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Resumen

El término microorganismos abarca las formas de vida cuyos tamanos no supe-
ran los 200 pm. Los microorganismos marinos presentan una gran abundancia. Los
virus son el componente numéricamente méas abundante, mientras que las bacte-
rias pueden llegar a representan alrededor del 90 % de la biomasa total. Gracias a
esta abundancia, tienen una participacion relevante en funciones vitales del ecosis-
tema marino, como el bucle de carbono y el cortocircuito viral, las cuales pueden
alcanzar magnitudes biogeoquimicas. Sin embargo, se cuenta con un conocimien-
to limitado de la identidad de los microorganismos marinos debido a que la gran
mayoria de estos no pueden cultivarse. Actualmente se acepta que la descripcion
de los microbiomas constituye un paso fundamental para la futura comprension
de los ecosistemas marinos. Si bien la plataforma continental en el Atlantico su-
doccidental es una de las mayores y més productivas del Mundo, los estudios
microecolégicos son escasos, en particular para la region patagonica.

En el presente trabajo de tesis se estudio por primera vez la diversidad del gen
16S en muestras de picoplancton de agua superficial de Bahia Engano (Chubut,
Argentina). Los datos obtenidos (2218 secuencias curadas) revelaron que el mi-
crobioma de la zona de estudio es dominado por unos pocos grupos mayoritarios
(SAR11, Rhodobacterales, Acidimicrobiales y Oceanospirillales), tal como se ha ob-
servado en ecosistemas similares del hemisferio norte. Asi mismo, la abundancia de
los diferentes taxa detectados present6 variaciones temporales. Se observé también
una cantidad importante (~10% de las OTUs) de secuencias no clasificables. No
se observaron secuencias correspondientes a cianobacterias pero, interesantemente,
se observaron muchas secuencias correspondientes a cloroplastos de picoeucariotas
fotosintéticos (PF).

La presencia de células de PF en las muestras se corrobord, por un lado, me-
diante un analisis del gen 18S. Se amplificé dicho gen a partir del picoplancton
de una de las muestras y los amplicones obtenidos fueron clonados en FE. coli me-
diante un vector pGem. En concordancia con el analisis del gen 16S, de un total



de 35 clones moleculares secuenciados 32 presentaron secuencias pertenecientes a
una especie de Ostreococcus (Mamiellophyceae). Estos resultados fueron ademas
consistentes con experimentos de aislamiento microbiolégico los cuales permitieron
obtener en cultivo dos especies de PF' de la zona de estudio, las cuales correspon-
dieron a una especie de Ostreococcus y una de Micromonas (Mamiellophyceae)
segtin se determind mediante observaciéon microscopica y analisis genéticos.

La presencia de PF también fue estudiada en forma indirecta mediante expe-
rimentos orientados a la deteccion y caracterizacion de sus virus. Por un lado se
realiz6 un anélisis por clonado de secuencias del gen pol de la familia Phycodnavi-
ridae (la cual contiene el género Prasinovirus que infecta PF) basado en PCR con
iniciadores universales. Este analisis, que fue realizado a partir de una muestra de
picoplancton, reveld exclusivamente secuencias de Ostreococcus Virus (OV). In-
teresantemente un analisis detallado de dichas secuencias revel6 que las secuencias
de la zona de estudio corresponden a un clado de OV que no ha sido observado
en otras regiones del planeta. El anéalisis, que incluy6 secuencias de otras partes
del mundo, también revel6 que la especie presenta siete linajes que podrian corres-
ponder a especies cripticas. La deteccion de Prasinovirus (PCR + secuenciacion
en extractos de picoplancton y concentrados de filtracion tangencial) se extendio
al resto de las muestras estudiadas (13 muestras tomadas en el transcurso de 2
anos), lo cual revel6 la presencia de OV o Micromonas Virus en ~50 % de estas.

La variaciéon temporal de la composicion taxondémica revelada por el analisis
de las bibliotecas génicas del gen 16S fue reevaluada mediante electroforesis en
geles con gradiente desnaturalizante (DGGE; del inglés denaturing gradient gel
electrophoresis). Estos analisis fueron aplicados a 9 muestras colectadas con una
frecuencia aproximadamente mensual. Interesantemente, los electroferogramas de
algunos meses temporalmente contiguos presentaron variaciones sustanciales. Ade-
mas, se corrobor6 la existencia de una variacién estacional.

Las secuencias no clasificables de la zona de estudio fueron analizadas en for-
ma detallada utilizando una aproximacion filogenética, a través de metodologias
desarrolladas en este trabajo. Estas permitieron mejorar en gran medida las asig-
naciones taxonémicas y demostraron ser capaces de promover el descubrimiento
de nuevos grupos. Interesantemente, se observo que seis de las OTU no clasifica-
bles (¢OTUs) locales corresponden a grupos cosmopolitas desconocidos; esto es,
fueron significativamente similares a secuencias no clasificables de otras regiones
del mundo. Los analisis filogenéticos realizados en el marco de 6418 secuencias de
referencia mostraron que estas uOTUs cosmopolitas posiblemente correspondan a
cinco linajes de Alphaproteobacteria y a un clado desconocido de Gracilibacteria.
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El presente trabajo constituye el primer estudio de la diversidad del picoplanc-
ton y femtoplancton de la zona de estudio.
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Summary

The term microorganisms comprise all the organisms with dimensions up to
200 pm. Marine microorganisms, particularly bacteria and viruses, have a great
abundance within these ecosystems: while viruses are the most abundant com-
ponent, bacteria represent 90 % of the total biomass of the microorganisms that
are present in marine ecosystems. Taking into account its great abundance, it is
evident their relevant participation in vital functions of this ecosystems, reaching
those of biogeochemical magnitude as the microbial loop and carbon pump, which
result in the transfer and sinking of large amounts of organic carbon. While it is
known that the ocean is the largest and oldest ecosystem of the entire planet, the
abundance, diversity, structure and interaction of the communities that are part
of them are still in the process of being unraveled.

Having knowledge about the different aspects of the microorganisms that go-
vern ecosystems is of great relevance since it allows generating accurate assessments
and the generation of policies that allow the rational and sustainable use of na-
tural resources. In this sense, although the continental shelf in the southwestern
Atlantic is one of the largest and most productive in the world, microecological
studies are scarce, particularly for the Patagonian region. Additionally, the micro-
ecology of coastal regions in general has received less attention than that of the
oceans. Previous work indicates there would be differences between both types of
environment, however, it is necessary to extend these studies to other regions and
latitudes.

In this thesis work we studied the microbial diversity in superficial sea wa-
ters near the mouth of the Chubut River in the Argentine Patagonia. The viral
communities that are involved in the microecology of the nanoplankton marine
communities were also studied as well as the fluctuations in the taxonomic com-
position.

Thirteen samples collected at different times were analyzed at a sampling point
in the Bahia Engafnio region. The samples were processed in order to isolate the
picoplankton environmental genomic DNA. The studies involved the use of techni-
ques to obtain bacterial 16S ribosomal gene sequences: generation of gene libraries
by cloning along with Sanger sequencing and pyrosequencing, 18S ribosomal ge-
ne sequences and viral sequences, which were analyzed by various bioinformatics
techniques. For the analysis of fluctuations in a monthly time scale a combination
of community profiles techniques with statistical analysis and grouping and direct
sequencing of amplicons were used.

Sequencing of ribosomal genes showed a substantial diversity dominated by
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major groups: SAR11, Rhodobaterales, Acidimirobiales and Oceanospirillales, to-
gether with low frequency taxa: Bacillales, Xanthomonadales, SAR86, OCS116,
Rhizobiales, among others and the presence of undescribed groups (uOTUs). In
addition, the results indicated that the taxonomic composition presents temporary
fluctuations. Interestingly, the analyzes indicated significant amounts of 16S gene
sequences of photosynthetic picoeucariote chloroplasts (PP, Mamiellophyeae Fa-
mily). In contrast, cyanobacterial sequences were not detected. These results led to
a more detailed study through the analysis of eukaryotic environmental sequences,
isolation in culture, the molecular detection of cyanobacteria and their viruses by
means of specific primers, and the identification of PP viruses by PCR and direct
amplicon sequencing. Analysis of the environmental 18S eukaryotic sequences in-
dicated that, during the summer season, 86 % of the library belonged to local PP
from Ostreococcus species. Culture Isolation studies also confirmed the presence of
this species of Mamiellophyceae during summer, while they revealed that during
the winter season time the predominant species corresponds Micromona sp. Com-
plementary virological analyzes resulted in a confirmation of the direct analyzes
results described so far, both in the cellular fraction plus in the concentrates of
the samples by tangential filtration of seven of the samples, the presence of Os-
treococcus Virus and Micromona Virus was evidenced. When temporal variations
in the composition were analyzed at a shorter time scale it could be demonstrated
that the bacterial community can vary substantially between some months of the
year, indicating a marked seasonal variation.

As mentioned above, the evaluation of the bacteriome from the 16S ribosomal
gene showed the presence of undescribed local groups, unclassifiable OTUs or
uOTUs. Despite contributing significantly to the diversity of the ecosystems, rare
groups have received very little attention and have been poorly studied. In this
thesis work, a detailed analysis of uOTUs was carried out using a phylogenetic
approach, through methodologies developed in this work. These methodologies
made possible to greatly improve taxonomic afiliations and proved to be capable of
promoting the discovery of new groups. In particular, in this work they showed that
several of the local uOTUs correspond to cosmopolitan groups, possibly belonging
to five Alphaprotobacteria lineages and to an unknown Gracilibacteria clade.

Considering the abundance of PP and its viruses in the studied microbiome,
the viral community was characterized by comparison with viral sequences from
other parts of the world. The phylogenetic analyzes of the viral sequences showed
a high similarity with each other, as well as consequences of Ostreococcus virus
from other regions of the world. The results would indicate that the sequences of
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Ostreococcus virus of the region under study correspond to a single lineage.
The present work constitutes the first study of the diversity of picoplankton
and femtoplankton in the study area.
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Abreviaturas

A: adenina

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AFD: Anélisis Filogenético Directo

ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
C: citocina
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ddATP:didesoxiadenina trifosfato
ddCTP:didesoxicitocina trifosfato
ddGTP:didesoxiguanina trifosfato

ddNTP: didesoxinucleotido trifosfato
ddTTP:didesoxitimina trifosfato

DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis
dNTP: desoxinucledtido trifosfato

DOM: dissolved organic matter

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etilen diamino tetracético
e.g.: exampli gratia

et al.: et alia

FFT: fast fourier transform

G: guanina

i.e.: id est

IPTG: isopropil tio-galactésido

kb: kilobases

kPa: kiloPascal



LB: Luria-Bertani

M: molar

ml: mililitros

mM: milimolar

MV: méaxima verosimilitud

N: normal

ng: nanogramo,s

NNI: nearest neighbor interchange

O: Oeste

OTU: operational tazonomic unit

pb: pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction

PE: Parsimonia Estadistica POM: particulate organic matter
r.p.m.: revoluciones por minuto

rARN: acido ribonucleico ribosomal

S: Sur

sp.: especie

SPR: subtree pruning regrafting

T: timidina

TBE: Tris-borato-EDTA

U: unidades

uOTU: OTU no clasificable

uSEQ: secuencia no clasificable

V: voltios

WNBC: clasificador naive bayesiano de Wang (del inglés Wang’s Naive Bayesian
Classifier

X-gal: bromo-cloro-indolyl-galactopirandsido
pl: microlitro/s

pm: micréometro/s

°C: grados centigrados
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1. Introduccion

La vida en la Tierra se originé hace, aproximadamente, 3700 millones de anos
en el medio marino (Nutman et al., 2016). Desde ese entonces y hasta la actualidad
los microorganismos marinos han tenido una importancia esencial en el moldeado
de la atmosfera, lo cual ha permitido la evoluciéon de la vida como la conocemos ac-
tualmente. Ademas, los microorganismos son participes fundamentales en las redes
troficas de los ecosistemas marinos dada su gran abundancia, participando activa-
mente en los ciclos de fijaciéon de nutrientes e interactuando con otros organismos
(Bolhuis y Cretoiu, 2016).

Como se detalla mas adelante, los métodos basados en ADN ambiental han
revelado que la mayoria los microorganismos del planeta corresponden a especies
que habian pasado desapercibidas durante mucho tiempo. En consecuencia, hoy
sabemos que se cuenta con conocimientos limitados de la filogenia, metabolismo
y ecologia de la mayoria de los microbios del planeta (Lloyd et al., 2018). Actual-
mente, la descripcion de los microbiomas marinos se considera fundamental para el
posterior desarrollo de modelos aplicables al aprovechamiento y monitoreo de los
correspondientes servicios ecosistémicos (Liquete et al., 2013; Grant et al., 2013;
Peralta et al., 2014).

La plataforma continental de Argentina es la mas extensa de América del Sur
y una de las mayores del Mundo, con alrededor de 2 millones de km?, siendo una
de las zonas maritimas més productivas del planeta (Parker et al., 1997; Dogliotti
et al., 2014). Si bien su importancia es notable y existen antecedentes de estudios
en la region patagonica (Alvarez et al., 1997; Peressutti et al., 2008; Cristobal et
al., 2011; Lozada et al., 2014; Calderoli et al., 2018; Espinola et al., 2018), no
existen estudios independientes de cultivo en la region de Bahia Engano. Esta re-
gion corresponde a la zona costera de la provincia del Chubut donde desemboca
el rio homoénimo. La region de Bahia Engano es claramente importante por di-
versas razones. La primera es que, como ya se menciond, en ella se encuentra la
desembocadura del Rio Chubut, el cual no sélo es importante por su extension



(més de 800 km), sino también porque en su desembocadura se asienta uno de los
puertos pesqueros mas importantes de la provincia, Puerto Rawson. Este puerto
es de gran importancia socio-econémica, ya que las especies capturadas en la zona
(e.g merluza, langostino patagoénico) son muy preciadas en el mercado nacional e
internacional. Asimismo, Bahia Engano alberga el balneario Playa Union, el cual
experimenta una no despreciable actividad turistica, sobre todo durante la época
estival.

La comprension de la dindmica del microbioma en las regiones costeras es
fundamental para los modelos biogeoquimicos ya que esta fraccion es la responsable
de la alta productividad en dichas regiones (Lucas et al., 2011). Asimismo, en las
costas que existen descargas de agua dulce, como en la desembocadura del Rio
Chubut, la productividad se ve reforzada por el aporte de materia organica y de
nutrientes. Tanto los microorganismos como los recursos mencionados pueden ser
trasladados hacia mar abierto, aumentando de este modo la influencia de las zonas
productivas mas alla de las costas (Fortunato et al., 2013; Satinsky et al., 2017).

1.1. Microorganismos Marinos

Los organismos que habitan en sistemas acuaticos, tanto marinos como conti-
nentales, se diferencian, entre otras cosas, por el modo de vida. De acuerdo a esto,
es posible clasificar a los organismos en cuatro categorias. El neuston abarca los
organismos que viven en la interfase agua-aire, el plancton incluye a los organis-
mos que viven 'suspendidos’ en la columna de agua, el necton a aquellos que nadan
activamente y el bentos a los que viven en relaciéon con el sustrato. Los organismos
acudticos también pueden clasificarse segun su filiacion en virioplancton (virus),
bacterioplancton (bacterias), fitoplancton (algas) y zooplancton (animales, flage-
lados heterotroficos y ciliados) (Callieri y Stockner, 2002; Suttle, 2007), y segin
su tamano (Sieburth et al., 1978) (Tablas 1.1 y 1.2).
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Tabla 1.1: Clasificaciéon de los organismos acuaticos segin criterio taxonémicos.

ORGANISMOS

Bacterioplancton

Fitoplancton

Zooplancton

d)

Imagenes tomadas de: (a)http://www.icm.csic.es/bio/outmol _s.htm;

(b)http:/ /hubpages.com/hub/Spirulina-The-Worlds-Healthiest-Food;
(¢)http://www.la-farga.org/ biosfera/Album/organismos01/original/diatomea.html;
(d)http://puertovallarta.olx.com.mx/daphnia-pulex-pulga-de-agua-alimento-vivo-peces-alevines-iid-134820375;
(e)http://supremaorden.blogspot.com/2010/10/zooplancton-el-nuevo-y-el-conocido.html.
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Tabla 1.2: Clasificaciéon del plancton segiin su tamano

TAMANO / EJEMPLO
002a0,2um
Femtoplancton -
Fago Scun:n:us
02a2pm
Picoplancton
Dunalliela sp. Picocianobacteria  Ostreococcus sp.
2a20pm
Nanoplancton
Gephyrocapss oceanica
20 a 200 pm
Microplancton
Actinoptychus heliopelta
200 a 2000 ym
Macroplancton
Cyclops sp. Larva navade

Imagenes tomadas de: (a) https://bit.ly/20ImB2U; (b) https://bit.ly/2K5jIuv; (¢) https://bit.ly/2Vh9nNk; (d)
https://bit.ly/2Vb6ldn; (e) https://bit.ly/2YNhRO7
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El término microorganismo hace referencia a aquellos orgranismos que po-
seen un tamano menor a 2000 pm. Los microorganismos forman parte de todas
las categorias mencionadas arriba, con excepcién del megaplancton y el necton.
Comprenden los virus y formas de vida pertenecientes a los tres Dominios de orga-
nismos celulares: Bacteria, Fukarya y Archaea. Cabe aclarar que algunos autores
prefieren no referirse a los virus como organismos. En este trabajo seran incluidos
dentro de dicho término dado que este uso no es raro en la literatura especializada
y ademas facilitara la descripcion de los resultados.

1.1.1. Importancia de los microorganismos en los sistemas
acuaticos

Los oceanos y mares cubren alrededor del 70 % de la superficie de la Tierra,
y los microorganismos existen en todos los ecositemas marinos. Estos organismos
pueden encontrarse desde formas de vida libre (Flombaum et al., 2013) hasta
viviendo en el interior de otros organismos, e interactuando entre ellos y con el
medio abiotico que los rodea. En relaciéon a la interaccion con el medio abidtico, y
tal como se menciond anteriormente, los microorganismos participan activamente
en los procesos biogeoquimicos de muchos elementos, lo cual los convierte en actores
criticos en el funcionamiento de estos dindmicos y complejos ecosistemas.

Para entender la participacion de los microorganismos marinos en los ciclos de
elementos, es importante destacar el concepto de loop microbiano que introdujeron
Azam et al. en el ano 1983 (Azam et al., 1983). Este concepto se aplica para descri-
bir como fluye la materia orgénica (tanto disuelta como particulada) proveniente
de la produccion primaria dentro de las redes troficas de los microorganismos, y
el papel de éstos en el ciclo de nutrientes. La materia organica es aprovechada por
la fraccion microbiana, la cual luego es reintroducida a las redes troficas donde
participan organismos macroscopicos (Fenchel, 2008) (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Loop microbiano en ecosistemas acuaticos, donde DOM es la materia

Eucariotas fotétrofos

Procariotas
fototrofos

POM

organica disuelta (por sus siglas en inglés, dissolved organic matter) y POM es la
materia organica particulada (particulate organic matter). Modificado a partir de
Fenchel, 2008.

