A1-2 16-18 cm 6.4 1.72 A3-2 14-16 cm 5.1 1.48
A1-3 14-16 cm 4.4 1.83 A3-3 12-14 cm 3.8 1.64
A1-4 12-14 cm 4.0 1.79 A3-4 10-12 cm 3.7 1.39
A1-5 10-12 cm 6.0 1.93 A3-5 8-10 cm 3.8 1.71
A1-6 8-10 cm 12.3 1.20 A3-6 6-8 cm 55 1.62
A1-7 6-8 cm 8.5 1.50 A3-7 4-6 cm 41 1.9
A1-8 4-6 cm 94 1.48 A3-8 2-4 cm 5.6 1.79
A1-9 2-4 cm 7.7 1.60 A3-9 0-2 cm 7.5 1.68

A1-10 0-2cm 12.0 1.63

Tabla 4. Resultados de la extraccion y purificacion de DNA de las de la zona de “Campeche knolls”, se
muestra la profundidad a la que corresponde cada rebanada del nucleo correspondiente.
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Muestra | Profundidad ng/uL | A260/280 Muestra | Profundidad ng/uL | A260/280

C1141 26-28 cm 6.2 1.71 D18-1 22-24 cm 4.4 1.34
C11-2 | 24-26 cm 6.6 1.62 D18-2 | 20-22 cm 5.0 1.79
C11-3 | 22-24 cm 6.4 1.90 D18-3 18-20 cm 6.2 1.65
C11-4 | 20-22 cm 6.4 1.98 D18-4 16-18 cm 4.5 1.60
C11-5 18-20 cm 7.9 1.43 D18-5 14-16 cm 4.1 1.85
C11-6 16-18 cm 10.1 | 1.60 D18-6 12-14 cm 5.3 1.74
C11-7 14-16 cm 6.4 1.70 D18-7 10-12 cm 4.6 1.80
C11-8 12-14 cm 7.7 1.58 D18-8 8-10 cm 7.2 1.78
C11-9 10-12 cm 8.8 1.67 D18-9 | 6-8cm 4.7 1.97
C11-10 | 8-10 cm 8.4 1.64 D18-10 | 4-6 cm 9.7 1.34
C11-11 | 6-8 cm 12.0 | 2.00 D18-11 | 2-4cm 8.2 1.77
C11-12 4-6cm 14.0 | 1.72 D18-12 | 0-2 cm 7.1 1.81
C11-13  2-4cm 14.0 | 2.1

C11-14 | 0-2cm 154 | 1.64

Aun con la dificultad de la extraccion de DNA las regiones V3-V4 del gen 16S RNA
ribosomal se lograron amplificar correctamente en todas las muestras (Figura 10.).

T

LR

Figura 10 Gel de agarosa con amplicones de las regiones V3-V4 del gen 16s ribosomal. De
izquierda a derecha muestras A1-1 hasta A1-20 hasta A1-2, dltimas dos A3-18 y A3-16.

Se obtuvo un numero considerable de secuencias finales, al menos 20,000 secuencias
minimo por muestra, basandose en lo que la literatura ha reportado sobre muestras
similares de sedimentos del GoM (Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018 y Godoy-Lozano
et al., 2018 y Ramirez et al., 2020). Solo dos muestras tuvieron menos de 20,000
secuencias finales A1-BAC-2 y D18-BAC-10 (Anexo 1.1).

El niumero de ASVs de bacteria fue alto para todos los nucleos, mas de 3500 en
promedio, sélo las muestras A1-BAC-2 y A1-BAC-10 presentaron menos de 300 ASVs
(Anexo 1.1). En cuanto las arqueas el numero de ASVS encontrado fue mucho menor
con un promedio de 520, un minimo de 94 en A1-ARC-6 y una tendencia el aumento de
las ASVs conforme la profundidad de la muestra (con un cambio drastico pasando los 6
a 8 cmbs) (Anexo 1.2).
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En todas las muestras se obtuvo un rendimiento adecuado en las secuenciacién e incluso
con las pocas ASVs de arquea las curvas de rarefaccidén presentaron un aplanamiento
de la curva (Anexo 2).
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Diversidad y riqueza de las muestras

Los indices de diversidad alfa en la comunidad de bacterias fueron altos, por arriba de 6
para el indice de Shannon y casi uno para el indice de Simpson (Figuras 11y 12) por lo
que la comunidad no solo posee un gran numero de diferentes ASVs si no en general no
hay una se observd dominancia de alguna ASV en la poblacién. En la mitad de las
muestras del nucleo A1 los indices de diversidad fueron bajos en comparacion con el
resto de las muestras, por debajo de 5 para el indice de Shannon y una dominancia
menor que todas las demas muestras. (Figura 11

Shannon A1-BAC A1-BAC Simpson
1.00

superficie medio profundo superficie medio profundo

Shannon A3-BAC A3-BAC Simpson

=

75 0.995

7.0 0.990

6.5 % 0.985

6.0 0.980

superficie medio profundo

superficie medio profundo

Figura 11. indices de diversidad alfa de la comunidad de bacteria para los niicleos A1y A3. Se
muestran los indices de Shannon y Simpson
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Figura 12. indices de diversidad alfa de la comunidad de bacteria para los nucleos C11 y D18.

Se muestran los indices de Shannon y Simpson

La comunidad de arqueas del sedimento, en contraste con la comunidad de bacterias
presento indices de diversidad mas bajos (por debajo de 5 para el indice de Shannon)
en todas las muestras. En todos los nucleos se observé que conforme la profundidad de
la muestra aumentd, también lo hicieron los indices de diversidad. (Figuras 13y 14). En
todos los nucleos se observo que el cambio mas grande en los indices de diversidad
sucedio alrededor de los 8 cmbs, en particular para el indice de Shannon
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Figura 13. indices de diversidad alfa de la comunidad de arquea para los nticleos A1y A3. Se

muestran los indices de Shannon y Simpson.
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Figura 14. indices de diversidad alfa de la comunidad de arquea para los nicleos C11 y D18.
Se muestran los indices de Shannon y Simpson

Asignacion taxonémica de la diversidad de arqueas

Entre todas las muestras se encontraron siete phyla de arqueas y en todos los nucleos
en las primeras tres muestras pertenecientes al sedimento de la superficie (0 a 6 cmbs)
el 90% de la abundancia relativa correspondié al phylum Thaumarchaeota. Mientras que
el resto de los phyla aumentd su abundancia conforme la profundidad aumentd y la
abundancia de Thaumarchaeota disminuy6 (Figura 15).
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Figura 15. Taxonomia y abundancia relativa de la diversidad de arqueas a nivel de Phylum, Las
muestras se encuentran ordenadas conforme la profundidad.

El segundo phylum mas abundante de todos fue el de las Crenarchaeota, en las muestras
del nucleo A1 en donde este se encontr6 a todos niveles (26.2% en promedio) excepto
en las muestras del sedimento superficial (0 a 6 cmbs). En este nucleo, a diferencia de
otros, las Euryarchaeotas no fueron abundantes, con un promedio 6.9% de abundancia
relativa en las muestras que no fueron del sedimento superficial. También en A1 se
observé que las Nanoarchaeota tuvieron una poblacion mas alta en la parte de mida de
la columna al resto de las muestras del nucleo y que y a los 16 18 cmbs donde la
poblacion de Thaumarchaeota volvié a aumentar considerablemente (Figura 15).

Las muestras del nucleo A3 fueron las que mantuvieron una mayor poblacién de
Thaumarchaeota después de los primeros 6 cmbs (casi 66.46% en promedio) y a
diferencia de A1 las Crenarchaeota tuvieron una abundancia muy baja (menos de 1% en
promedio) y se observdé que el segundo phylum mas abundante fue el de las
Euryarchaeota (17.71 %), seguido de las Asgardaeota y Nanoarchaeota, estos dos en
menor proporcidén que en A1 (Figura 15). Los nucleos de la zona de “Campeche knolls”
fueron los que tuvieron mayor disminucion de la poblacion de Thaumarchaeota conforme
la profundidad y un mayor aumento en la poblacion del resto de los phylas. El nucleo
C11 presentd una poblacion similar de Crenarchaeota (23.47%), Euryarchaeota
(20.36%), y Nanoarchaeota (16.84%), mientras que en las muestras de D18 se observo
que las Euryarchaeota (18.36%) y Asgardaeota (21.51%) fueron mas altas y solo de los
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12 a 14 cmbs se encontrdé una alta poblacién de Crenarchaeota (Figura 15). En las
muestras de “Campeche knolls” la poblacién de las Hydrothermarchaeota fue mas alta y
constante que en las muestras de la zona de Perdido.

En cuanto a las clases encontradas en el nucleo A1 solo cinco correspondieron a mas
del 90% de la comunidad en todas las muestras, estas clases tuvieron la misma
distribucion que el phylum al que corresponden (representan mas del 95% de la
abundancia del phylum al que pertenecen), Nitrosophaeria, para las Thaumarchaeota,
Bathyarchaeia para las Crenarchaeota, Lokiarcheia en el caso de las Asgardaeota,
Nanohaloarcheia para las Nanoarchaeota y Thermoplasmata para phylum
Euryarchaeota (Figura 16). Las clases encontradas en el nucleo A3 al igual que en el
nucleo A1 tuvieron practicamente la misma abundancia que el phylum al que pertenecen,
estas fueron Nitrosophaeria, Thermoplasmata, Lokiarcheia, Nanohaloarcheia y a
diferencia del nucleo A1 se encontro a la clase conocida como Marine Benthic Group A
(MBG-A) perteneciente a las Thaumarchaeota (Figura 16). A nivel de clase en las
muestras de “Campeche knolls”, también se observd que la mayor parte de la poblacion
estuvo dominada por las mismas cinco clases Nitrosophaeria, Thermoplasmata,
Bathyarchaeia, Nanohaloarcheia y Lokiarcheia). En el nucleo C11 pasando los primeros
6 cmbs, se observd un decremento en las Nitrosophaeria y un incremento en
Thermoplasmata 16.9% en promedio para las muestras del estrato medio y 22.09% en
las muestras profundas, Bathyarchaeia con 11.41y,21.69%, Nanohaloarcheia con 10.40
y 12.89% y Lokiarcheia con 8.54 y 8.61% (Figura 17). En las muestras del nucleo D18 el
decremento alto de las Nitrosophaeria se dio pasando los 10 cmbs, donde se observod
que una parte de las Thaumarcheota correspondieron a las MBG-A (21.09% de los 10 a
12 cmbs) También este nucleo es el que mas abundancia de Lokiarcheia presento,
pasando los 14 cmbs abundando en promedio un 20% con una tendencia de disminuir
conforme aumenté la profundidad, las Thermoplasmata asi como as Nanohaloarcheia se
mantuvieron constantes a lo largo de la columna de sedimento 12.54% en promedio para
Thermoplasmata pasando los 6 cmbs con un pico de abundancia de 21.63% en D18-
ARC-14 y 8.14% en las Nanohaloarcheia pasando los 12 cmbs.(Figura15).
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Figura 17. Taxonomia y abundancia relativa de arqueas a nivel de clase. Se muestran los
nucleos C11 y D18 de la zona de “Campeche knolls. Las muestras se encuentran ordenadas
conforme la profundidad de cada estrato. En la categoria de “other” se encuentran las clases con
una abundancia menor 0.005).

A nivel de orden la asignacion taxonémica no fue tan precisa ya que la mayoria de las
asignaciones correspondié a o6rdenes no identificados o muestras ambientales no
cultivadas. (Anexo 4). En todas las muestras mas del 90% de la clase Nitrosophaeria
correspondio al orden de la Nitrosopumilales y estas a la familia de Nitrosopumilaceae la
cual a su vez fue representada por el género Candidatus Nitrosopumilus. El resto de los
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ordenes mas abundantes correspondieron a las Marine Benthic Group D de
Thermoplasmata, dos 6rdenes de Nanohaloarchaeia Deep Sea Euryarchaeotic Group
(DSEG) y Aenigmarcheales (Anexo 4).

La comunidad de arqueas en los sedimentos del GoM resulté ser muy similar entre los
cuatro nucleos sin importar la zona a la que pertenecieron o la profundidad a la que se
colectaron. Siempre se observo la dominancia de Nitrosophaeria en los primeros 6 a 8
cmbs y su disminucién con cada estrato, asi como las mismas cinco clases aumentando
su poblaciones, aunque en diferentes proporciones para cada nucleo.

Estructura de la comunidad de arqueas

Para determinar la similitud entre las muestras de cada nucleo y estudiar la diversidad
beta de los sedimentos se realizé un escalamiento multidimensional no métrico o NMDS
(por sus siglas en inglés). Las distancias entre las 45 muestras se calcularon usando el
indice de similitud de Bray-Curtis. Este indice cuantifica la diferencia entre la abundancia
de las ASVs entre cada sitio.

Con lo observado en la taxonomia y riqueza de las muestras, se definieron tres
categorias en el sedimento, correspondiendo a la profundidad de cada rebanada:
sedimento de la superficie, sedimento medio y sedimento profundo (Tabla 5).

Tabla 5. Secciones definidas en la columna de sedimento basandose en la profundidad en cmbs
de cada muestra

Profundidad/nucleo A1 A3 C11 D18
0-2 cmbs Superficie | Superficie | Superficie | Superficie
2-4 cmbs Superficie | Superficie | Superficie | Superficie
4-6 cmbs Superficie | Superficie | Superficie | Superficie
6-8 cmbs Medio Medio Medio Medio
8-10 cmbs Medio Medio Medio Medio

10-12 cmbs Medio Medio Medio Medio
12-14 cmbs Medio Profundo Medio Medio
14-16 cmbs Profundo | Profundo Medio Medio
16-18 cmbs Profundo | Profundo | Profundo | Profundo
18-20 cmbs Profundo Profundo | Profundo
20-22 cmbs Profundo | Profundo
22-24 cmbs Profundo | Profundo
24-26 cmbs Profundo

26-24 cmbs Profundo

Analizando a la poblacién de arqueas se observd que las muestras se agruparon
ligeramente conforme al nucleo al que pertenecen. Las muestras de los nucleos D18 y
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A3 fueron las que mas se agruparon a diferencia de las pertenecientes al nucleo C11y
A1 las cuales fueron las mas dispersas (Figura 18) En todos los nucleos se observé que
las muestras del sedimento de la superficie se agruparon o se posicionaron alejadas del
resto de las muestras de la columna de sedimento.
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Figura 18. Analisis multidimensional no métrico para los resultados de arquea. Las muestras se
colorearon correspondiendo al ntcleo al que pertenecen.

Los nucleos D18 y A3 parecieron ser los de mayor similitud entre ellos y en el nucleo,
solo una muestra D18-ARC-14 fue la mas alejada de todas. En las muestras del nucleo
C11, las muestras correspondientes a cada categoria de sedimento se agruparon, algo
que se observo para todas las muestras del sedimento profundo para cada nucleo
(Figura 18).

Para comparar si los nucleos presentaban una diferencia significativa en cuanto a su
composicidén taxondmica se realizé un analisis multivariado permutacional de la varianza
(PERMANOVA). El resultado arrojo que si existen diferencias significativas entre los
cuatro nucleos (p<0.01) en cuanto su composicion de ASVs. Para validar este resultado
y que lo observado no estuviera influenciado por la dispersion de las muestras o una
varianza heterogénea, se calculé la homogeneidad de la varianza usando la prueba de
dispersion beta (betadisper) de Marti Anderson (Anderson et al., 2006). Este arrojé un
valor de P <0.05, indicando que no existe homogeneidad en la varianza y la dispersion
de los nucleos es significativamente diferente. Esta combinacidon de resultados indica
que si bien existe una diferencia significativa entre los nucleos también poseen una
variacion alta entre sus muestras y el grupo (nucleo) no esta bien definido.
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Ademas, también se realizé otro NMDS, pero tomando en cuenta no solo la composicién
de ASVs de las muestras sino la filogenia de estas usando la distancia de unifrac
“‘unweiighted”. Con este analisis la mayoria de las muestras se agruparon y solo algunas
muestras de la superficie de D18, A3 y C11 se posicionaron aparte del conjunto de
muestras agrupadas (Figura 19).
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Figura 19. NMDS para los resultados de arquea con la distancia de UniFrac. Las muestras se
colorearon correspondiendo al nucleo al que pertenecian y la forma de acuerdo con su
profundidad.

Con esta distribucion, las muestras del nucleo A1 se agruparon mucho mas y en cambio
las de los nucleos D18 y A3 presentaron una variacion mas alta. Con esta métrica de
distancia, se puede observar que en la mayoria de las muestras existe un parentesco
filogenético entre ellas, exceptuando algunas de la superficie.

Se logré analizar la estructura de la comunidad de arqueas en cada sitio realizando un
NMDS con la métrica de Bray-Curtis para cada nucleo, excepto para el nucleo A3 que,
por tener pocas muestras, la ordenacion no se graficd de manera clara. Para este nucleo
se realizdé un PCoA (analisis de coordenadas principales) (Figuras 20 a 23).
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Figura 20. NMDS de las muestras del nticleo A1 con los resultados de arquea.
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Figura 21. PCoA de las muestras del nucleo A3 con los resultados de arquea
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Figura 22. NMDS de las muestras del nucleo C11 con los resultados de arquea.
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Figura 23. NMDS de las muestras del nucleo D18 con los resultados de arquea.

En estos NMDS realizados se observé que la comunidad de arqueas esta estratificada
conforme la profundidad del sedimento, siendo esto mas claro en los nucleos A3, C11y
D18. La distribucién de las muestras de la zona de Perdido fue en las que menos
agrupacion entre las diferentes categorias se observé. En el nucleo A1 se observo una
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dispersion en la mayoria de las muestras (Figura 20), mientras que en A3 las muestra
mas profundas fueron las que mas se agruparon (Figura 21). Los nucleos de la zona de
“Campeche knolls fueron los que mayor separacion entre las tres categorias tuvieron, en
especial el nacleo C11 (Figura 22), mientras que en D18, solo la muestra D18-ARC-14
fue la mas disimil del resto (Figura 23). Se observé en todos los nucleos, como las
muestras correspondientes a los primeros 6 cmbs, se agrupan en un conjunto (nucleos
C11 y D18) o se posicionan lejos del resto de las muestras (nucleos A1y A3).

Se realizaron pruebas de PERMANOVAs a cada uno de los nucleos comparando las
diferentes categorias del sedimento (Tabla 6), asi como la medicién de la homogeneidad
de la varianza. Solo en el nucleo A1 la prueba no arrojé que existiera una diferencia
significativa entre las tres categorias del sedimento y en todas las muestras la varianza
fue homogénea (Tabla 6)

Tabla 6. Resultado de los PERMANOVA y Betadisper entre las secciones del sedimento

(superficie, medio y profundo) para cada ntcleo con los datos correspondientes de arquea (nds:
no hay diferencia significativa, *: p<0.005 **: p<0.001)

Nicleo | PERMANOVA | Betadisper

A1-ARC nds nds
A3-ARC * nds
C11-ARC ** nds
D18-ARC * nds

El resultado corrobora lo observado en los NMDS, donde en la mayoria de los nucleos
se observan muestras agrupadas conforme la profundidad del sedimento y estos
conjuntos tiene una diferencia estadisticamente significativa, excepto en el nucleo A1.

Asignacion taxonémica de la diversidad de bacterias.

En total se lograron asignar 62 phylas, 55 para los nucleos A1y A3 y 59 para los nucleos
C11 y D18 respectivamente. En todas las muestras la mayor parte de la diversidad (mas
del 80% de la abundancia relativa) pertenecié a los phyla Proteobacteria, Chlorofelxi,
Planctomycetes, Acidobacteria, Rokubacteria, Gemmatimonadetes, Patescibacteria y
Actinobacteria (Figura24). Se encontrd que cuatro phyla principales correspondieron a
casi dos terceras partes de toda la abundancia relativa en todas las muestras,
Proteobacteria, Chlorofelxi, Planctomycetes y en algunas muestras Acidobacteria
mientras que en otras Rokubacteria (Figura 24).
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Proteobacteria fue el phylum mas abundante en todas las muestras, siendo el nucleo A1
donde abundaron mas (64.71% en promedio), y el nucleo D18 donde menos (27.65%).
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Figura 24. Abundancia relativa de los taxones de bacterias encontrados a nivel de Phylum. Las
muestras se encuentran ordenadas conforme la profundidad de cada estrato. En la categoria de
otros se encuentran los phyla con una abundancia menor 0.035 (color rosa).

La diversidad de bacterias a nivel de phylum, fue similar para todas las muestras, con
ciertos cambios en algunos nucleos y a ciertas profundidades. Se observd que en los
nucleos de la zona de “Campeche knolls” conforme la profundidad aumenté también lo
hicieron las poblaciones de Chloroflexi, Actinobacteria y Acidobacteria. En el nucleo A3
la poblacion a nivel de phylum se mantuvo similar en todas las profundidades con un
ligero aumento de Chloroflexi, Planctomycetes y Patescibacteria en las muestras
profundas (Figura 24). En el nucleo A1 fue donde menos poblacién de Chlorofilexi,
Planctomycetes y Rokubacteria se observo y en cambio en todas la columna de
sedimento Proteobacteria correspondid a mas del 60% de la abundancia relativa.

A nivel de clase, en las muestras de la zona de Perdido las Proteobacterias mas
abundantes fueron las Gammaproteobacteria seguidos de Deltaproteobacterias y de las
Dehalococcoida pertenecientes a Chloroflexi. (Figura 25). El nucleo A1 es el unico en el
que se observo que el 51.49% de su abundancia pertenecid6 a Gammaproteobacteria,
seguido de Anaerolineae (7.32 %), Deltaproteobacteria (6.21%), Dehalococcoida
(4.81%), Phycisphaerae (3.14%), Clostridia (2.41%), Alphaproteobacteria (2.18),
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Planctomycetia (1.98%) y NC10 (1.79 %) en mucha menor proporcion. (Figura 25).
Aparte de ser la clase mas dominante, su poblacién se mantuvo constante a lo largo de
la columna de sedimento, solo disminuyendo en ciertas muestras (A1-BAC-4, 8, 12 ,14
y 18, Figura 25). El resto de las clases abundantes (Anaerolineae y Deltaproteobacteria)
aumentaron su poblacion en las muestras donde la abundancia de
Gammaproteobacterias no fue tan alta.
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Figura 25. Taxonomia y abundancia relativa a nivel de clase de los ntucleos A1 y A3 de la zona
de Perdido. Las muestras se encuentran ordenadas conforme la profundidad de cada estrato. En
la categoria de otros se encuentran las clases con una abundancia menor 0.035).

En el nucleo A3 se observd una diversidad mas alta y mas clases (139 clases)
distribuidas en las muestras que en las muestras del nucleo A1. Gammaproteobacteria
fue la clase mas abundante seguida de Deltaproteobacteria, Dehalococcoidia,
Alphaproteobacteria, Phycisphaerae, y NC10, las cuales juntas ocuparon mas del 60%
de la abundancia relativa en todas las muestras excepto en A3-BAC-16, siendo esta la
muestra con la diversidad mas alta (Figura 25). Las Deltaproteobacteria fueron mas
abundantes y disminuyeron ligeramente con la profundidad, lo mismo se observo para
las Alphaproteobacteria, pero en menor proporcion. Las Dehalococcoidia vy
Phycisphaerae mantuvieron una poblacion constante en toda la columna (4.62 %y 5.1%)
y solo en la Anaerolineae aumentaron conforme la profundidad de 1.1% en la superficie
a 3.5% en los estratos profundos (Figura 25).
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En la zona de “Campeche knolls” la abundancia de las Proteobacterias fue menor y se
observo una mayor poblacién de Rokubacteria, Planctomycetes y Chloroflexi. En ambos
nucleos de la poblacion de Rokubacteria disminuy6 conforme la profundidad (de 11.5%
a 5.27% aprox.), las Chloroflexi aumentaron con esta (8.7% en la superficie a 15.74 %
en la parte media y 18.23% en las muestras profundas), y, las Planctomycetes, asi como
las Gemmatimonadetes se mantienen constantes en la columna (Figura 24).

A nivel de clase las Deltaproteobacteria y Dehalococcoidia fueron mas abundantes que
las Gammaproteobacteria y se observo una poblacién mas grande de NC10 sobre todo
en los estratos no profundos y en el nucleo D18 (Figura 26).
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Figura 26. Taxonomia y abundancia relativa a nivel de clase de los nucleos D18 y C11 de la
zona de “Campeche knolls”. Las muestras se encuentran ordenadas conforme la profundidad de
cada estrato. En la categoria de otros se encuentran las clases con una abundancia menor 0.035.

En el nucleo C11 se asignd un total 179 clases, de las cuales ocho juntas abarcan mas
del 60% de la abundancia relativa en todas sus muestras: Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Dehalococcoidia, Phycisphaerae,  Anaerolineae, NC10,
Alphaproteobacteria y Planctomycetia. A partir de los 12 cmbs donde las NC10
disminuyeron su abundancia la poblacion de Dehalococcoidia y Anaerolineae incremento
considerablemente 11.63% y 7.15% en las muestras del estrato medio para terminar con
22.08 %y 8 .1 en los estratos profundos (Figura 26). En las muestras pertenecientes al
nucleo D18 se asignaron 148 clases y se observd poca dominancia por parte de algun
taxon. La poblacién de Deltaproteobacterias fue las mas abundante y se mantuvo
constante en la columna con un promedio de 10.51%, las Alphaproteobacterias, tuvieron
una mayor abundancia en los primeros cmbs 10.38 % y después disminuyeron
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considerablemente a un promedio de 3.6% (Figura 26). Las Dehalococcoida tuvieron una
abundancia de 6.29% en la superficie y aumentaron conforme la profundidad a un
promedio 11.9%., caso contrario a las NC10 bajaron de 10.5% de abundancia relativa
hasta un promedio de 7.8% en los estratos profundos.

A nivel de orden el numero de taxones aumentd considerablemente y solo en las
muestras de la zona de Perdido se observo una dominancia de algunos de estos. En las
muestras del nudcleo A1, siete 6rdenes correspondieron a poco mas del 50% de la
abundancia relativa en todas las muestras. Los tres mas abundantes pertenecen a las
Gammaproteobacteria siendo Alteromonadales, Pseudomonadales y Enterobacterales,
el resto fueron los Anaerolineales, Clostridiales, Physiphaerles y S085, de
Dehalococcoidia (Figura 27). Los 6rdenes de Pseudomonadales y Enterobacteriales
tuvieron una poblacion alta solo en las muestras A1-BAC-6, 8 y 20 (Enterobacteriales
s6lo en la ultima), mientras que Alteromonadales abundé en el resto de las muestras
(Figura 27)
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Figura 27. Heatmap de los tops 25 ordenes del nucleo A1, juntos correspondieron a mas del
65% de la abundancia relativa en cada muestra, el resto se aglomero en la categoria de “others”.
La escala de colores se muestra en cuestion de la abundancia relativa de cada orden.
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Figura 28. Heatmap de los tops 30 6rdenes del nucleo A3, juntos correspondieron a mas del
50% de la abundancia relativa en cada muestra, el resto se aglomeré en la categoria de “others”.
La escala de colores se muestra en cuestion de la abundancia relativa de cada orden.

La distribucion de las familias en este nucleo siguié el mismo patron que la distribucion
de 6rdenes donde, la familia mas abundante de Alteromonadales fue Moritellaceae
abarcando mas del 95% de todas las Alteromonadales excepto en la muestra mas
superficial donde la mitad correspondié a Colwelliaceae. Para las Pseudomonadales y
Enterobacteriales los representantes mas abundantes (arriba del 90%) fueron
Pseudomonadaceae y Enterobacteraceae respectivamente. En los 6rdenes del nucleo
A3 se observo lo mismo que en A1 entre Alteromonadales y Pseudomonadales, en estas
muestras no se encontrd a él orden de las Enterobacteriales, pero si una poblacion mas
alta de las Methylomirabilales de las NC10 en las muestras mas superficiales (Figura 28).
En ambos nucleos de la zona de Perdido los géneros correspondientes a los érdenes y
familias mas abundantes correspondié a Moritella, Collwella, Pseudomonas y Klebsiella
para las Alteromonadales, Pseudomonadales y Enterobacteriales y un género propuesto
como WbA1-12 en las Methylomirabilales.

La taxonomia a nivel de orden en la zona de “Campeche knolls” no presentd ordenes
dominantes y los que fueron observados en la zona de Perdido tuvieron una abundancia
baja (Figuras 29 y 30), en cambio la mayoria de los taxones pertenecientes a las clases
de Dehalococcoidia y Anaerolineae no tuvieron una asignacion mas profunda. En las
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muestras del nucleo C11 los 6rdenes con mayor abundancia fueron NB1-J (11% en la
superficie y disminuyendo hasta 4.01 %), Methylomirabilales (en la superficie de 9.3% y
pasando los 12 cmbs 3.4%) y Phycisphaerales (5.4% en promedio en todo el nucleo). En
las muestras del estrato medio se observaron pocos érdenes abundantes, salvo en C11-
BAC 8 y 10 los Enterobacteriales con 13.95% y 19.84 %. Las Alteromonadales
comenzaron a tener un poblacion mas alta a partir de los 18 cmbs (26.03 %) y disminuyen
hasta abundar de nuevo a los 24 cmbs 26.95% (Figura 29). En cuanto a las familias y
geéneros encontrados, la mayoria de los Dehalococcoida no se clasificaron para mas de
esa clase, y en cuanto a Deltaproteobacterias se llegd a identificar a la familia
Desulfobacteraceae. Los géneros mas abundantes son Moritella siendo la mayoria de
los Alteromonadales, Klebsiella para las muestras donde hay Enterobacteriales, wb1-
A12 Metylomirabiales y SEEP-SRB1 para la familia de Desulfobacteraceae.
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Figura 29. Heatmap de los tops 30 érdenes del nuacleo C11, juntos correspondieron a mas del
50% de la abundancia relativa en cada muestra, el resto se aglomeré en la categoria de “others”.
La escala de colores se muestra en cuestion de la abundancia relativa de cada orden

54



Aminicenantales
Calditrichales 4
Oceanospirillales 1
Ardenticatenales
Latescibacterales -
MBMPE27 4

SAR324 clade(Marine group B) 4
Actinomarinales §
Anaerolineales 4
Desulfobacterales -
Alteromonadales -
S0854

Pirellulales 4

NB1-j
Rhodovibrionales 4
Myxococcales 4
CCM11a+
Gemmatimonadales -
Steroidobacterales 4
uncultured 4

SAR202 clade A
Phycisphaerales -
uncultured bacterium -
Methylomirabilales
Unknown 4

Other 4

Figura 30. Heatmap de los tops 30 érdenes del nucleo D18, juntos correspondieron a mas del
50% de la abundancia relativa en cada muestra, el resto se aglomeré en la categoria de “others”.
La escala de colores se muestra en cuestion de la abundancia relativa de cada orden.

En el nucleo D18 se asignaron varios 6rdenes con poca abundancia entre ellos (Figura
30) e igual que en el nucleo C11 la mayoria de las Dehalococcoida y Anaerolineae no se
clasificaron para mayor profundidad, mas que el clado SAR202 de Dehalococcoidia. El
orden de las Methylomirabilales fue el mas abundante hasta los 14 cmbs (13.17%),
seguido de las Phycisphaerales que se mantuvieron constantes a lo largo de la columna
(8.6%) excepto en las ultimas muestras (20 24 cmbs). Las Alteromonadales en D18 solo
fueron abundantes en las ultimas dos muestras (9.8%) (Figura 30).

En ambos nucleos la mayoria de las Alteromonadales correspondié al género Moiritella,
para las Phycisphaerales y Methylomirabilales se asignaron los géneros propuestos de
wbA1-12 y Urania-1B-19 respectivamente. También en C11 las Enterobacterales
correspondieron en su mayoria a Klebsiella y la mayoria de las Deltaproteobacterias a el
género conocido como SEEP-SRB1.
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Estructura de la comunidad de Bacterias

Se realizé6 un NMDS usando la distancia de Bray-Curtis para determinar la similitud de
las 45 muestras de acuerdo con su composicion de ASVs. No se observo algun conjunto
de muestra agrupadas aparte del resto, sino al contrario una alta dispersion en casi todos
los nucleos, sin embargo, las muestras de los nucleos A3 y D18 presentaron una similitud
mucho mas alta que las de los nucleos C11 y A1 (Figura 31).
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Figura 31. Analisis multidimensional no métrico para los resultados de bacterias. Las muestras se
colorearon de acuerdo con el nucleo al que pertenecen.

También se realiz6 un PERMANOVA y se calculé la homogeneidad de la varianza
(Betadisper) entre los nucleos para determinar si existen diferencia significativa entre
estos. De este analisis se encontré que si existe una diferencia significativa (p<0.01)
entre los cuatro nucleos y que no hay una homogeneidad en la varianza y la variacién
entre las muestras es alta p (<0.05).

Para analizar si entre las categorias del sedimento (Tabla 5) habia una taxonomia
significativamente diferente se realizd otro PERMANOVA entre Estas. El resultado arrojé
un valor de p > 0.05 demostrando que no hay diferencia significativa entre las categorias
definidas y no se encontré diferencia significativa de la homogeneidad de la varianza no
se encontré diferencia significativa dandole mayor confianza al resultado del
PERMANOVA.
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De igual manera se calculé un NMDS tomando en cuenta la distancia filogenética usando
la distancia de Unifrac. Se observo que el nucleo A1 tuvo una mayor dispersién, el nucleo
A3 mayor similitud entre sus muestras, seguido por el D18 y las muestras del nucleo C11
se encontraron menos disimiles a diferencia de la distancia por Bray-Curtis (Figura 32)
infiriendo que, si existe variacion en la distancia filogenética de las poblaciones de
bacterias, pero son similares independientemente del nucleo al que pertenezcan.
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Figura 32. Analisis multidimensional no métrico para los resultados de bacteria usando distancia
de UniFrac Las muestras se colorearon correspondiendo al ntcleo al que pertenecen. Las dos
muestras de A1 que se grafican en los extremos corresponden a A1-BAC-2 esquina superior
izquierda y A1-BAC-10 esquina inferior izquierda.

Se analizé la distribucion de las muestras de cada nucleo mediante un NMDS para los
nucleos de A1, C11, D18 y un PCoA en A3 (Figuras 33 a 36). En el nucleo A1 la
agrupacion de las muestras es irregular y no correspondié conforme la profundidad
muestras que corresponden a profundidades de 0 a 2 cmbs y de 8 a 10 cmbs se
agruparon sin importar si son de la zona del medio, profundas o superficiales (Figuras
33). En el sitio de A3 la distribucion de las muestras resultd en que las muestras
superficiales fueron disimiles del resto y las muestras de los 8 a los 18 cmbs son
altamente parecidas (Figura 34).
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Figura 33. NMDS de las muestras del nucleo A1 con los resultados de bacteria
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Figura 34. PcoA de las muestras del nucleo A3 con los resultados de bacteria
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Figura 35. NMDS de las muestras del nucleo C11 con los resultados de bacteria.
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Figura 36. NMDS de las muestras del nucleo D18 con los resultados de bacteria.

En las muestras correspondientes a la zona de “Campeche knolls” la ordenacion
presento ciertas grupos de acuerdo con la profundidad de las muestras, en particular en
el nucleo C11 (Figura 35), en las muestras de D18 sucedié algo similar excepto con las
muestras correspondientes a la superficie, en donde hubo gran variacién (Figura 36).
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Para corroborar estadisticamente si las diferencias que se observaron entre las
secciones consideradas en los sedimentos son significativamente diferentes se realizé
una prueba de PERMANOVA para cada nucleo comparando las tres secciones del
sedimento (Tabla 5) y también se midié la homogeneidad de la varianza. En todos los
nucleos la homogeneidad de la varianza se mantuvo y solo en las muestras
correspondientes a la zona de Perdido no se encontro diferencia significativa entre las
categorias del sedimento (Tabla 7).

Tabla 7. Resultado de los PERMANOVA y Betadispers entre las secciones del sedimento para
cada nucleo con los datos de Bacteria. (nds: no hay diferencia significativa, **: p<00.1).

Nucleo  PERMANOVA ' Betadisper

A1-BAC nds nds
A3-BAC nds nds
C11-BAC ** nds

D18-BAC | ** nds

Taxones diferencialmente abundantes

Tanto para las secuencias de bacteria como las de arquea se decidié buscar cuales
fueron clases diferencialmente abundantes entre cada nucleo y las categorias definidas
en el sedimento. Para esto se utilizé el método estadistico de analisis de composicion de
microbiomas o ANCOM (Mandal et al., 2015) por sus siglas en ingles. Este método se
basa en relaciones logaritmicas de composicion para buscar diferencias en la media de
la abundancia de los taxones para las categorias de interés. El valor de la abundancia
media y mediana por categoria de las clases encontradas por el analisis de ANCOM se
reporta en el anexo 5.

Entre los cuatro nucleos se encontraron pocas clases diferencialmente de arquea, solo
seis de las. abundantes. Estas fueron las clases de Bathyarchaeia, Methanomicrobia,
Nitrosophaeria, Odinarcheia, Thermoplasmata y el grupo de las MBG-A. De estas clases
solo las Bathyarchaeia, Thermoplasmata 'y Nitrosophaeria fueron de las mas abundantes
(Figuras 16 y 17), mientras que el resto de las clases present6 una baja abundancia en
las muestras (Anexo 5.1). Por estos resultados se infiere que la mayoria de las
diferencias entre la comunidad de arqueas de las muestras se da en los taxones que no
son los fueron los mas abundantes. Los nucleos D18 y C11 fueron muy similares, siendo
solo las Thermoplasmata la unica clase diferencialmente abundante entre ellos.
También, se observo algo similar entre A3 y D18 con la clase de las Odinarcheia, la Unica
diferencialmente abundante entre estos dos (Tabla 8).
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Tabla 8. Clases de arquea diferencialmente abundantes entre los nucleos. Se muestra el
resultado de la comparacion multiple de la abundancia entre los taxones y los nucleos (nds: no
hay diferencia significativa, *: p<0.005 **: p<0.001, *** 'p<0.0001).

Clases de arquea Alvs Alvs Alvs A3 vs A3 vs C11vs
A3 C11 D18 C11 D18 D18
Bathyarchaeia > nds nds b nds nds
Marine_Benthic_Group_A * nds nds ns nds nds
Methanomicrobia nds > * ns nds nds
Nitrososphaeria nds nds nds > nds nds
Odinarchaeia * nds Nds * * nds

Thermoplasmata nds b * nds nds *

El mismo analisis de ANCOM se realiz6 para buscar clase de arquea que fueran
diferencialmente abundantes entre las secciones del sedimento. Se realizo el analisis
usando todas las muestras y su categoria de la profundidad del sedimento y también
para cada nucleo en particular. Solo en el nucleo C11 se observé que las Bathyarchaeia
fueron diferencialmente abundantes entre el sedimento de la superficie y el resto de las
categorias, mientras que en el resto de los nucleos no se encontro diferencia en ninguna
clase (Tabla 9). En cambio, cuando se analizaron todas las muestras juntas se observo
que siete clases fueron las diferencialmente abundantes, asi como dos taxones no
clasificados (Tabla 9) Como se observé en la asignacion taxonomica la mayoria de las
diferencias se dieron entre las muestras de los primeros 0 a 6 cmbs contra el resto de la
columna de sedimento (Figuras 16 y 17). Interesantemente se encontraron clases como
Discoba la cual solo se encontrd en las muestras de la superficie y Verstraetearchaeia la
cual solo se encontré en las muestras profundas (Anexo 5.2). Estos resultados muestran
que aparte de lo observado en los taxones abundantes (Bathyarchaeia, Nitrosophaeria 'y
Thermoplasmata), las diferencias en la comunidad de arqueas conforme la profundidad
también se encuentran en taxones muy poco abundantes y una parte de la taxonomia
aun no clasificada.

Tabla 9. Clases de arquea diferencialmente abundantes entre las categorias del sedimento
para todas las muestras y para el nicleo C11. Se muestra el resultado de la comparacion
mdltiple de la abundancia entre las clases y las secciones del sedimento. (nds: no hay
diferencia significativa, *: p<0.005 **: p<0.001, p<0.0001)

Clases de arquea Sup vs Med Sup vs Prof Med vs Prof

Bathyarchaeia > i nds
Discoba f h nds
Nanohaloarchaeia e b nds
Nitrososphaeria e b nds
Odinarchaeia b > nds
Thermoplasmata e b nds

61



Verstraetearchaeia nds ok s

Unclassified i e nds

uncultured_archaeon * b nds
Nucleo C11 Sup vs Med Sup vs Prof Med vs Prof

Bathyarchaeia ** e nds

En la comunidad de bacterias del sedimento se encontraron mas taxones
diferencialmente abundantes entre los nucleos, siendo un total de 25 clases (Tabla 10).
De estas clases la gran mayoria correspondid a taxones poca abundancia en las
muestras (Figuras 25 y 26) o a ciertas clases de Planctomycetes, Acidobacteria,
Chloroflexi. Atribacteria y Actinobacteria con una taxonomia no muy bien definida. Se
encontré6 que las Acidobacteria y Gemmatimonadetes fueron significativamente
diferentes en todos los nucleos. Mientras que, las Fusobacteriia, Oxyphotobacteria y
Chloroflexi; TK17 fueron las que menos diferencia de abundancia entre los nucleos
presentaron. Conforme al o lo observado en la asignacion taxonémica de la comunidad
de bacterias las Gammaproteobacteria fueron diferencialmente abundantes entre los
nucleos excepto entre las muestras de la zona de Campeche knolls (C11 y D18). Estos
dos nucleos también fueron los que menos clases diferencialmente abundantes tuvieron,
asi como D18 y A3, estos ultimos siendo los sitios mas profundos (Tabla 10). Los
resultados indican que en general las mayoria de las diferencias, salvo las
Gammaproteobacterias se encuentran en las clases que no son las mas abundantes del
sedimento marino sino al contrario en los grupos con poca abundancia o presencia en la
comunidad.

Tabla 10. Clases de bacteria diferencialmente abundantes entre los nucleos. Se muestra el
resultado de la comparacion multiple de la abundancia entre los taxones y los nucleos (nds: no
hay diferencia significativa, *: p<0.005 **: p<0.001, p<0.0001).

Clases de bacteria A1lvs A1l vs A1vs A3 vs A3 vs C11-
A3 c11 D18 c11 D18 D18
ACIdObaCterIia *%k% *% * %% *% *% * %%
Actinobacteria * ns * el el ns
Bacilli * ns ns el e ns
BaCterOIdIa *k%k * %% **k% nS * %% *%
Planctomycetes; BD7-11 e i e ns * *
Calditrichia ol e e ns * *
Clostridia el il el ns ns ns
Elusimicrobia rx ns ** el e ns
Fimbriimonadia ** ns * ** ns *
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Fusobacteriia ns ns ns ns ns
Gammaproteobacteria x* el e * fad ns
P

Gemmatimonadetes el * e * ** el
Hydrogenedentia e * e ns * e
Atribacteria; JS1 * ns * * ns *
Lentisphaeria ns i e e e ns
Moduliflexia * e ns ol ns **
Mollicutes * * * ns ns ns
Omnitrophia * ns > ns ns ns
Oxyphotobacteria ns ns ns ns i ns
Rhodothermia ** ns * ** ns **
Planctomycetes; SPG12-343-3563-B69  ns * * * ns ns
Acidobacteria; Subgroup 15 el ns el el ns el

, group_
Acidobacteria; Subgroup 6 b ns e e ns b
Chloroflexi: TK17 ns ns ns ns ns **
Planctomycetes; vadinHA49 x * ns ns ns ns
Actinobacteria; WCHB1-81 el * x* ns ns ns

De igual manera que como se realizé en las muestras de arquea, también se busco a las
clases de bacteria diferencialmente abundantes entre las categorias del sedimento. Se
observé que diez clases fueron diferencialmente abundantes. Similar a lo encontrado en
la comunidad de arqueas solo los nucleos de D18 y C11 fueron en los que se encontré
clases diferencialmente abundantes. (Tabla 11). Las clases que se encontraron
correspondieron a grupos con poca abundancia en la comunidad (Anexo 5.4) y a taxones
aun no definidos, tal como los resultados del ANCOM entre los nucleos. Se observo que
la mayoria de las diferencias se dieron entre el sedimento superficial y el profundo y que
las menores diferencias fueron entre el sedimento medio y el profundo (Tabla 11). En la
comunidad de bacterias no se aprecia una gran diferencia conforme la profundidad y las
comunidades del sedimento, ciertos grupos aumentan y disminuyen, pero no de manera
significativa. El analisis con ANCOM demuestra que estas diferencias se dan solo en
taxones con poca abundancia, asi como en las muestras que desde su colecta fueron
las mas estratificadas y que las muestra correspondientes a los primeros 6 cmbs son las
mas diferentes al resto de la columna de sedimento.