El componente procariota (fototrofos, heterotrofos y fotoheterotrofos) y los
virus dentro de estas redes troficas conforman la principal via de flujo de carbono
Esto radica en la gran abundancia que presentan. El componente viral es el més
abundante en los ecosistemas acuaticos, alcanzando una densidad de entre 1 x 10°
y 1 x 10! particulas por cada litro de agua de mar, y su biomasa total corresponde
a aproximadamente el 5 % de la biomasa de microorganismos oceénicos (Brussaard
et al., 2016). Los virus marinos presentan un muy amplio rango de hospedadores,
logrando infectar bacterias (Leigh et al., 2017; Kalatzis et al., 2017; Fang et al.,
2019), archaeas (Krupovic et al., 2018), protistas (Weynberg et al., 2017; Coy et
al., 2018), invertebrados (Laffy et al., 2018; Kawato et al., 2018; Barthélémy et
al., 2019), peces (Breyta et al., 2016; Van Doorslaer et al., 2018; Crane y Hyatt,
2011), reptiles (Mejia-Radillo et al., 2019; Fichi et al., 2016) y mamiferos (Kluge
et al., 2016; Rodrigues et al., 2019)).

Los virus, particularmente los que infectan microorganismos, afectan directa-
mente la estructura de las comunidades microbianas mediante lisis celular. Dicha
estructura se veria afectada en una disminucién de la abundancia de linajes es-
pecificos de microorganismos. En el caso de las bacterias, se estima que los virus
producen una mortalidad selectiva tan importante como los organismos de pasto-
reo (i.e. zooplancton, (Talmy et al., 2019)), mientras que en otros casos serian los
responsables predominantes de la mortalidad microbiana (Lara et al., 2017). La
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disminucion de los linajes afectados de bacterias produciria fluctuaciones dinami-
cas en las poblaciones microbianas, tanto virales como bacterianas y eucarioticas.
De este modo, mediante la lisis celular, los virus redireccionan el carbono disuel-
to y otros nutrientes al medio circundante; efecto conocido como wiral shunt o
cortocircuito viral (Weynberg, 2018).

Las bacterias son la poblacion mas numerosa de microorganismos marinos, al-
canzando un total de 1 x 10% células en el mar abierto (Overmann y Lepleux,
2016), representando un 90 % de la biomasa total de microorganismos oceanicos
(Bar-On et al., 2018). Sin duda, su abundancia y su diversidad metabdlica, fi-
siologica y bioquimica, les permite cumplir con un rol preponderante en ciclos
biogeoquimicos (participando en la fijacion del nitrogeno, en la oxidacion del amo-
nio y en la oxidacion del metano |por ejemplo (Delmont et al., 2018; Klawonn et al.,
2019; Kalyuzhnaya et al., 2019)| y también en las redes troficas de los ecosistemas
marinos.

Las caracteristicas de tamano y abundancia, sumadas a la gran capacidad de
dispersion que presentan, ha llevado a pensar que los microorganismos marinos
no reflejan un ensamble estructurado en comunidades locales, sino mas bien, una
distribucion cosmopolita (Fenchel y Finlay, 2004). Sin embargo, estudios méas ex-
haustivos han sugerido que existe un alto grado de endemismo en las comunidades
de bacterias marinas (Ghiglione et al., 2012), aunque los grupos taxondémicos prin-
cipales estan presentes en todas las comunidades [Figura 1.2; (Pommier et al.,
2007)|. Entre los grupos dominantes de las comunidades de bacterioplancton se
encuentran: Alfaproteobacteria, Gamaproteobacteria y Bacteroidetes Farnelid et
al. (2016); Ghosh (2018).
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Figura 1.2: Muestreo a nivel mundial de comunidades plancténicas procariotas
marinas. Para cada sitio muestreado se indican los principales grupos taxénomicos
en los gréficos de torta, el nimero de OTUs y el ntiimero de clones secuenciados.
Tomado y modificado de Pommier et al., 2007.

1.2. Meétodos independientes de cultivo

1.2.1. Concepto

El estudio de los microorganismos ha experimentado grandes transformaciones
desde sus comienzos. Desde el invento del microscopio realizado por Antonie van
Leeuwenhoek, la observacion y el cultivo de microorganismos constituia la tnica
herramienta disponible para obtener informacién acerca de la composicién micro-
biana de cualquier ambiente. Sin embargo, hoy sabemos que solo entre el 0,1 y 1%
de los microorganismos presentes en los sistemas naturales han sido cultivados en
condiciones de laboratorio (Solden et al., 2016; Lloyd et al., 2018).

En un principio, todo lo conocido sobre la vida de los microorganismos es-
taba basado en informaciéon proveniente exclusivamente de aquellos organismos
cultivados. Sin embargo, los caracteres bioquimicos y los caracteres morfologicos
no siempre resultan ttiles para la identificaciéon taxonoémica de microorganismos.
Asimismo, diversas observaciones indicaron que el cultivo no reflejaba la diversi-
dad de microorganismos presentes en un determinado ecosistema (Amann et al.,
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1995). Es por esto que la comunidad cientifica comenz6 a notar que las técnicas
clasicas no eran suficientes para describir una comunidad microbiana. En particu-
lar, la mayor parte de los miroorganismos acuéticos no pueden aislarse en cultivo,
por lo cual estos comenzaron estudiandose mediante técnicas indirectas, como por
ejemplo, la epifluorescencia directa (Hobbie et al., 1977). Los resultados obteni-
dos por medio de dichas técnicas, lograron que comenzara a centrarse la atencion
en los microorganismos como componentes fundamentales de todos los sistemas
naturales.

Hacia fines de la década del 70 y comienzo de los 80, el grupo de C. Woese
demostré que es posible inferir la historia evolutiva de una diversa gama de micro-
organismos a niveles filogenéticos muy profundos (Fox et al., 1980). Estos estudios,
ademaés de revelar la division ancestral entre Bacteria y Archaea, sugirieron que es
posible determinar la filiaciéon taxonémica de un microorganismo sin la necesidad
del cultivo. En el ano 1985, Lane y colaboradores mostraron que, ademas, era po-
sible generar secuencias del gen 16S sin la necesidad de aislar o clonar el gen, para
lo cual utilizaron sintesis reversa a partir de ARN ribosomal obtenido directamen-
te de cultivos celulares (Lane et al., 1985). Estos trabajos mostraron que podian
generarse secuencias de diversos taxa con un conjunto limitado de iniciadores (o
primers), sentando las bases para el desarrollo de los métodos independientes de
cultivo (MIC).

Con el advenimiento de los métodos de amplificacion de acidos nucleicos fue
posible identificar microorganismos prescindiendo de su cultivo en escala masiva.
En microbiologia marina, pueden mencionarse los trabajos seminales del grupo de
S. Giovannoni, como por ejemplo (Giovannoni et al., 1990). Una de las ventajas
que presentan los MIC es que, en comparaciéon con los métodos tradicionales,
permiten estudiar una mayor cantidad de taxa (Troussellier et al., 2017). Los
métodos moleculares han dado lugar a mejoras en la comprension del componente
procaridtico de la diversidad presente en los ecosistemas (Kirchman et al., 2010;
Shan et al., 2015; Liu et al., 2018; Reza et al., 2018).

Los MIC han comenzado a llenar el vacio en el conocimiento de los microbio-
mas, con lo cual se abrieron nuevas perspectivas en la microbiologia de sistemas
ambientales, y particularmente de sistemas acuéticos. El desarrollo de las tecnolo-
gias de secuenciacion, ha permitido dar cuenta de la gran abundancia de taxones
desconocidos en los ecosistemas marinos (Lloyd et al., 2018). Ademaés, la aplica-
cion de nuevos enfoques que prescinden de cultivo han permitido encontrar nuevos
sistemas CRISPR-Cas (Burstein et al., 2017), relacionar genes desconocidos a gru-
pos de genes de referencia (i.e. genes conservados en organismos cultivados, pero
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que presentan homologos divergentes en sistemas naturales) (Lopez et al., 2015),
como asi también nuevas familias de genes ligados a funciones metabolicas especi-
ficas, como el caso de genes de bacterias que viven asociadas a esponjas marinas y
que son responsables de la produccion de la mayoria de los compuestos bioactivos
vinculados a ellas (Lok, 2015).

La informacién obtenida hasta el momento a partir de secuenciacién ambien-
tal sugiere que mas del 50 % de los genes presentes en muestras ambientales no
s6lo pertenecen a organismos desconocidos sino que ademés presentan funciones
desconocidas (Figura 1.3; (Bernard et al., 2018)). Esto ha originado el concepto
de materia oscura microbiana, ya que representa una cantidad abrumadora de
microorganismos de los cuales no se tiene mayor conocimiento que de secuencias

genomicas. !
FUNCION
Conocida Desconocida
£
T 11,26% 13,91%
A .
X
O:
: 52,67%
N'-12219% ’
- Materia Oscura
g Microbiana

Figura 1.3: Clasificacion de las secuencias ambientales en base a su taxonomia y
su funcién. Modificado a partir de Bernard et. al 2018.

I'En Astronomia se conoce como materia oscura a un hipotético tipo de materia que no
interactiia con la luz, pero interactia gravitacionalmente, y que representaria el 90 % de toda la
materia presente en el Universo (Bauer y Plehn, 2019).
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1.2.2. Caracteristicas del gen ARNr 16S

Los organismos celulares poseen complejos moleculares encargadas de la sintesis
proteica denominados ribosomas. Estos estan formados por dos subunidades, la
subunidad mayor y la subunidad menor. Las dos subunidades tienen una estructura
general que es similar dentro de los tres dominios biolégicos (Bacteria, Archaea,
Fukarya), presentando, ademas, diferencias caracteristicas asociadas a cada uno
de ellos. En los organismos procariotas la subunidad mayor (50S) esté conformada
por el ARNr ribosomal 5S y el ARNr ribosomal 23S y 34 proteinas ribosomales,
mientras que la subunidad menor (30S) est4 conformada por el ARNr 16S y 21
proteinas ribosomales (Figura 1.4). Las secuencias de ARN ribosomal desempenan
un papel central tanto en el estudio de la evoluciéon como en la ecologia microbiana.

508 308
4

ARN ribosomal 58

€ ARN ribosomal 16S
%
ARN ribosomal 235
y y
L ] L ]
...‘o'.n.'o. 2.2 %e®
LKt T LA
proteinas ribosomales proteinas ribosomales

Figura 1.4: Esquema de la conformacion de un ribosoma procariota (Extraido y
modificado de http://www.uic.edu/classes/phys/phys461 /phys450/ANJUMO04/).
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El ARNr ha experimentado un cambio evolutivo constante en algunas de las re-
giones de la estructura primaria. Sin embargo, tanto otras regiones de la estructura
primaria como las estructuras secundaria y terciaria, se mantienen relativamente
constantes, con lo cual las funciones moleculares no se ven alteradas. La estructura
secundaria de los ARNr consiste en el plegamiento de la secuencia, lo que forma
estructuras denominadas tallos y bucles (Figura 1.5). Las secuencias de algunos
bucles estan conservadas en todas las especies cercanas de bacterias, debido a que
cumplen funciones esenciales, mientras que las partes estructurales son principal-
mente variantes y especificas de una o mas clases (Wang y Qian, 2009). Es por esto
que estos plegamientos desempenan un papel fundamental dentro de la estructura
secundaria, como también en la estructura terciaria.

Los genes ARNr 16S combinan varias propiedades que los hacen especialmente
adecuados para aplicaciones tan diversas. Primero, el hecho de que estén univer-
salmente distribuidos permite realizar estudios filogenéticos y taxondémicos entre
grupos muy divergentes (Wang & Qian, 2009). En segundo lugar, por ser parte
de un nticleo de genes informativos, estan débilmente afectados por transferencia
horizontal de genes, por lo que sus relaciones proporcionan un marco solido para
evaluar cambio evolutivos en los linajes (Espejo y Plaza, 2018). Gracias a las carac-
teristicas mencionadas, es posible realizar analisis comparativos de estas moléculas
de manera muy efectiva. Asi, los genes ARNr 16S son ttiles para determinar re-
laciones filogenéticas, evaluar la diversidad presente en un ambiente determinado,
y para detectar y cuantificar poblaciones especificas (Welsh et al., 2016; Bukin et
al., 2019).
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Figura 1.5: Estructura del ARNr de Escherichia coli. Se detallan las interacciones secun-
darias (lineas cortas) e interacciones terciarias (lineas largas). Las bases en mayuscula
corresponden a posiciones conservadas en mas del 98 % de las especies; las que estan en
mindscula corresponden a posiciones conservadas en el 90-98 % de las especies. Las po-
siciones indicadas con un punto negro corresponden a aquellas posiciones que presentan
un 80-90 % de conservacion, mientras que las indicadas con puntos grises corresponden a
posiciones conservadas en el 90 % de las especies. Se indica a modo de ejemplo, un tallo y
un bucle en la estructura del gen (Extraido y modificado de la pagina de la Universidad
de Texas, http://www.rna.icbhm.utexas.edu.).
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1.2.3. Aproximaciones metagendémicas

El metagenoma es el conjunto de todos los genomas que estan presentes en una
comunidad en un momento determinado. El estudio de la composicion taxondémica
de una comunidad microbiana puede abordarse desde distintas perspectivas, entre
ellas el metabarcoding y la metagenomica (Figura 1.6).

Muestra ambiental

Extracciér? de ADN

Y

METABARCODING METAGENOMICA
Amplificacion Fragmentacion al
de genes especificos azar del
{PCR) metagenoma
Secuenciacidn de Secuenciacidon de los
las variantes fragmentos
1 I
Anadlisis de

las secuencias

Figura 1.6: Esquema de los pasos principales de dos estrategias utilizadas en el
estudio de metagenomas.

El metabarcoding consiste en aislar marcadores genéticos universales de una
mezcla compleja de acidos nucleicos, determinar sus secuencias e inferir la com-
posicion taxonomica de la muestra a partir de estas tltimas 1.3. Actualmente, el
aislamiento se realiza mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir del
ADN aislado de la comunidad en estudio (ADN metagenémico). Con los produc-
tos de PCR es posible realizar una caracterizacion utilizando DGGE (del inglés
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), técnica que permite separar fragmen-
tos de ADN de la misma longitud, pero con diferencias en sus secuencias. Ademés
se puede construir una biblioteca génica del marcador y posterior secuenciacion
mediante técnicas tradicionales [i.e. secuenciacién de Sanger; (Giovannoni et al.,
1990)], o se puede trabajar directamente sobre este marcador mediante técnicas
de secuenciacion masiva (Figura 1.7, pag. 26). Las bibliotecas génicas se constru-
yen mediante clonado molecular. Esto implica ligar los fragmentos amplificados
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en vectores de clonacion, luego introducir estos vectores recombinantes en bacte-
rias que, al multiplicarse, generen clones del fragmento que contienen. Luego, se
analizan cada uno de los clones generados para identificar si tienen los fragmentos
deseados (los cuales representan distintas variantes presentes en el metagenoma)
y se secuencian mediante técnicas tradicionales (i.e. secuenciacion de Sanger).

Mediante la aproximacién conocida como metagendmica el ADN de los geno-
mas que fueron aislados de la comunidad en estudio se fragmentan, luego dichos
fragmentos son secuenciados y, finalmente, las secuencias obtenidas se ensamblan
para realizar los andlisis deseados.

La ventaja de estudiar una comunidad con una aproximacion al metagenoma
de dicha comunidad, es que los métodos utilizados (tanto en Metabarcoding co-
mo en Metagenémica) permiten un muestreo aleatorio de secuencias a partir del
ADN de la muestra en estudio. Por otro lado, contar con el conocimiento pre-
vio de secuencias homologas, disponibles en bases de datos, permite estudiar los
grupos presentes en una comunidad desde el punto de vista taxonoémico, realizar
estudios comparativos en espacio y tiempo, y utilizar métodos historicos basados
en el andlisis filogenético de las secuencias obtenidas (Yau y Seth-Pasricha, 2019;
Zhang y Gi, 2018; Manrique y Jones, 2017; Park et al., 2018). La metagenémica es
méas adecuada para el estudio funcional de los metagenomas que para su estudio
taxonomico. Por ello en el presente estudio se utilizé6 metabarcoding.

Secuenciacién de Sanger. En el anio 1977 Sanger y colaboradores desarrollaron
una nueva técnica de secuenciacion (Sanger et al., 1977a.b), la cual se convertiria
en el método de secuenciacion exclusivo de los siguientes 30 anos. Esta nueva
técnica mejor6d notablemente los métodos utilizados hasta el momento (Maxam
y Gilbert, 1977; Sanger y Coulson, 1975), gracias a la reduccion del tiempo de
trabajo necesario. En la actualidad el método se realiza de forma automatizada,
pero en sus comienzos era realizada manualmente.

Este método automatico se basa en copiar la molécula de ADN a determi-
nar utilizando entre los desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs), didesoxirribo-
nucleotidos trifosfato (ddNTPs) marcados con un fluoréforo distinto: un color para
ddATP, otro para ddTTP, otro para ddCTP y otro para ddGTP. Cuando la ca-
dena en crecimiento incorpora uno de estos ddNTP’s finaliza la incorporaciéon. De
este modo se obtienen fragmentos que se diferencian en el largo por 1 nucledtido.
Mediante electroforesis en poliacrilamida o capilar se separan los fragmentos, los
cuales son excitados con un laser cuando llegan a un punto del gel o del capilar.
De este modo, se detecta la fluorescencia que emite el iltimo ddNTP del fragmen-
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Tabla 1.3: Descripcion de las técnicas utilizadas en aproximaciones metagendmicas.

TECNICA

DESCRIPCION

Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

Implica la obtencion de acidos nucleicos
de manera aislada del resto de los com-
ponentes celulares y el material parti-
culado presente en la muestra.

PCR (Poymerase Chain Reaction)

Facilita la obtencion de un gran ntimero
de copias de un fragmento de ADN o
ARN especifico.

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Permite separar fragmentos de ADN de
la misma longitud, pero con diferencias
en sus secuencias mediante un gradien-
te de urea y formamida en un gel de
poliacrilamida. Los amplicones migran
por el gel hasta que llegan a una deter-
minada concentraciéon desnaturalizante
a la cual las cadenas se separan parcial-
mente.

Ligacion El fragmento amplificado mediante
Clonado .
PCR se inserta en un vector.
Transformacion Se inserta el material ligado dentro de
una bacteria.
Secuenciacion Permite obtener la secuencia de nucled-

tidos de un fragmento de ADN o ARN.

Método de Sanger

La secuenciacion se lleva a cabo
utilizando desoxinucledtidos trifosfato
(ANTP’s) y didesoxinucleotidos trifos-
fato (ddNTP’s). Al final de las reaccio-
nes, se obtienen cuatro familias distin-
tas de cadenas de polinucle6tidos sin-
tetizadas, una para cada dANTP (i.e.
ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP).

Secuenciacion Masiva

Posibilita la secuenciacién de millones
de bases por experimento, debido a que
se utiliza un sistema de secuenciacién
en paralelo.
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to. Las lecturas generadas de los nucleétidos en el orden en el que se encuentran
en la molécula original se pueden visualizar mediante un cromatograma, que es
el gréfico resultante del procesamiento de las imégenes colectadas de los geles de
poliacrilamida o de la serie de senales emitidas en la secuenciacién en capilares. La
secuencia de nucle6tidos que se asigna a partir del cromatograma se conoce como
base calling y se realiza automaticamente por parte del software de los equipos de
secuenciacion. Sin embargo, este proceso puede presentar errores debidos a diver-
sos factores como por ejemplo la existencia de una relacion senal/ruido reducida
(Fig. 2.7, pag. 45).