Tabla 11. Clases de bacteria diferencialmente abundantes entre las categorias del sedimento
para todas las muestras y para los nucleos C11 y D18. Se muestra el resultado de la
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comparacion multiple de la abundancia entre las clases y las secciones del sedimento. (nds: no
hay diferencia significativa, *: p<0.005 **: p<0.001, p<0.0001)

Clases de Bacteria Sup vs Med Sup vs Prof Med vs Prof
Aminicenantia S Rk ns
Armatimonadetes; DG-56 * * ns
Entotheonellia ns *o n
Chlamydiae; LD1-PA32 o - %
Moduliflexia * Rk ns
Nitrospira ok ok ns
Planctomycetes; SPG12-343-353-B69 * & ns
Spirochaetia * ok ns
Acidobacteria; Subgroup_21 *kk - .
Chloroflexi; TK17 ns *ok ns
Nucleo C11 Sup vs Med Sup vs Prof Med vs Prof
Acidimicrobiia * Kk *
Gematimonadetes; AKAU4049 ns *EE *kk
Aminicenantia * Kk ns
Entotheonellia et ok *
Rhodothermia ns Hokk *
Acidobacteria; Subgroup_21 *oxk xoxk wox
Chloroflexi; TK17 * ns *
Nucleo D18 Sup vs Med Sup vs Prof Med vs Prof
Modulifelxia ns * o

Determinacién de variables geoquimicas.

A las muestras de sedimento usadas para el analisis de su comunidad de
microorganismos, se les aplicO una extraccion acida para después estimar la
concentracion total de metales mediante ICP-OES. Mediante esta metodologia se logré
determinar la concentracion de 27 metales, boro y fésforo. Aparte de la medicién de
metales a las muestras también se les midi6 la concentracion de sulfato nitrato y nitrito,
conocidos aceptores de electrones. De todas estas variables geoquimicas el nitrito no se
logré cuantificar debido a que la interferencia de algun componente de la muestra no se
pudo remover por ningun método realizado. También, la plata fue el unico metal que no
se encontré mediante la cuantificacion por ICP. Todos los valores se reportan en el anexo
5.
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Los compuestos y metales mas abundantes en todas las muestras fueron el sulfato,
sodio, potasio y calcio con mas de 1000 ppm en todas las muestras seguido del
manganeso (Anexos 5.2 a 5.8) y boro este ultimo sélo en muestras del nacleo A1 (Anexo
5.9). En contraste, metales como el berilio, cadmio, estroncio, selenio y antimonio, fueron
los menos abundantes en todas las muestras (Anexo 5). El berilio solo se encontré en la
muestra A1-20 a muy bajas concentraciones (menos de 0.01 mg/kg=y el cadmio solo en
las muestra C11-10 y C11-28 también a bajas concentraciones (menos de 0.5 mg/kg)
(Anexo 6.11).

El sulfato aparte de ser el compuesto con mayor concentracion y se observé que
aumentd su concentracion conforme la profundidad en todos los nucleos (Anexo 5.2).
Metales con altas concentraciones como el sodio, aluminio, hierro y calcio tuvieron una
distribucion similar en las muestras con una tendencia a disminuir conforme el aumento
la profundidad en los nucleos C11 y D18 (Anexos 6.3,6.4,6.6 y 6.7)

Para explorar la distribucion de las muestras conforme la concentracion de los
compuestos se realizé un analisis de coordenadas principales usando los valores de la
cantidad de metales, sulfato, nitrato, pH y la profundidad de cada muestra, esta
distribucidon resultd altamente dispersa. Las variables que mas influyeron en la
distribucion de las muestras fueron el sulfato, y la profundidad. (Figura 37)
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Figura 37. Analisis de coordenadas principales usando los 32 valores geoquimicos medidos. Las
muestras se colocaron de acuerdo con el nucleo al que pertenecen y se representan los vectores.

Se observaron diversas caracteristicas para cada nucleo. El que mas dispersién presento
fue el nucleo A1, asi como altas concentraciones de boro, cobre y zinc, estos dos ultimos
solo de los 8 a 19 cmbs (Muestra A1-10, Anexo). Las muestras de los nucleos D18 y A3
fueron las que mayor similitud tuvieron entre ellas y estos fueron los nucleos mas
parecidos por su concentracion de sulfato y profundidad. Las muestras del nucleo C11
son las que reportaron una mayor concentracion en la mayoria de los metales medidos
(Figura 32).

El valor de pH de todas las muestras de sedimento fue basico (entre 7.5 hasta 8.6) y éste
aumenté conforme la profundidad. En cambio, se observdé que los nucleos menos
profundos A1Y C11 (877 m y 857 m respectivamente) el pH fue mayor que en D18, que
en promedio fue el menos basico y A3 el cual tiene el valor de pH mas constante a lo
largo de la columna. (Anexo 5.10).

Los compuestos medidos parecen ser relativamente constantes a lo largo de la
profundidad. Se realizé un ANOVA de dos vias comparando la concentracion media de
cada compuesto medido entre las tres categorias de sedimento (superficie, medio y
profundo) (Tabla 5) para observar diferencias significativas en la columna de sedimento
(Anexo 6). El resultado demostré que solo las concentraciones de sulfato cambian
significativamente entre el sedimento de la superficie y el profundo, esto para todos los
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nucleos. También hay diferencia en el sulfato en el nucleo C11 entre la superficie y el
sedimento medio y en nucleo A3 entre el sedimento medio y profundo. En el nucleo A1
las concentraciones de sulfato fueron significativamente diferentes entre las tres
categorias del sedimento. En este nucleo las concentraciones de sodio y potasio también
presentaron diferencia significativa entre el sedimento de la superficie y el sedimento
medio. Participacion en otros proyectos

Para el estudio de las comunidades en el GOM se han realizado varias campafas de
muestreo y monitoreo por el CIGOM. En la campafa realizada en marzo 2016,
denominada malla fina 1 (MMF1) se definieron estaciones de muestreo en la zona de
Perdido y “Campeche knolls”, mismas que se volvieron a muestrear en la campana MET-
02, (de donde se sacaron las muestras para este proyecto) de este muestreo se
generaron algunos metagenomas” shotgun” de sedimento: A4 de la zona de perdido y
D18 de “Campeche knolls”.

Participacion en otros proyectos

Para el estudio de las comunidades en el GOM se han realizado varias campafas de
muestreo y monitoreo por el CIGOM. En la campafa realizada en marzo 2016,
denominada malla fina 1 (MMF1) se definieron estaciones de muestreo en la zona de
Perdido y “Campeche knolls”, mismas que se volvieron a muestrear en la campana MET-
02 (de donde se sacaron las muestras para este proyecto), de este muestreo se
generaron algunos metagenomas” shotgun” de sedimento: A4 de la zona de perdido y
D18 de “Campeche knolls”. Fue con las secuencias de estos metagenomas con los que
se decidio trabajar.

Busqueda de genes marcadores de metabolismos de interés

Para estudiar no solo la taxonomia de las comunidades asociadas al sedimento, si no
también metabolismos de interés biogeoquimico se usaron las secuencias de los
metagenomas “shotgun” de sedimento para buscar la abundancia y taxonomia de genes
de estas vias metabdlicas. Se comenz6 buscando genes marcadores de metabolismos
que se sabe interactuan en poblaciones del sedimento marino (In't Zandt et al., 2018,
Jaffer et al., 2019, Meyer & Kuever, 2007 Kuypers, Marchant & Kartal, 2018, Acosta-
Gonzalez, Rossell6-Moéra & Marqués, 2013, Kung, Meier, Mergelsberg & Boll, 2014 and
Nie et al., 2014). Estos fueron: la metanogénesis y/o metanotrofia, sulfato-reduccion,
sulfato oxidacion, fijacién de nitrégeno, reduccion de nitrato y nitrito, desnitrificacion y
algunos genes asociados a la degradacion de hidrocarburos.
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Se uso el programa GraftM (Boyd et al., 2018) para buscar secuencias homologas de
genes que participan en las vias metabdlicas antes mencionadas. La busqueda comenzo
solo utilizando genes marcadores de las vias metabdlicas, ya que se sabe que estos
tienen una taxonomia definida y su presencia es clave para determinar si el metabolismo
esta presente, después se buscaron el resto de los genes que participan en las vias
metabdlicas.

Después de la busqueda se encontr6 una diferencia en el numero de homdlogos
encontrados entre los metagenomas, principalmente entre las vias de la metanogénesis,
sulfatoreduccién y degradacion de hidrocarburos (Tabla 12).

Tabla 12. Numero de homdlogos encontrados de cada gen en ambos metagenomas Los genes
considerados como marcadores de las vias metabdlicos se encuentran resaltados.

Gen Via metabodlica Ad D18
mcrA Metanogénesis/Metanotrofia 0 36
mer Metanogénesis/Metanotrofia 11 907
mtd Metanogénesis 49 9867
Mch Metanogénesis 1135 1512
Ftr Metanogénesis 1245 1620
Fmd Metanogénesis 1751 1837
mitrA Metanogénesis 128 1501
Sat Sulfato reduccion 15340 16922
aprA Sulfato reduccién 1645 20213
dsrAB Sulfato reduccion 260 20380
soxB Sulfato oxidacion 1950 1926
narG Nitrato reduccion 907 12174
nifH Fijacion de nitrégeno 345 1153
nifK Fijacion de nitrégeno 0 82
nirK Reduccion de nitrito 9513 3192
nrfA Amonificaciéon 952 427
aliB Degradacion de hidrocarburos | 6928 6281
anaerobia
bssA Degradacion de hidrocarburos | 4 1596
anaerobia
alkB Degradacion de hidrocarburos | 1817 270
aerobia

Los genes de la metanogénesis y metanotrofia y nifK fueron de los que menos
homadlogos se encontraron. Aun asi, se observaron diferencias entre el sedimento de A4
y D18 para estos metabolismos, siendo D18 el que mas genes de la metanogénesis
presentd, aunque no una gran abundancia en los marcadores (Tabla 10. mcrA y mer).
En los genes del metabolismo de sulfato fue donde mas diferencias entre el numero de
homodlogos se observé. En los genes sat y soxB el numero de homélogos encontrados

68



fue similar, aumentando en el gen aprA y finalmente obteniendo un gran contraste para
el gen marcador dsrAB. (Tabla 12). En cuanto a los marcadores del metabolismo de
nitrégeno, las diferencias se dieron en los genes de la nitrato-reduccion y fijacion de
nitrégeno, siendo D18 el que mayor homologos presentd de estos. En cambio, en los
procesos de fijacién de nitrdgeno y amonificacién la muestra A4 fue en la que se
encontraron mas homologos.

Para los genes marcadores de la degradacion de hidrocarburos se encontraron grandes
diferencias excepto en un gen marcador en donde el numero de homdélogos encontrados
es muy similar (Tabla 12). El contraste mas grande de este tipo de genes fue con el
marcador bssA donde en D18 se observd una gran cantidad de homologos encontrados
a diferencia de A4, en cambio en A4 para el gen marcador alkB se encontraron muchos
mas homologos que en D18.

Aparte de solo el numero de secuencias parecidas a los genes de interés también se
obtuvo la taxonomia asociada a los homologos encontrados (Tablas 13, 14 ,15y 16).

La taxonomia asociada a los genes de la metanogénesis y metanotrofia resulté en su
mayoria relacionada con el phylum Euryarchaeota y clases metanogénicas como se
esperaba. Fue solo en los genes que no son considerados marcadores de esta via (mtd,
mcr, ftr y fmd) y en A4 donde la mayoria de los taxones asociados fueron bacterias
Planctomycetes y Proteobacteria y Clostridiales. (Tabla 13), siendo esta una de las
grandes diferencias entre A4 y D18 aparte del numero de homologos encontrados de
estas vias.

Tabla 13. Taxonomia asociada a los genes homdlogos encontrados de la via de la
metanogénesis/metanotrofia.

Gen Taxonomia asociada a A4 Taxonomia asociada a D18
mcrA 100% Euryarchaeota
e 33 % Methanobacteria

e 22 %Methanomicrobia
e 4% Methanococcales
e 4% Methaotrhonarcheales
e 37 % Sin clasificar
mer 99% Euryarcheota 20% 68% Euryarchaeota
e 20% Archeoglobaceae o 27% Archeoglobaceae
e 16& Halobacteria e 11% Halobacteria
e 10%Methanomicrobia e 9% Methanomicrobia
e 2%Methanococcales 14% Arqueas sin clasificar
1%Sin dominio 18% Sin dominio
mtd 94%Bacteria 51 % Arquea
e 6%Proteobacteria e 20% Euryarchaeota
e 94% Sin clasificar e 14% Crenarchaeota
6% Arquea e 66% Sin clasificar
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e 33% Euryarchaeota

e 67% No clasificadas
99% Bacteria

e 33% Planctomycetes

e 16% Proteobacteria
38% Alphaproteobacteria
36% Gammaproteobacteria
9%Betaproteobacteria
16 %No clasificados

e 49% No clasificadas
1% Arquea

mch

O O O O

ftr 96% Bacteria
e 52% Planctomycetes
18% Proteobacteria
o 85% Gammaproteobacteria
o 10% Alphaproteobacteria
o 5% Sin clasificar
e 20% Sin clasificar

fmd 71% Bacteria
e 42% Proteobacteria
o 62% Alphaproteobacteria
o 12% Gammaproteobacteria
o 7% Deltaproteobacteria
o 19% Sin clasificar
e 24% Planctomycetes
34% Sin clasificar
21% Arquea
e 69% Euryarchaeota
e 18% Thermoprotei
e 13% Sin clasificar
8% Sin dominio
mitrA | 99% Euryarchaeota

e 55% Methanomicrobia
e 21% Methanobacteriales
o 24% Sin clasificar

1% Sin dominio

49 % Bacteria

80% Arquea
e 10 % Euryarchaeota
[ ]
e 90% no clasificadas
20 % Bacteria
e 36% Proteobacteria
30% Alphaproteobacteria
27%Gammaproteobacteria
11% Deltaproteobacteria
4%Betaproteobacteria
e 18% "Planctomycetes
e 7 % Clostridiales
e 41% no clasificadas
71% Arquea
e 10% Euryarchaeota
13 Methanomicrobia
6% Methanobacteriales
3 Archeoglobales
2 Methanothronarcheales

@)
O
@)
@)

O O O O

22% Bacteria
e 49% Proteobacteria
e 24% Planctomycetes
e 1% Clostridiales
e 26% no clasificado
7 % Sin dominio
49 % Arquea
e 29 % Euryarchaeota
o 24% Methanomicrobia
o 8% Methanococcales
e 5% Thermoprotei
41% Bacteria
e 45% Proteobacteria
o 23% Gammaproteobacteria
o 20% Alphaproteobacteria
17% Deltaproteobacteria
e 20% Planctomycetes
e 35% no clasificadas
10% Sin dominio
91% Euryarchaeota
e 37% Methanomicrobia
e 30%Methanobacteriales
e 5%Methanococcales
9% Arqueas sin clasificar

Los resultados del metabolismo del sulfato no solo fueron contrastantes en cuanto al
numero de homologos encontrados en los metagenomas sino también en la taxonomia
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asociada a estos. En ambas muestras mas del 95% de las secuencias corresponden a
Proteobacterias de las cuales la diferencia principal es que en D18 existe una abundancia
de Deltaproteobacterias y muy pocas Alphaproteobacterias, caso contrario a lo que
sucede en A4. Esto se observo en todos los genes incluso en los que tuvieron un numero
de homologos similar y es en el gen marcador dsrAB donde se observo el mayor
contraste (Tabla 14). En cuanto al marcador de oxidacion de sulfato, la abundancia de
Alphaproteobacterias en A4 indica que el metabolismo dominante en ese sedimento es
la oxidacién del sulfato y en D18 la sulfatoreduccion. Lo mayoria de las secuencias que
se clasificaron como Chloroflexi no tuvieron una mayor clasificacion

Tabla 14. Taxonomia asociada a los genes homdlogos encontrados de la via de la
sulfatoreduccion y oxidacion de sulfato.

Taxonomia asociada a D18
91% Bacteria

Taxonomia asociada a A4
95% Bacteria

Gen
Sat

e 29% Proteobacteria
36% Alphaproteobacteria
11% Gammaproteobacteria
6% Deltaproteobacteria
2% Betaproteobacteria
1% Otros.
44% No clasificadas
22% Chloroflexi
6% Planctomycetes
4 % Firmicutes
e 39% Otros
5% Arquea
e 28% Euryarchaeota
o 71% Archeoglobales
o 29% No clasificadas
e 2% Crenarchaeota
e 2% Otros
%68% No clasificadas

O O 0O 0 O O

95% Bacteria
e 75% Proteobacteria
26% Alphaproteobacteria
3% Gammaproteobacteria
4% Otros
67% No clasificadas
e 14% Chloroflexi
o 2% Otros
o 9% No clasificadas
1% Arquea
90% Euryarchaeota
10% No clasificadas

O
O
O
©]

e 28% Proteobacteria
63% Deltaproteobacteria
23% Gammaproteobacteria
3% Alphaproteobacteria
2% Otros
9% No clasificadas
16% Chloroflexi
5% Firmicutes
4% Planctomycetes
15% Otros
e 32% No clasificadas
7% Arquea
e 40% Euryarchaeota
o 38% Thermoplasmata
o 20% Archaeoglobales
o 42% No clasificadas
e 10% Thaumarchaeota
o 4% Crenarchaeota
e 46% No asignadas
2% Sin dominio
98% Bacteria
e 47% Proteobacteria
75% Deltaproteobacteria
9% Gammaproteobacteria
2% Alphaproteobacteria
2% Otros
12% Sin clasificar
11% Nitrospirae
3% Chloroflexi
2% Clostridia
6% Otros
31% Sin clasificar

O O O O O

o O O O O
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4 % Sin dominio

dsrA | 97% Proteobacteria
B e 90% Gammaproteobacteria
e 7% Alphaproteobacteria
e 1% Betaproteobacteria
e 2% Sin clasificar
3% Bacteria sin clasificar
soxB 94% Proteobacteria

57% Alphaproteobacteria
17% Gammaproteobacteria
2% Otros
24% No clasificadas

1% Rokubacteria

5% Bacterias sin clasificar

2% Sin dominio

85% Proteobacteria
o 55% Deltaproteobacteria
e 7% Gammaproteobacteria
e 2% Alphaproteobacteria
e 36% Sin clasificar

11% Nitrospirae

1% Chlorobi

3% Bacteria sin clasificar

93% Proteobacteria

63% Gammaproteobacteria

16% Alphaproteobacteria

4% Epsilonbacteria

3% Betaproteobacteria

14% Sin clasificar

2% Otros

5% Bacteria sin Clasificar

En cuanto a la reduccién de nitrato aun cuando el contraste fue en el numero de
homologos encontrados (Tabla 15) la taxonomia es muy similar entre A4 y D18, la
diferencia principal es lo mismo que en la sulfatoreduccion (mayor poblacion de
Deltaproteobacterias en D18 y pocas Alphaproteobacterias) (narG — Tabla 13). Respecto
a la taxonomia asociada a los genes de la fijacion de nitrogeno esta fue muy parecida
entre A4 y D18, tanto para arqueas como bacterias por lo que este metabolismo parce
ser llevado a cabo por taxones similares en dos zonas del GoM con diferencia en el

tamano de su poblacion (Tabla 15).

Tabla 15. Taxonomia asociada a los genes homdlogos encontrados del metabolismo del

nitrégeno.

Gen | Taxonomia asociada a A4
nar | 85% Bacteria
G e 18% Proteobacteria
o 27% Alphaproteobacteria
o 21%Gammaproteobacteri
a
o 11%Deltaproteobacteria
o 10%Betaproteobacteria
o 30% Sin clasificar
17% Ignivibacteria
11% Actinobacteria
8%Firmicutes
3%Bacteroidetes
e 43% Sin clasificar
7% Arquea
e 69% Thermoprotei
e 31% Euryarchaeota
9% Sin dominio
nifH | 41% Bacteria

Taxonomia asociada a D18
92% Bacteria

o 29%Proteobacteria
o 40% Gammaproteobacteria
o 24% Deltaproteobacteria
o 11% Alphaproteobacteria
o 3% Otros
o 21% No clasificados
10%Ilgnavibacteria
8%Firmicutes
7%Actinobacteria
4%Bacteroidetes
o 43% No clasificados

3% Arquea

e 85% Thermoprotei
e 15% Euryarchaeota

5% Sin dominio

40% Bacteria
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e 74% Firmicutes
e 1% Betaproteobacteria
e 25% Sin clasificar
16% Arquea
e 98% Euryarchaeota
e 2% Sin clasificar
43% Sin dominio
nifK

nrfA | 14% Proteobacteria

42% Deltaproteobacteria
25% Gammaproteobacteria
9% Oligoflexia

5% Alphaproteobacteria
14% Planctomycetes

5% Verrucomicrobia

4% Actinobacteria

3% Chloroflexi

11% Otros

49% Bacterias sin clasificar

nirK | 19% Cu-resistant
17% Multi-Cu-oxidase-clade-5
13%Experimental characterized
8% nirK group 3
7%nirK group 1
5% multicopper clade 6
12% Otros
5% Archaea (multi-copper oxidase)

12% Sin clasificar

o 52% Firmicutes
e 2% Deltaproteobacteria
o 46% Sin clasificar
22% Arquea
e 95% Euryarchaeota
e 5% Methanocellales
38% Sin dominio
87% Bacteria
42% Deltaproteobacteria
65% Firmicutes
4% Nitrospirae
3% Actinobacteria
o 45% Sin clasificar
9% Archaea
e 100% Methanosarcinales
4% Sin dominio
192% Bacteria
e 20% Planctomycetes
e 15% Proteobacteria
o 71% Deltaproteobacteria
o 10% Gammaproteobacteria
o 5% Campylobacterales
o 14% Sin clasificar
11% Chloroflexi
7% Bacteroidetes
4% Lentisphaerae
4% Otros
e 39% Sin clasificar
1% Archaea
7% Sin dominio
27% Cu-resistant

14% Multi-Cu-oxidase-clade-6
13% Multi-Cu-oxidase-clade-5
13% % Multi-Cu-oxidase-clade-1
4% Nir-like group-3

13% Otros

4% Archaea (multi-copper oxidase)

16% Sin clasificar

Con el gen marcador de amonificaciéon fue donde mas Deltaproteobacterias se
encontraron en A4, aunque no tanto porcentaje como en D18. Con este marcador la
taxonomia entre ambas muestras es similar siendo las Proteobacteria y Planctomycetes
los taxones mas representativos de este gen en ambas muestras. El sedimento de D18
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aun sin presentar tantos homologos encontrados fue el unico de los dos en donde se
encontré Chloroflexi y Arquea.

La taxonomia de los genes de la reduccién de nitrito aun no se encuentra bien definida.
Esto debido una gran homologia entre las secuencias del paquete generado, por lo que
los homologos que se encontraron corresponden dieron a superfamilias de la proteina o
grupos caracterizados experimentalmente (Tabla 15). Aun asi, se observaron diferencias
entre los dos sedimentos, donde en D18 la mayoria de los grupos corresponde diferentes
clados de oxidasas “Multi-Cu” y en A4 solo al clado 5. También en A4 se encontraron
mas homologos asociados a grupos nirk a diferencia de los grupos nirk-like en D18.

En los genes marcadores de degradacion de hidrocarburos se observaron grandes
diferencias en dos de los tres genes buscados. El gen de la acyl-CoA deshidrogenasa
(aliB) de degradacién de ciclohexanos, aun cuando en ambos metagenomas se
encontraron numeros similares de homaologos su taxonomia es un poco diferente. Todas
las secuencias correspondieron a Proteobacterias repartidas en tres 6rdenes, en donde
en A4 se observo mas Alphaproteobacterias que en D18 en donde son las menos (Tabla
16). El contraste entre los metagenomas se observé en los genes bssA (bencilsuccinato
sintasa) y alkB (Alcano 1-monooxigenasa) no solo en el nimero de homoélogos, también
en la taxonomia asociada. En cuanto al bssA, este gen marcador posee una gran
cantidad de secuencias homologas y variaciones, por lo cual se encuentra distribuido en
varios grupos anaerobios degradadores de hidrocarburos, En D18 la mayoria de las
secuencias correspondieron a Proteobacterias mientras que en A4 solo dos de las
cuatros secuencias correspondieron a Proteobacterias.

Tabla 16. Taxonomia asociada a los genes homdlogos encontrados de marcadores
degradacion de hidrocarburos.

Gen | Taxonomia asociada a A4 Taxonomia asociada a D18
aliB 100% Proteobacteria 100% Proteobacteria
e  22% Alphaproteobacteria e 26% Betaproteobacteria
e 19%Betaproteobacteria o 16%
o 17% Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria e 14% Alphaproteobacteria
e  42% Sin clasificar o  44% Sin clasificar
bss 50% Proteobacteria 77% Proteobacteria
A 50% Bacterias sin clasificar 3% Desulfosporinus
- 21% Bacterias sin clasificar
alkB | 87% Proteobacteria 80% Proteobacteria
e  37% Deltaproteobacteria o 64%
o 33% Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria e 6% Alphaproteobacteria
e 5% Alphaproteobacteria e 1% Betaproteobacteria
e 1% Betaproteobacteria e 11% Sin clasificar
o 24% Sin clasificar 3% Bacteroidetes
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2% Actinobacteria 2% Actinobacteria
11% Bacterias sin clasificar 15% Bacterias sin clasificar

En el gen marcador de la degradacion de hidrocarburos aerobia alkB fue el unico gen en
donde se encontré una mayor cantidad de Deltaproteobacterias en A4 que en D18 donde
la mayoria de las secuencias se clasificaron como Gammaproteobacterias.

Los resultados de los genes degradadores de hidrocarburos junto con los genes de
reduccion de aceptores de electrones organicos indican que es posible que una
diferencia entre los metagenomas sea una metabolismo anaerobio dominante en D18 a
diferencia de A4 donde la degradacién de hidrocarburos puede estar llevada a cabo en
gran parte por organismos aerobios.

Estos resultados, si bien son parte de los objetivos planteados para este trabajo el
analisis de estos se agregd como parte de una publicacion (Raggi et al., 2020). En donde
estos datos se trabajaron y procesaron de manera mas profunda en conjunto con mas
muestras de sedimento y columna de agua.
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Discusion

Se encontré una enorme diversidad de bacterias que habitan en el fondo marino y
haciendo uso de amplicones dirigidos especificamente al gen 16s de arquea se identifico
una diversidad, que no habia sido antes reportada en los sedimentos del GoM. Esta
diversidad de arqueas se observé fuertemente afectada (en la taxonomia y en los indices
de diversidad) por la profundidad a la que se encontrara el sedimento (cmbs) siendo
dominada en los primeros 6 cm por casi solo un taxon, las arqueas Nitrosopumilales, las
cuales disminuyeron en su abundancia conforme la profundidad del estrato aumenta, y
las poblaciones de Bathyarcheia, Lokiarcheia, Thermoplasmata y Nanoarchea
aumentaron en el sedimento profundo. En cuanto a las poblaciones de bacterias, los
indices de diversidad y numero de ASVs no se vieron tan afectados por la profundidad
del estrato, como lo observado en las arqueas. Los phyla dominantes en todas las
muestras fueron Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes y Acidobacteria, todos
estos antes reportados como dominantes en los sedimentos en varios trabajos
(Barcenos, 2018, Vigneron et al., 2017, Joye, 2020, E. Godoy-Lozano et al., 2018,
Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018, Ramirez et al., 2020)

La mayoria de los sedimentos del GoM no se observaron muy diferentes en cuanto a su
composicién geoquimica, aunque se observo gran variabilidad y dispersion entre la
concentracion de algunos metales. En general, la concentracion de los metales en el
nucleo A1 fue en donde se observé mayor dispersiéon. También este nucleo fue el que
mas boro presentd, asi como cobre y zinc, en particular en la muestra A1-10. Las
muestras pertenecientes al nucleo C11 se caracterizaron por tener ligeramente una
mayor concentracion de metales y nitrato que el resto. Las muestras de D18 y A3, aun
siendo de diferentes zonas del GoM, fueron similares, muy probablemente por ser
muestras profundas (mas de 1000 m) y tener alta concentraciéon de sulfato.

Bacterias en el sedimento del GoM

Entre todas las muestras se clasificaron 51 phyla, 109 clases,209 ordenes, 222 familias
y 201 géneros y entre los cuatro nucleos se comparten 41 phyla, 82 clases, 136
ordenes,111 familias y 55 géneros lo que indica que existe un “core genome” similar a
niveles taxonémicos no tan profundos y la diversidad comienza a cambiar pasando el
nivel de clase aproximadamente.

El alto numero de ASVs e indices de diversidad alfa indican que la comunidad de
bacterias es altamente diversa (Anexos 3.2 y 3.2), con un gran numero de diferentes
bacterias y poca dominancia por parte de alguna en la mayoria de las muestras. Sin
embargo, esta diversidad se encontré6 en su mayoria representada por los phyla de
Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria y Rokubacteria. Con estos
cinco phyla se representod casi el 80% de la abundancia relativa en todas las muestras
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(Figura 24) y no se observo algun cambio o disminucion considerable en la abundancia
de estos phyla con respecto a la profundidad. Esta taxonomia es reconocida como
caracteristica del sedimento marino (Godoy-Lozano et al., 2018, Vigneron et al., 2017,
Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018), con la diferencia del resto de la literatura que el
phylum Rokubacteria antes conocido como NC10 ha sido reportado una sola vez en
muestras del GoM, al menos en territorio mexicano (Sanchez-Soto Jiménez et al., 2018),
debido a que su clasificacion aun no se aceptaba y por lo observado en las muestras
este taxdn deberia de formar parte de la taxonomia caracteristica de sedimentos marinos
del GoM.

Las diferencias entre los nucleos se comenzaron a encontrar a nivel de clase, sobre todo
en la proporcién de los taxones encontrados, mas que en la diferencia de grupos
taxondmicos. Las Gammaproteobacterias fueron la clase mas abundante en los nucleos
de Perdido, en cambio, en la zona de “Campeche knolls” se encontraron Dehalococcoida,
Deltaproteobacteria, Phycisphaerae y NC10 como clases abundantes en vez de solo
Gammaproteobacteria (mas del 50%). Generalmente se ha reportado a
Gammaproteobacteria como la clase mas abundante en sedimentos del GoM (Sanchez-
Soto Jiménez et al., 2018, Godoy-Lozano et.al. 2018, Overholt et al., 2019) y en muestras
profundas (debajo de los 1000 m), su poblaciéon es aun mayor por lo que parece que las
muestras de “Campeche knolls” en este trabajo presentan alguna caracteristica diferente
a lo reportado comunmente. Las poblaciones de Deltaproteobacteria en el fondo marino
son reconocidas por abundar en zonas donde existe una buena concentracién de
hidrocarburos y sulfato (Vigneron et al., 2017, Davidova et al., 2018). Interesantemente,
en la zona de “Campeche knolls” se han reportado sitios donde hay filtrado de
hidrocarburos (McDonald et al., 2015, Godoy-Lozano et al., 2018) por lo que se puede
observar un aumento en la poblacion de Deltaproteobacterias y Dehalococcoida puede
ser por que se trate de degradadores de hidrocarburos (Xiao, Jiang, Chen & Xu, 2020).
En C11 y D18 puede estar relacionado con estos sitios de filtrado. En cuanto a las
poblaciones de Gammaproteobacterias en este ambiente son reconocidas por mantener
procesos como la oxidacion del azufre (B. Jergensen et al., 2019, Lenk et al., 2010), y
fijacion de carbono, principalmente por la asimilacion de acetato y de materia organica
proveniente de la columna de agua (“marine snow”) (Dyksma, Lenk, Sawicka, &
MuBmann, 2018, Dyksma et al., 2016). La diferencia en la taxonomia también puede
involucrar un cambio en los metabolismos y procesos asociados al sedimento de cada
sitio y este cambio se pudo observar a nivel de clase con la diferencia en las abundancias
de los grupos taxonémicos encontrados de bacteria.

La comunidad encontrada en el nucleo A1 fue la que presentd caracteristicas mas
irregulares en comparacidon con los otros nucleos. La abundancia de las
Gammaproteobacterias fue la mas alta (casi un 75% en unas muestras) (Figura 25). Esta
clase fue representada en su totalidad por los 6rdenes de Alteromonadales y en las
muestra donde este no abundd, se encontr6 Pseudomonadales o Enterobacteriales
(Figura 27). El 90% de la abundancia de estos ordenes correspondié a un solo género
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Moritella, Pseudomonas y Klebsiella, respectivamente. De todas las muestras de este
trabajo, solo en algunas correspondientes al nucleo A1 se observo que la poblacion de
un género fuera muy alta correspondiendo al 70% de la abundancia relativa en ciertas
de las muestras (A1-BAC-2,10, 12, 14, 16) y minimo un 20% en el resto. Tampoco se
observo algun patrén definido entre la competencia de Moritella y Pseudomonas o
Klebsiella. En el sedimento superficial la abundancia de la Alteromonadales se reparte
entre Moritella'y Colwella, y conforme se incremento la profundidad, Pseudomonas tuvo
una poblacion alta hasta el estrato de los 8 a 10 cmbs donde, disminuyé y Moritella
aumento su poblacion hasta los 20 cmbs. En cuanto a los valores geoquimicos es justo
en ese estrato donde la cantidad de Ca, Cu y Zn aumentan drasticamente, y a los 20
cmbs donde el B disminuye considerablemente por lo que es probable que las
abundancias de estos tres géneros puedan estar relacionadas con la concentracion de
estos metales. De estos tres géneros Moritella es conocida por ser una bacteria
completamente adaptada a ambientes psicréfilos y piezdfilos (Urakawa, 2014), tal como
lo es el fondo del GoM con altas presiones y temperaturas de 0 a 4°C, por lo que es
probable que le sea mucho mas facil crecer a este género que a Pseudomonas y
Klebsiella (Romanenko, Tanaka, Svetashev & Mikhailov, 2015, Sharma, Balkwill, Frenkel
& Vairavamurthy, 2000). Las Pseudomonas poseen una amplia versatilidad metabdlica
y son capaces de usar nitrato y nitrito como aceptores de electrones (Arai, 2011, Scala
& Kerkhof, 1998) por lo que su aumento poblacional puede estar relacionad con estos
compuestos y a su versatilidad metabdlica, asi como las Klebsiella y su variada

capacidad fermentativa (Zhou et al., 2015).

que tiene una amplia versatilidad metabdlica para contender con varias variables
ambientales, pero no estan adaptadas a un en ambiente especifico como Moritella.

El nucleo A3 presentd una diversidad medianamente constante a lo largo de todas sus
muestras con pocas variaciones entre las clases dominantes. Se observd la misma
relacion de Moritella y Pseudomonas, ya que es en la superficie donde Moritella tuvo una
poblacién alta (15% aprox.) de los 2 a los 8 cmbs, mientras que la poblacion de
Pseudomonas fue la mas abundante (25% aprox.) a partir de los 8 hasta el fondo
(excepto en el estrato 14-16). En este nucleo se observo una poblacion mas grande de
la familia de Methylomirabilaceae (representante del phylum Rokubacteria) coocurriendo
con Moiritella a diferencia de A1 donde su poblacion fue minima. Por lo que es posible
agrupar a los 0 a los 8 cmbs como muestras similares con baja poblacién de
Pseudomonas y mayor poblacion de NB1-J (Deltaproteobacteria), Moritella vy
Methylomirabilaceae. Mientras que el resto de la columna se mantuvo similar (8 a 18
cmbs) con Pseudomonas como un género muy abundante y dominante.

En las muestras de “Campeche knolls” las caracteristicas comunes fueron, una alta
diversidad en todas las muestras, baja abundancia de Gammaproteobacterias y una
abundancia alta de las clases de Dehalococcoidia y Deltaproteobacterias. No se observo
algun género dominante en la comunidad como en la zona de Perdido. Tanto en el nucleo
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C11 y D18 la poblacion de las Dehalococcoidia aumento conforme la profundidad de
cada muestra y en C11 lleg6 a representar casi el 20% de la poblacién desde los 18
hasta los 28 cmbs. En estos nucleos se encontré6 una mayor poblacion de NC10, y en
ambos su poblacién disminuyé conforme la profundidad (como lo observado en A3, pero
mas gradual), y en cambio la clase de las Anaerolineae aumento.

Los géneros dominantes de Perdido en estas muestras (C11 y D18) no tuvieron una alta
poblacién y Pseudomonas fue practicamente inexistente (entre el 1.5% o menos de
abundancia relativa), aun asi, se pudo percibir que mantuvieron la misma relacion. En
C11 la poblaciéon de Moritella crecié un poco en las muestras profundas, a partir de los
16 cmbs su abundancia incremento de menos del 1% en a un promedio de 15% entre
los 16 a 24 cmbs, mientras que Klebsiella solo abundo en las muestras C11-4, 8 y 12
justo donde Moritella no abundo.

El nucleo D18 es interesante debido a varias razones, pues es el que mas muestras
diversas tuvo, en donde menos Moritella se encontré (solo en las dos muestras finales
con 5% aprox.)- El género mas abundante (11% aprox.) fue el taxén wb1-A12 de las
Methylomirabilaceae que también disminuy6é conforme su profundidad, y no coocurrié
con Moritella como en C11. En este nucleo el segundo género mas abundante fue el
Urania-1B-19 de las Phycisphaeraceae. De este sitio de colecta se tiene la taxonomia de
un afo antes, asi como un metagenomas que se analizo en este trabajo. La comunidad
de bacterias se caracterizd por tener una alta abundancia de Deltaproteobacterias y
Anaerolineae (Raggi et al., 2020) y por lo visto en el analisis del metagenoma, la
poblacién tuvo un alto potencial metabdlico asociado a la reducciéon de sulfato,
degradacion anaerébica de hidrocarburos, nitratoreduccion y un poco del metabolismo
del ciclado de carbono (metanogénesis y la via de Wood-Ljudenhal) correspondiendo a
la taxonomia encontrada. Sin embargo, aproximadamente un afo después (Marzo 2016
a Mayo 2017) la taxonomia no es la misma. En estas muestras los primeros cmbs
también tuvieron una alta cantidad de Deltaproteobacterias, pero mayor poblacion de
Dehalococcoidia y algo que no se observo antes, mas Alphaproteobacterias, las cuales
no se observaron en el sitio D18 un afio antes (Raggi et al., 2020). Debido a la sucesion
ecoldgica, al consumirse o cambiar la materia organica y fuentes de energia del
sedimento, la comunidad se ve afectada, por lo que organismos degradadores de materia
organica (Dehalococcoidia) y productores de sulfato (Alphaproteobacterias), aumentan
su poblaciéon como se observo en estas muestras.

Arqueas en el sedimento del GoM

Actualmente existen 27 phyla propuestos en la taxonomia de arqueas (Baker et al.,
2020), entre todas las muestras analizadas en este trabajo solo se encontraron siete en
todos los nucleos. La diversidad de arqueas encontrada fue muy baja en comparacién
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con la de bacterias y no solo es menos diversa si no que no se tiene una clasificacién
con mayor profundidad. Aparte de los siete phyla encontrados se logré clasificar 14
clases, y 31 6rdenes. A nivel de orden la mitad de las ASVs no se clasific6 mas que como
algun tipo de arquea no clasificada o no cultivable perteneciente a una clase, a niveles
mas profundos sélo muy pocas ASVs tuvieron una buena clasificacion. Esto era de
esperarse debido al estado actual de la taxonomia de arqueas (Baker et al., 2020, Hug
et al., 2016)., la falta de informacién de este dominio en las bases de datos de 16s y que
en este trabajo se utilizé solo el fragmento “forward” para las secuencias de arquea
teniendo una longitud menor para contrastar contra la base de datos.

Aun con todas estas caracteristicas los resultados de la asignacidén taxonémica fueron
los suficientes para apreciar cambios interesantes en la comunidad de arqueas. En todo
los nucleos la diversidad aumenté conforme la profundidad del sedimento, este pasa de
ser dominado por Thaumarchaeota, de la clase Nitrosophaeria a repartirse la abundancia
entre  Lokiarchaeia, @ Nanohaloarchaeia,  Bathyarchaeia 'y  Thermoplasmata.
Interesantemente, en todos los nucleos se observd que el mismo cambio drastico en la
taxonomia sucedid entre los 6 a 8 cmbs sin importar a qué zona perteneciera el nucleo.

En la zona de Perdido fue donde mas Nitrosophaeria se encontrd, en particular en las
muestras de A3 donde la disminucién en la poblacion de Thaumarchaeota conforme la
profundidad fue la menor de todos los nucleos. También en estas muestras se observé
que las Bathyarchaeia una de las clases abundantes después de los 6 cmbs en otras
muestras tuvo una abundancia muy baja en A3, y solo las Thermoplasmata, Lokiarcheia
y Nanohaloarchaeia se observan aumentar su poblacién, pero poco en comparacién a
los de mas nucleos. En cambio, en el nucleo A1 pasando los 6 cmbs la poblacion de
Nitrosophaeria correspondiéo a menos del 50% y las Bathyarchaeia fueron la segunda
clase mas abundante, mientras que las Thermoplasmata no pasaron del 10% de la
abundancia relativa. En este nucleo, al igual que en la comunidad de bacterias entre los
16 a 18 cmbs, la diversidad cambio drasticamente, donde las Nitrosophaeria regresaron
a dominar la poblacion y la diversidad disminuyé mucho, contrario a lo que se ve en
bacterias donde la diversidad aumento drasticamente (Figura 16).

Las muestras de la zona de “Campeche knolls”, al igual que en la taxonomia de bacterias
se observaron mas estratificadas en comparaciéon a las de Perdido, con mayor
abundancia de los taxones que incrementan, cuando las Thaumarchaeota disminuyen, y
también una poblacion mas grande del phylum Hydrothermarchaeota en ambos nucleos.
En el nucleo C11 las poblaciones de Thermoplasmata, Bathyarchaeia 'y
Nanohaloarchaeia fueron mas altas que en los demas nucleos y su aumento se dio de
manera escalonada conforme a la profundidad, asi como a la disminuciéon de
Nitrosophaeria. También en este nucleo fue donde mas Hydrothermoarcheota se
encontré y se mantuvo constante a lo largo de la columna de sedimento, pero solo
abunda después de los 6 cmbs. En las muestras de D18 la distribucion de la comunidad
fue irregular en comparacién a los demas nucleos. Si se da una disminucién de la
poblacién de Nitrosophaeria y un aumento de las Thermoplasmata y arqueas MBG-A
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(Marine Benthic Group A) después de los 6 cmbs, pero en mucha menor proporcion que
en los demas nucleos. En este nucleo, de los 10 a los 12 cmbs, se observé un incremento
drastico en la poblacion Bathyarchaeia (36% de la abundancia relativa) y so6lo en esta
muestra la poblacién de esta arqueas pasa del 4 %. Después de este cambio las
Lokiarchaeia tuvieron una alta abundancia (mayor que los demas nucleos) y no las
Thermoplasmata mientras que la poblacion de Nitrosophaeria aumento poco a poco
conforme la profundidad a diferencia de lo observado en otras muestras.