Métodos de Secuenciacién Masiva. Los métodos de secuenciaciéon masiva o
de alta performance son plataformas que tienen la capacidad de generar una eleva-
disima cantidad de datos comparados con las técnicas tradicionales de secuencia-
cién. En la actualidad existen diversas plataformas de secuenciacion masiva (e.g.
[lumina MiSeq y HiSeq, SOLID) y todas se caracterizan por realizar analisis en
donde hay interacciones muy complejas entre bioquimica, 6ptica de alta resolucion
e ingenierfa informatica (D’Amore et al., 2016). Es necesario tener en cuenta, no
obstante, que para algunos autores la tecnologia Sanger continda siendo el gold
standard de la biologia molecular (Mu et al., 2016). Recientemente se han desa-
rrollado plataformas que han aumentado en gran medida las prestaciones de la
quimica Sanger?.

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacion de alta performance que se
basa en el principio de secuenciacion por sintesis (Margulies et al., 2005). Cuan-
do la ADN polimerasa incorpora un nucledtido durante la extension de la cadena
de ADN, se libera pirofosfato, lo cual desencadena una serie de reacciones que
generan una senal luminica detectable. Esta senal, es proporcional al ntimero de
nucléotidos incorporados. El método comienza con la preparcion de la biblioteca
del ADN metagenomico (fragmentos del metagenoma o amplicones obtenidos a
partir del mismo), luego cada fragmento individual de la biblioteca se inmoviliza
en un soporte solido y es amplificado. Finalmente se realiza la pirosecuenciacion y
se ensamblan computacionalmente las secuencias obtenidas. La plataformas Roche
454, que fue la utilizada en este trabajo, se caracteriza por realizar la amplifica-
cién en una emulsion. El primer paso consiste en la ligacion de los fragmentos
(amplicones) a adaptadores. Luego se mezcla un aceite con una solucioén acuosa, la
cual contiene los fragmentos de ADN, microesferas recubiertas de oligonucleotidos
afines a los adaptadores antes mencionados, y los reactivos de PCR. Por agitacion

2Ver por ejemplo: https://www.youtube.com /watch?v=htoWfeQvysc
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se forma una emulsion, en cuyas microgotas (conocidas como microreactores) solo
hay una perla y un fragmeto, donde ocurre la PCR. Posteriormente, se colocan
las microesferas en microplacas que incorporan sélo una microesfera por pocillo (o
well) y se lleva a cabo la secuenciacion en paralelo que permite generar millones

de bases en una corrida.
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Figura 1.7: Estrategias independientes de cultivo utilizadas en este trabajo.
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1.3.

Objetivos

Generales

El presente trabajo de Tesis Doctoral se enmarca en el objetivo general de
describir la composicion, estructura y dinamica de microorganismos marinos
de aguas superficiales en la zona de Bahia Engano.

Especificos

. Estudiar la diversidad molecular del bacterioplancton marino de las aguas

superficiales del estuario del Rio Chubut a lo largo de las estaciones del ano
y comparar estos datos son datos correspondientes a otras regiones del Mun-
do. Dependiendo de los resultados, se prevee estudiar otros componentes del
picoplancton.

. Estudiar la diversidad de bacteriéfagos marinos de las aguas superficiales del

estuario del Rio Chubut a los largo de las estaciones del ano y comparar estos
datos con datos correspondientes a otras regiones del Mundo. Dependiendo
de los resultados, se prevee estudiar otros componentes del femtoplancton.

27 AY. Calvo



2. Materiales y Métodos

2.1. Zona de estudio y Muestreo

La Figura 2.1 y la Tabla 2.1 muestran la localizacion de la zona de estudio
en Bahia Engano (Chubut, Argentina) y la geolocalizacion exacta de cada una
las muestras analizadas en el presente trabajo. La toma de las muestras se realizo
siempre durante la marea alta a aproximadamente 2 Km hacia el mar con respecto
a la boca del rio Chubut. La coleccion, de ~ 5 L de agua superficial, se realizo
desde una embarcacion utilizando recipientes opacos, previamente lavados con una
solucién de HCI 0,1N seguida de tres enjuagues con agua destilada. Al momento
del muestreo se registré la temperatura del agua. Las muestras fueron trasladadas
al laboratorio y procesadas en forma inmediata.

Los datos de caudal del rio fueron obtenidos de la Subsecretaria de Recursos
Hidricos del Ministerio del Interior, Obras Publicas y Vivienda de la Nacion.

No fue posible tomar muestras en los meses de Mayo, Junio y Octubre debido
a que el estado del mar y/o el clima dificultaron la navegacion.
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Figura 2.1: Localizacion de la zona de estudio. La marca roja con un punto indica
la ubicacién aproximada en la cual se tomaron las 13 muestras estudiadas en este
trabajo El resto de las marcas muestran la localizaciéon de centros urbanos en el
curso inferior del Rio Chubut (D Dolavon, G Gaiman, T Trelew, R Rawson). La
imagen satelital fue descargada de la base de datos Google Earth mediante el
programa RGoogleMaps (Loecher y Ropkins, 2015).
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Tabla 2.1: Muestras estudiadas en esta tesis y analisis reali-
zados a partir de cada una de las mismas.

MUESTRA | VER11| OTO11| INV11 | PRI11 | E12* | F12* | M12* | A12* | J12* | Ag12* | s12* | N12* | D12*

Fecha 2/11 6/11 8/11 11/11 | 1/12 2/12 3/12 4/12 7/12 8/12 9/12 11/12 | 12/12
Estacion Ver Oto Inv Prim Ver Ver Ver Oto Inv Inv Inv Prim Prim
Coordenadas | 43.35S-| 43.36S5-| 43.35S-| 43.35”S{ 43.355-| 43.35S-| 43.33S-| 43.40S-| 43.35S5-| 43.365-| 43.36S-| 43.35S-| 43.35S-
65.010 | 65.010 | 65.000 | 65.030 | 65.010 | 64.950 | 65.010 | 65.000 | 65.000 | 65.000 | 64.980 | 65.010 | 65.010

Caudal' 0.32 0.41 0.75 1.51 0.31 0.28 0.43 0.19 1.68 1.47 2.13 1.25 0.80

C. histérico? | 0.25 1.12 1.69 1.54 0.44 0.25 0.21 0.26 1.5 1.69 1.71 1.54 0.85

Temp. (°C) | 14 8 8 11 16 14 15 14 5) 8 10 13 14

Analisis® Sg, C, | Sg, C, | Sg, C,|P, C,|D, C |D, C,|D, C|D, C|D, C,|D, C|D, C|D, C/ |D, C,
Pol ¥, | ¥, Pr |F,Pr |F, Pr |F¥, Pr, |F, Pr, | F, Pr, | F, Pr, | F, Pr, | F, Pr, | F, Pr, | F, Pr, | F, Pr,
Pr A A A A A A A A A

I Caudal indice: razén entre el caudal medio mensual y anual del correspondiente afio de muestreo.

2 Caudal histérico: razon, para cada mes, entre caudales indices medios mensuales y anuales a lo largo de un periodo de 74 afios
(1943 - 2015).

3 Sg Secuenciado mediante clonado molecular seguido de secuenciaciéon Sanger, P secuenciado mediante pirosecuenciaciéon, D Anali-
zado mediante DGGE, C Deteccion molecular (PCR especifica) de cianobacterias, Pol Anélisis virologico mediante clonado molecular
y secuenciacion Sanger de ADN polimerasa de virus de picoeucariotas, F' deteccion de virus (Fagos) de cianobacterias, Pr Deteccion
molecular de prasinovirus, A aislamiento en cultivo de picoeucariotas.

* Nombre que indica el mes y el afio en el que se tomé cada muestra.




2.2. Aislamiento de metagenomas

Para enriquecer las muestras en ADN correspondiente al bacterioplancton, es-
tas fueron tamizadas forzando su pasaje a través de filtros de diferente tamano de
poro (filtracion por impacto; Fig. 2.2). El procedimiento permitio separar el pico-
plancton mas una fraccion del nanoplancton del resto de los elementos celulares del
plancton. El remanente de las muestras luego de todo el proceso de filtraciéon por
impacto fue sometido a concentraciéon mediante filtracién tangencial con el objeto
de aumentar la cantidad de genomas virales disponibe por unidad de volumen, lo
cual constituye un procedimiento estandar en el analisis virolégico molecular in-
dependiente de cultivo. Los detalles técnicos de estos procedimientos se describen
a continuacion.

Filtracién por impacto La filtracion de cada una de las muestras se realizo
aplicando vacio mediante una bomba de membrana. Dos litros de agua de cada
muestra se filtraron de forma secuencial a través de filtros de policarbonato de
distinto tamano de poro aplicando una presion suave (~ 20 mmHg). Se comenzé
con un filtro de 20 um de tamano de poro y una vez filtrada la muestra se retir6
el filtro y se lavo el equipo con agua destilada. El agua filtrada de la muestra se
reservo en un recipiente limpio. Se colocé un filtro de 10 um de tamano de poro
en el equipo y se filtr6 nuevamente el volumen reservado del paso anterior. Este
procedimiento se repitié con filtros de 5 y 0,22 um de tamano de poro. De este
modo, en cada filtro quedaron retenidas distintas fracciones planctonicas, siendo el
filtro de 0,22 pm donde quedo retenida la fraccion de interés (Fig. 2.2). Los filtros
fueron procesados inmediatamente o almacenados a -20 °C hasta su procesamiento.

Filtracién tangencial El filtrado obtenido luego del pasaje por los filtros de
0,22 pum (conteniendo el femtoplancton) fue concentrado mediante filtracion tan-
gencial utilizando un elemento de un punto de corte nominal de 30 KDa. Esto
se realizo mediante un equipo Vivaflow (Sartorius) siguiendo las recomendaciones
del fabricante, y una bomba peristaltica. Luego de esta etapa los concentrados
fueron dialfiltrados con el objeto de eliminar la sal contenida en la muestra, y
asi evitar interferencias en los métodos moleculares utilizados posteriormente. La
concentracion fue de 2 1 a 2 ml.
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A. MUESTRA

PREFILTRADO
Filt. por |mpacto Filt. tangencial
ot
Aislamiento

ANALISIS GENETICO

Figura 2.2: Esquema del procesamiento de las muestras (A), incluyendo la filtra-
cién por impacto y el concentrado de virus mediante filtracion tangencial (seccion
2.2), los analisis genéticos (seccion 2.3) y el aislamiento microbiolégico (seccion
2.5). Los paneles (B) y (C) muestran el aspecto de un filtro de 0,22 pm conte-
niendo picoalgas y un cultivo de Micromonas sp., respectivamente.
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2.3. Analisis genéticos

2.3.1. Extraccion de ADN

Filtros. El ADN de los microorganismos retenidos en los filtros de 0,22 pum se
extrajo mediante un protocolo basado en CTAB de la siguiente manera. Cada filtro
se incubd a 60°C durante 40 minutos con 720 ul de buffer de lisis CTAB (CTAB
2%, NaCl 1,4M, beta-mercaptoetanol 0,2 %, EDTA 20mM, Tris-Cl pH 8 100mM)
precalentado. El lisado obtenido se trat6 con un volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico en una relacion 24:1, y se centrifug6 a 30000 G durante 15 minutos.
El sobrenadante se incubé con RNasa A a una concentracion final de 10 pg/ml
durante 1 hora a 37°C. Luego de la incubacion se agreg6 un volumen de isopropanol
frio a la solucién y se incub6 a 4°C durante 1 hora, y posteriormente se centrifugd
a 4°C a 30000xg por 30 minutos en una microcentrifuga refrigerada. El pellet se
lavo con etanol 70 %, se seco y se resuspendio6 en agua de grado biologia molecular.
El ADN obtenido fue procesado inmediatamente o almacenado a -20°C hasta su
procesamiento. La cantidad de ADN obtenida fue calculada a partir de imagenes
digitalizadas de geles de agarosa 0,8 %, mediante comparaciones densitométricas
con un patréon de masa, utilizando el programa ImageJ2 (Rueden et al., 2017).

Concentrados de filtraciéon tangencial. Las extracciones de los acidos nu-
cleicos presentes en los concentrados de femtoplancton fueron realizadas mediante
protocolos estandar (Sambrook et al., 1989). Brevemente, se mezcloé un volumen
de concentrado (aproximadamente 750 pl) con un volumen de buffer de extraccion
(Tris 10 mM, EDTA disodico 1 uM, SDS 0,5 %, proteinasa K 50 ug/ml pH 7.8)
y la mezcla se incubd durante 1 hora a 56°C. Luego se adicion6 medio volumen
de fenol pH 7,9 y medio de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La mezcla fue
homogenizada mediante vortex y se centrifug6 a maxima velocidad en microcen-
trifuga durante dos minutos para separar la fase acuosa de la organica. Se recuperd
la fase acuosa y se agregd un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se
homogeneizé y se separaron las fases nuevamente mediante centrifugacion. La fa-
se acuosa fue mezclada con 0,1 volumen de NaAc 3 M (pH 5,2) y 2,5 volimenes
de etanol 100 %. El material genético fue precipitado mediante centrifugacion a
méaxima velocidad en microcentrifuga durante 30 minutos y el pellet obtenido fue
lavado con 1 ml de etanol 70 %. El sobrenadante fue retirado, y el precipitado fue
secado a temperarura ambiente y resuspendido en 10 pl de agua de grado biologia
molecular. Las suspensiones fueron utilizadas inmediateamente o almacenadas a
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-20°C hasta su utilizacion.

Cultivos. El ADN proveniente de cultivos (secciéon 2.5) fue obtenido mediante
un procedimiento estandar similar al utilizado con los concentrados de filtracion
tangencial, salvo que se partié de un pellet celular obtenido mediante la aplicacion
de un pulso de 10 s a maxima velocidad en microcentrifuga a un volumen de 500
L de cultivo. El pellet fue lavado con agua de grado biologia molecular mediante
resuspension, nuevamente pelleteado mediante un pulso de 10 s en microcentrifu-
ga, v resuspendido en agua de grado biologia molecular. Luego se procedio a la
extraccion de ADN.

2.3.2. Amplificacién mediante PCR

Las reacciones de amplificaciéon mediante PCR de los generes ribosomales 16S
y 18S y el gen de la polimerasa viral fueron realizadas utilizando en todos los
casos volumenes finales de 50 pl de reaccion. Los desoxinucleotidos (ANTPs) fueron
incorporados en las reacciones en una concentracion final de 1 mM. Los iniciadores
siempre fueron utilizados en una concentracion final de 1 uM cada uno. En todos los
casos se utilizaron los buffer de reacciéon provistos por los fabricantes siguiendo las
instrucciones de los mismos. Para los analisis de metabarcoding se utiliz6é la ADN
polimerasa Taq AccuPrime High Fidelity (Invitrogen), mientras que el resto de los
ensayos se realizaron mediante la enzima Go Taqg DNA Polymerase (Promega).

En las corridas de electroforesis en geles de agarosa se ultilizo el marcador de
peso molecular 1kb Plus (Invitrogen), cuyas bandas tienen un rango de 15 kb a
100 pb.

Las secuencias de los primers utilizados en este trabajo se listan en la tabla
A1 (pag. 105).

Optimizaciéon mediante PCR en gradiente Uno de los parametros mas im-
portantes que influyen en la especificidad, sensibilidad y rendimiento de una reac-
cion de PCR es la temperatura de anillado o hibridacion (o annealing) (Roux,
2009). Esto resulta particularmente importante en los casos en donde la amplifi-
cacion se lleva a cabo utilizando un molde multi-copia, como los que se utilizan en
el presente trabajo de tesis (Ishii y Fukui, 2001). Con el objeto de determinar la
temperatura 6ptima de anillado para cada par de iniciadores utilizados en las dife-
rentes reacciones de PCR que se describen, se realizaron anélisis de amplificacion
en gradiente de temperatura, utilizando una cantidad fija de ADN molde. Como
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se observa en la Figura 2.3, el diseno en gradiente consiste en establecer distin-
tas temperaturas de anillado en un mismo ciclado, de acuerdo con la posicién en
la placa del termociclador. De este modo se selecciona un rango de temperatura
de forma que, en cada pocillo, el paso de anillado de la reacciéon se lleva a una
temperatura especifica. Se realizan reacciones en paralelo manteniendo las mismas
condiciones a excepcion de las diferentes de temperatura de anillado, y luego son
evaluadas por electroforesis en geles de agarosa.

12 3456789101112 (o)

AO000 00000000 70
B[OOOOOO000000 68.5
c|l0000 00000000 66
D[OOOOO0OO00000O 622
E[QOOO 00000000 .8
FIOOO 000000000 53.9
000000000000 51.5
HOOO 000000000 50

Figura 2.3: Esquema representativo de una placa de 96 pocillos indicando las condi-
ciones de temperatura de anillado en los experimentos de gradiente térmico. Cada
fila de pocillos adopta una temperatura de hibridacion diferente, como se detalla
en la parte derecha de la figura.

Para cada par de iniciadores se utilizaron las condiciones detalladas en la des-
cripcidn especifica de cada uno, utilizando una rampa de temperatura de 50 a 70°C
y repitiendo las reacciones para confirmar los resultados. En la Figura 2.4 se deta-
llan los resultados obtenidos de las reacciones de optimizacién para la amplificacion
de los diferentes genes.

35 AY. Calvo



16S (AF27-HR1492) 16S (CF536-DR907)

v 400
L ———— i

———-'"- ' | T \300

1500 \

10007

18S 16S (Cya359-Cya781)
M [ M
s P P 2 :
- St - et =
1500~ g U — '”* —— . —
10007 *‘ : - 7 —_—
o e , 500

| — ——— —_—— 0

Figura 2.4: Desempenio de los diferentes ensayos de PCR, evidenciado a partir
de las reacciones de en gradiente. Los paneles corresponden a la evaluacién por
electroforesis en geles de agarosa 1y 2%, revelados con un colorante para ADN
y observacion bajo UV. En cada panel se detalla el nombre del gen amplificado
(16S y 18S). Para el gen ARNr 16S se utilizaron tres iniciadores diferentes: AF27-
HR1492 para obtener secuencias del gen casi completo utilizando las reacciones
de secuenciacion Sanger; el par CF536-DR907 para la obtencién de fragmentos
compatibles con los analisis de DGGE e iniciadores especificos para cianobacterias
(Cya359-Cya781). Los moldes utilizados y condiciones de reaccion utilizados en
cada uno de los experimentos se encuentran detallados mas abajo. En todos los
casos se utilizaron condiciones de gradiente descriptos en la Figura 2.3, los cuales se
indican como triangulos en la parte superior de cada gel, indicando la direccién del
gradiente de alta (izquierda) a baja (derecha) temperatura. Las temperaturas que
resultaron mas adecuadas en cada caso son las que se describen en las respectivas
descripciones que se encuentran mas abajo, como se menciond anteriormente. M
marcador de peso molecular 1Kb Plus (bandas 100, 200, 300, 400, 500, 650. 850,
1000, 1500, 2000-15000 bases), se indican bandas de referencia.
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Como puede observarse, los diferentes iniciadores presentan diferente desem-
peno, inclusive en las reacciones a diferente temperatura de anillado, en algunos
casos pueden observarse dimeros de los iniciadores mientras que en otros la pre-
sencia de bandas inespecificas. La temperatura o6ptima fue selecciona segin los
siguientes criterios: ausencia de bandas inespecificas junto con una buena cantidad
de producto especifico.

Optimizacién de temperaturas de anillado En los casos en que se indica
en los siguientes puntos, la temperatura de anillado (o annealing) fue optimizada
mediante PCR en gradiente.

Gen ARNr 16S: metabarcoding A partir del ADN obtenido de los filtros de
0,22 um de cada muestra se amplifico la longitud casi completa del gen mediante
PCR utilizando el set de primers universales AF-27 y HR-1492 (Weisburg et al.,
1991), . La temperatura de anillado se optimiz6é mediante PCR en gradiente. Se
utilizo el siguiente esquema de ciclado: un ciclo inicial de 60 segundos de desnatu-
ralizacion a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (30 segundos a 94°C),
hibridacion (annealing) optimizada, 10 segundos a 53,9°C) y extension (100 se-
gundos a 68°C). Luego se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion o almacenamiento a
-20 °C.

Gen ARNr 16S: Electroforesis en gradiente desnaturalizente (DGGE)
Para los anélisis por electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE), los am-
plicones se obtuvieron con los iniciadores CF536 y DR907 (Weinbauer et al., 2002).
La temperatura de anillado de los iniciadores CF536 y DR907 fue optimizada me-
diante PCR en gradiente (95°C por 1’ de desnaturalizacion; 35 ciclos de 95°C 157,
gradiente de 50 a 70 °C por 15”7 y 72°C durante 50”7, y una extension final de 50”
a 72°C). Las condiciones finales de la PCR consistieron en una etapa de desnatu-
ralizacion de 1’ a 95°C, 35 ciclos de 95°C por 15”7, 15” a temperatura de anillado
optimizada (58,1°C), y una extension final a 72°C durante 50”.

Gen 18S Las secuencias correspondientes al gen ribosomal 18S fueron amplifica-
das mediante los iniciadores universales UNI_17F y UNI_1534R (Moon-van der
Staay et al., 2001). La correspondiente temperatura de anillado fue optimizada
mediante gradiente, obteniendo un 6ptimo de 62,2 °C. El ciclado consistié en una
desnaturalizacion a 95°C durante 1°, seguida de 35 ciclos de 95°C por 157, 15”7 a
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temperatura de anillado optimizada (58,1°C). Luego de dichos ciclos se realiz6 una
polimerizacién final a 72°C durante 50”.

Amplificacién de secuencias virales La presencia de bacteriéfagos de los gé-
neros Podovirus y Cyanopodovirus fue evaluada mediante los iniciadores Podo-F
y Podo-R2 (Labonté et al., 2009) y CP-DNAP-349F y 533Ra (Chen et al., 2009),
respectivamente, utilizando las condiciones descriptas en las correspondientes pu-
blicaciones. Las secuencias del gen de la polimerasa de Prasinovirus fueron ampli-
ficadas mediante los iniciadores AVS-1 y AVS-2 (Chen y Suttle, 1995). Los analisis
iniciales realizados con estos iniciadores fueron realizados utilizando las condicio-
nes descriptas en el citado trabajo. Una vez que se obtuvo una muestra positiva
(concentrado de filtracion tangencial) se realiz6 una optimizacion utilizando la
misma como molde y mediante gradiente utilizando la estrategia ya descripta. La
temperatura 6ptima de anillado fue de 51,3 °C. Para el ciclado se realizdé una
desnaturalizaciéon a 94 °C durante 60” seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion
durante 60”7, annealing otpimizado durante 30” y 1’ de extensién a 68 °C.

Deteccién de cianobacterias La deteccion molecular de cianobacterias se reali-
z6 mediante los iniciadores especificos Cya359 y Cya781 (Nubel et al., 1997; Agar-
wal et al., 2017). Las condiciones de esta PCR consistieron en una etapa de desna-
turalizacion de 17 a 95°C, 35 ciclos de 95°C durante 15”7, 15”7 a una temperatura de
anillado optimizada por gradiente de 57.5°C y 72°C por 50”7, con una extension final
de 5" a 72°C. El ADN molde utilizado para la puesta a punto de la temperatura de
anillado de esta PCR correspondio a una cepa de la coleccion institucional (Nostoc
sp. Vaucher ex Bornet et Flahault; codigo LMPAS5, coleccion de la Facultad de
Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud sede Trelew, Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco).

2.3.3. Metabarcoding

El metabarcoding (Taberlet et al., 2012) se realizé utilizando clonado molecular
seguido de secuenciacién Sanger y mediante Pirosecuenciacion.
2.3.3.1. Clonado molecular y secuenciacién Sanger

Purificacién a partir de geles preparativos Las purificaciones a partir de
geles de agarosa se realizaron mediante un procedimiento basado en el método
de Tautz & Renz (Tautz y Renz, 1989) (también llamado freeze-squeeze), segiin

38 AY. Calvo



se describe a continuacién. Primero se separaron los fragmentos de ADN del gen
del ARNr 16S mediante electroforesis en gel de agarosa, luego se cortd del gel la
porcidon de agarosa conteniendo el fragmento de interés y se incub6 en una solucién
de acetato de sodio 0,3 M pH 7,0 durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
oscuridad. Posteriormente, el taco de agarosa se colocd en una columna comercial
con el fondo de fibra de vidrio de baja unién al ADN. Luego se incubé la columna
a -20°C hasta que la agarosa se congel6 completamente (~ 15’). Seguidamente, la
columna se introdujo en un tubo tipo eppendorf de 1,5 ul y se centrifugd a 14000
rpm durante 5 minutos en microcentrifuga. La agarosa quedé retenida en la fibra
de vidrio mientras que la soluciéon de ADN se recuper6 en el segundo tubo. Se
agrego6 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5,2), se agit6 y se agregaron 2,5
volimenes de etanol absoluto y se incub6 a -20°C durante toda la noche. E1 ADN se
sedimenté a 14000 rpm durante 20 minutos a méxima velocidad en microcentrifuga
y luego se resuspendi6 en agua de grado biologia molecular.

Ligaciéon Los fragmentos purificados segitin lo descripto en el punto anterior se
ligaron en el vector de clonacion pGEM-T Easy (Figura 2.5).

Cada reaccion del procedimiento de ligacion se llevé a cabo mediante tres rela-
ciones molares inserto:vector con el fin de determinar las condiciones de reaccion
que permitiesen obtener la mayor cantidad de clones recombinantes posible. Estas
relaciones fueron 1:1, 2:1 y 3:1. Para cada reaccion se calcul6 la cantidad necesaria
de inserto mediante la siguiente formula:

ng de vector x largo del mserto(kb)) wiw (2.1)

ng deinserto = ( largo del vector(kb)
donde 7 : v corresponde a la relaciéon molar inserto:vector.

En cada reacciéon se utilizaron 3 U de la enzima T4 DNA ligasa (Promega),
5ul del buffer recomendado por el fabricante [300 mM Tris-HCI (pH 7,8), 100 mM
MgCl2, 100 mM DTT y 10 mM ATP], 0,4 pul de ATP 10 mM y agua de grado
biologia molecular (c.s.p. 10 ul). En cada reaccion se utilizaron 50 ng de vector y
la cantidad de inserto calculada segin la ecuacion 2.1 para cada relacién molar.
Las reacciones se llevaron a cabo a 4°C durante toda la noche.
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Figura 2.5: Mapa del vector pGEM-T FEasy. Se detalla el sitio de insercién, o
"polilinker", el cual se encuentra flanqueado por timidinas 3’ terminales (T) que
facilitan el clonado de los fragmentos de PCR. La region de clonado multiple
interrumpe el gen lacZ, que codifica para la enzima B-galactosidasa. También se
detalla el gen Amp1 que codifica un gen que confiere resistencia a la ampicilina,
y la region correspondiente a los promotores T7 y Sp6 que flanquean el sitio de
clonado multiple.

Transformacién El producto de las ligaciones fue utilizado para transformar
bacterias competentes (seccion 2.6). Para ello se descongelaron a temperatura am-
biente 50 pl de una suspension de bacterias competentes y se mantuvieron en
hielo. Luego se agregaron las bacterias a 5 ul de mezcla de cada ligaciéon y se
incub6 en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se aplicé un shock térmico,
el cual consistié en incubar la mezcla a 42°C durante exactamente 30 segundos y
luego 2 minutos en hielo. Para su recuperacion, las bacterias se incubaron en 200
1l de LB durante 1 hora a 37°C. Las mezclas de transformacion se plaquearon en
medio LB-agar 1,5 % conteniendo 50 pg/ml de ampicilina, IPTG y X-Galactosido
(X-Gal) y se incubaron durante toda la noche a 37°C.
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Identificacién de plasmidos recombinantes La identificacion de plasmidos
recombinantes se realiz6 mediante el método blue/white screening, el cual consiste
en que las bacterias que fueron transformadas con pldsmidos conteniendo el inserto
de interés presentan el gen lacZ interrumpido (Fig. 2.5) y por lo tanto no degradan
el X-Gal, permaneciendo las correspondientes colonias de color blanco (Fig. 2.6) .
El clonado molecular result6 en més de 1700 colonias blancas y muy pocas colonias
azules para todas las muestras, indicando que se logré un ajuste adecuado de la
relacion inserto:vector y que el grado de pureza del ADN inserto fue el suficiente
como para afectar minimamente la funcién de la ligasa y la incorporacion del
producto ligado en las bacterias competentes.

A partir de las colonias blancas de cada placa de clonado, se realizaron 120
estrias sobre placas con medio LB-agar 1,5 % conteniendo 50 pg/ml de ampicilina.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C.
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Figura 2.6: Biblioteca génica del gen ribosomal 16S. El método de construcciéon de
las bibliotecas permite diferenciar los clones recombinantes (colonias blancas) de
los clones que no presentan ningin inserto (colonias azules).

La purificacion del ADN plasmidico se llevé a cabo utilizando el método "tur-
boprep" (Woodford y K., 1991). Brevemente, se tomo en forma estéril una porcion
de una estria y se homogeniz6 mediante vortex en 200 ul de agua de grado biolo-
gia molecular. Luego se traté la suspension en un bano de agua hirviendo durante
90 segundos para desorganizar la estructura celular de las bacterias y asi liberar
los &cidos nucleicos. La preparacion se centrifug6 en microcentrifuga a maxima
velocidad durante 15 segundos con el objeto de sedimentar los restos celulares.

El sobrenadante obtenido a partir de cada colonia se utiliz6 como molde en
las PCR. Cada mezcla de reaccion consistio en 1,25 U de la enzima Go Taqg DNA
Polymerase, 10 ul del buffer Colorless Buffer Go Taq 5X (1,5mM MgCl2 pH 8,5),
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1 pl de ANTP’s (10 uM cada uno; Invitrogen), los primers Sp6 y T7 (0,5 uM c¢/u;
Fig. 2.5), 1 ul de la preparacion plasmidica y agua de grado biologia molecular
(c.s.p. 50 pl). Las condiciones de ciclado en la PCR fueron las siguientes: 1 ciclo
de 60 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 35 ciclos de desnaturalizacion (30
segundos a 95°C), annealing optimizado y extension (100 segundos a 72°C), y
luego se mantuvo a 4°C.

Se fueron haciendo tandas de 15 reacciones hasta que, para cada muestra, se
pudieron identificar un minimo de 100 clones portando el tamano esperado.

Secuenciacién La secuenciacion se llevé a cabo por el servicio Macrogen Inc.
(World Meridian Venture Center 10F, #60-24, Gasan-dong, Geumcheon-gu, Ko-
rea) utilizando los iniciadores utilizados en las PCRs. En general se secuenciaron
ambas cadenas de los insertos, salvo en el caso de la muestra INV11, la cual fue
secuenciada con el primer reverso ya que se utilizd un formato de secuenciacion en
placa.

Ver también seccion 2.4.1.

2.3.3.2. Secuenciacion de alta performance

A partir del ADN obtenido segtin se describe en la seccion 2.3.1, se amplificaron
secuencias correspondientes al gen del ARNr 16S mediante primers universales y
las condiciones descriptas en la secciéon 2.3.2. Previo a la pirosecuenciaciéon, los
amplicones se sometieron a 30 ciclos de PCR con el coctel HotStarTaq Plus de
Quiagen, los primers universales 27F y 534R y condiciones de ciclado consistentes
en 94 °C por 3 minutos, seguidos de 28 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 53 °C por
40 segundos y 72 °C por 60 segundos y una etapa de extension final de 5 minutos
a 72 °C. Los productos obtenidos fueron purificados y secuenciados con el primer
27F unido a un barcode y la plataforma y quimica Roche 454 FLX Titanium.

Ver también seccion 2.4.1.

2.3.4. Secuenciacion directa

La secuenciacién directa de amplicones obtenidos a partir de muestras ambien-
tales se utiliz6 tnicamente en los casos en que previamente se corrobor6, mediante
metabarcoding, la preponderancia de una secuencia mayoritaria (explicado en el
texto). Los productos de PCR obtenidos directamente de ADN metagen6mico fue-
ron purificados y secuenciados mediante secuenciacion tradicional utilizando los
iniciadores de la PCR.
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Ver también seccién 2.4.1.

2.3.5. Electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los amplicones, obtenidos mediante los iniciadores CF536 y DR907 (pag. 37),
fueron purificados mediante un kit comercial siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los productos purificados (1 pL) fueron mezclados con 2 ul. de una solucion
de azul de bromofenol 0,01 % y glicerol 70 % en buffer TBE y sembrados en un
gel de acrilamida/poliacrilamida (37,5:1) 7,5% con un gradiente lineal desnatu-
ralizante 50-80% (donde 100 % corresponde a 7TM urea y 40 % formamida). La
electroforesis se llevo a cabo a 120 V durante 16 hs. a una temperatura de 60 °C,
con buffer TBE. Los geles fueron posteriormente incubados durante 12 hs. en una
solucion de fijado (55 % etanol y 4% metanol en agua de grado biologia molecu-
lar), revelados mediante GelRed (Biotum) y observados en transiluminador de luz
ultravioleta.

Obtencién de distancias genéticas. Las distancias genéticas se obtuvieron
mediante el indice de Bray-Curtis implementado en el paquete de R Ecodist, a
partir de los datos de presencia/densidad de las bandas observadas en los electro-
ferogramas. Los perfiles electroforéticos se cuantificaron mediante analisis densi-
tométrico. Esto permitié tener una medida cuantitativa de la intensidad de cada
banda para ser ingresada en el indice de Bray-Curtis. La digitalizacion de las ban-
das y su cuantificaciéon fueron realizadas con la asistencia del programa ImageJ2
(Rueden et al., 2017).

2.4. Analisis de secuencias

2.4.1. Curado de secuencias crudas

Secuenciacién Sanger El control de calidad de las secuencias se realizé median-
te el programa BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999), el cual posee un visor de cromatogramas
que permite evaluar la calidad de las lecturas de acuerdo a la altura y equidistancia
entre los picos, asi como la presencia de background. En cada secuencia parcial se
eliminaron las regiones donde el cromatograma mostraba baja calidad (Fig. 2.7).
Una vez removidas las regiones de baja calidad, las secuencias directa y reversa
fueron ensambladas mediante el programa MAFFT con la estrategia L-INS-i (Ka-
toh et al., 2002). Para identificar potenciales secuencias quiméricas se utilizo el
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Figura 2.7: Anélisis de cromatogramas mediante el programa BioEdit. Se muestran
dos paneles en los que se observan diferentes calidades de secuencia. a Sector 5’
de la secuencia, donde los picos aparecen en forma irregular y se presenta una
proporcion importante de ruido (o background) en relacion a la senal. b Porcion

media de una lectura, de buena calidad, donde existe una alta relacion senal/ruido
y los picos aparecen en forma regular.
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modo de novo del programa UCHIME (Edgar et al., 2011). Las secuencias que
resultaron positivas fueron eliminadas de los analisis.

Pirosecuenciaciéon Los datos crudos generados por el secuenciador fueron so-
metidos a un estricto control de calidad segiin la metodologia propuesta en la
referencia (Schloss et al., 2011) utilizando el programa Mothur (Shloss et al.,
2009). Brevemente, los flujogramas que presentaron diferencias de 3 y 2 bases
en las secuencias del iniciador o el barcode, respectivamente, tractos homopolimé-
ricos de mas de 9 bases y menos de 360 o mas de 720 flujos fueron eliminados,
luego de lo cual los datos restantes fueron depurados mediante el algoritmo Py-
ronoise (Quince et al., 2011). Luego de eliminar las regiones correspondientes a
los iniciadores y los barcodes, las secuencias fueron alineadas con la base de datos
SILVA (http://www.arb-silva.de) mediante Mothur, con el objeto de detectar y
eliminar las secuencias que no correspondieron a la region blanco (region V1-V3
del gen). Luego de esto, se fusionaron las secuencias que se hallaron a menos de
2 sustituciones de secuencias mas abundantes con el fin de reducir atn mas los
posibles errores, y se identificaron y eliminaron las potenciales quimeras mediante
el algoritmo UCHIME implementado en Mothur.

2.4.2. Asignacién taxondémica

Gen 16S Las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas mediante secuenciacion
tradicional fueron analizadas en forma separada de aquellas obtenidas mediante
pirosecuenciaciéon para evitar potenciales problemas relacionados con diferencias
en la variabilidad e informacién taxonoémica de las regiones del gen determinadas
en cada caso (Wang et al., 2007; Liu et al., 2008). En primer lugar, se obtuvieron
distancias no corregidas (p) mediante el programa Mothur. Los gaps terminales
fueron ignorados mientras que los internos fueron ponderados como una tnica
mutacion independientemente de su largo con el objeto de evitar potenciales pro-
blemas debidos a errores en la determinacién de tractos homopoliméricos. Las
matrices obtenidas se utilizaron para generar agrupamientos (clusters) de 97 %
de similitud mediante el método de unién al vecino promedio (average neighbor
linkage), y los datos obtenidos fueron procesados con el comando make.shared de
Mothur utilizando los parametros default. Las secuencias representativas de cada
OTU fueron generadas con el comando get.oturep de Mothur el cual, para cada
OTU, identifica la secuencia que presenta la minima distancia al resto de las se-
cuencias incluidas en el mismo. Se obtuvieron 250 OTUs correspondiendo a 1997
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pirosecuencias de alta calidad (177 OTUs) y 241 secuencias Sanger (73 OTUs)
también de alta calidad. Las asignaciones taxon6micas propiamente dichas fueron
realizadas mediante la version del clasificador naive bayesiano de Wang (WNBC,
del inglés Wang’s Naive Bayesian Classifier) (Wang et al., 2007) implementada
en el programa Mothur con un valor de cutoff de 80 % de probabilidad posterior.
Como dataset de referencia para el WNBC se utilizo la base de datos SILVA, la
cual fue descargada localmente.

Gen 18S Las secuencias del gen 18S fueron clasificadas en primera instancia
mediante comparaciones con GenBank con el programa BLAST. A cada secuencia
se le asigno la taxonomia de la secuencia de GenBank que presento el mayor escore
en los anélisis mediante BLAST. Ademas, se realizaron anélisis filogenéticos y
mediante Parsimonia Estadistica (seccion 2.4.3).

ADN polimerasa viral Las secuencias de la polimerasa viral de virus de la fa-
milia Phycodnaviridae fueron identificadas mediante BLAST y anélisis filogenético
como se describe en la seccién 3.

2.4.3. Analisis evolutivos

Alineamiento Los alineamientos de secuencias fueron obtenidos mediante el
programa MAFFT (Katoh et al., 2002). En general se utilizo la opcion L-INS-i
del programa, salvo en los casos en que se especifica lo contrario. Los alineamentos
obtenidos se analizaron mediante los programas graficos ClustalX (Larkin et al.,
2007) y Jalview (Waterhouse et al., 2009) y el paquete de R ips (Heibl, 2014).