En todos los nucleos alrededor de la mitad de la familia de Nitrosopumilaceae se clasifico
como Candidatus Nitrosopumilus, tanto la familia, como el género propuesto,
corresponden a arqueas distribuidas globalmente en el sedimento marino que sobrevive
gracias a su metabolismo quimiolitétrofo es capaz de oxidar amonio (Walker et al., 2010).
La disminucién en su poblacion en diferentes puntos del GoM es peculiar puesto que
estas arqueas tienen un metabolismo especifico para sobrevivir en el sedimento marino.
Es factible que algun compuesto aumente o disminuya pasando esta profundidad para
que la poblacion de estas arqueas se vea afectada y los otros taxones puedan aumentar
su poblacién. Un ejemplo puede ser el amonio, la principal fuente de energia de
Candidatus Nitrosopumilus, el cual puede haberse consumido pasando los 8 cmbs. Otra
razon para el aumento en las demas clases de arquea es el tipo de materia organica que
hay en el sedimento profundo, esta materia degradada incompletamente es suficiente
para que taxones con capacidades metabdlicas diversas como las Bathyarcheia y
Lokiarcheia (Zhou, Pan, Wang, Gu & Li, 2018, Seitz et al., 2019) puedan crecer a esas
profundidades. Cabe resaltar que el encontrar grupos de Lokiarchaeia en el GoM en este
trabajo corresponde a lo reportado antes como caracteristico de la comunidad de
arqueas en el GoM (Hoshino et al., 2020) y su aumento en el sedimento profundo de D18
también correlaciona con su capacidad de degradacién de hidrocarburos (Seitz et al.,
2019) y cercania de la zona a sitios de filtrado de hidrocarburos (McDonald et al., 2015).

Taxones y variables geoquimicas

Se determiné una gran cantidad de valores sobre la concentracidon de metales y
compuestos aparte de la profundidad y el pH de los sedimentos. La diversidad de
bacterias en el sedimento es muy alta y con poca dominancia por parte de algun taxon
(excepto en el nucleo A1), es dificil determinar qué taxén es el mas importante o
abundante para investigar su relacion con las variables medidas. Sin embargo, después
de analizar la taxonomia se determind que los taxones relevantes debido a su
abundancia observada, o metabolismo reportado en la literatura fueron: Moritella,
Pseudomonas, Klebsiella, Colwellia, Dehalococcoidia, Anaerolineae,
Alphaproteobacteria, el género representantes de las NC10 Rokubacteria nombrado
wb1A-12 (por lo observado en la zona de “Campeche knolls”), el género Woeseia por
estar en todas las muestras y también se eligié a las tres clases mas abundantes
Gamma, Delta y Alphaproteobacteria, por su abundancia y aparicion en los
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antecedentes. Para la asignacion taxonomica de arqueas. fue mas sencillo elegir a los
taxones basandose solo en la abundancia. Estas fueron las clases Nitrosopumilaceae,
Lokiarchaeia, Thermoplasmata, Nanohaloarchaeia, Bathyarchaeia y MBG-A.

Con las variables geoquimicas y los taxones elegidos se buscé una correlacion entre los
valores medidos y la abundancia de los taxones elegidos usando una regresion lineal
multiple ajustada usando la correlacion de Spearman (Tablas 8 y 9). Si bien no toda
correlacion lineal significa una interaccion y en el ambiente se observan que las
relaciones no son siempre lineales, este es un buen acercamiento para poder elucidar si
existe alguna interaccion entre los taxones y algun compuesto o condicion medida.

En general se observaron pocas correlaciones en los taxones elegidos y muchas de
estas con un coeficiente bajo o con una no aparente interaccion entre el metal y el taxén.
De los phyla encontrados Proteobacteria fue quien tuvo mas correlaciones, estas con un
coeficiente muy bajo (Anexo 7) excepto con el Sr, pero este metal no presentd un cambio
aparente entre las muestras. Planctomycetes y Acidobacteria no presentaron alguna
correlacion, algo reciproco con lo observado en su poblaciéon que se mantuvo constante
a lo largo de la columna de sedimento (exceptuando al nucleo A1, que fue el mas
irregular). Las correlaciones que si hacen mas sentido se observaron en Rokubacteria
con dos correlaciones negativas, con la profundidad lo cual era de esperarse debido a lo
observado en la taxonomia (Figura 24) y con el V metal, el cual en el nucleo C11
(segundo nucleo con mas Rokubacteria) se encontro en altas cantidades aumentando
conforme la profundidad. También hubo otra correlacion positiva con el Sb que en las
muestras de “Campeche knolls” fue mas abundante, asi como la poblacion de
Rokubacteria, este metal también se encontro en altas cantidades en las muestras de A3
que fue el nucleo de Perdido con mayor abundancia de este phylum. Esta interaccién
con la profundidad se repiti6 con su género representante wb1A-12 asi como
correlaciones con el Sb y Li, metales que se encontraron en mayor concentracion en las
muestras de “Campeche knolls” (Anexo 5), donde hubo una mayor poblacion de este
taxon.

En las tres clases principales de Proteobacteria, solo el Sb con las
Gammaproteobacterias y el P con las Alphaproteobacterias presentaron relacién, ambos
metales se observaron constantes y sin cambios grandes. Aun con esta correlacion, no
se observd una asociaciéon entre la concentracion de estos metales concentracion y la
abundancia de estas clases. Este poco numero de correlaciones puede estar asociada
a que la abundancia de estas clases se mantuvo constante y sin grandes cambios en las
muestras (excepto en A1y solo para las Gammaproteobacterias) por lo que aun si hubo
cambios en la concentracién de los metales y compuestos medidos, profundidad y pH
estos taxones no se ven afectados por estas variables. Aunque se esperaba alguna
relacion entre las Deltaproteobacterias y el SO4, Mn o Fe por su metabolismo anaerobio
y su asociacion con la sulfatoreduccion.
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En cuanto al grupo Chloroflexi y sus representantes mas abundantes Dehalococcoidia y
Anaerolineae, se esperaba alguna correlacion con alguno de los metales pues estas
bacterias se han encontrado extendidas y abundantes en el subsuelo marino, tienen una
relacion con diversos aceptores de electrones (Algora C., 2016) y en estas muestras su
poblacién aumento conforme la profundidad en cmbs. Sin embargo, no se encontré
ninguna correlacion con las variables medidas mas que el Be y Chloroflexi, pero este
metal solo se encontré en una muestra a muy bajas cantidades. La clase Dehalococcoida
se reconoce por su potencial degradador de 6rgano clorados y compuestos halogenados
(Wasmund et al.,, 2013), compuestos que podrian explicar el por qué su aumento
poblacional conforme la profundidad y no las variable medidas.

Los géneros de Moritella, Pseudomonas y Klebsiella se esperaba que tuvieran alguna
interaccién con algun metal como el Cu, Zn y B por lo que se observé en la asignacion
taxonomica (Figura 25) y la relacion entre Moritella y los otros dos géneros, pero no
encontré ninguna que pareciera interactuar con estos géneros.

Tabla 17. Resultado del valor de P para cada correlacion por el analisis de regresion lineal
multiple para los taxones de bacteria. Se resaltan los valores significativamente diferentes
(p<0.05) en negritas y los valores subrayados representan una correlacion negativa. Los valores
del coeficiente de Spearman se reportan en el anexo 7.

Proteobacteria | Rokubacteria | Planctomycetes | Chloroflexi | Acidobacteria Y- 6- o-
proteobacteria | proteobacteria | proteobacterig
Prof. 0.962 0 0.156 0.99 0.926 0.551 0.568 0.847
Na 0.044 0.974 0.904 0.541 0.344 0.142 0.874 0.701
Al 0.168 0.731 0.305 0.786 0.945 0.274 0.509 0.618
K 0.779 0.379 0.858 0.535 0.89 0.67 0.758 0.922
Fe 0.455 0.311 0.6 0.259 0.684 0.545 0.206 0.304
Ca 0.638 0.597 0.193 0.658 0.893 0.704 0.422 0.754
Mn 0.458 0.179 0.457 0.986 0.505 0.779 0.718 0.054
B 0.012 0.078 0.916 0.203 0.512 0.059 0.471 0.669
Mg 0.33 0.136 0.576 0.248 0.835 0.585 0.507 0.733
P 0.248 0.298 0.963 0.427 0.245 0.696 0.105 0.028
Sr 0.014 0.614 0.422 0.691 0.627 0.026 0.879 0.499
Ba 0.631 0.561 0.776 0.713 0.798 0.267 0.425 0.54
Cu 0.1 0.97 0.796 0.985 0.63 0.074 0.126 0.145
Zn 0.108 0.974 0.718 0.823 0.614 0.065 0.124 0.13
Si 0.922 0.834 0.848 0.444 0.762 0.922 0.465 0.112
\Y 0.476 0.006 0.133 0.839 0.557 0.604 0.962 0.668
LI 0.705 0.063 0.422 0.888 0.581 0.717 0.455 0.147
Ni 0.383 0.232 0.561 0.381 0.883 0.467 0.805 0.806
Cr 0.111 0.17 0.261 0.932 0.79 0.372 0.964 0.663
Pb 0.415 0.237 0.866 0.347 0.691 0.146 0.877 0.83
As 0.093 0.428 0.848 0.637 0.415 0.202 0.142 0.052
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Mo 0.189 0.278 0.938 0.695 0.265 0.458 0.941 0.58
Co 0.918 0.849 0.718 0.697 0.444 0.398 0.427 0.064
Tl 0.684 0.454 0.706 0.409 0.853 0.966 0.514 0.82
Sb 0.328 0.005 0.211 0.693 0.809 0.722 0.565 0.321
Se 0.281 0.848 0.773 0.284 0.623 0.799 0.171 0.716
Sn 0.613 0.419 0.513 0.392 0.816 0.811 0.898 0.13
Cd 0.919 0.612 0.39 0.392 0.193 0.105 0.197 0.135
Be 0.389 0.803 0.536 0.043 0.467 0.58 0.612 0.813
SO4 0.178 0.478 0.92 0.672 0.633 0.229 0.384 0.956
NO3 0.953 0.323 0.716 0.955 0.751 0.808 0.742 0.37
pH 0.119 0.543 0.485 0.614 0.933 0.149 0.444 0.286
Dehalococcoid | Anaerolinea Moritella Pseudomo Klebsiella Colwellia wb1A12 Woeseia
ia e nas
Prof. 0.245 0.566 0.054 0.637 0.528 0.005 0.003 0.001
Na 0.076 0.55 0.043 0.723 0.255 0.153 0.732 0.169
Al 0.462 0.54 0.076 0.364 0.892 0.852 0.765 0.18
K 0.51 0.357 0.426 0.658 0.637 0.677 0.426 0.273
Fe 0.163 0.234 0.26 0.585 0.342 0.366 0.475 0.697
Ca 0.926 0.121 0.985 0.1 0.13 0.895 0.499 0.573
Mn 0.533 0.294 0.462 0.506 0.222 0.595 0.084 0.044
B 0.217 0.365 0.708 0.879 0.324 0.147 0.042 0.068
Mg 0.214 0.242 0.237 0.32 0.288 0.588 0.181 0.249
P 0.545 0.359 0.28 0.082 0.274 0.596 0.175 0.079
Sr 0.648 0.7 0.583 0.577 0.128 0.866 0.21 0.509
Ba 0.317 0.628 0.213 0.364 0.353 0.128 0.223 0.097
Cu 0.298 0.717 0.576 0.675 0.101 0.192 0.955 0.855
Zn 0.207 0.929 0.483 0.544 0.072 0.096 0.948 0.653
Si 0.209 0.768 0.441 0.897 0.579 0.74 0.529 0.797
\Y 0.485 0.659 0.245 0.896 0.509 0.377 0.064 0.08
LI 0.525 0.25 0.72 0.543 0.567 0.579 0.043 0.017
Ni 0.437 0.146 0.73 0.696 0.899 0.467 0.289 0.29
Cr 0.932 0.384 0.672 0.805 0.834 0.745 0.047 0.142
Pb 0.2 0.516 0.295 0.277 0.155 0.011 0.308 0.31
As 0.381 0.592 0.748 0.663 0.532 0.395 0.097 0.065
Mo 0.885 0.085 0.155 0.948 0.787 0.182 0.205 0.119
Co 0.515 0.424 0.396 0.36 0.327 0.122 0.393 0.22
Tl 0.778 0.099 0.947 0.514 0.898 0.214 0.627 0.285
Sb 0.738 0.571 0.581 0.966 0.415 0.567 0.002 0.002
Se 0.681 0.245 0.934 0.58 0.731 0.236 0.731 0.817
Sn 0.674 0.642 0.894 0.685 0.338 0.825 0.313 0.383
Cd 0.786 0.704 0.838 0.808 0.629 0.384 0.446 0.622
Be 0.17 0.049 0.063 0.899 0.165 0.384 0.818 0.234
S04 0.495 0.313 0.264 0.661 0.17 0.455 0.644 0.455
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NO3

0.623 0.223 0.443 0.423 0.146 0.719 0.555 0.941

pH

0.85 0.764 0.413 0.804 0.366 0.256 0.961 0.682

Debido a el drastico cambio en la abundancia de Nitrosopumilaceae en todos los nucleos
se esperaba encontrar una correlacion entre alguna variable medida y esta familia, pero
extrafamente no se encontré6 ninguna variable por lo que es probable que falte
informacion de estas variables o medir alguna otra. El phylum Hydrothermachaeota
también reconocido como Marine Benthic Group — E (MBG-E) es reconocido por su
diversidad metabdlica, degradacion anaerdbica de aromaticos, la oxidacion de
compuestos C1, la utilizacion de compuestos metilicos, uso de la via Wood-Ljungdahl y
también por su capacidad de oxidar compuestos como el azufre, arsénico e hidrégeno
(Dombrowski, Seitz, Teske & Baker, 2017, Zhou et al., 2020). Por lo que el encontrar una
correlacion entre este taxon y el As puede que se deba a su capacidad de metabolizar,
este metal se encontré en mayor concentracion las muestras de “Campeche knolls” en
donde este phylum fue mas abundante (Figura 16) y en menor concentracion en las
muestras de Perdido. También en el nucleo D18 en donde se observdé una mayor
poblacién de Hydrothermarchaeota aumentando conforme la profundidad, el As fue mas
alto que en los demas muestras y de igual manera aumenté conforme la profundidad
(Anexo 5). Igual que con los taxones de bacteria, se encontraron correlaciones a las
cuales no se observd una clara interaccién, como lo visto en las Thermoplasmata y
Bathyarchaeia taxones que se reconocen como ubicuos en los sedimentos marinos
(Compte-Port et al., 2017) y con un metabolismo diverso que les da esta capacidad de
habitar gran parte del sedimento marino (Zhou, Pan, Wang, Gu & Li, 2018). Estos taxones
fueron los siguientes en abundancia después de Nitrosopumilaceae y de los metales en
los que se observé correlaciéon (Tabla 19) solo el Cr es mas abundante en el nacleo C11,
donde la poblacién de Bathyarcheia es alta, el niquel y el sodio fueron constantes en su
concentracion entre todas las muestras (Anexo 5). En cambio, el molibdeno, presentd
valores con alta dispersion, pero en general bajas concentraciones salvo unas muestras
en las cuales no se observdé una abundancia de Bathyarchaeia. En cuanto a las
Nanohaloarchaeia su unica correlacion fue con el berilio e igual que con las Chloroflexi
este metal solo aparecié en una muestra a bajas concentraciones por lo que no se le
atribuy6 interaccion alguna.

Tabla 18. Resultado del valor de P para cada correlaciéon por el analisis de regresion lineal
mdultiple para los taxones de arquea. Se resaltan los valores significativamente diferentes
(p<0.05) en negritas y los valores subrayados representan una correlacion negativa. Los valores
del coeficiente de Spearman se reportan en el anexo 7.

Hydrothermarchaeota | Thermoplasmata | MBG-A | Lokiarchaeia | Bathyarchaeia | Nanohaloarchaeia | Nitrosopumilaceae
Prof. 0.137 0.295 0.749 0.526 0.09 0.447 0.171
Na 0.801 0.798 0.142 0.745 0.026 0.385 0.49
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Al 0.147 0.63 0.206 0.58 0.939 0.292 0.681
K 0.726 0.546 0.277 0.191 0.107 0.934 0.551
Fe 0.393 0.914 0.351 0.101 0.609 0.299 0.902
Ca 0.842 0.528 0.143 0.38 0.71 0.879 0.735
Mn 0.009 0.314 0.301 0.998 0.549 0.642 0.69
B 0.878 0.92 0.773 0.575 0.815 0.725 0.426
Mg 0.591 0.48 0.216 0.049 0.498 0.467 0.692
P 0.145 0.382 0.647 0.025 0.198 0.861 0.352
Sr 0.41 0.998 0.12 0.395 0.123 0.4 0.391
Ba 0.255 0.454 0.264 0.298 0.599 0.592 0.971
Cu 0.24 0.341 0.041 0.91 0.206 0.468 0.904
Zn 0.176 0.57 0.031 0.965 0.238 0.43 0.937
Si 0.45 0.225 0.683 0.151 0.437 0.773 0.386
\ 0.162 0.826 0.426 0.017 0.635 0.844 0.688
LI 0.657 0.405 0.671 0.687 0.189 0.674 0.488
Ni 0.604 0.038 0.481 0.108 0.25 0.617 0.127
Cr 0.06 0.684 0.142 0.581 0.01 0.869 0.128
Pb 0.207 0.278 0.247 0.891 0.624 0.823 0.833
As 0.046 0.818 0.253 0.076 0.333 0.706 0.6

Mo 0.686 0.319 0.019 0.111 0.014 0.875 0.225
Co 0.311 0.778 0.347 0.508 0.852 0.722 0.94
Tl 0.244 0.373 0.058 0.979 0.079 0.535 0.698
Sb 0.392 0.657 0.364 0.022 0.058 0.11 0.169
Se 0.49 0.649 0.157 0.74 0.263 0.41 0.631
Sn 0.504 0.405 0.444 0.085 0.145 0.483 0.856
cd 0.627 0.548 0.26 0.763 0.145 0.462 0.417
Be 0.421 0.521 0.287 0.894 0.276 0.043 0.895
S04 0.341 0.955 0.164 0.794 0.331 0.103 0.755
NO3 0.617 0.3 0.049 0.132 0.144 0.853 0.557
pH 0.23 0.574 0.272 0.125 0.093 0.331 0.935

Los microorganismos del fondo marino se han desarrollado por mucho tiempo en ese
ambiente y han tenido que contender con las limitaciones energéticas y metabdlicas, asi
como la concentracion de varios metales a lo largo de su historia evolutiva. Muchos de
estos taxones han sufrido adaptaciones a ambientes extremofilos, haldfilos y con una
falta de fuentes de carbono, sobrellevando estas condiciones y reciclando la energia
posible (Jargensen et al., 2019, Petro et al., 2019, Inagaki et al., 2015). El bajo numero
de correlaciones y su bajo coeficiente nos dice que la concentracion de estos metales
puede no ser suficiente para determinar a las poblaciones que se desarrollan en el
sedimento o para limitar el crecimiento de los microorganismos encontrados. Las pocas
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correlaciones observadas permiten inferir que hay que determinar mas variables en el
sedimento o analizarlas de manera diferentemente. Otras variables como la materia
organica, los hidrocarburos y el estado de oxidacién de los de metales pueden tener una
correlacion mas clara con estos taxones. Algunos ejemplos son la relacion entre las
poblaciones de Dehalococcoida y el tipo de materia organica que puede degradar
(Wasmund et al., 2013, Saiyari et al., 2018), Deltaproteobacterias y Alphaproteobacterias
y su papel en la degradacion de hidrocarburos y sulfato reduccion (Joye, 2019,
Jorgensen et al.,, 2019, Petro et al.,, 2019, Inagaki et al., 2015), Moritella con su
metabolismo capaz de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (Dong et al.,
2014), y un compuesto muy importante en este ambiente, el amonio por la capacidad de
las arqueas Nitrosopumilales de oxidarlo (Zhao, Dahle, Ramirez & Jgrgensen, 2020) asi
como la via anammox de ciertas Planctomycetes (Oren, 2015), por mencionar algunos
ejemplos.

La poblaciéon conforme la profundidad

El sedimento superficial que tiene contacto con la columna es enterando conforme el
proceso natural de sedimentacion ocurre, aislando de manera espacio temporal a las
comunidades de microorganismos que habitan ese sedimento y afectando la
disponibilidad de cualquier fuente de carbono y energia disponible (materia organica,
hidrocarburos y aceptores de electrones). Esta afectacion es contrarrestada en medida
por la bioturbacion en los sedimentos la cual puede incorporar compuestos y materia
organica en el sedimento para que sean utilizados por las comunidades. En los cuatro
nucleos de este trabajo se observdé que aproximadamente pasando los 6 cmbs la
taxonomia de arqueas sufre un cambio radical y en cuanto a las bacterias , las primeras
tres muestras si bien no se agrupan como en la comunidad de arqueas, se observaron
diferentes del resto de la columna de sedimento a la que pertenecen (Figuras 32 a 36)
En especial en los nucleos C11 y D18, los cuales desde su colecta se observaron mas
estratificados y con menos agua intersticial lo que ayudé a mantener los estratos y el
escalonamiento observado en las poblaciones de bacteria. Esto se reflejado tanto en la
taxonomia de la comunidad, como en las clases diferencialmente abundantes.