Inferencia de arboles La inferencia de arboles mediante Maxima Verosimilitud
(Mazimum Likelihood) se realizo con los programas FastTree (Price et al., 2009)
o PhyML (Guindon et al., 2010). El primero se utilizo6 para analizar las matrices
grandes (més de ~ 150 secuencias). FastTree ajusta la intensidad de las busquedas
de manera automética realizando 4xlog2(N) ciclos de busqueda mediante inter-
cambio de vecinos méas cercanos (NNI) y 2 rondas de poda e injerto de subarboles
(SPR) utilizando el criterio de evolucion minima, y luego 2xlog(N) ciclos de opti-
mizacion del valor de verosimilitud (Likelihood) mediante SPR, donde N es el nii-
mero de terminales del arbol. Los parametros utilizados para los analisis mediante
PhyML se detallan en cada caso particular. El soporte de ramas se obtuvo median-
te bootstrap (PhyML) o soporte local basado en el test de Shimodaira-Hasegawa
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(FastTree). Los modelos evolutivos fueron inferidos mediante MrAIC (Nylander,
2004) o se utilizaron modelos soportados por bibliografia, segin se indica en cada
paso particular.

Anailisis de arboles Los arboles filogenéticos obtenidos fueron visualizados me-
diante los programas Dendroscope (Huson y Scornavacca, 2012) y FigTree! y ana-
lizados mediante el paquete ape (Paradis, 2012) del entorno estadistico R (R Core
Team, 2016) y la suite de programas Newick Utilities (Junier y Zdobnov, 2010).

Diferenciacion genética Los anélisis de similitud entre secuencias y grupos
de secuencias se realizaron como se describe en los trabajos de Rodriguez et al.
(2009) y Shin et al. (2010). Brevemente, para un par de secuencias a y b, el ntimero
sustituciones de nucleotidos o aminoécidos (D) se obtiene de la siguiente manera:

Dy = Z Flai, b;) (2.2)

donde P es el niimero de posiciones alineadas, y f(a;, b;) se obtiene segin la
ecuacion:
0 si a, =0

F(a/ubz> =
1 si a, #0,

Las comparaciones dentro de los clusters se promediaron por el nimero de com-
paraciones de secuencias realizadas en cada caso.

El grado de diferenciacion genética entre clados fue ponderado siguiendo line-
mientos propuestos por Salgado-Salazar et al. (2010) para el reconocimiento de
especies filogenéticas ( Phylogenetic Species Recognition, PSR). Brevemente, sea r;
el largo de la rama que separa al clado de interés del resto del arbol de maxi-
ma verosimilitud y R la mediana de todos los largos de rama del arbol. Luego la

relacién
i

E7
es un estimador de qué tan diferenciado esta el linaje de interés, i, en el marco de
la filogenia del grupo de estudio.

Thttp://tree.bio.ed.ac.uk /programa/figtree/
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Parsimonia estadistica (PE) La obtencion de networks mdediante PE (Tem-
pleton et al., 1992) fue realizada mediante el programa TCS (Clement et al., 2000)
bajo un limite de conexion de 95 %, el cual constituye un estandar en la implemen-
tacion del método que es cuantitativamente confiable en una variedad de grupos
y diversos marcadores moleculares (Hart y Sunday, 2007).

2.5. Aislamiento en cultivo

Las muestras de agua fueron sometidas a filtracion por impacto segin se des-
cribe al comienzo de la seccion en el punto 2.2 (pag. 31), salvo que luego del pasaje
por las membranas de 5 um el filtrado se sometioé a un tamizado mediante un filtro
de 1,2 ym de tamaifio de poro. Luego de ese punto el proceso se detuvo. Se tomaron
alicuotas de 30ml y las mismas fueron mezcladas con un volumen de medio Ke-
ller (Keller et al., 1987) suplementado con estreptomicina (10 ug/ml), ampicilina
(10 pg/ml) y kanamicina (20 pg/ml). La preparacion fue incubada en una cama-
ra de cultivo y se fueron realizando observaciones microscopicas y conteos de las
células de picoeucariotas mediante un hemocitometro cada cuatro dias. Cada vez
que las células alcanzaron una densidad de 20-30 x 10° células mL~!, los cultivos
fueron subcultivados en forma ascéptica mediante diluciéon 1:10 en medio fresco
suplementado.

2.6. Preparacion de bacterias competentes

Se utilizaron bacterias de la cepa Escherichia coli One Shot TOP 10 [F~ mcrA
A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (Strf) end A1 nupG X-]. A partir de una placa conteniendo colonias
aisladas, se repico una colonia en 10 ml de medio Luria-Bertani (LB; triptona 1 %,
extracto de levadura 0,5 %, NaCl 1%) y se incubd con agitacion (190-200 rpm)
a 37°C durante 10 horas en un bano termostatico. Luego se realiz6 una dilucion
1/100 del cultivo en medio fresco y se incub6 con agitacion (190-200 rpm) a 37°C
hasta alcanzar una DOs5¢ de 0,35-0,6. Este cultivo fue incubado en hielo durante
15 minutos y se centrifug6 a 1000 G durante 10 minutos en rotor oscilante (Gelec
G 1615). Posteriormente las bacterias fueron resuspendidas en 10 ml de buffer
RF1 (100mM CIK, 50 mM CI2Mn, 30 mM AcK pH 7,5, 10 mM Cl2Ca, 15%
glicerol), incubadas en hielo durante 15 minutos y centrifugadas a 1000 g durante
10 minutos. El pellet de bacterias se resuspendié en una solucion de buffer REF2
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(10 mM MOPS pH 6,8, 10 mM CIK, 10 mM C12Ca, 15% glicerol), se incubaron
en hielo durante 15 minutos e inmediatamente se almacenaron a -20°C.

2.7. Analisis estadisticos

Los andlisis de componentes principales (ACP) y de agrupamiento (AA) fueron
realizados mediante el programa PAST 2. Las distancias ecologicas fueron calcula-
das como diferencias absolutas entre los valores registrados para las dos variables
ambientales consideradas (temperatura y caudal). Con el objeto de eliminar posi-
bles efectos de escala, las variables fueron estandarizadas sustrayendo la media y
dividiendo por el desvio estdndar correspondientes. Para estimar las disimilitudes
entre las muestras se utilizaron distancias euclidianas. En el analisis de agrupa-
miento se utiliz6 el método aglomerativo de Ward, el cual agrupa las muestras de
forma tal de minimizar la varianza dentro de cada grupo (Murtagh y Legendre,
2014). Los analisis multivariados de regresion y correlacion se realizaron mediante
estimacion de modelos lineales en matrices de distancia (dbLM) (Lichstein, 2007)
v el test de Mantel de correlacion en matrices de distancia (Goslee, 2010) imple-
mentados en el paquete Ecodist (Goslee y Urban, 2007) del entorno estadistico R
(R Core Team, 2017). Tanto para el dbLM como en el test de Mantel se utilizaron
10.000 permutaciones para evaluar la significancia estadistica.

2https://folk.uio.no/ohammer /past /
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3. Resultados

3.1. AnaAlisis del bacterioplancton

Se generaron 241 secuencias de alta calidad de alrededor de 900 bases, de las
cuales 102 correspondieron a la muestra VER11, 71 a OTO11 y 68 a INV11.

Asimismo, se detectaron 33 secuencias del cloroplasto de células de Ostreococcus
sp. retenidas en el filtro de 0,22 ym. Las secuencias pudieron agruparse en 73 OTUs.
La pirosecuenciacion de la muestra PRI11 se realiz6 con una cobertura nominal de
3000. A partir de las correspondientes lecturas se realizé un control de calidad que
permitio generar 1997 secuencias de alta calidad. Las mismas pudieron agruparse
en 177 OTUs.

El analisis de las secuencias reveld un microbioma dominado por pocos grupos
taxondémicos, los cuales estuvieron acompanados por una plétora de grupos nu-
méricamente menos importantes. Estos resultados se resumen en las Figuras 3.1 y
3.2, las cuales ademas indican la frecuencia de cada OTU. Se observo una cantidad
importante (~13%) de OTUs no clasificables *.

IEn la subseccién 3.2 se presenta un analisis detallado de estas OTUs
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Figura 3.1: Arbol filogenético de OTUs correspondientes a los datos obtenidos me-
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de las ramas indican valores de bootstrap (n=100). La escala en el angulo inferior

izquierdo de la figura est& en sustituciones por posiciéon alineada.

52

AY. Calvo



FRECUENCIA

0woo77

' ' |
0w00z8 T T 1
16

" IFIavobacten'aIes 0 10 100 1000

U
100[f %" Sl

7 e—"%ss o I Oceanospirillales

001380

IR = 1 0CS116

Cuios Bdglloblbnonales

o «e=_Alteromonadales , Aegean-245
98 7 = Afmma T Methylophilales (Betaproteobacteria)

53 ouonss T KIB9A Clade
A

95 RHA
Oceanospirillales

00,0003

54

0129

00022 .
ﬂwsm I Sphlngomonadsales

0n0009

S SARI1

0u0001
0w0010

Guo17s

0w00%0
000119

0w000s

000063
0w

0w0074 00057
60, oo i -
o
oo a2 T OCS116
T Ow0171 ootz T
o -
74 B,
B
00029
0w0160 ouas
ouoon 010002
) oo Rhodobacterales

ono02s
0w0024
Gmlnss L]

oooem Acidimicrobiales

0u0020

00058 K

ouos2
o ¥ I

Ll owoizs e |v||3110cmO 04
=om Ricketsiales

onooks
0000%
0145 @

B Bacteria no clasificable

® proteobacteria no clasificable
A Gammaproteobacteria no clasificable
* Alphaproteobacteria no clasificable

0w0033
Ou0rs

e i 0.05

Figura 3.2: Arbol filogenético de OTUs correspondientes a secuencias del gen del
ARNr 16S obtenidas mediante pirosecuenciacion. Las barras en los terminales del
arbol indican la abundancia de cada OTU (ntimero de secuencias), segun se indica
en la escala ubicada en la parte superior de la figura. Los niimeros ubicados cerca
de las ramas indican valores de bootstrap (n=100). La escala en el angulo inferior
derecho de la figura esta en sustituciones por posiciéon alineada.
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Ninguna de las muestras estudiadas present6 secuencias de cianobacterias. Es-
tos resultados fueron corroborados mediante la deteccion molecular de estos micro-
organismos mediante PCRs especificas. LLas mismas resultaron positivos en algunas
muestras, aunque en varias de las mismas so6lo se observaron bandas relativamente
tenues (Fig. 3.3), posiblemente debido a una baja abundancia.

N N T
Mo L sS<S @ ozal@))
-
500 - @«
400"

Figura 3.3: Deteccion de cianobacterias mediante PCR en muestras tomadas con
una frecuencia aproximadamente mensual (E12, F12, M12, A12, J12, Agl2, S12,
N12 y D12). M marcador de peso molecular 1 Kb Plus donde se indican como
referencia las bandas de 400 y 500 pb (bandas 100, 200, 300, 400, 500, 650. 850,
1000, 1500, 2000-15000 pb), + control positivo, - control negativo. La flecha indica
la posicion de la banda correspondiente al ADN blanco.

Si bien los andlisis de las bibliotecas génicas del gen del ARNr 16S revelaron
que 3 taxa (Pelagibacterales, Rhodobacterales y Oceanospirillales) estuvieron pre-
sentes en forma abundante en todas las estaciones del ano, las proporciones de los
mismos fueron sustancialmente variables. Las Pelagibacterales (Clase Alphaproteo-
bacteria, Phylum Proteobacteria) representaron frecuencias de entre 13,1 % y 63 %.
Por su parte las Rhodobacterales (Clase Alphaproteobacteria, Phylum Proteobac-
teria) constituyeron entre el 8,6 y el 38,1% y las Oceanospirillales (Gammapro-
teobacteria, Phylum Proteobacteria) alcanzaron un maximo de 15,7 % y estuvieron
ausentes en una de las muestras. Estos resultados se encuentran resumidos en la
Tabla 3.1. Ademas, como puede apreciarse en la Figura 3.1, los grupos minoritarios
también presentaron fluctuaciones.
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Tabla 3.1: Resumen del analisis de secuencias ambientales
del gen ARNr 16S y deteccion molecular de cianobacte-

rias.
MUESTRA VERI11 OTO11 INV11 PRI11 E12 F12 M12 Al2 J12 Agl2  S12 N12 D12
Picoalgas! 303% 2.8% 0% 0% NA?2 NA NA NA NA NA NA NA NA

Pelagibacterales 13,1% 514% 285% 63% NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Rhodobacterales 32,3% 86% 381% 20,3% NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Acidimicrobiales 7.1% 1%  16% 01% NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Oceanospirillales 0% 15,7% 149% 9% NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Otros® 172% 205% 169% 7,6% NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cyanobacteria®  + - - - + + - - - - - - +

! Proporcion de secuencias del gen del ARNr 16S correspondientes a la Clase Mamiellophyceae (secuencias de cloroplastos).
2 No Aplicable.

3 Frecuencias que presentaron el conjunto de secuencias correspondientes a Bacillales, Flavobacteriales, Xantomonada-
les, Oceanospirillales, SAR86, OCS116, Rhizobiales, SAR116 y otros Rickettsiales, MB11C04, Flavobacteriales, Bdellobi-
brionales, Alteromonadales, Aegean-245, Methylophilales, KI89A, SAR406, Sphingomonadales y Gracilibacteria (también
llamados BD1-5 y GN02) y grupos no clasificables.

1 Deteccion por PCR a partir de células inmovilizadas mediante filtraciéon por impacto; + positivo, - negativo.




Anilsis mediante DGGE. Con el objeto de estudiar las fluctuaciones de la
diversidad en una escala temporal menor se realizaron anélisis mediante DGGE de
muestras tomadas con una frecuencia aproximadamente mensual (muestras E12,
F12, M12, A12, J12, Agl2, S12, N12 y D12; Tabla 2.1, seccion 2.1).

Los resultados obtenidos indicaron que la composicion de la comunidad bac-
teriana de la zona de estudio puede variar sustancialmente entre algunos meses
(Fig. 3.4 A). Los electroferogramas de enero, febrero, marzo, abril y diciembre
presentaron entre dos y tres bandas principales (bandas A, B, C; Fig. 3.4 A) mas
2 bandas de baja intensidad en el caso de la muestra D12 (bandas D e I). Las
muestras de invierno y la de noviembre también presentaron la banda A, aunque
en menor intensidad, mientras que la banda B solo se observé para la muestra
J12. Los electroferogramas correspondientes a los meses de julio, agosto, septiem-
bre y noviembre presentaron otras bandas (E, F, G, H y J), las cuales estuvieron
ausentes en el resto de las muestras.

Con el objeto de evaluar cuantitativamente estas similitudes y diferencias en-
tre los electroferogramas de las muestras, se obtuvieron ordenamientos de las mis-
mas mediante andlisis de los componentes principales (ACP) y de agrupamiento
(AA), ambos basados en distancias genéticas calculadas a partir de datos de pre-
sencia/intensidad de las bandas en los perfiles de DGGE. Dichos anélisis fueron
coincidentes con el andlisis visual de los electroferogramas; esto es, indicaron que
las bandas observadas en estos ultimos, particularmente las bandas A, B, F, J,
G y H, permiten agrupar las muestras en dos grupos principales: por un lado las
muestras E12, F12, M12, A12 y D12 y por otro las J12, Ag12, S12 y N12 (Fig. 3.4,
paneles D y E). El C1 explico un 75,6 % de la varianza, mientras que la proporcion
de la misma explicada por el C2 fue de 12,2 %.

El anélisis combinado de los perfiles de DGGE con datos de temperatura y cau-
dal del rio (los cuales presentan una importante variacion estacional), sugirié una
asociacion entre los cambios genéticos entre las muestras y estas variables ambien-
tales (u otros parametros estacionalmente variables). La presencia de las bandas
A y B fue aproximadamente coincidente con caudales bajos del rio y temperaturas
altas, mientras que el aumento del caudal y descenso de la temperatura fue coin-
cidente con la desapariciéon de dichas bandas y la emergencia de las bandas E, F,
G, Hy J (Fig. 3.4 paneles A, B y C). La banda C present6 un comportamiento
mas erratico, habiéndose detectado tanto en meses frios (agosto y julio) como a
fines de la primavera (Diciembre) y con caudales superiores e inferiores a la media
anual.

De manera interesante, los anélisis mediante ACP y AA (Fig. 3.4; paneles Dy E,

56 AY. Calvo



respectivamente) mostraron que las muestras de meses templados se agruparon por
un lado y las de meses frio por otro, lo cual también coincide aproximadamente con
momentos de bajo y alto caudal, respectivamente. El componente 1 (C1) del ACP
discriminé preferencialmente las muestras de los meses de mayor caudal (todos
ubicados en valores negativos del C1) de las correspondientes a los meses de menor
caudal (valores positivos de C1). El componente 2 mostro una correspondencia mas
marcada con la temperatura, aunque la muestra N12 qued6 muy separada del resto
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Figura 3.4: Leyenda en la pagina siguiente.
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Figura 3.4: Anélisis de la fluctuacion la diversidad del gen del ARNr 16S mediante
DGGE. El panel A muestra los electroferogramas de las 9 muestras colectadas para
este andlisis con una frecuencia aproximadamente mensual (E12, F12, M12, A12,
J12, Agl2, S12, N12 y D12). A la izquierda se encuentran indicadas las bandas. El
panel B indica el estado hidrologico del rio en los meses en los que se tomé cada
una de las muestras (puntos) y boxplots correspondientes a medidas historicas. El
caudal esta expresado en medidas no dimensionales (Materiales y Métodos). La
leyenda del eje x de los paneles B y C corresponde al indicado en el panel A. El
panel C muestra las temperaturas registradas en el agua superficial al momento
de la toma de las muestras. Los paneles D y E corresponden a los resultados del
anéalisis de los componentes principales (D) y de agrupamiento (E) de las muestras
en base a distancias genéticas calculadas a partir de los correspondientes electro-
ferogramas. La contribuciéon de cada banda al ordenamiento obtenido mediante
APC se representa mediante vectores (gris). Los vectores correspondientes a las
bandas C, D, E e I no se visualizan (son muy pequenos) ya que los mismos discri-
minan comparativamente poco con respecto al resto de las bandas. Los ntmeros
en el arbol corresponden a valores de bootstrap de cada una de las divisiones y
subdivisiones propuestas por el algoritmo; por ejemplo, el valor de 100 en la base
del arbol indica la confianza estadistica de la division en los grupos {F12, F12,
M12, A12, D12}y {J12, Ag12, S12, N12}.

de las muestras de los meses templados.

La relaciéon entre los electroferogramas de las muestras y el caudal y la tem-
peratura se estudié también mediante andlisis de regresion. En primer lugar, se
graficaron las distancias genéticas en funciéon de las distancias ecologicas obtenidas
a partir de los datos de temperatura y caudal por separado. Tal como sugirieron la
inspeccion directa de los datos y los anélisis multivariados, los graficos obtenidos
mostraron que ambas covariables se asocian con las distancias genéticas (Fig. 3.5).
Esta asociacion también es soportada por los resultados del modelado mediante
regresion parcial en matrices de distancia (dbLM) (Lichstein, 2007), los cuales se
muestran en la Tabla 3.2. El test parcial de Mantel (Goslee, 2010) también soportd
una correlacion significativa con el caudal (Tabla 3.3).
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Figura 3.5: Analisis grafico de las relaciones entre las distancias genéticas entre
las muestras y las correspondientes distancias ecoldgicas, calculadas a partir de
datos de temperatura del agua de mar y caudal del rio. Las lineas rojas y los
coeficientes corresponden a modelos de regresion simple en matrices de distancia
(dbLM) (Lichstein, 2007). Ver también analisis de regresion parcial en Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Modelo de regresion parcial en matrices de distancia (dbLM) (Lichs-
tein, 2007) para la relacion entre las distancias genéticas entre las muestras y las
correspondientes distancias ecologicas. Ver también Figura 3.5.