Los taxones de arqueas que aumenta pasando los primeros 6 cmbs apoyan la idea de
que existe una bioturbacion constante y mas intensa en los primeros 6 a 8 cmbs. Las
Bathyarcheia, Lokiarchaeia y Thermoplasmata son taxones de arquea que tiene un
metabolismo lento, con bajas tasas de duplicacion y enfocado al mantenimiento del
metabolismo y al reciclado de compuestos (Lipp et al., 2008, McClain, Allen, Tittensor &
Rex, 2012, Yu et al., 2018). Esto es necesario en ambientes donde las condiciones
energéticas no son muy favorables y no hay una fuente constante de carbono, justo como
sucede en sedimento profundo ya que la bioturbacién es menos intensa y no hay ciclado
de materia tan accesible para los microorganismos (Petro et al., 2019, Jochum et al.,
2017, Chen et al., 2017).
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Salvo en el nucleo A1 la diversidad de bacterias a lo largo de la columna es muy alta y
mientras si se observaron cambios a ciertos taxones especificos (NC10,
Dehalococcoidia, Anaerolineae, por mencionar algunos). En general los taxones se
mantienen relativamente constantes con ciertos géneros u otro taxones abundando a
cierta profundidad, pero sin una poblacién muy dominante. El nucleo mas profundo A3
fue el que tuvo menos variaciones tanto en la diversidad de arquea, bacteria y en la
concentracion de metales y compuestos medidos, algo que correlaciona con lo reportado
en la literatura donde se ha observado que la profundidad del sedimento afecta al
proceso de bioturbacion.

Bacterias de una misma familia u orden pueden tener metabolismos diferentes
dependiendo de donde se han desarrollado sus linajes. En el sedimento marino existen
dos estrategias para contender con el estrés generado de este ambiente extremdfilo, el
tener un metabolismo que permite sobrevivir a ambientes dinamicos y variables con
diferentes fuentes de energia y carbono, o el desarrollar estrategias para contener con
el estrés a largo plazo. La primera estrategia se ve favorecida por las bacterias y la
segunda por las arqueas (Molari et al. 2012, Valentine et al. 2017). En las arqueas se
reconocen phyla y clases capaces de contender con el estrés a largo plazo, lo que podria
explicar la alta dominancia y poca diversidad de arqueas encontrada en el sedimento, en
cambio diferentes bacterias de diversos taxones poseen diversos metabolismos
secundarios y pueden crecer en el sedimento, pero pocas veces pueden dominar la
comunidad, por lo que se mantiene una diversidad alta y constante a lo largo de la
columna con ligeros cambios entre la zona de alta bioturbacién al sedimento profundo.

La estratificacion vertical de las comunidades en el sedimento se ha reportado en
algunos trabajos (Petro et al., 2019, Chen et al., 2017, Lipp et al., 2008 y Giovannelli et
al., 2013), pero muy pocos del GoM (Vigneron et al., 2017, Vigneron et al., 2018). En
estos se han encontrado diferentes profundidades (cmbs) a las que se da un cambio en
las comunidades encontradas o el numero de arqueas y bacterias cambia
considerablemente. Es muy interesante que, en el trabajo de Petro et al., 2019, se reporta
una profundidad similar donde la taxonomia cambia a la encontrada en este trabajo de 7
cmbs. Lo peculiar de esto es que estos sedimentos pertenecen a la bahia de Aarhus en
Dinamarca. Este es un cuerpo de agua poco profundo (50 m maximo) y su comunidad
de microorganismos es diferente. En los primeros 6 cmbs la poblacion correspondié en
su mayoria a Proteobacteria y Bacteroidetes y después de los 7 cmbs disminuyen
aumentando las Euryarchaeota, Lokiarcheota, Chloroflexi y Atribacteria. En esos
sedimentos se observé que, asi como la zona de alta bioturbacién termina, la poblacién
de sulfato reductores y degradadores de materia organica aumentaron, asi como los
procesos que estos llevan a cabo. Las muestras de este trabajo y las de Petro et al.,,
2019 provienen de sitios diferentes y aun asi en ambos sitios se reporté un conjunto de
taxones comunes asociados a la biosfera marina profunda y la profundidad en el
sedimento donde se da un cambio en la comunidad es muy parecida. Es probable que
en los sedimentos estudiados en este trabajo suceda algo similar a lo observado con la
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bioturbacion y la sulfatoreduccion en la bahia de Aarhus, no especificamente con la
sulfatoreduccién, si no con alguno de los multiples otros procesos y metabolismo que
ocurren en la biosfera del sedimento profundo (In’ Zandt et al., 2019) que son llevados a
cabo por las comunidades de microorganismos. (Figura 3). Estos resultados no solo
concuerdan con lo reportado en la literatura del GoM, donde se reconoce una alta
poblacién Asgardaeota (Hoshino et al., 2020). Aumento de las Gammaproteobacteria en
la zona de Perdido, en particular en las zona profundas (Sanchez-Soto Jiménez et al.,
2018. La dominancia por Thaumarchaeota en sedimentos mas aerdbicos o en este caso
con una alta bioturbacién y mejor acceso al oxigeno que el resto de la columna de
sedimento (B. Jgrgensen et al., 2016, Hoshino et al., 2020). Estos resultados también
aportan evidencia de cdmo la estratificacion de las comunidades es afectada por
variables geoquimicas (principalmente la profundidad) y factores ambientales con los que
las comunidades de microrganismos interactuan constantemente.

Conclusiones

La comunidad de microorganismos encontradas en el sedimento correspondid a un
conjunto de taxones reconocidos como caracteristicos del sedimento marino
(Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria, Thaumarchaeota,
Euryarcheota y el recientemente descubierto Rokubacteria).

La diferencia entre los taxones dominantes entre la zona de Perdido
(Gammaproteobacteria) y “Campeche knolls” (Dehalococcoidia y Deltaproteobacteria),
asi como los diferentes indices de diversidad son indicadores de que existe una
diferencia entre los metabolismos asociados al sedimento de cada zona.

La relacion observada entre las poblaciones del género Moritella con Pseudomonas y
Klebsiella puede tratarse de una competencia en la abundancia de los taxones entre
Moiritella contra las Pseudomonas en la zona de Perdido y contra Klebsiella en ambos
sitios.

Los valores de pH y concentracidon de sulfato aumentaron conforme la profundidad en
todas las columnas de sedimento analizadas mientras que el resto de los compuestos y
metales medidos no presentaron una diferencia significativa a lo largo de la columna de
sedimento.

El bajo numero de correlaciones entre las variables geoquimicas y los taxones, asi como
su bajo coeficiente infiere que sdélo la concentracion de estos metales no es una variable
suficiente para determinar o diferenciar a las poblaciones que se desarrollan en el
sedimento y que la profundidad sigue siendo una variable compleja que involucra varios
factores y por eso tiene un gran efecto en la comunidad de microorganismos del
sedimento.
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El proceso natural de bioturbacion actua de manera mas intensa en los primeros 6 a 8
cmbs y mantiene a estos sedimentos con mayor acceso a materia organica y fuentes de
energia. Este proceso parece ser suficiente para que la distribucién de arqueas sea la
misma en esa zona y la comunidad de bacterias sea diferente al resto de la columna de
sedimento.

En ambos sitios la poblacion de arqueas y bacterias tienen el potencial metabdlico para
mantener constante el proceso de fijacidon y consumo de carbono mediante la via
reductora de la acetil-coenzima A (WLP) y acetogénesis y en algunos casos
metanogénesis y metanotrofia, reforzando la evidencia del sumidero de carbono del
sedimento marino.

En cuanto a la capacidad metabdlica de los taxones observados en la zona de
“Campeche knolls” las alta poblaciones Deltaproteobacterias asi como la abundancia de
las bacterias NC10 permiten inferir que existe un potencial sulfatoreductor,
desnitrificador y metanotrofo, mientras que en la zona de Perdido el potencial metabdlico
esta relacionado con procesos de oxidaciéon de compuestos inorganicos (quimiolitétrofo)
capaces de utilizar compuestos reducidos inorganicos como fuentes de energia (azufre,
nitrito y nitrato, y metales reducidos) y de consumo de aromaticos policiclicos (PAH).

Perspectivas

e Analizar la correlacion de las variables geoquimicas y los taxones utilizando una
metodologia mas avanzada sin depender de relaciones lineales como el analisis
de datos y/o machine learning.

e Medir la concentracidon de otras variables geoquimicas como la cantidad y tipo de
materia organica, hidrocarburos otros iones y el estado de oxidacion de los
metales que se sabe son aceptores de electrones del metabolismo anaerobio (Fe,
Mny Cr)

e Evaluar la capacidad de degradacion de hidrocarburos de microorganismos del
sedimento

e Aislar a los microorganismos mas abundantes en las muestras de sedimento

(Moritella, Rokubacteria, Dehalococcoidia, Deltaproteobacteria, Nitrosopumilales,
Pseudomonas y Klebsiella) para estudiar su metabolismo.
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e Identificar a las poblaciones sulfatoreductoras y oxidadores de sulfuro mediante la
secuenciacion de genes marcadores de este metabolismo (dsrAB, soxB) o
mediante la generacion de metagenomas de algunas muestras de sedimento.

e Cuantificar la generacién o consumo de metano en las poblaciones de sedimento
utilizando cultivos anaerobios y carbono marcado radioactivamente.

Obtencién y analisis de metagenomas del sitio D18

Como parte de las perspectivas y gracias a los datos obtenidos del sitio D18, asi como
los de la publicacion por Raggi-et al., 2020, se decidio estudiar a detalle este sitio con las
muestras colectadas de la campafna MET-02 y las estudiadas en este trabajo.

Se utilizaron tres muestras del nucleo de sedimento D18, correspondientes a la muestra
mas superficial del sedimento (D18 - 0 a 2 cmbs), la muestra mas profunda (D18 — 22a
24 cmbs) y una a la mitad de la columna de sedimento (D18 — 12 a 14 cmbs). De esta
manera fue posible seguir el analisis de la comunidad y su distribucion vertical al
coensamblar las tres muestras generadas. El acceso a todo el DNA permitié corroborar
el cambio en la taxonomia entre bacterias y sobre todo en arqueas y la profundidad en
cmbs (Figura 38 y 39), aparte de que es posible obtener informacion del metabolismo y
diversos genes asociados las comunidades del sedimento.
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Figura 38. Abundancia relativa de los principales phyla de arquea encontrados en los
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Al obtener una gran cantidad de informacion con los metagenomas y los datos obtenidos
de este trabajo se decididé en integrar toda la informacién para comenzar a trabajar en

una publicacién y asi refinar los analisis, el estudio y cumplir las perspectivas de este
trabajo.
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Anexos
Anexo 1. Resultados del procesamiento de amplicones.

Anexo 1.1 Numero de secuencias y ASVs encontradas para las secuencias bacterianas.

Muestra | Secuencias iniciales @ Secuencias procesadas | Numero de ASVs

Nucleo A1
A1-BAC-2 34491 8364 160
A1-BAC-4 156100 71550 13088
A1-BAC-6 61148 31480 1075
A1-BAC-8 105861 53462 3287
A1-BAC-10 88767 20923 298
A1-BAC-12 130824 61795 7658
A1-BAC-14 153298 71290 7790
A1-BAC-16 70942 28167 1623
A1-BAC-18 102256 31602 2029
A1-BAC-20 93851 49261 1123
Nucleo A3

A3-BAC-2 157906 81373 5689
A3-BAC-4 92031 44695 4404
A3-BAC-6 61788 28492 5528
A3-BAC-8 64112 28354 5552
A3-BAC-10 117748 63313 3814
A3-BAC-12 185565 96338 1742
A3-BAC-14 128943 68833 2247
A3-BAC-16 139999 58552 1675
A3-BAC-18 186949 70462 2148

Muestra Secuencias iniciales | Secuencias procesadas | Numero de ASVs

Nucleo C11
C11-BAC-2 131421 75396 3825
C11-BAC-4 137366 57796 2827
C11-BAC-6 95001 44882 8244
C11-BAC-8 112795 42663 1712
C11-BAC-10 98964 29920 2486
C11-BAC-12 85483 48924 2840
C11-BAC-14 58564 28097 6239
C11-BAC-16 156387 56242 4493
C11-BAC-18 105030 26758 2124
C11-BAC-20 100148 48501 7442
C11-BAC-22 63522 18782 1207
C11-BAC-24 121350 59299 5962
C11-BAC-26 95879 50494 2701
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C11-BAC-28 105887 47284 5607

Nucleo D18

D18-BAC-2 147660 111952 12568

D18-BAC-4 30350 23006 2731

D18-BAC-6 59119 43677 6025

D18-BAC-8 115709 83598 2656
D18-BAC-10 25980 19364 2770
D18-BAC-12 140098 106474 4269
D18-BAC-14 139316 103245 8948
D18-BAC-16 147589 112477 2501
D18-BAC-18 130514 97757 2969
D18-BAC-20 94409 70732 7139
D18-BAC-22 67549 52129 3650
D18-BAC-24 133772 102721 2876

Anexo 1.2 Numero de secuencias y ASVs encontradas para las secuencias arquea.

Muestra | Secuencias iniciales Secuencias procesadas | Niumero de ASVs

Nucleo A1

A1-ARC-2 84185 66837 270

A1-ARC-4 40310 25777 160

A1-ARC-6 25722 9721 94

A1-ARC-8 12714 12055 279
A1-ARC-10 133009 129535 827
A1-ARC-12 96255 87100 659
A1-ARC-14 64444 54329 553
A1-ARC-16 133951 109234 790
A1-ARC-18 153148 127742 473
A1-ARC-20 23999 23241 428

Nucleo A3

A3-ARC-2 75541 74796 726

A3-ARC-4 92912 86788 237

A3-ARC-6 68906 62594 296

A3-ARC-8 81717 76249 454
A3-ARC-10 92346 68525 409
A3-ARC-12 82138 68525 227
A3-ARC-14 154920 145077 394
A3-ARC-16 76334 68219 436
A3-ARC-18 70462 67911 417

Muestra Secuencias iniciales = Secuencias procesadas Numero de ASVs

Nucleo C11
C11-ARC-2 90399 89178 308
C11-ARC-4 107738 104093 488
C11-ARC-6 69386 67344 455
C11-ARC-8 155292 152170 1062
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C11-ARC-10 81512 77811 879

C11-ARC-12 107034 104093 1075
C11-ARC-14 102282 99240 1297
C11-ARC-16 20905 25796 393
C11-ARC-18 74260 77811 689
C11-ARC-20 74574 71867 760
C11-ARC-22 52347 51196 531
C11-ARC-24 59546 58688 672
C11-ARC-26 56372 55438 624
C11-ARC-28 71217 70193 763
Nucleo D18
D18-ARC-2 25102 24162 122
D18-ARC-4 56214 51131 300
D18-ARC-6 28559 26491 117
D18-ARC-8 75520 73118 473
D18-ARC-10 88606 87988 340
D18-ARC-12 44993 23456 604
D18-ARC-14 87385 83772 697
D18-ARC-16 132349 130598 490
D18-ARC-18 86597 84782 492
D18-ARC-20 106343 104042 420
D18-ARC-22 85639 75361 587
D18-ARC-24 132377 121009 629

Anexo 2. Curvas de rarefaccién para cada nucleo

Se representa el numero de ASVs encontrados (eje Y) contra el numero de secuencias
de cada muestra (eje X) En azul el nucleo A1, en morado el nucleo A3., en verde el
nucleo C11 y en morado el nucleo D18.
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Anexo 2.1 Curvas de rarefaccion para las secuencias de bacteria (V3-V4)
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Anexo 2.2. Curvas de rarefaccion las secuencias de arquea (V1-V2-V3).
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Anexo 3. Indices de diversidad alfa de cada muestra.

Anexo 3.1 Resultados de bacteria. Numero de ASVs, Indices de Simpson, Indice de Shannon y
Cobertura (Numero de ASVs necesarias para representar el 50% de la abundancia).

Muestras

Al1-BAC-2
Al1-BAC-4
A1-BAC-6
A1-BAC-8
Al1-BAC-10
A1-BAC-12
Al-BAC-14
A1-BAC-16

ASVs

160
13088
1075
3287
298
7658
7790
1623

Simpson
inverso
7.64280737

853.044943
15.1699854
67.6944177
17.327444
72.6459903
55.2269025
17.012721

Simpson

0.86915803
0.99882773
0.93408036
0.98522773
0.94228808
0.98623462
0.98189288
0.94122045

Shannon

3.02423945
8.46776324
4.18816233
6.14819258
3.62791218
7.03140649
6.81818781
4.54385856

Cobertura

1083

69

191

154

105



A1-BAC-18
Al1-BAC-20
A3-BAC-2
A3-BAC-4
A3-BAC-6
A3-BAC-8
A3-BAC-10
A3-BAC-12
A3-BAC-14
A3-BAC-16
A3-BAC-18
C11-BAC-2
C11-BAC-4
C11-BAC-6
C11-BAC-8
C11-BAC-10
C11-BAC-12
C11-BAC-14
C11-BAC-16
C11-BAC-18
C11-BAC-20
C11-BAC-22
C11-BAC-24
C11-BAC-26
C11-BAC-28
D18-BAC-2
D18-BAC-4
D18-BAC-6
D18-BAC-8
D18-BAC-10
D18-BAC-12
D18-BAC-14
D18-BAC-16
D18-BAC-18
D18-BAC-20
D18-BAC-22
D18-BAC-24

2029
1123
5689
4404
5528
5552
3814
1742
2247
1675
2148
3826
2827
8249
1713
2488
2841
6243
4496
2125
7450
1208
5963
2701
5610
7831
1852
3530
1673
1650
2774
5364
1518
1778
4472
2376
1911

103.502253
17.0450334
437.537553
279.297937
685.444676
757.453774
203.965446
43.172657
107.432581
474.663082
68.6248237
879.485854
382.346299
968.155138
172.021966
269.340151
137.556855
1481.23673
547.493165
176.438054
1117.31714
100.045185
858.156199
584.673731
479.91634
648.319673
259.990414
384.657577
189.97004
240.316242
283.053414
481.677664
394.467351
368.526058
521.919423
288.551513
557.932595

0.99033837
0.94133188
0.99771448
0.99641959
0.99854109
0.99867979
0.99509721
0.97683719
0.99069184
0.99789324
0.98542801
0.99886297
0.99738457
0.99896711
0.99418679
0.99628722
0.99273028
0.99932489
0.99817349
0.99433229
0.999105
0.99000452
0.99883471
0.99828964
0.9979163
0.99845755
0.9961537
0.99740029
0.99473601
0.99583882
0.9964671
0.99792392
0.99746494
0.99728649
0.998084
0.99653441
0.99820767

5.97914921
4.21722593
7.43362098
7.08667168
7.83912432
7.86566329
6.96668099
5.77534263
6.44914563
6.64498034
6.19842887
7.49527957
6.76615628
8.2130221
6.15527578
6.62358197
6.64471207
8.19127944
7.20247169
6.26657279
8.07800062
5.66890958
7.6913875
7.11253287
7.54464821
8.05162357
6.69604473
7.44187702
6.31790516
6.73224796
6.82416951
7.54690816
6.65218716
6.67742828
7.49884667
6.7372787
6.8858804

57

314
196
622
627
216
63
146
206
112
427
163
823
89
131
182
976
226
80
620
44
395
278
335
731
171
545
119
261
202
336
200
184
339
151
216
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Muestra

A1-ARC-2
A1-ARC-4
A1-ARC-6
A1-ARC-8
Al1-ARC-10
Al1-ARC-12
Al1l-ARC-14
A1-ARC-16
A1-ARC-18
Al1-ARC-20
A3-ARC-2
A3-ARC-4
A3-ARC-6
A3-ARC-8
A3-ARC-10
A3-ARC-12
A3-ARC-14
A3-ARC-16
A3-ARC-18
C11-ARC-2
C11-ARC-4
C11-ARC-6
C11-ARC-8
C11-ARC-10
C11-ARC-12
C11-ARC-14
C11-ARC-16
C11-ARC-18
C11-ARC-20
C11-ARC-22
C11-ARC-24
C11-ARC-26
C11-ARC-28
D18-ARC-2
D18-ARC-4
D18-ARC-6
D18-ARC-8

ASVs

245
99
57

222
879
638
430
778
458
392
114
269
270
359
350
147
361
435
496
283
368
330
906
720
884
1002
341
589
622
447
571
518
647
75
119
44
336

Simpson
Inverso
36.0732548

4.05651458
2.13041327
66.4631639
141.124178
83.0487194
24.2134647
31.1031494
32.3206846
121.04203
49.899827
30.4771861
42.180277
36.6295026
48.6775702
49.633824
56.4114123
45.8730817
69.2058175
56.0690818
40.0655617
27.4020015
88.4981634
46.7099954
73.859794
123.465196
75.9385735
76.3139809
71.1748054
64.1910035
106.404053
101.188835
141.599419
12.5931236
9.78284942
3.5497018
56.204547

Simpson

0.97227863
0.75348295
0.53060751
0.98495407
0.99291404
0.98795888
0.95870066
0.96784892
0.96906006
0.99173841
0.97995985
0.96718857
0.97629224
0.9726996
0.97945666
0.97985245
0.98227309
0.97820072
0.98555035
0.98216486
0.97504091
0.96350632
0.98870033
0.97859131
0.98646083
0.99190055
0.98683146
0.98689624
0.98595008
0.98442149
0.99060186
0.99011749
0.99293782
0.92059158
0.89778029
0.7182862
0.98220785

Shannon

4.51927292
2.70897748
1.76140275
4.81480381
5.8788074
5.59666988
4.9546104
5.49468782
4.80366838
5.43102504
4.21823741
4.27339625
4.47764784
4.75397602
4.86221809
4.4378768
4.90874021
4.92748656
5.20174255
4.66778827
4.60180773
4.61726695
5.64950433
5.54609411
5.82001977
6.18144289
5.14360546
5.59177885
5.58642316
5.35479181
5.65650874
5.58402777
5.8120918
3.5883921
3.68506497
2.25619789
4.85035038

Cobertura

20
2

35
69
64
42
67
23
63
17
16
17
23
24
21
25
23
35
21
17
23
51
74
88
132
47
79
77
65
83
78
94
13
12
1
25

Anexo 3.2 Resultados de arquea. Nimero de ASVs, indices de Simpson, indice de Shannon y
Cobertura (NUumero de ASVs necesarias para representar el 50% de la abundancia).
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D18-ARC-10 333 75.6074305 | 0.98677379 | 4.98405816 31
D18-ARC-12 212 86.8222574 | 0.98848222 | 4.74909033 34
D18-ARC-14 750 190.85177 | 0.99476033 @ 6.0638535 118
D18-ARC-16 489 99.4315484 | 0.98994283 | 5.25693381 39
D18-ARC-18 487 77.3198582 | 0.98706671 | 5.29323789 41
D18-ARC-20 436 104.285952 | 0.99041098 | 5.30677113 44
D18-ARC-22 435 54.6329141 | 0.98169602 | 5.22378427 43
D18-ARC-24 546 65.6442118 | 0.98476636 | 5.32917804 44

Anexo 4. Ordenes de archaeas encontrados en las muestras.

Para estos heatmaps se colapso la taxonomia a nivel de orden y se agruparon las
muestras que no tuvieron orden clasificado como “Unknown”. La abundancia relativa se
transformé en puntuacion estandar, mejor conocido como “Z-score” para poder apreciar
mejor las diferencias.
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Archaea_Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured archaeon
Nitrosopumilales
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Anexo 4.1. Ordenes encontrados de arquea para el nucleo A1, las muestras se ordenaron
conforme la profundidad (menor a mayor de izquierda a derecha) y los taxones conforme a su

abundancia (En orden ascendente).
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Nomurabacteria bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL_42_ 174
Methanocellales 4

miscellaneous Crenarchaeota group archaeon SMTZ-80+
Archaea_Asgardaeota_Lokiarchaeia_uncultured crenarchaeote 4
uncultured bacterium-

archaeon GW2011_AR18-

uncultured sediment archagon 1

Methanomicrobiales +
Archaea_Euryarchaeota_Methanomicrobia_uncultured
uncultured Bathyarchaeota archaeon 4

Candidatus Hydrothermarchaeota archaeon JdFR-18
Archaea_Thaumarchaeota_Group 1.1¢_uncultured archagon o
Halobacteriales 4

uncultured crenarchaeote MCG 1

Methanomassiliicoccales
Archaea_Asgardaeota_Heimdallarchaeia_uncultured archaeonq
Nitrososphaeralesq

uncultured marine crenarchaeote E37-7F -

archaeon GW2011_AR15-

uncultured archaeon 19¢-51 4

uncultured Nitrosopumilales archaeon 4
Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured crenarchaeote 4
Marine Group Il4
Archaea_Asgardaeota_Odinarchaeia_uncultured archaeon 4
uncultured Desulfurococcales archagon <
Hadesarchaeaeota_uncultured archaeon_uncultured archaeon 4
Nanoarchaeaeota_Woesearchaeia_marine metagenome 4
uncultured archaeon W5-61a-+
Archaea_Thaumarchaeota_Nitrososphaeria_uncultured <

Marine Benthic Group D and DHVEG-1 4

uncultured euryarchagote §
Nanoarchaeaeota_Woesearchaeia_uncultured archaeon <
Aigarchaeales

Methanofastidiosales 4

Aenigmarchaeales <

S5G8-54

Archaea_Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured archaeon
Archaea_Euryarchaeota_Thermoplasmata_uncultured archaeon
_Thaumarchaeota_Marine Benthic Group A_marine metagenome -
Hydrothermarchaeota_uncultured archaeon_uncultured archaeon 4
Unknown -

Deep Sea Euryarchaeotic Group(DSEG) 1
Thaumarchaeota_Marine Benthic Group A_uncultured archaeon q
Archaea_Asgardaeota_Lokiarchaeia_uncultured archaeon
Archaea_Euryarchaeota Thermoplasmata_uncultured
Nitrosopumilales -
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Anexo 4.2. Ordenes encontrados de arquea para el nicleo A3, las muestras se ordenaron
conforme la profundidad (menor a mayor de izquierda a derecha) y los taxones conforme su

abundancia (en orden ascendente).

C ultured crer 1
Methanocellales {

hypersaline lake metagenome |

Methanomicrobiales {

Nitrososphaerales

Marine Group Ill

Thermoplasmatales

Korarchaeales{

Halobacteriales

marine metagenome
Methanosarcinales
Lokiarchaeia_uncultured crenarchaeote
Methanomassiliicoccales

uncultured euryarchaeote {

|
archaeony

4 1aeia_|

Archaea Tt 1
Aigarchaeales

Archaea_Th: _Group 1.1¢_uncultured archaeon

Marine Group Il

Archaea O archaeon

searchaeia_ archaeon{

archaeon _ archaeon

Thaumarchaeota_Marine Benthic Group A_uncultured archaeon
Methanofastidiosales

Aenigmarchaeales

Marine Benthic Group D and DHVEG-1

SG8-5

UnknownJ‘

naeota_ archaeon_uncultured archagon {
Archaea_Asgardaeota_Lokiarchaeia_uncultured archason-‘
Deep Sea Euryarchaeotic Group(DSEG)
Archaea_Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured archaeon
Archaea Eur Tt

Nitrosopumilales {

Z-Score

o
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Anexo 4.3. Ordenes encontrados de arquea para el nucleo C11, las muestras se ordenaron
conforme la profundidad (menor a mayor de izquierda a derecha) y los taxones conforme su
abundancia (en orden ascendente).

Methanomicrobiales
Halobacteriales
archaeson GW2011_AR17
Nomurabacteria bacterium RIFCSPLOWO2_02_FULL 42 17
uncultured archaeon Arc.98
Candidatus Pacearchaeota archaeon RBG_19FT

archaeon GW2011_AR13
Candidatus Diapherotrites archaeon ADurb.Bin253
uncultured Thermoprotei archaeon

4 9
Methanocellales

arine Group Il

uncultured archaeon Arc.118

uncultured methanogenic archaeon

archaeon enrichment culture clone 43-1

marine sediment metagenome

archaeon GW2011_AR18

uncultured crenarchaeofe MCG

Asgardaeota_uncultured archaeon_uncultured archaeon
Candidatus Heimdallarchaeota archacon AB_125

X uncultured archaeon 19b-39

Candidatus Hydrothermarchaeota archaeon JdFR-18
Methanosarcinales

miscellaneous Crenarchaeota group archaeon SMTZ-80
archaeon GW2011_AR20
Archaea_Asgardaeota_Heimdallarchaeia_uncultured archaeon
Yanofskybacteria bacterium RIFCSPHIGHO2 01 FULL 41 26
archaeon GW2011_AR15

Nitrososphaerales

uncultured Desulfurococcus sp.

uncultured bacterium

uncultured marine thaumarchaeote

Marine Group Il

uncultured sediment archaeon

uncultured Desulfurococcales archaeon
Archaea_Thaumarchaeota_Nitrososphaeria_uncultured
_Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured crenarchaeote
Archaea_Asgardaeofa_LokKiarchaeia_uncultured crenarchaeote
Hadesarchaeaeota_uncultured archaeon_uncultured archaeon
Aigarchaeales
Archaea_Asgardaeota_Odinarchaeia_uncultured archaeon
uncultured NitroSopumilales archaeon
Methanomassiliicoccales

uncultured archaeon 19¢-51

uncultured marine crenarchaeote E37-7F
Nanoarchaeaeota_Woesearchaeia_marine metagenome
Nanoarchaeaeota_Woesearchaeia_uncultured archaeon
Marine Benthic Group D and DHVEG-1

uncultured archaeon W5-61a

. uncultured euryarchaeote
miscellaneous Crenarchaeota group archaeon SMTZ1-55
Archaea_Euryarchaeota_Thermoplasmata_uncultured archaeon
Aenigmarchaeales

Methanofastidiosales

SG8-5

Thaumarchaeota_Marine Benthic Group A_marine metagenome
Archaea_Crenarchaeota_Bathyarchaeia_uncultured archaeon
H_dethermarchaeola_gncuﬁureq archaeon_uncultured archaeon
haumarchaeota_Marine Benthic Group A _uncultured archaeon
Deep Sea Euryarchaeotic Grouﬁ(DSEG)

nknown

Archaea_Asgardaeota_Lokiarchaeia_uncultured archaeon
Archaea_Euryarchaeota_Thermoplasmata_uncultured
Nitrosopumilales
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Anexo 4.4. Ordenes encontrados de arquea para el nucleo D18, las muestras se ordenaron
conforme la profundidad (menor a mayor de izquierda a derecha) y los taxones conforme su
abundancia (en orden ascendente).

Anexo 5. Valores de media y mediana de las clases diferencialmente abundantes
encontradas por ANCOM.

Anexo 5.1. Valores de abundancia media y mediana de las clases de arquea diferencialmente
abundantes entre los nucleos.

Clases de arquea

A1
media

A3
media

C11
media

D18
media

A1
mediana

A3
mediana

C11
mediana

D18
mediana

Bathyarchaeia

14.76

1.11

12.49

4.9

15.95

0.47

13.02

0.82

Marine_Benthic_G
roup A

0.27

2.08

1.02

3.58

0.17

1.81

0.36

2.12

Methanomicrobia

0.04

0.009
9

0.0056

0.0076

0.03

0
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Nitrososphaeria | 62.45 | 76.11 | 45.24 | 60.99 52 75.03 39.3 53.2
Odinarchaeia 0.41 | 0.027 | 0.28 | 0.098 0.22 0 0.23 0.06
Thermoplasmata | 4.81 | 10.17 | 16.63 | 10.61 4.1 9.82 18.36 12.2

Anexo 5.2. Valores de abundancia media y mediana de las clases de arquea diferencialmente
abundantes entre las categorias del sedimento

Superficie | Medio Profundo Superficie | Medio Profundo
Clases de arquea media media media mediana mediana | mediana
Bathyarchaeia 0.44 11.31 12.1 0.044 9.92 8.01
Discoba 0.0057 0 0 0 0 0
Nanohaloarchaeia 0.47 5.72 7.74 0.2 6.05 7.27
Nitrososphaeria 94.16 49.72 43.72 95 45.69 42.45
Odinarchaeia 0.0068 0.17 0.4 0 0.095 0.2
Thermoplasmata 1.86 14.68 14.25 1.1 14.77 12.9
Verstraetearchaeia 0 0 0.0041 0 0 0
Unclassified 0.33 2.11 2.56 0.29 1.49 1.9
uncultured archaeon 0.36 3.71 4.75 0.12 1.74 4.48

Superficie | Medio Profundo Superficie | Medio Profundo
Nucleo C11 media media media mediana mediana | mediana
Bathyarchaeia 0.13 12.12 18.97 0.03 10.64 21.78

Anexo 5.3. Valores de abundancia media y mediana de las clases de bacteria diferencialmente
abundantes entre los nucleos.

A1 A3 C11 D18 A1 A3 C11 D18

Clases de bacteria media | media | media |media |mediana | mediana | mediana | mediana
Acidobacteriia 0.045 0.3 0.14 0.95 0.04 0.25 0.11 0.94
Actinobacteria 0.3 0.69 0.11| 0.085 0.17 0.78 0.065 0.088
Bacilli 0.29 1.16 0.13| 0.094 0.16 1.42 0.095 0.079
Bacteroidia 0.24 0.72 1.02 1.5 0.26 0.69 0.86 1.43

0.004
Planctomycetes; BD7-11 3| 0.076| 0.097 0.18| 0.0028 0.056 0.094 0.17
Calditrichia 0.087 0.44 0.49 0.87 0.083 0.43 0.46 0.88
Clostridia 2.06 0.26 0.26 0.28 1.97 0.2 0.22 0.15

0.002
Elusimicrobia 5 0.12| 0.028| 0.042 0 0.094 0.017 0.028
Fimbriimonadia 0| 0.033| 0.0018 0.03 0 0.025 0 0.019
Fusobacteriia 0.32 0.15 0.3| 0.017 0.094 0.087| 0.0088 0
Gammaproteobacteria 57.19| 28.91| 16.27| 10.73 59.26 28.59 16.02 11.28
Gemmatimonadetes 0.51 1.73 1.1 2.83 0.43 1.72 0.83 2.86
Hydrogenedentia 0.059 0.36 0.28 0.72 0.05 0.39 0.18 0.65

111



0.004
Atribacteria; JS1 0.049 1| 0.036| 0.0046 0.032 0 0.01 0
0.006 | 0.004
Lentisphaeria 9 7| 0.062| 0.036| 0.0013 0 0.051 0.036
Moduliflexia 0.021| 0.095 0.48 0.18 0.015 0.1 0.5 0.032
0.001 0.0008
Mollicutes 0.029 6| 0.0016 9 0.017 0 0 0
Omnitrophia 0.004 0.2| 0.072 0.18 0 0.092 0.022 0.12
Oxyphotobacteria 0.089| 0.092| 0.047| 0.013 0.033 0.076| 0.0056| 0.0015
Rhodothermia 0.031| 0.092| 0.028 0.13 0.028 0.066 0.012 0.12
Planctomycetes; SPG12-
343-353-B69 0.022| 0.039 0.23 0.15| 0.0064 0.049 0.18 0.087
0.009
Acidobacteria; Subgroup 15 4| 0.14] 0.023 0.12] 0.0076 0.14 0.012 0.093
Acidobacteria; Subgroup 6 0.046| 0.27] 0.054 0.33 0.042 0.28 0.019 0.33
Chloroflexi; TK17 0.07 0.19| 0.094 0.35 0.025 0.18 0.01 0.24
Planctomycetes; vadinHA49 0.12| 0.61 1 1.14 0.12 0.65 1.05 1.02
Actinobacteria; WCHB1-81 0.28 0.07 0.15| 0.074 0.18 0.026 0.13 0.026
. Superficie | Medio Profundo |Superficie Medio Profundo

Clases de bacteria . . . . . .

media media media mediana mediana | mediana
Aminicenantia 0.14 1.46 2.23 0.076 0.84 1.8
Armatimonadetes; DG-
56 0.023 0.091 0.091 0.002 0.074 0.057
Entotheonellia 0.12 0.063 0.0099 0.11 0.035 0
Chlamydiae; LD1-PA32 0.025 0.099 0.21 0.022 0.086 0.18
Moduliflexia 0.039 0.21 0.34 0.014 0.063 0.31
Nitrospira 0.93 0.17 0.066 0.99 0.11 0.034
Planctomycetes; SPG12-
343-353-B69 0.02 0.16 0.16 0.0086 0.067 0.11
Spirochaetia 0.12 0.64 1.16 0.13 0.3 1.28
Acidobacteria;
Subgroup 21 2.08 0.85 0.41 2.06 0.67 0.25
Chloroflexi; TK17 0.34 0.2 0.072 0.28 0.06 0.015

Superficie | Medio [Profundo |Superficie Medio Profundo
C11 media media media mediana mediana | mediana
Acidimicrobiia 3.82 1.21 0.18 3.25 0.61 0.15
Gematimonadetes;
AKAU4049 0.23 0.24 0.013 0.23 0.23 0.0084
Aminicenantia 0.15 2.55 3.87 0.054 1.95 3.44
Entotheonellia 0.16 0.021 0 0.16 0.018 0
Rhodothermia 0.098 0.024 0.0011 0.079 0.018 0
Acidobacteria;
Subgroup 21 1.84 0.42 0.12 1.83 0.44 0.12
Chloroflexi; TK17 0.37 0.015 0.0034 0.21 0.011 0
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0.023
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media

D18

Modulifelxia

Anexo 6. Valores de la concentracion de metales, sulfato, nitrato y pH. (se

representan en mg/kg excepto pH y profundidad)
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Veronica
Texto escrito a máquina


Vit

A1-6 A1-4 A1-2 C11-28 C11-26 C11-24 C11-22 C11-20 C11-18 C11-16
55000 50000 30000 70000 60000 80000 55000 60000 55000 70000
11905.617 | 15443.526 | 19887.202 | 15997.369 | 17790.819 | 17550.575 | 15568.432 [ 16312.568 16720.35 16817.084
6426.2424 | 9554.6617 | 10572.232 | 11058.858 | 11636.955 | 12395.427 | 10479.456 | 9855.8915 [ 11088.417 | 10450.135
3504.2667 | 8064.6617 [ 8965.8036 6954.557 5660.3045 | 4766.1777 | 6618.1769 4088.907 3373.9928 | 4112.0882
2478.8364 | 3134.7368 | 3699.9821 | 3080.9118 | 3487.4897 | 3688.3434 | 2934.6871 3302.938 2921.5971 | 3858.4609
2091.0667 | 2633.2331 | 2676.9018 | 2782.5426 | 3218.8642 | 3242.5022 2634.381 28854419 | 2659.7194 | 3620.4951
178.26849 | 268.11504 | 638.33661 283.6427 292.11523 | 323.65919 | 244.75986 | 277.46357 | 928.84892 | 292.94329
2380.8182 | 2729.8872 | 3343.5357 | 124.84729 | 139.61317 | 156.83693 [ 103.82925 | 126.17674 | 104.89281 | 96.426643
363.03455 | 462.81579 | 555.93661 | 452.26464 | 512.76049 | 539.78343 | 435.17959 491.1814 437.02086 | 575.41494
184.53091 | 322.10902 | 335.43393 | 331.20979 | 334.84115 [ 360.33046 291.1415 328.38295 | 332.13309 | 306.38074
111.30424 | 147.66842 181.825 118.32913 126.9679 128.74892 | 101.80408 | 121.66279 | 110.39928 | 117.60036
49.422061 | 80.742105 | 32.554464 | 64.805634 | 66.819753 | 67.639172 [ 18.801837 | 62.578682 | 16.813381 | 62.663186
11.187212 | 19.401128 | 20.051071 17.668792 | 18.092181 19.17308 14.525578 | 17.337442 | 16.868633 | 15.557156
20.068121 28.73188 33.406429 | 30.384211 | 32.512263 | 33.811217 | 28.331293 | 30.163566 | 28.293094 | 31.126553
64.169091 | 64.718496 | 66.449196 0 0 10.916307 | 11.996054 | 3.9256047 | 26.653381 [ 50.241944
10 16.666667 | 18.333333 | 40.476191 | 20.454546 25 20 42.5 37.5 37.5
16.57897 19.021353 | 22.293393 | 25.246257 | 26.822222 | 32.679724 | 24.410136 | 25.106667 [ 21.190791 24.39487
13.906182 | 19.722857 | 22.760536 | 24.664789 25.89037 27.595686 | 22.144966 | 22.588372 | 20.836907 | 22.291359
9.3035758 [ 13.502105 | 15.688304 | 23.673462 | 24.853004 | 26.546851 | 22.181701 | 23.225194 | 26.873166 | 22.535554
6.7250303 | 10.106917 | 10.985625 | 18.625056 | 19.869465 | 21.054185 [ 17.806599 17.00969 17.52518 17.423042
5.4136 9.373609 10.365179 | 7.9175686 | 8.3355556 | 8.3696463 | 6.6650952 | 7.8964341 | 8.1327338 [ 7.8805491
1.3706424 | 4.3469173 4.24175 2.415063 2.7679671 | 2.6178775 | 2.2660952 | 2.4619845 | 6.7412878 2.879802
0.1272848 [ 0.3590526 | 0.5720089 | 0.4091179 | 0.4980329 | 0.4313201 | 0.3751088 | 0.2872558 [ 1.5180216 [ 0.4219712
0.0894121 0 1.5590089 | 0.6029578 0 0.5834858 [ 0.7240612 | 0.8804651 | 3.3265827 | 0.1259676
0 0 0 0 0 0 0 0 2.5463022 0

0 1.0378496 0 1.3865901 | 1.2856955 | 1.3780673 | 0.3924558 | 0.8808217 0.592813 0.6058236
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.0930182 0.559985 0 0 0.2120741 | 0.2622088 0 0.4482171 | 0.2514173 0.059595
0 0 0 0.09149 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8.34 8.24 7.61 8.42 8.3 8.2 8.4 8.1 8.07 7.99
877.06 877.04 877.02 857.28 857.26 857.24 857.22 857.2 857.18 857.16




STT

D18-6 D18-4 D18-2 A1-20 A1-18 A1-16 A1-14 A1-12 A1-10 A1-8
80000 70000 56250 60000 60000 60000 45000 50000 45000 55000
13697.631 16602.859 | 16727.301 13500.372 13957.41 13341.384 | 11870.347 | 10855.378 | 15796.784 | 13148.748
9113.0901 10847.312 | 9164.6285 8405.679 8953.1429 8587.551 5744.08 5821.5984 | 7549.7489 | 8401.9167
3399.2632 | 3859.0246 | 3548.7694 | 6811.7901 | 9060.7143 | 6600.5238 | 3404.2467 | 3671.9055 | 4849.3559 4243.725
2836.3591 | 3027.3349 | 3038.2972 | 2590.4815 | 2991.4357 2875 2646.8267 | 3002.5197 4046.845 3507.1417
2467.5823 | 2714.0092 | 2502.0743 | 2280.7407 | 2534.4786 2196.068 2537.6467 | 3314.3937 | 4491.2227 3339.85
652.65022 | 946.82028 | 781.24613 | 239.70617 | 253.59571 | 259.12245 | 170.03867 | 162.54646 | 209.51856 190.5525