DGGE valor-p
o 5169.15  0.995
Temperatura (4;)  93.90  0.700
Caudal (53) 3727.19  0.012
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Tabla 3.3: Anélisis de regresion entre las distancias genéticas entre muestras men-
suales y la temperatura del agua (T) y el caudal del rio (C) mediante el test parcial
de Mantel (Goslee, 2010).
HyW IC 95 %2
R R<0 R>0 R=0 L.inf. L. sup.

C|T® 0.495 0.007 0.994 0.007 0.376  0.750

T|CW 0.082 0.346 0.655 0.712 -0.177 0.454
L Hipotesis nula.
2 Intervalo de confianza del 95 %. L. inf. limite inferior; L. sup. limite superior.
3 Relacion entre el perfil genético y el caudal, dada la temperatura.
4 Relacion entre el perfil genético y la temperatura, dado el caudal.

3.2. Secuencias locales no clasificables

En esta subseccién se describe el analisis detallado de las OTUs no clasificables
(uOTUs) detectadas en la zona de estudio. Se consideraron no clasificables a las
OTU que no pudieron asignarse a una categoria equivalente o inferior al rango
Orden mediante WNBC, con un valor de confianza igual o superior a 80%. El
interés se centr6 en identificar uOTUs que fueran similares a secuencias observa-
das en otras regiones del Mundo, ya que los taxa cosmopolitas tienen una mayor
probabilidad de representar grupos condicionalmente raros (Shade et al., 2014) y
ser importantes en ambientes fragmentarios (Sunagawa et al., 2010), ademas de
tener un mayor impacto potencial en la diversidad microbiana futura (Choi et al.,
2017; Shade et al., 2014).

Como primer aproximacion al problema, se implement6 una aproximacion fi-
logenética (a partir de aqui Analisis Filogenético Directo, AFD) consistente en
mapear la clasificacion obtenida mediante un clasificador automaético, el clasifica-
dor naive de Wang, sobre una filogenia de las OTUs clasificables y las uOTUs.

Por otro lado, las uOTUs fueron comparadas con secuencias disponibles en
GenBank utilizando el algoritmo BLAST de una forma personalizada de forma tal
que dicho algoritmo discrimine las secuencias ambientales de secuencias de material
cultivado y de material tipo.

Finalmente, la informacion derivada de ambos andlisis (i. e. AFD y BLAST
personalizado) fue utilizada para constuir un dataset conteniendo 6194 secuencias
de referencia, principalmente de material tipo, el cual fue combinado con las uO-
TUs con el objeto de intentar determinar a qué grupos podrian corresponder estas
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altimas.
La Figura 3.6 muestra un esquema del procedimiento completo.

Secuencias de alta calidad

OTUs 97%

Asignacion taxonomica

Clasificada \
l No clasificable

STOP

BLAST "Personalizado"

sin "hits" "hits" con secuencias /

l de otras reglones

STOP
Dataset de referencia

|

Analisis filogenético

Figura 3.6: Diagrama de flujo del anélisis realizado para estudiar las secuencias no
clasificables. OTU Unidad Taxonomica Operativa; BLAST Herramienta Bésica
de Busqueda de Alineamientos Locales (del inglés Basic Local Alignment Search
Tool); AFD Analisis Filogenético Directo (pag. 62)

El 13% de las OTU resultaron ser no clasificables. Como se menciond
brevemente en la seccion 3.1, de un total de 250 OTUs, 33 no pudieron clasificarse
(Tabla 3.4; pag. 71). Cuatro de ellas no pudieron clasificarse en ningtin Phylum co-
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nocido y seis fueron asignadas a Proteobacteria. Siete uOTUs no pudieron asignarse
a ningun taxon dentro de la clase Gammaproteobacteria, mientras que 16 de ellas
correspondieron a grupos desconocidos dentro de Alphaproteobacteria. No se obser-
varon diferencias significativas entre las proporciones de secuencias no clasificables
(uSEQs) observadas para los datos obtenidos mediante secuenciacion tradicional y
secuenciacion de alta performance (Tabla 3.5; pag. 73). Sin embargo, la proporcion
de OTUs Sanger no clasificables fue levemente menor que las correspondientes a
los datos de alta performance (SAP), posiblemente debido a la mayor resolucion
de la secuenciacion Sanger (las secuencias obtenidas mediante pirosecuenciacion
tienen entre 300 y 350 bases, mientras que las obtenidas mediante secuenciacién
Sanger tienen alrededor de 800 bases).

El AFD indicé posibles filiaciones de las uOTUs. Como se mencion6 bre-
vemente al comienzo de la seccién, la filiacion de las uOTUs fue reevaluada me-
diante analisis filogenético de las secuencias ambientales seguido del mapeo de la
clasificacion obtenida mediante WNBC (AFD, pag. 60).

El alineamiento de las secuencias previo al analisis filogenético fue realizado
en etapas y utilizando la informaciéon provista por la taxonomia de las secuencias
(clasificables) como guia. Dado que esto no se trata de un procedimiento estandar
sino que fue desarrollado en este estudio, el mismo es explicado en esta seccion.

El gen del ARNr 16S es particularmente dificil de alinear dada la profusion
que existe en el mismo de variaciones en la longitud de su secuencia. Ademaés, en
el presente estudio se buscod poder utilizar toda la evidencia disponible; es decir,
alinear las secuencias Sanger y las secuencias de material tipo con las lecturas
relativamente cortas obtenidas mediante SAP. Incluso mediante los métodos més
intensivos disponibles en el programa MAFFT |estrategias linsi y ginsi; (Katoh y
Standley, 2014)], no fue posible obtener un alineamiento directamente a partir de
las secuencias no alineadas. Por lo tanto, se utilizd6 una serie de herramientas dis-
ponibles en dicho programa las cuales permiten agregar las secuencias desalineadas
a un alineamiento de referencia previamente generado.

Como primer paso, se alinearon las secuencias Sanger mediante MAFFT utili-
zando el refinamiento iterativo basado en la suma pesada de los escores pareados y
escores de consistencia obtenidos a partir de alineamientos locales (Katoh y Stand-
ley, 2014). Las penalidades de apertura y extension de gap fueron fijadas en 0.1 para
reflejar la naturaleza variable del largo de las secuencias. El alineamiento obtenido
fue utilizado para obtener una filogenia preliminar mediante Maxima Verosimilitud
con el programa PhyML. Se realizaron 10 &rboles iniciales mediante secuencias de
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adicion al azar (RAS) seguidas de reordenamientos por medio de intercambio de
vecinos mas cercanos (NNI) y poda y reinjerto de ramas (SPR) (Guindon et al.,
2010). La filogenia obtenida que se observa en la Figura 3.1 (pag. 52) mostro que la
mayoria de los grupos identificados mediante el clasificador automético pudieron
ser recuperados. Sin embargo, las regiones hipervariables del gen resultaron estar
pobremente alineadas en comparacion con las regiones conservadas. Por lo tanto,
con el objeto de mejorar la asignacion de homologia primaria |sensu M. de Pinna
(1991)], se realizé6 un alineamiento en etapas en el cual cada taxén fue alineado
por separado para luego combinar los alineamientos parciales obtenidos mediante
MAFFT (opcion —addprofile). Esto se baso, por un lado, en que el analisis filoge-
nético preliminar resulto ser altamente congruente con la asignacion taxonoémica,
indicando que la segunda puede ser ttil para reemplazar (o complementar) el/los
arbol guia estdndar del proceso de alineamiento dinamico. En segundo lugar, el
alineamiento de cada tax6on por separado es menos complejo que el alineamiento
de todos ellos en un tnico paso ya que la divergencia en el largo de las secuencias
dentro de cada grupo bacteriano es mucho menor que las diferencias de largo ob-
servadas entre todos los grupos de bacterias. Una vez generado el alineamiento de
referencia, las secuencias representativas de las uOTUs fueron agregadas al mismo
utilizando la opcién —seed del programa MAFFT y se procedi6 a realizar el AFD.

De forma interesante, el analisis indic6 que algunas de las uOTUs podrian per-
tenecer a, o estar relacionadas con, grupos conocidos. Las uOTUs 0081, 0098, 0136,
0147 and 0165 se agruparon dentro del clado SAR11, el cual ademés presenté un
soporte relativamente elevado (Fig. 3.7 a). Dos uOTUs, (0022 y 0138) resultaron
estar distantemente relacionadas con el clado SAR406 del 6rden Deferribacterales
(Marinimicrobia) (Fig. 3.7 b). De manera similar, la uOTU 0170 se relacioné con
secuencias clasificadas como Gracilibacteria (Fig. 3.7 b). Tres uOTUs formaron
un grupo monofilético con secuencias clasificadas como Flavobacteriales, OCS116
(Rhodobacterales) y SAR86 (Oceanospirillales) (uOTUs 0159, 0067 y 050, respecti-
vamente; Fig. 3.7 a). Varias uOTUs se agruparon con secuencias correspondientes
a Oceanospirillales (Fig. 3.7 a). De manera similar, muchas uOTUs se localizaron
en el arbol cerca de las secuencias correspondientes a Rickeltsiales y Rhodobac-
terales (Fig. 3.7 a). Dos uOTUs (0103 y 0146) no formaron agrupamientos con
ningtin grupo descripto y resultaron ser muy divergentes respecto al resto de las
secuencias (Fig. 3.7 a, ¢). Estos resultados se resumen en la Tabla 3.4 (columna
AFD).
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Figura 3.7: Anélisis de las OTU no clasificables mediante AFD. El panel a muestra un arbol filogenético de las secuencias ambientales
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en los paneles b y ¢ son sustituciones por posicion alineada.




Las uOTUs locales fueron similares a uSEQs de locaciones remotas. Co-
mo se menciono brevemente al comienzo de la seccion, las uOTUs fueron compa-
radas con secuencias existentes en (GenbBank con el objeto de detectar similitudes
con secuencias no clasificables (uUSEQs) de otras regiones del Mundo. Esto, ademas,
permiti6é evaluar la potencial existencia de similitudes con taxa no representados
entre las secuencias utilizadas en el AFD. Se realizaron comparaciones contra la
base de datos completa y con los subconjuntos de la misma correspondientes a
organismos cultivados y a ejemplares tipo (Federhen, 2015).

Las posibles relaciones taxonémicas sugeridas por los anélisis mediante BLAST
se resumen en la Tabla 3.4 y se presentan en detalle en las Tablas 3.6, 3.7 y 3.8.
Estos anélisis, ademaés, revelaron que 8 de las uOTUs locales son muy similares a
secuencias de sitios remotos (Fig. 3.8, Tabla 3.9; pag 80). La uOTU 0022 presentd
un 100 % de similitud con a uSEQ de California y del 99 % con una secuencia de un
aislamiento obtenido en el estuario del rio Jiulong (China). Esta uOTU también
presenté similitudes superiores a 97 % con una gran cantidad de secuencias de otras
regiones del Mundo (ver Tabla 3.9). Las uOTUs 0078 y 0081 resultaron ser muy
similares a secuencias amplificadas en fiordos de Noruega y la isla de Vancouver
(Canad4), respectivamente. Ademas, la uOTU 0081 presenté una alta similitud
con una secuencia obtenida en la region subartica del océano Pacifico. Las uOTUs
0136 y 0138 presentaron una similitud de 97 % con secuencias del norte del Pacifico
y Australia, respectivamente. Las uOTUs 0127 y 0148 fueron muy similares a
secuencias de aislamientos del golfo de Maine clasificadas como Alphaproteobacteria
y con 65 secuencias ambientales de diversos origenes. La uOTU 0170 mostr6é una
similitud del 97 % con secuencias ambientales de Italia.
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Figura 3.8: Mapa que muestra las locaciones de secuencias de otras regiones del
Mundo que presentaron similitudes > 97 % con las uOTUs de la region de Bahia
Engano. Ver también Tabla 3.9.

Las similitudes con material tipo fueron muy concordantes con el AFD.
Como se esperaba, la similitud de las secuencias de las uOTU locales con respecto
a las secuencias provenientes de material tipo fue bastante baja. Sin embargo,
se observdé una muy buena concordancia con los resultados obtenidos mediante
AFD. Por ejemplo, tanto el AFD como los BLAST contra secuencias cultivadas
y material tipo indicaron una potencial relacion de la uOTU 0058 con el Orden
Rhodobacterales (Tabla 3.10).

Las uSEQs cosmopolitas podrian pertenecer a linajes desconocidos de
Alphaproteobacteria y Gracilibacteria. Como se detalla mas arriba, el AFD
sugirio potenciales relaciones entre las uOTU cosmopolitas (Tabla 3.9) y varios
grupos de la Clase Alphaproteobacteria y los Phyla Gracilibacteria, Verrucomicro-
bia y Marinimicrobia. En base a dichos resultados, las secuencias de las uOTU y
las uSEQs de otras partes del mundo, fueron analizadas filogenéticamente en el
marco de 6194 secuencias de referencia pertenecientes a dichos taxa. La finalidad
de este procedimiento fue, por un lado, averiguar si las secuencias no clasifica-
bles presentan relaciones estrechas con algin grupo conocido, no detectadas por
la clasificacion automaética. Por otro lado, se buscd determinar si cada grupo de
secuencias cosmopolitas similares (e.g. la uOTU 0022 y las 159 secuencias de otras
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regiones del mundo; Tabla 3.9, pag. 80) consisten en grupos monofiléticos, lo cual
indicaria que corresponden a potenciales taxa no descriptos.

A continuacion se detalla la forma en que se compild el dataset de referen-
cia. Para simplificar la presentacion de los resultados, se categorizara a las uO-
TU cosmopolitas en cuatro categorias: simil-SAR11, simil-Rhodobacterales, simil-
Rickettsiales y Clado-b. Las uOTU simil-SAR11 comprenden aquellas uOTU que
se agruparon con secuencias del clado SAR11 en el analisis mediante AFD y re-
sultaron ser similares a secuencias provenientes de material tipo de dicho grupo
(0081 y 0136; Fig. 3.7 a; Tablas 3.4 y 3.8, pp. 71 y 78, respectivamente). El gru-
po simil-Rhodobacterales incluye la uOTU 0078, la cual se agrup6 con secuencias
correspondientes al érden Rhodobacterales (Fig. 3.7 a). Las simil-Rickettsiales in-
cluyen a las uOTUs que agruparon junto a secuencias clasificadas como Ricketsiales
(uOTUs 0148 y 0127 Fig. 3.7 a). Finalmente, el Clado-b incluye las uOTUs 0022,
0138 y 0170, las cuales se agruparon en una rama del &rbol conteniendo OTUs
de la clase Alphaproteobacteria (BD1-14 clade y Sphingomonadales) y los phyla
Deferribacteres, Verrucomicrobia (MB11C04) y Gracilibacteria (Fig. 3.7 b).

Estudios previos han indicado que los 6rdenes Rhodobacterales y Rickettsiales y
las SAR11 se agrupan consistentemente en un clado dentro de Alphaproteobacteria
que también alberga los 6rdenes Holosporales, Rhodospirillales, Sphingomonadales,
Rhizobiales y Caulobacterales (Ferla et al., 2013; Lee, 2005). Ferla y colaboradores
(Ferla et al., 2013) han propuesto dividir dicho clado en dos subclases llamadas
Rickettsidae (Rickettsiales + SAR11 o Pelagibacterales) y Caulobacteridae (Holos-
porales + Rhodospirillales + Sphingomonadales + Rhizobiales + Rhodobacterales
+ Caulobacterales). Por lo tanto se decidié incluir miembros respresentativos de
ambas subclases en el dataset de referencia, asi como representantes de una tercer
subclase, Magnetoocccidae, también propuesta por Ferla y colaboradores (Ferla et
al., 2013).

Como ya se ha explicado, el Clado-b incluye OTUs asignadas a los phyla Ma-
rinimicrobia, Deferribacteres, Verrucomicrobia y Gracilibacteria (Fig. 3.7), por lo
cual también se incluyeron secuencias de referencia de dichos grupos. También se
incluyeron secuencias de referencia de los phyla Crenarchaeota, Furyarchaeota y
Thaumarchaeota, las cuales fueron utilizadas para enraizar el arbol. Las secuen-
cias de referencia (n—6194) fueron obtenidas de la base de datos GenBank. Solo
se utilizaron secuencias provenientes de microorganismos cultivados y, en todos los
casos en que estuvieron disponibles, s6lo aquellas correspondientes a material tipo.

Las secuencias de referencia junto con las uOTU locales y las uSEQs de otras
regiones del Mundo (Tabla 3.9, pag. 80) fueron alineadas mediante la estrategia
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taxon6émicamente guiada descripta en la pagina 62. Se comenz6 alineando las se-
cuencias de cada familia en forma individual. Los alineamientos de cada familia
fueron combinados para obtener alineamientos correspondientes a cada orden in-
cluido en el dataset de referencia. Luego se obtuvieron alineamientos para cada
clase y asi sucesivamente para obtener un alineamiento de Bacteria con el grupo
externo. Las secuencias correspondientes a las uOTU y las uSEQ de otras regio-
nes del Mundo fueron agregadas a los alineamientos de referencia utilizando las
subrutinas —addfragments o —seed, dependiendo de la calidad de los alineamientos
obtenidos en cada caso, los que fueron analizados mediante Jalview. El alineamien-
to obtenido (6439 secuencias) present6 3482 posiciones de las cuales 2370 fueron
potencialmente informativas, segin se determiné con el paquete de R ips (Heibl,
2014).

La inferencia filogenética se realizd mediante el programa FuastTree bajo el mo-
delo GTR + CAT (Ferla et al., 2013). La Figura 3.9 muestra una version simplifi-
cada del arbol obtenido. El arbol que se muestra en la figura fue obtenido mediante
el condensado de varios de los grupos monofiléticos presentes en el arbol obtenido
mediante FastTree. Como puede apreciarse, se recuper6 la mayor parte de los taxa
incluidos en el dataset de referencia. Las tinicas excepciones fueron los érdenes
Rhodospirillales, Rhizobiales y Rhodobacterales. Los Rhodospirillales se agruparon
en un unico clado conteniendo a la especie Terasakiella pusilla y varias especies
de Reseospirillum, que actualmente se clasifican en las familias Methylocystaceae
y Rhodobiaceae, respectivamente, del orden Rhizobiales. El clado conteniendo el
resto de los Rhizobiales también incluyé secuencais del género Ahrensia, el cual
se clasifica en la familia Rhodobacteraceae (Rhodobacterales). Cabe destacar que
el arbol obtenido es consistente con la division de Alphaproteobacteria en las 3
subclases propuestas por Ferla y colaboradores (Ferla et al., 2013).

El analisis mostro que la uOTU 0078 y dos secuencias provenientes de Noruega
(Tabla 3.9, pag. 80), posiblemente pueda incluirse en el orden Rhodobacterales,
consistentemente con lo sugerido por el AFD (Fig. 3.7). Asi mismo, indic6 que
las uOTUs 0127 y 0148 se encuentran estrechamente emparentadas con el orden
Rickettsiales, junto a 66 secuencias de varios puntos remotos del planeta como la
Bahia de San Diego, el Mar Adriatico, la Bahia Jiaozhou, la Isla de Vancouver
y la Ria de Aveiro, entre muchos otros (ver detalles en Tabla 3.9). Las simil-
Rhodobacterales junto a dos uSEQs obtenidas en un fiordo de Noruega (Newbold
et al., 2012) se agruparon en el clado principal del orden Rhodobacterales (1030
secuencias). Las simil-SAR11 y dos uSEQs obtenidas en el Océano Pacifico (Allers
et al., 2013) y en la isla de Vancouver (Walsh et al., 2009) se ubicaron como grupo
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Archaea - 1761 terminales
Gracilibacteria - 20 terminales
Gracilibacteria - 13 terminales
Gracilibacteria - 6 terminales
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Verrucomicrobia - 74 terminales
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Marinimicrobia - 85 terminales
- Magnetococcidae - 2 terminales

Test H-S
1
uOTU 0022
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Clade I SAR11 - 14 terminales
- Clade II SAR11 - 7 terminales
- Clade III SAR11 - 3 terminales
Clade IV SAR11 - 3 terminales
uOTU 0136
uOTU 0081
Rickettsiaceae - 68 terminales
- Anaplasmataceae - 23 terminales )
Candidatus Midichloriaceae - 78 terminales
- uOTU 0138
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Holosporales - 24 terminales
- Caulobacterales - 152 terminales

- Rh + T + Ro - 751 terminales

- Sﬁhm omonadales - 588 terminales )

- Rhizobiales + Ahrensia spp. - 1468 terminales
- Rhodobacterales - 51 terminales
Rhodobacterales - 979 terminales

uOTU 0078
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Figura 3.9: Arbol filogenético de 6194 secuencias de referencia y 244 secuencias
locales y de otras regiones correspondientes a linajes desconocidos. Las secuencias
correspondientes a las uOTU locales se destacan en color rojo y las secuencias de
linajes desconocidos de otras partes del Mundo en azul. Los colores asignados a los
nodos del arbol corresponden a soportes de H-S segtin la escala vertical localizada
a la izquierda de la figura. La escala ubicada debajo del arbol corresponde a un
largo de rama equivalente a 0.2 sustituciones por posicion alineada. Muchos grupos
monofiléticos fueron condensados para permitir la demostracion grafica del arbol.
En dichos casos, el niimero de terminales colapsados se indica en el nombre de
correspondiente terminal. Rh + T + Ro: Rhodospirillales + Terasekiella pusilla +
Roseospirillum sp.
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hermano del clado SARLL. Una de las uOTU del Clado b (uOTU 0170) junto a
dos uSEQs similares provenientes de Italia (Mancuso et al., 2016), se ubicaron
en el clado correspondiente a Gracilibacteria El resto del mismo se agrup6 con
las Alphaproteobacteria. La uOTU 0138 y 4 uSEQs del golfo de Finlandia (Laas
et al., 2016) y dos de Austria (Scherr et al., 2016) y Sydney se ubicaron como
grupo hermano de la familia Candidatus Midichloriaceae del orden Rickettsiales.
La uOTU 0022 y 159 secuencias de diversos puntos del planeta constituyeron un
clado separado de las tres subclases de Alphaproteobacteria propuestas por Ferla
y colaboradores (Ferla et al., 2013).

En concordancia con el AFD, el analisis filogenético en el marco de secuencias
de referencia indic6 que la uOTU 0078 junto a las uSEQs similares de otras regiones
(Tabla 3.9) podria corresponder a un linaje divergente de Rhodobacterales y que
las uOTUs 0127 y 0148, junto a 66 sequencias de varios lugares del Mundo (Tabla
3.9) podrian pertenecer a una familia divergente dentro del orden Rickettsiales.
Ademas, también pudo corroborarse que las uOTUs 0136 y 0081 junto a dos uSEQs
de la isla de Vancouver y el noreste del Océno Pacifico se relacionan estrechamente
con el clado SAR11. La uOTU 0138 y seis uSEQs del resto del Mundo se agruparon
en una rama larga relativamente cerca de la familia Candidatus Midichloriaceae
(Rickettsiales). Interesantemente, la uOTU 0022 y 159 uSEQs provenientes de
diversos puntos geograficos remotos alrededor del Mundo, se ubicaron en un clado
divergente dentro de la clase Alphaproteobacteria, claramente separado de las 3
subclases propuestas por Ferla y colaboradores (Ferla et al., 2013). La uOTU 0170 y
dos uSEQs obtenidas de bacterias marinas epifitas provenientes de Italia (Mancuso
et al., 2016) se agruparon en un clado divergente dentro de Gracilibacteria.
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Tabla 3.4: Unidades taxonomicas operativas no clasifi-
cables (uOTUs) y resumen de los andlisis de las mismas
mediante AFD y BLAST.

uOTU WNBC! AFD? BLAST? Taxon? % Identidad
034 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales ~ JN591806.1 Clado PS1 93 %
043 Proteobacteria Rhodobacterales  EU802859.1 Bacteria 90 %
050  Gammaproteobacteria SARS6 EU802840.1 Bacteria 91 %
0022 Bacteria Deferribacterales  JQ199557.1 Bacteria 100 %
0058 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  EU799247.1 Bacteria 94 %
0067 Alphaproteobacteria OCS116 JN591913.1 Clado PS1 94 %
0076  Gammaproteobacteria Oceanospirillales FR686176.1 Bacteria 96 %
0078 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  FR685064.1 Bacteria 99 %
0081 Alphaproteobacteria SARI11 GQ346819.1 Alphaproteobacteria 97 %
0098 Alphaproteobacteria SAR11 EU802479.1 Bacteria 95 %
0099 Gammaproteobacteria Oceanospirillales  GU234924.1 Bacteria 96 %
0101 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  FR683303.1 Bacteria 93 %
0102  Gammaproteobacteria Oceanospirillales  KX935466.1 Bacteria 95 %
0103  Gammaproteobacteria - HQ163109.1 Gammaproteobacteria 95 %
0105 Proteobacteria Oceanospirillales  FR684004.1 Bacteria 93 %
0112 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  DQ234144.2 Rhodobacteraceae 92%
0113 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  EU799247.1 Bacteria 95 %
0118 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales — FJ825915.1 Bacteria 93 %
0127 Alphaproteobacteria Ricketsiales JF488534.1 Alphaproteobacteria 98 %
0128 Gammaproteobacteria Oceanospirillales  J(Q269288.1 Bacteria 92 %
0135 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales  FR685064.1 Bacteria 96 %
0136  Alphaproteobacteria SARI11 HQ672177.1 Bacteria 97 %
0138 Bacteria Deferribacterales KU034616.1 Bacteria 97 %
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Tabla 3.4: (Continuacion)

uOTU WNBCH! AFD? BLAST? Taxon* % Identidad
0145 Proteobacteria Ricketsiales EU802860.1 Bacteria 90 %
0146 Proteobacteria - JN986470.1 Bacteria 96 %
0147  Alphaproteobacteria SARI11 NR_074224.1 SARI11 95 %
0148 Alphaproteobacteria Ricketsiales JF488580.1 Alphaproteobacteria 98 %
0155 Proteobacteria Oceanospirillales  HQ163230.1 Actinobacteria 94 %
0159 Bacteria Flavobacteriales  KC336640.1 Bacteria 89 %
0165 Proteobacteria SARI1 NR_074224.1 SARI11 95 %
0168 Gammaproteobacteria Oceanospirillales  JQ269279.1 Bacteria 94 %
0170 Bacteria Gracilibacteria KU688616.1 Bacteria 97 %
0176 Alphaproteobacteria Ricketsiales JQ199248.1 Bacteria 93 %

! Asignacion mediante clasificador naive bayesiano de Wang (cutoff de 80 %).

2 Taxon mas cercano segtin el analisis filogenético.

3 Numero de acceso de la secuencia con el escore de BLAST mas alto en GenBank.

4 Taxonomia anotada en la secuencia con el escore de BLAST maés alto en GenBank.




Tabla 3.5: Numero de secuencias y OTUs clasificables y no clasificables en datos
generados mediante secuenciacion Sanger y de alta performance (SAP).

OTUs Secuencias
Sanger SAP Sanger SAP
Clasificable 70 147 238 1960
No Clasificable 3 (4.1%)" 30 (16.9%)" 3 (0.8%) 37 (1.8%)
Total 73 177 241 1997

“p = 0.01169; Test y2 de Pearson.
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Tabla 3.6: Comparacion de las uOTU patagonicas con
secuencias presentes en GenBank.

uOTU  Blast hit Taxon! % Identidad? Fuente? Origen*

034 JN591806.1 Clado PS1 93 % Agua de Mar Puget Sound
043 EU802859.1 Bacteria 90 % Agua de Mar Panama

050 EU802840.1 Bacteria 91 % Agua de Mar Panama
0022 JQ199557.1 Bacteria 100 % Agua de Mar California
0058  EUT99247.1 Bacteria 94 % Zona de Mezcla (estuario) Newport
0067 JN591913.1 Clado PS1 94 % Agua de Mar Puget Sound
0076 FR686176.1 Bacteria 96 % Fiordo Noruega
0078 FR685064.1 Bacteria 99 % Fiordo Noruega
0081 GQ346819.1  Alphaproteobacteria 97 % Fiordo Isla de Vancouver
0098 EU802479.1 Bacteria 95 % Agua de Mar Panama
0099 GU234924.1 Bacteria 96 % Agua de Mar Antartida
0101 FR683303.1 Bacteria 93 % Fiordo Noruega
0102 KT906757.1 Bacteria 95 % Agua de Mar Bahia Monterrey
0103 HQ163109.1 Gammaproteobacteria 95 % Agua de Mar Isla de Vancouver
0105 FR684004.1 Bacteria 93 % Fiordo Noruega
0112 DQ234144.2 Rhodobacteraceae 92 % Estuario China

0113  EU799247.1 Bacteria 95 % Zona de Mezcla (estuario) Newport
0118 FJ825915.1 Bacteria 93 % Agua de Mar Mar Amarillo
0127 JN986397.1 Bacteria 95 % Agua de Mar Giro del Pacifico Sur
0128 J(Q269288.1 Bacteria 92 % Estuario China

0135 FR685064.1 Bacteria 96 % Fiordo Noruega
0136 HQ672177.1 Bacteria 97 % Agua de Mar Pacifico Norte
0138 KU034616.1 Bacteria 97 % Acuifero subterraneo Austria
0145  EU802860.1 Bacteria 90 % Agua de Mar Panamé




Tabla 3.6: (Continuacion)

uOTU  Blast hit Taxon' % Identidad? Fuente? Origen*
0146 JN986470.1 Bacteria 96 % Agua de Mar Pacifico Sur
0147 F'N435574.1 Bacteria 95 % Agua de Mar Mallorca
0148  KX933169.1 Bacteria 97 % Agua de Mar California
0155 HQ163230.1 Actinobacteria 94 % Agua de Mar Isla de Vancouver
0159 K(C336640.1 Bacteria 89 % Agua de Mar ND

0165 FJ529365.1  Alphaproteobacteria 93 % Reef sponge Caribbean Sea
0168 HQ241956.1 Bacteria 96 % Agua de Mar Pacifico Nor Este
0170  KU688616.1 Bacteria 97 % Algas Italia

0176 JQ199248.1 Bacteria 93 % Agua de Mar California
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! Clasificacion anotada en la base de datos.

2 Porcentaje de similitud con la secuencia de mayor escore de GenBank.
3 Material muestreado.

4 Origen geografico.
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Tabla 3.7: Comparacion de las uOTU patagonicas con

secuencias presentes en GenBank provenientes de micro-

organismos cultivados.

uOTU  BLAST hit Taxon! % Identidad? Fuente? Origen*
034 KM273259.1 Rhizobiales 92 % Intestino de calamar ND

043 KR003320.1 Bacteria 85 % Agua de Mar Francia
050 JQ269288.1 Bacteria 88 % Estuario China
0022 J(Q269283.1 Bacteria 99 % Estuario China
0058 JX624253.1 Rhodobacterales 92 % Tierra ganada Corea
0067 HQ675302.1 Alphaproteobacteria 91 % Agua de Mar Hawai
0076 HQ675262.1 Oceanospirillales 94 % Agua de Mar Hawai
0078 EU346504.1 Bacteria 96 % Esponja marina California
0081 JX438790.1 Alphaproteobacteria 95 % Agua de Mar Pacifico occidental
0098 LN850157.1 SARI11 90 % Agua de Mar Mar Rojo
0099 HQ675262.1 Oceanospirillales 94 % Agua de Mar Hawai
0101 KU725768.1 Rhodobacterales 92 % Algas ND

0102 HQ675262.1 Oceanospirillales 94 % Agua de Mar Hawai
0103 KJ491976.1 Bacteria 91 % Agua de Mar Corea
0105 JQ269279.1 Bacteria 89 % Estuario China
0112 CP018572.1 Rhodobacterales 92 % Agua de Mar Taiwan
0113 FJ196061.1 Rhodobacterales 91 % Agua de Mar Antartida
0118 KJ492127.1 Bacteria 91 % Agua de Mar Corea
0127 JF488534.1 Alphaproteobacteria 98 % Agua de Mar Golfo de Maine
0128 JQ269288.1 Bacteria 92 % Estuario China
0135 KJ492127.1 Bacteria 94 % Agua de Mar Corea
0136 KJ492216.1 Bacteria 95 % Agua de Mar Corea
0138 JF488542.1 Alphaproteobacteria 95 % Agua de Mar Golfo de Maine
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Tabla 3.7: (Continuacion)

uOTU  BLAST hit Taxon' % Identidad? Fuente? Origen?

0145 HQ675326.1 Alphaproteobacteria 88 % Agua de Mar Hawai

0146 KJ493944.1 Bacteria 88 % Agua de Mar Mar Rojo
0147 KJ492216.1 Bacteria 94 % Agua de Mar Corea

0148 JF488580.1 Alphaproteobacteria 98 % Agua de Mar Golfo de Maine
0155 CP010552.1  Candidatus Thioglobus 89 % Agua de Mar Isla de Vancouver
0159  NR_113854.1 Cytophagales 85 % ND ND

0165 JX439616.1 Alphaproteobacteria 91 % Agua de Mar Pacifico occidental
0168 JQ269279.1 Bacteria 94 % Estuario China

0170 CP011268.1 SR1 80 % Barro activado Dinamarca
0176 JX439497.1 Alphaproteobacteria 93 % Agua de Mar Pacifico occidental

I Clasificacion anotada en la base de datos.

2 Porcentaje de similitud con la secuencia de mayor escore de GenBank.

3 Fuente de la muestra.
* Origen geografico.
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Tabla 3.8: Comparacion de las uOTU patagonicas con

secuencias presentes en GenBank provenientes de mate-

rial tipo.
uOTU  BLAST hit Taxon! % Identidad? Fuente? Origen*
034 KM273259.1 Rhizobiales 92 % Intestino de calamar Corea
043 KT966463.1 Cellvibrionales 84 % Agua de Mar Taiwan
050 KMO017973.1  Gammaproteobacteria 85 % Sedimento de playa de marea Corea
0022 FJ858267.1  Micromonas chloroplast 89 % Agua de Mar Pacifico Sur
0058 NR 043271.1 Rhodobacterales 92 % Solar saltern Corea
0067 NR_ 109323 Rhodobacterales 89 % Sea squirt Corea
0076 AP012273.1 Gammaproteobacteria 86 % Hydrothermal vent Okinawa Trough
0078 NR 133962.1 Rhodobacterales 94 % Agua de Mar Japon
0081 NR_074224.1 SARI11 95 % Agua de Mar Mar de los Sargasos
0098 NR_074269.1 Rhizobiales 88 % Soil ND
0099 NR_041001.1 Cellvibrionales 89 % Sedimento de profundidad Japon
0101 NR_133962.1 Rhodobacterales 90 % Agua de Mar Japon
0102 KMO017973.1  Gammaproteobacteria 87 % Sedimento de playa de marea Corea
0103 NR_121684.1 Cellvibrionales 90 % Agua de Mar Germany
0105 NR_133962.1 Rhodobacterales 87 % Agua de Mar Japon
0112 KR185328.1 Rhodobacterales 92% Agua de Mar Corea
0113 NR_134070.1 Rhodobacterales 91 % Agua de Mar Corea
0118 NR 133962.1 Rhodobacterales 91 % Agua de Mar Japon
0127 KJ782430.2 Parvularculales 91 % Hypersaline lake China
0128 NR_041567.1 Oceanospirillales 88 % Whale carcasses Japon
0135 NR_133962.1 Rhodobacterales 92 % Agua de Mar Japon
0136 NR_074224.1 SARI11 95 % Agua de Mar Mar de los Sargasos
0138 CP010969.1 Ricketsiales 85 % Tick Russia
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Tabla 3.8: (Continuacion)

uOTU  BLAST hit Taxon! % Identidad? Fuente? Origen*

0145 NR_117412.1 Cellvibrionales 84 % Sand from seashore Corea

0146 NR_ 044243.1 Cellvibrionales 86 % Marine solar saltern Corea

0147 NR_074224.1 SARI11 95 % Agua de Mar Mar de los Sargasos
0148 CP012403.1 Rhodospirillales 89 % Sulfide spring Russia

0155 CP010552.1 Gammaproteobacteria 89 % Agua de Mar Isla de Vancouver
0159  NR_113854.1 Cytophagales 85 % ND ND

0165 NR _074224.1 SARI11 95 % Agua de Mar Mar de los Sargasos
0168 NR_044243.1 Cellvibrionales 86 % Marine solar saltern Corea

0170 NR_041633.1 Acidimicrobiales 8% Estuario sediment Japon

0176  NR_104756.1 Rhizobiales 88 % ND ND

! Clasificacion anotada en la base de datos.