45.000143 | 63.513441 | 28.998065 | 89.333333 2016.5 129.47551 1751.06 3042.8976 | 3386.4847 1954.2
418.55723 | 443.76421 | 467.33746 | 385.65803 | 451.62929 | 430.53197 | 417.38933 [ 519.09764 | 668.16157 539.2425
276.12733 | 316.23349 | 303.45201 | 230.49568 | 251.97857 | 244.01769 | 188.83067 | 178.30079 | 237.85699 | 237.64417
134.30901 147.07911 143.72755 | 115.66049 | 138.80786 | 127.46463 | 111.23133 | 110.54016 [ 148.29476 | 130.03583
19.36166 31.938249 | 54.908204 | 12.204815 | 65.313429 | 21.666939 30.7866 65.735433 | 85.640284 18.1335
16.178827 20.78871 17.967647 | 13.066667 | 14.325357 14.02517 11.2936 11.090472 | 1180.6332 | 14.439583
25.11495 27417204 | 24.963622 | 25.153827 | 28.620714 | 27.707619 22.7792 21.849449 442.9083 30.40325
8.5379113 [ 23.123118 | 112.40403 | 8.7232099 | 45.481286 | 6.6411361 | 52.504667 | 77.820236 0 18.59825
27.5 16 10 22.5 32 17 18.75 13 11.25 10
18.385479 | 23.301843 20.67678 18.535988 | 17.976357 | 18.471293 14.4764 15.446772 | 18.527183 21.286
17.793991 | 20.621659 | 19.154721 18.239074 | 18.869857 | 19.126054 | 12.689333 | 12.023622 | 15.608843 [ 16.081583
14.795637 | 21.914286 | 20.129412 12.95858 14.125357 | 13.623333 | 10.374733 | 9.9958268 | 64.731223 [ 12.981833
12.134764 | 13.733257 12.24017 9.4547531 | 9.6195714 | 10.053197 | 6.5125867 | 6.5438976 | 8.9305568 | 9.2740833
6.8249356 | 8.2519969 | 7.7839783 6.647284 7.5335 7.2029252 5.76826 5.5695827 | 43.812773 | 7.0606333
5.7669242 | 7.4367338 [ 5.9253019 1.465321 1.4401286 | 1.3913401 1.1532 0.8681024 [ 1.6232751 | 1.6008583
0.5890558 [ 2.5554916 | 1.9424923 | 0.1657716 | 0.1743286 0.134932 0 0.1222677 0 0.0781917
0.7795351 1.0265899 | 1.3788081 | 0.9566667 1.12515 0.7579388 0.67172 0.3277717 | 0.5735153 0.3601
0 1.6506528 0 0.0722469 0 0 0 0 0 0
0.7524106 | 0.6834946 0 0.771216 2.4332429 | 1.2639592 0.95186 0.7257244 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0.4775546 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0.0082407 0 0 0 0 0 0
7.6 7.77 7.7 8.56 8.6 8.34 8.25 8.21 8.27 8.59
1281.06 1281.04 1281.02 877.2 877.18 877.16 877.14 877.12 877.1 877.08
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A3-2 D18-24 D18-22 D18-20 D18-18 D18-16 D18-14 D18-12 D18-10 D18-8
60000 85000 95000 100000 80000 85000 95000 75000 55000 55000
14664.372 | 7891.0001 10182.337 | 11205.952 | 13450.921 | 14768.094 | 11109.871 [ 12474.057 14130.42 15076.429
8966.9683 | 5724.5692 | 6356.2564 | 8129.8498 8790.57 8858.6083 | 7980.5556 | 8468.5319 | 6838.2563 | 10088.665
3855.7617 | 2544.8343 | 2788.8821 3116.793 3407.9522 | 3373.6227 3111.929 3060.0263 2770.652 3594.6801
2996.1086 | 1817.9054 | 2114.9846 | 2699.8041 | 2855.6228 | 2916.0904 [ 3058.8272 | 2637.0507 | 2944.4883 | 2751.4882
2531.9834 | 1554.0742 | 1671.7949 | 2480.6401 | 2419.8522 | 2499.9857 | 3175.3704 | 2164.5886 | 3107.7862 | 2306.0988
665.49623 | 145.35882 | 166.02615 202.9275 228.51795 | 586.19584 | 808.32562 812.1659 870.36391 | 860.89013
38.520211 | 35.442819 [ 32.662923 | 50.475441 24.31323 45.913558 | 60.762577 | 49.530941 | 41.497801 | 42.555842
440.51735 | 260.73663 309.44 392.13913 | 427.07389 | 433.43257 | 483.58642 | 381.15932 | 454.17058 | 406.19958
286.2632 166.47371 | 207.63231 | 247.45656 | 284.43772 | 293.89598 | 254.40818 | 263.07768 | 226.86732 | 293.23783
164.2911 83.023862 | 98.523077 | 120.74788 | 130.44476 | 134.93257 | 126.70911 | 126.15866 | 114.02199 [ 133.67038
68.796078 | 36.575122 | 17.194872 | 66.270412 | 69.552076 | 66.280201 [ 65.273534 [ 34.090586 | 23.410387 14.43637
22.03273 11.894521 12.424769 | 13.365382 | 15.640535 | 17.117073 | 14.340664 | 17.047992 [ 15.039424 | 19.311892
24.928582 | 15.752939 | 18.585641 | 22.306009 | 23.724912 | 25.407317 | 24.670756 | 26.844371 | 22.455269 | 26.297705

68.257994 | 23.336235 0 74.888308 0 14.568938 | 117.85725 76.0632 0 0

10 21.666667 26 23.333333 | 18.333333 25 31.666667 | 11.666667 27.5 10
18.871267 | 13.631198 | 13.646205 | 14.395493 | 17.329346 | 16.105237 [ 15.018827 [ 17.184529 | 16.985671 20.97274
18.564404 | 12.490941 14.262769 | 17.354409 | 17.853695 | 18.621951 17.111497 | 17.148321 15.131842 | 20.267942
14.243062 | 10.408794 | 12.266462 | 14.070412 | 14.358761 15.87891 16.732562 | 16.745359 | 16.587036 | 19.665508
9.2159879 | 8.1091913 | 8.8993846 | 10.598367 | 10.920971 | 12.195194 | 13.265046 | 11.200198 [ 10.698635 13.15765
7.9033183 | 4.2122183 [ 5.1086154 | 5.9786088 6.201893 7.124132 6.3595833 | 6.5153456 | 6.1424109 | 7.2666203
4.8034314 | 2.2295537 | 3.1238513 | 4.7604507 9.029064 8.5885222 | 7.0609491 | 7.1188282 | 6.6403108 | 6.6277608
1.9035747 0.238776 0.1891385 [ 0.1382691 [ 0.3921956 | 0.3691105 | 0.2440586 | 0.8372877 | 1.3638742 | 1.8889847
1.545445 0.0848564 | 0.2545949 0 0.2312878 | 1.3746628 [ 1.8950386 | 1.9491639 0 1.2575591
0 0.1984048 0 0 0 0 0 1.1131402 | 1.0976422 | 1.6385744
0.5876621 | 0.3967963 0 0.4958393 0 0 0 0.6375049 0 0.5904103

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0.0805487 0 0 0.2113989 | 0.1858951 0.145181 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7.45 8 8.26 7.78 8.09 7.4 7.6 8.2 7.78 7.8
1926.02 1281.24 1281.22 1281.2 1281.18 1281.16 1281.14 1281.12 1281.1 1281.08
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Para representar de mejor manera los datos el resultado de los siete metales y

compuestos mas abundantes se representaron como graficas de barras y el resto como

barras apiladas. Esto debido a que los valores de concentracion de estos siete

compuestos fueron muy grandes en comparacién con el resto. También se hizo lo

mismo con los valores de pH al tratarse de otra medida y ppm

Anexo 6.2. Concentraciones de sulfato conforme la profundidad de las muestras. Resultados

en mg/Kg.
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Anexo 6.5. Concentraciones de potasio conforme la profundidad de las muestras. Resultados en
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Anexo 6.8. Concentraciones de manganeso conforme la profundidad de las muestras.

Resultados en mg/Kg
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Sb mSe 1Sn mCd mBe

Tl

Ll mNi mCr mPb mAs mMo mCo

Si WNO3 mV

Zn

EMg mP EHSr EBa mCu
Anexo 6.11. Resultado de las mediciones de pH en las muestras. Valores ordenados conforme

la profundidad de las muestras.
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Anexo 7. Resultado de las multiples comparaciones por un ANOVA de 2 vias.
Para cada nucleo se comparoé la concentraciéon media del metal o compuesto para
cada categoria definida anteriormente (Tabla 10).

Anexo 7.1 Resultado de los ntcleos A1y A3. Se representa el valor de P de cada comparacion
y se resaltan los valores significativamente diferentes en negritas y cursiva

Nucleo A1 Nucleo A3
Sup vs Sup vs Med vs Sup vs Sup vs Med vs
Med Prof Prof Med Prof Prof
Na 0.044 0.2033 0.8302 0.6971 0.9544 0.8621
Al 0.2148 0.9858 0.2889 0.9835 0.9998 0.9869
K 0.2148 0.9858 0.2889 0.9949 0.9951 >0.9999
Fe 0.9847 0.9718 0.9112 0.9856 0.9929 0.9987
Ca 0.6953 0.9941 0.6258 0.9715 0.9917 0.9938
Mn 0.9873 0.9957 0.9982 0.9937 >0.9999 0.9949
B 0.9681 0.2258 0.2813 >0.9999 0.9998 0.9999
Mg 0.9977 0.9995 0.9949 0.9997 0.9998 >0.9999
P 0.998 0.9995 0.9996 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Sr 0.9998 0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Ba >0.9999 0.9998 0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Cu 0.9674 >0.9999 0.9667 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Zn 0.9958 >0.9999 0.9958 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Si 0.9997 0.9993 0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999

\' >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
LI >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
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Ni >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Cr >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Pb >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
As >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Mo >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Co >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
TI >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Sb >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Se >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Sn >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999

SO 0.0045 <0.0001 <0.0001 0.1866 <0.0001 <0.0001
4

NO >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
3

pH >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999

Anexo 7.2 Resultado de los nucleos C11 y D18. Se representa el valor de P de cada comparacion
y se resaltan los valores significativamente diferentes en negritas y cursiva

Nucleo C11 Nucleo D18

Sup vs Sup vs Med vs Sup vs Sup vs Med vs

Med Prof Prof Med Prof Prof
Na 0.9467 0.8882 0.9857 0.4865 0.0321 0.2342
Al 0.9544 0.9389 0.7364 0.7822 0.4279 0.7696
K 0.881 0.4877 0.7293 0.9731 0.9441 0.9914

Fe 0.9873 0.9682 0.9946 0.9983 0.9512 0.957
Ca 0.9984 0.9935 0.9979 0.9988 0.9611 0.9322
Mn 0.9984 0.9935 0.9979 >0.9999 0.9491 0.9358
B 0.9984 0.9935 0.9979 >0.9999 0.9491 0.9358
Mg 0.9995 0.999 >0.9999 >0.9999 0.9987 0.9987
P >0.9999 0.9997 0.9999 0.9998 0.9993 0.9997
Sr >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 0.9998 >0.9999

Ba >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Cu >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Zn >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Si >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Vv >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
LI >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Ni >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Cr >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
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Pb | >0.9999
As | >0.9999
Mo  >0.9999
Co  >0.9999
TI | >0.9999
Sb | >0.9999
Se  >0.9999
Sn | >0.9999
Cd = >0.9999
SO <0.0001
N40 >0.9999
p3H >0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
<0.0001

>0.9999

>0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
0.2927

>0.9999

>0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
NA
>0.9999
NA
0.0647

>0.9999

>0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
NA
>0.9999
NA
<0.0001

>0.9999

>0.9999

>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
>0.9999
NA
>0.9999
NA
<0.0001

>0.9999

>0.9999

Anexo 8. Coeficiente de correlacién de Spearman del analisis de regresién multiple entre
taxones y valores geoquimicos

Proteobacteri | Rokubacte | Planctomyce . | Acidobacte Y- . 6- & .
a ia e Chloroflexi ria proteoabacterl areiaabesieE proteoabacterl
Prof. -0.227 -27.766 -10.921 0.072 -0.589 5.169 -2.584 0.951
Na -0.001 0 0 0 0 -0.001 0 0
Al -0.001 0 0.001 0 0 -0.001 0 0
K 0 0 0 0 0 0 0 0
Fe 0.004 -0.006 -0.004 -0.007 -0.003 0.006 -0.006 -0.006
Ca 0.001 0.001 0.002 0.001 0 0.001 0.001 0
Mn 0.002 -0.003 -0.002 0 0.002 0.001 0.001 0.005
B -0.001 0.001 0 -0.001 0 -0.002 0 0
Mg -0.026 0.046 0.022 0.036 0.007 -0.026 0.016 0.009
P 0.025 -0.025 0.001 0.02 0.033 0.015 0.034 0.054
Sr 0.109 -0.021 -0.046 -0.017 0.024 0.172 -0.005 0.026
Ba -0.007 -0.009 -0.006 0.006 0.005 -0.029 0.011 0.009
Cu 0.159 0.004 0.035 0.002 -0.058 0.317 -0.138 -0.144
Zn -0.442 -0.009 -0.141 0.067 0.173 -0.94 0.396 0.428
Si 0.001 -0.002 -0.002 0.007 0.003 0.001 0.006 0.014
Y -0.082 -0.448 -0.279 -0.027 -0.09 0.108 -0.005 0.051
LI -0.156 0.953 0.514 0.068 -0.305 -0.271 -0.295 -0.66
Ni -0.191 0.3 0.192 -0.224 0.042 -0.285 -0.05 -0.055
Cr 0.645 -0.613 -0.67 0.037 0.133 0.621 -0.016 0.171
Pb 0.306 -0.511 0.095 -0.416 -0.196 1.034 0.054 -0.082
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As -0.374 0.185 0.06 -0.113 -0.227 -0.494 -0.302 -0.462
Mo 0.534 -0.489 0.046 -0.178 0.596 0.528 0.027 0.224
Co 0.071 0.148 0.382 -0.315 -0.716 1.076 -0.528 1.474
TI 0.273 0.571 -0.386 0.657 -0.165 0.051 0.416 0.158
sb -0.476 1.936 0.947 0.22 0.153 -0.306 -0.259 -0.503
Se -0.904 -0.175 0.357 -1.048 -0.535 -0.374 -1.108 -0.307
Sn -0.698 1272 1.389 1.401 -0.426 0.595 -0.166 2311
cd -0.781 -4.443 -10.354 -7.889 -14.068 24.455 -9.872 -12.817
Be | -108.683 34.683 118126 | -330.633 | -121.525 -124.612 59,487 30.319
so4 0 0 0 0 0 0 0 0

NO3 0.001 0.022 -0.011 0.001 0.008 -0.008 -0.006 0.018
pH 1.238 0.511 0.801 0.439 -0.083 2.054 -0.544 -0.848

Dem:;:mm A"azr:"”e Moritella Pse”:gm" Klebsiella Colwellia wb1A12 Woeseia

Prof. 8.021 -4.256 31.666 13.039 | -24.461 -38.042 -27.549 -27.868
Na 0.001 0 -0.002 -0.001 -0.002 -0.001 0 0
Al 0 0 -0.002 0.002 0 0 0 -0.001

K 0 0 0 0 0.001 0 0 0
Fe -0.01 -0.01 0.018 0.016 0.04 0.01 -0.005 -0.002
Ca 0 0.003 0 0.012 0.015 0 0.001 0.001
Mn 0.002 -0.004 -0.005 -0.008 -0.022 -0.003 -0.006 -0.006

B -0.001 -0.001 -0.001 0 -0.004 0.001 0.001 0.001
Mg 0.047 0.048 -0.098 -0.152 -0.228 -0.031 0.053 0.037

P 0.018 0.03 0.072 -0.228 -0.189 0.024 -0.043 -0.048
Sr -0.024 -0.022 0.063 0.119 0.482 -0.014 -0.07 -0.029
Ba 0.02 -0.011 -0.057 -0.075 -0.108 -0.05 -0.026 -0.03
cu -0.134 0.05 0.156 0.217 1.281 0.269 0.007 0.02
Zn 0.47 -0.035 -0.563 -0.902 -4.071 -1.012 -0.024 -0.138
si 0.015 0.004 0.02 -0.006 -0.036 0.006 0.007 0.002
v 0.113 -0.078 0.427 -0.086 -0.614 0.226 -0.341 -0.262
T -0.369 0.761 -0.459 1.462 1.918 -0.507 1.369 1.395
Ni -0.236 -0.512 0.23 0.484 0.218 0.348 0.341 0.281
cr -0.045 -0.516 0.496 -0.538 0.638 -0.269 -1.223 -0.707
Pb -0.692 -0.375 1.238 2.402 4.498 2.508 -0.564 0.463
As -0.256 -0.171 -0.204 0.518 1.042 -0.391 0.536 0.501
Mo -0.078 1123 1.813 -0.145 -0.846 1.197 -0.747 0.778
Co -0.635 0.869 1.856 3.737 5.617 2.519 0.876 1.063
TI 0.263 1.841 -0.139 -2.547 -0.688 -1.906 0.474 0.886
sb -0.222 0.418 -0.818 -0.116 3.173 0.602 2.842 2.417
Se -0.467 -1.515 -0.209 2.616 2.256 2.201 0.406 -0.225
Sn 0.809 0.992 0.566 3.232 10.904 -0.668 2.075 1.471
cd 2.93 -4.557 4.916 -10.878 30.289 15.128 8.706 -4.609
Be | -249.673 | -422.535 | -790.159 -90.666 | 1464242 | -241.795 41.447 184.006
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SO4 0 0 0 0 0 0 0 0

NO3 0.013 -0.038 0.046 -0.09 -0.238 -0.015 0.017 -0.002

pH -0.196 -0.344 -1.918 1.064 5.52 -1.92 -0.052 -0.365

Hydrothermarchaeota | Thermoplasmata | MBG-A | Lokiarchaeia | Bathyarchaeia | Nanohaloarchaeia | Nitrosopumilaceae

Prof. 8.714 6.892 | -1.773 3.822 14.621 -4.412 -16.144
Na 0 0 0 0 -0.001 0 0
Al -0.001 0 0 0 0 0 0
K 0 0 0 0 0 0 0
Fe 0.003 0| -0.004 0.008 0.003 -0.004 -0.001
Ca 0 -0.001| -0.002 0.001 0.001 0 -0.001
Mn -0.008 0.003 0.003 0 0.002 0.001 -0.002
B 0 0 0 0 0 0 0.001
Mg -0.01 0.016 0.025 -0.047 -0.018 0.015 0.015
P -0.03 0.02 0.009 0.056 0.037 0.003 -0.037
Sr 0.028 0| -0.057 -0.031 0.079 -0.03 -0.058
Ba -0.015 -0.011 0.015 0.015 -0.009 0.007 -0.001
Cu 0.093 0.087 | -0.186 0.009 0.145 -0.059 -0.018
Zn -0.314 -0.146 0.576 0.011 -0.386 0.185 -0.035
Si 0.005 0.009 0.002 -0.01 0.007 0.002 -0.011
Vv -0.142 -0.024 0.079 -0.313 -0.064 0.02 0.077
LI 0.143 0.32 0.14 -0.143 -0.643 -0.143 0.458
Ni 0.089 -0.488 | -0.125 -0.332 -0.294 -0.09 0.575
Cr 0.723 0.16 | -0.548 0.206 1.602 -0.058 -1.132
Pb 0.424 -0.421| -0.395 0.048 0.224 -0.075 0.136
As 0.405 -0.047 0.215 -0.384 -0.25 -0.07 0.187
Mo -0.134 -0.401| -0.991 0.643 1.492 0.055 -0.865
Co 0.662 -0.209| -0.629 0.467 -0.168 -0.238 0.097
1L 0.617 0.541 1.13 0.014 -1.427 -0.335 0.4
Sb 0.311 0.185 0.339 -1.101 -1.108 -0.657 1.062
Se -0.412 0.315| -0.921 0.215 0.987 0.523 -0.577
Sn 0.746 1.1 0.881 -2.34 -2.488 0.828 0.406
Cd -2.922 4.253 7.244 -1.991 -13.537 -4.724 10.103
Be -82.003 -75.987 | 113.677 -14.59 162.388 -249.071 -26.771
S04 0 0 0 0 0 0 0
NO3 -0.01 -0.025| -0.048 -0.037 0.046 -0.004 0.024
pH -0.97 0.511| -0.905 -1.419 2.056 -0.813 -0.128

Anexo 9. Programas y bases de datos utilizadas para el analisis bioinformatico de las
secuencias.
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Software

Descripcion

Referencia y sitio de descarga

Fast Length | Herramienta para extender la | Magoc & Salzberg, 2011
Adjustment of | la longitud de lecturas cortas
Short reads | superponiendo lecturas de https://sourceforge.net/projects/flashpage/files/
(FLASH) extremos pareados.
Quantitative | Plataforma bioinformatica | Bolyen et al., 2019
Insides intro | para el procesamiento de
microbial datos de amplicones y analisis | https://docs.qiime2.org/2021.2/
Ecology 2 | de microbioma.
(QIIME2)
Divisive Software para generar ASVs, | Callahan et al., 2016
Amplicon el cual modela y corrige
Denoising errores en los amplicones | https://docs.qiime2.org/2021.2/
'(6‘[')%[;“/{'2? %‘Z?f;ﬁggﬁte po(;entr'(')'um'ndaé https://benjjneb.github.io/dada2/index. htm
QIIME2.
GraftM Software para el analisis de | Boyd et al., 2018
metagenomas
metatranscriptomas, contigs, http://geronimp.github.io/graftM/
ensambles y genomas
completos que identifica vy
clasifica homélogos de genes
marcadores en las secuencias
analizadas.
Base de | Descripcion Sitio URL de consulta
Datos
Silva ARB | Base de datos de genes | https://www.arb-silva.de
132 alineados
de ARN ribosémico de
Bacteria, Aquea y Eukaryota.
Existe desde julio de 2012y se
mantiene actualizada
constantemente.
Se uso la version 132 lanzada
en 2018.
Uniprot Una base de datos de | https://www.uniprot.org
secuencias de proteinas con
informacion tanto funcional
como taxondmica. Mantenida
por el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EBI), el
Instituto Suizo de
Bioinformatica (SIB) y el
Protein Information Resource
(PIR)
Paquete de | Descripcion Sitio URL de descarga
R
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Phyloseq

El paquete phyloseq es una
herramienta para analizar y
graficar datos provenientes de
OTUS o ASVs. Utiliza
herramientas para analisis
ecologico y filogenético

https://joey711.github.io/phyloseq/index.html

Microbiome

El paquete de microbiome
contiene herramientas para la
manipulacion, analisis
estadistico y visualizacion de
datos de perfiles taxonémicos
provenientes de microbiomas
por amplicones de 16s ARN.

https://microbiome.github.io

Vegan

El paquete vegan posee
herramientas para la ecologia
comunitaria descriptiva,

de analisis de diversidad,
ordenacién  comunitaria vy
analisis de disimilitud.

https://cran.rproject.org/web/packages/vegan.htmi
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