2 Porcentaje de similitud con la secuencia de mayor escore de GenBank.
3 Fuente de la muestra.

4 Origen geografico.
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Tabla 3.9: Secuencias de otras regiones del Mundo que
presentaron similitudes significativas (> 97%) con las
uOTUs de la zona de estudio.

uOTU GI

Clasificacion

Origen

Referencia

0022

JQ195135.1, JQ195183.1, JQ195408.1,
JQ195795.1, JQ195800.1, JQ195880.1,
JQ195899.1, JQ196115.1, JQ196134.1,
JQ196139.1, JQ196143.1, JQ196401.1,
JQ196458.1, JQ196467.1, JQ196553.1,
JQ196580.1, JQ196597.1, JQ196599.1,
JQ196623.1, JQ196683.1, JQ196706.1,
JQ196734.1, JQ196826.1, JQ196916.1,
JQ197059.1, JQ197067.1, JQ197696.1,
JQ197826.1, JQ197851.1, JQ197961.1,
JQ197991.1, JQ198077.1, JQ198214.1,
JQ198301.1, JQ198399.1, JQ198413.1,
JQ198452.1, JQ198526.1, JQ199275.1,
JQ199296.1, JQ199360.1, JQ199370.1,
JQ199397.1, JQ199545.1, JQ199557.1,
JQ199863.1, JQ200035.1, JQ200190.1
KX935074.1, KX938295.1-KX938300.1
HQ241941.1, HQ242127.1,
HQ242190.1, 1Q242218.1, HQ242640.1
HQ427471.1, HQ427470.1

U09826.1

HQ836711.1

GU170776.1, GU170747.1

Bacteria

Eukaryota (plastido)
Cyanobacteria/Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bahia de San Diego

Bahia Monterrey
Pacifico Nor Este

San Diego

ND

Brazil

Golfo de México

(Bik et al., 2016)

(Choi et al., 2017)
ND

ND
ND
ND
(Olapade, 2010)
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Tabla 3.9: (Continuacion)

uOTU  GI Clasificacion Origen Referencia

GU200174.1, GU200167.1, Bacteria Brasil (de Castro et al.,

GU200446.1, GU200487.1, 2010)

GU200430.1, GU200238.1,

GU200623.1, GU200600.1,

GU200577.1, GU200607.1, GU200603.1

GU119870.1 Chloroplast Panamé (Sunagawa et al.,
2010)

GU061480.1, GU061834.1, Bacteria Mar de China (Zhang et al., 2011)

GU061828.1, GU061473.1,

GU061467.1, GU061463.1,

GU061462.1, GU061459.1,

GU061835.1, GU061486.1,

GU061481.1, GU061471.1,

GU061470.1, GU061460.1

GU184525.1 Bacteria Australia (Ceh et al., 2011)

KT856934.1, KT855650.1 Bacteria Golfo de Finlandia ND

K'T318649.1 Bacteria Golfo de México ND

KU578831.1 Bacteria Golfo de México ND

JX405718.1, JX406109.1, JX406123.1, Bacteria Bahia Zhanjiang ND

JX405857.1, JX405793.1, JX405907.1,

JX406129.1

KC197669.1 Bacteria Mar de los Sargasos (Sjostedt et al.,
2014)

AB294987.1 Bacteria Japon (Hirayama et al.,

2007)
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Tabla 3.9: (Continuacion)

uOTU  GI Clasificacion Origen Referencia

JF968597.1 Eukaryota Mar de los Sargasos ND

AF406501.1, AF406507.1 Prasinophyte Norte de Mar Egeo (Moeseneder et al.,
2005)

KF928825.1 Bacteria Antartida ND

KJ870962.1 Cyanobacteria Antartida (Michaud et al.,
2014)

AB974149.1, AB974153.1 Bacteria China Sea ND

AF001660.1 Eukaryota Costa de Oregon (Rappe et al., 1998)

AY628654.1, AY628655.1 Prasinophyceae Bahia Tillamook (Bernhard et al.,
2005)

AY663945.1 Eukaryota China Sea ND

EU236308.1 Bacteria California (Sipkema et al.,
2009)

EU258745.1, EU258747.1, EU258747.1, Bacteria Mar Amarillo ND

EU258748.1, EU259787.1, EU259794.1,

EU259802.1

EU394554.1, EU394571.1 Prasinophyceae Bahia de Biscay ND

FJ826218.1, FJ826315.1 Bacteria Mar Amarillo

FJ826247.1, FJ826264.1, FJ826280.1, FKEukaryota Mar Amarillo (Liu et al., 2013)

FJ826389.1, FJ826491.1

FJ875452.1, FJ875497.1 Bacteria California ND

GQ246247.1, GQ246281.1 Bacteria Mar Amarillo ND

HM134422.1, Eukaryote Mar de China ND

HM134442.1, HM134692.1 Bacteria Mar de China ND

HM225962.1, HM226488.1 Bacteria Brasil (Cury et al., 2011)
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Tabla 3.9: (Continuacion)

uOTU  GI Clasificacion Origen Referencia
HM437689.1 Bacteria China (Liu et al., 2011)
JQ269283.1, JQ269287.1 Bacteria China ND
KM461778.1, KM461843.1 Cyanobacteria Chile ND
KR268528.1, KR268930.1 Bacteria Sydney Harbour ND
LT169087.1, LT169825.1 Bacteria Mar del Norte (Lokmer y Mat-
hias Wegner, 2015)
0078 FR685064.1, FR683303.1 Bacteria Noruega (Newbold et al.,
2012)
0081 GQ346819.1 Alphaproteobacteria Isla de Vancouver (Walsh et al., 2009)
HQ672177.1 Bacteria Subartico del Pacifico  (Allers et al., 2013)
0127 JF488534.1, JF488513.1, JF488440.1, Alphaproteobacteria Golfo de Maine (Martinez-Garcia
JF488580.1, JF488510.1, JF488499.1, et al., 2012)
JF488497.1, JF488494.1
0136 HQ672177.1 Bacteria Subéartico del Pacifico  (Allers et al., 2013)
GQ346819.1 Alphaproteobacteria Isla de Vancouver (Walsh et al., 2009)
KT855771.1, KT857337.1, Bacteria Golfo de Finlandia (Laas et al., 2016)
0138 KT858738.1, KT857465.1
KR268928.1 Rickettsiales Sydney Harbour ND
KU034616.1 Bacteria Austria (Scherr et al., 2016)
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Tabla 3.9: (Continuacion)

uOTU  GI Clasificacion Origen Referencia

KX933013.1, KX933169.1, Bacteria Bahia Monterrey (Choti et al., 2017)

KX933407.1, KX933408.1,

KX934581.1, KX934584.1,

KX935622.1, KX935625.1

KJ094115.1 Bacteria ND ND

JQ195189.1, JQ196077.1, JQ196209.1, Bacteria Bahia de San Diego (Bik et al., 2016)

JQ197130.1, JQ197232.1, JQ197249.1,

JQ199838.1

HE863612.1 Bacteria Groenlandia ND

JX016138.1, JX016921.1, JX017087.1, Bacteria Helgoland (Teeling et al,

JX017131.1, JX017132.1 2012)

JX864168.1 Bacteria Mar Adriatico (Tinta et al., 2015)

JN591813.1-JN5H91816.1, JN591917.1, Rhodospirillales Puget Sound (Iverson et  al,

0148 JN591918.1 2012)

HQ242266.1 Alphaproteobacteria Pacifico Nor Este ND

HQ671860.1 Bacteria Subartico del Pacifico  (Allers et al., 2013)

HM226563.1 Bacteria Brazil (Cury et al., 2011)

HM802383.1 Alphaproteobacteria Isla Sapelo (Mou et al., 2011)

HM437421.1 Bacteria China (Liu et al., 2011)

FR684591.1 Bacteria Noruega (Newbold et al.,
2012)

GU460770.1 Bacteria Atlantico Sur (Morris et al.,
2010)

GQ350083.1, GQ350058.1, Alphaproteobacteria Isla de Vancouver (Walsh et al., 2009)

GQ349665.1, GQ348758.1
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Tabla 3.9: (Continuacion)

uOTU  GI Clasificacion Origen Referencia

FJ826263.1, FJ826475.1, FJ826160.1, Bacteria Mar Amarillo (Liu et al., 2013)

FJ826078.1

FJ745251.1, FJ745111.1 Alphaproteobacteria Isla Sapelo (Poretsky et al.,
2010)

EU394570.1 Alphaproteobacteria Bahia de Biscay ND

EU801601.1, EU801601.1, EU799325.1 Bacteria Bahia de Chesapeake (Shaw et al., 2008)

EU258753.1 Bacteria ND ND

EU131348.1 Alphaproteobacteria Noruega ND

AY627381.1 SARI11 Bahia Monterrey (Suzuki et al,
2004)

AY033298.1 SARI116 Bahia Monterrey (Suzuki et  al.,
2001)

AY499449.1 Alphaproteobacteria Portugal (Henriques et al.,
2004)

AY476783.1 Alphaproteobacteria ND ND

DQ669859.1 Alphaproteobacteria ND (Pommier et al.,
2007)

LT549205.1 Bacteria Boothbay Harbor ND

0170 KU688616.1, KU688433.1 Bacteria Italia (Mancuso et al.,

2016)
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Tabla 3.10: Resumen de los resultados obtenidos me-
diante WNBC, AFD, y BLAST personalizados.

uOTU WNBC! AFD? BLAST-A? BLAST-C* BLAST-T?

034 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales PS1 Rhizobiales Rhizobiales

043 Proteobacteria Rhodobacterales Bacteria Bacteria Cellvibrionales

050 Gammaproteobacteria SARS6 Bacteria Bacteria Gammaproteobacteria
0022 Bacteria Deferribacterales Bacteria® Bacteria” Micromonas

0058 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria Rhodobacterales Rhodobacterales
0067 Alphaproteobacteria OCS116 PS1 Alphaproteobacteria Rhodobacterales
0076 Gammaproteobacteria Oceanospirillales Bacteria Oceanospirillales Gammaproteobacteria
0078 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria® Bacteria Rhodobacterales
0081 Alphaproteobacteria SARI11 Alphaproteobacteria™  Alphaproteobacteria SARI11

0098 Alphaproteobacteria SARI11 Bacteria SARI11 Rhizobiales

0099 Gammaproteobacteria  Oceanospirillales Bacteria Oceanospirillales Cellvibrionales
0101 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria Rhodobacterales Rhodobacterales
0102 Gammaproteobacteria Oceanospirillales Bacteria Oceanospirillales Gammaproteobacteria
0103 Gammaproteobacteria - Gammaproteobacteria Bacteria Cellvibrionales
0105 Proteobacteria Oceanospirillales Bacteria Bacteria Rhodobacterales
0112 Bacteria Deferribacterales Bacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales

0113 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria Rhodobacterales Rhodobacterales
0118 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria Bacteria Rhodobacterales
0127 Alphaproteobacteria Rickettsiales Bacteria Alphaproteobacteria” Parvularculales
0128 Gammaproteobacteria Oceanospirillales Bacteria Bacteria Oceanospirillales
0135 Alphaproteobacteria ~ Rhodobacterales Bacteria Bacteria Rhodobacterales
0136 Alphaproteobacteria SARI11 Bacteria® Bacteria SARI11

0138 Bacteria Deferribacterales Bacteria® Alphaproteobacteria Rickettsiales

0145 Proteobacteria Rickettsiales Bacteria Alphaproteobacteria Cellvibrionales
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Tabla 3.10: (Continuacion)

uOTU WNBCH! AFD? BLAST-A? BLAST-C* BLAST-T®

0146 Bacteria - Bacteria Bacteria Cellvibrionales
0147 Alphaproteobacteria SARI11 Bacteria Bacteria SARI11

0148 Alphaproteobacteria Rickettsiales Bacteria’ Alphaproteobacteria” Rhodospirillales
0155 Proteobacteria Oceanospirillales Actinobacteria Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria
0159 Bacteria Flavobacteriales Bacteria Cytophagales Cytophagales
0165 Proteobacteria SARI11 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria SARI11

0168 Gammaproteobacteria Oceanospirillales Bacteria Bacteria Cellvibrionales
0170 Bacteria Gracilibacteria Bacteria’ SR1 Acidimicrobiales
0176 Alphaproteobacteria Rickettsiales Bacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales

I Asignacion mediante WNBC.
2 Pariente més cercano segtin el AFD.

3 Taxonomia del hit de mayor escore resultante de los BLAST contra la base de datos GenBank completa.

4 Taxonomia del hit de mayor escore resultante de los BLAST contra las secuencias presentes en GenBank correspondientes

a organismos cultivados.

® Taxonomia del hit de mayor escore resultante de los BLAST contra las secuencias presentes en GenBank correspondientes

a material tipo.
" Significativamente similar (>97 %).




3.3. Analisis complementarios de picoeucariotas

Ademés de secuencias bacterianas, las bibliotecas génicas del gen de ARNr
16S presentaron secuencias de cloroplastos de picoeucariotas. Esta observacion fue
confirmada mediante andlisis complementarios basados en metabarcoding del gen
ARNTr 18S y aislamiento microbiolégico de dichos microorganismos.

Para el anélisis mediante metabarcoding, se amplificaron secuencias correspon-
dientes al gen de ARNr 18S a partir del ADN metagenémico de pico-nanoplancton
(filtro de 0,22 pm) correspondiente a la muestra VER11. El producto obtenido
fue clonado y se secuenciaron 35 clones elegidos al azar. Treinta y dos clones pre-
sentaron secuencias que resultaron ser muy similares a secuencias de especies de
Ostreococcus de otras regiones. Estas 32 secuencias correspondieron a 10 haploti-
pos (secuencias tinicas). Las secuencias locales fueron combinadas con secuencias
de referencia de otras Mamiellophyceae, incluyendo los clados de Ostreococcus des-
criptos con anterioridad (Guillou et al., 2004; Rodriguez et al., 2005), y sometidas
a andlisis filogenético y mediante Parsimonia Estadistica. El dataset presenté 1623
posiciones alineadas, de las cuales 194 fueron variables y 154 filogenéticamente in-
formativas. El anélisis filogenético confirmé que las secuencias locales corresponden
a una especie de Ostreococcus (Fig. 3.10).
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AY 954994 MP (CCMP1545)

AY 955003 MP (CCMP490)

AY955005 MP (CCMP491)

AY 955004 MP (CCMP490)
AY 954996 MP (CCMP 1646)
4‘ AY 954995 MP (CCMP 1646)

Fn562452 MP (M1681)

Dg025753 MP (CCMP2099)
AY 954999 MP (CCMP2099)

62 AY 955000 MP (CCMP2099)
AY 954993 MP (CCMP1195)
AY 955012 MP (NEPCC29)
AY 955010 MP (CS222)
AY 955008 MP (CCMP494)
AY 954998 MP (CCMP1764)
AY 955009 MP (CS170)
AB183589 MP (MBIC10095)
AY955011 MP (MBIC10095)
AY 955002 MP (CCMP489)
HmM191693 Msp (RCC299)
AY 955001 MP (CCMP488)
AY 954997 MP (CCMP1723)
Aj010408 MP (CCMP489)
AY 955007 MP (CCMP493)
AY 955006 MP (CCMP492)
100  [Avas3158P
AY425314 BP
Fn562453 BP (SCCAP K-0417)
 Ostreococcus 1 *
Ostreococcus 2
—Ostreococcus 3
[ Ostreococcus 4
AB058376 Osp (MBIC10636)
96 Ostreococcus 5
~Ostreococcus 6
——AY329636 Osp (CCE9901)
~AY 425308 Osp (RCC356)
Ostreococcus 7
Ostreococcus 8
—Ostreococcus 9
AY 425307 Osp (RCC344)
—Ostreococcus 10
AY 425311 Osp (RCC393)
AY 425310 Osp (RCC143)
{GQ426344 OT (BCC17000)
GQ426345 OT (BCC47000d)
~GQ426346 OT (CB6)
Y15814 OT
4’;AY425313 Osp (RCC501)
AY 329635 OT
GQ426335 OT (BCC16000)
GQ426347 OT (BCC40000d)
GQ426342 OT (BCC33000)
GQ426338 OT (BCC24000)
OTTHO0595
GQ426343 OT (BCC34000)
GQ4263361 OT (BCC32000)
GQ426337 OT (BCC14000)
GQ426340 OT (BCC27000)
GQ426341 OT (BCC28000
0.01 GQ426331 OT (BCC1000)

Figura 3.10: Arbol filogenético de secuencias del gen ARNr 18S de picoeucariotas de la
zona de estudio (rojo) y secuencias homologas de especies de la familia Mamiellophyceae,
obtenido mediante el criterio de méaxima verosimilitud. El asterisco indica el haplotipo
que presento el cultivo obtenido en este trabajo. El alineamiento utilizado para inferir el
arbol presentd 981 posiciones.Los niimeros sobre las ramas corresponden a soportes de
bootstrap (n=100). El nimero de acceso a GenBank de las secuencias de referencia se
indica en los terminales del arbol, seguido de la especie y cepa correspondiente en los
casos en que el mismo figura en la base de datos. MP Micromonas pusilla, Msp Micromonas
sp., BP Bathycoccus prasinos, 0sp Ostreococcus sp., OT Ostreococcus tauri. La escala en
el angulo inferior izquierdo estd en sustituciones por posicion alineada. Cada una de las
secuencias en rojo corresponde a uno de los haplotipos (secuencias tinicas) locales.

89 AY. Calvo



El aislamiento microbiologico, seguido de andlisis genético mediante secuencia-
cién del gen de ARNr 188, corroboroé la presencia de Ostreococcus sp. y Micromonas
sp., respectivamente, en las muestras E12 y J12 (Tabla 3.1, pag. 55).

3.4. Analisis virologicos

Con el objeto de evaluar la presencia de virus de cianobacterias se realizaron
PCR especificas contra los mismos a partir de todas las muestras disponibles. En
todos los casos estas reacciones brindaron resultados negativos, lo cual es compa-
tible con la escasez de secuencias de sus huéspedes evidenciadas por los analisis
descriptos en la seccion 3.1 (resumido en la Tabla 3.1).

Por el contrario, la presencia de virus de picoalgas pudo evidenciarse mediante
PCR en 7 muestras: VER11, OTO11, INV11, E12, F12, J12 y D12. Los resultados
obtenidos a partir de muestras tomadas durante el 2012 pueden apreciarse en la
Figura 3.11. En algunas muestras, dichas secuencias correspondieron a Ostreococcus
Virus (VER11, OTO11, E12, F12, D12) y en otras a Micromonas Virus (INV11,
J12). Estos resultados son compatibles con lo obtenidos a partir de secuenciacion
de los genes ARNr 16S y 18S y el aislamiento microbiolégico, los cuales indicaron
que la presencia de picoeucariotas de la familia Mamiellophyceae es comiin en la
zona de estudio.

Se procedio a caracterizar en detalle los Ostreococcus virus (OV) presentes en
las muestras correspondientes a meses de verano, las cuales mostraron la mayor
cantidad de secuencias de picoeucariotas.

La estrategia utilizada consistié en amplificar los virus retenidos en las mem-
branas de 0,22 pm (virus intracelulares) mediante iniciadores dirigidos a la ADN
polimerasa viral. Posteriormente, los amplicones obtenidos fueron clonados y se
secuenciaron 84 clones mediante secuenciacion Sanger. Las secuencias obtenidas
correspondieron a 7 haplotipos (h1-h7; Tabla 3.11).

Las secuencias patagonicas fueron combinadas con secuencias de otras regiones
del mundo, incluyendo otros O. wirus y secuencias de virus de especies de Bathy-
coccus 'y Micromonas, las cuales se utilizaron como grupo externo (Tabla 3.12).
Una vez alineadas las secuencias, se obtuvo un dataset de 478 posiciones de las
cuales 238 presentaron polimorfismos y 217 fueron filogenéticamente informativas.

El analisis mediante PE revel6 la existencia de 10 clusters y 8 singletones
(secuencias que no agrupan con ninguna otra). Las secuencias correspondientes al
grupo externo (virus de Bathycoccus y Micromonas spp.) se agruparon en forma
separada del grupo interno. Las dos secuencias de Bathycoccus prasinos Virus (BV)
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Figura 3.11: Deteccion de Prasinovirus mediante PCR en muestras tomadas con
una frecuencia aproximadamente mensual (E12, F12, M12, A12, J12, Agl2, S12,
N12 y D12). M marcador de peso molecular 1 Kb Plus donde se indican como
referencia las bandas de 1000 y 1500 pb (bandas 100, 200, 300, 400, 500, 650.
850, 1000, 1500, 2000-15000 pb); + control positivo (izquierda: ADN proveniente
de cultivo de Ostreococcus sp. infectado con O. wvirus; derecha: concentrado de
filtracion tangencial de la muestra VER11); - control negativo. La flecha indica la
posicion de la banda correspondiente al ADN blanco. Ver también Tabla 3.1.

Tabla 3.11: Haplotipos de Ostreococcus virus presentes en la muestra VER11.
Haplotipo Clones

hl 27
h2 2
h3 9
h4 1
hb 1
h6 8
h7 36

91 AY. Calvo



y una secuencia de Micromonas pusilla Virus (MV) constituyeron 3 singletons
separados, mientras que el resto de las secuencias de MV se agruparon en un
tnico network. Cinco secuencias de OV no pudieron conectarse con ningtn otro
haplotipo. El resto de las secuencias de OV conformaron 9 networks, uno de los
cuales, interesantemente, incluyé exclusivamente a los virus de la zona de estudio
(network 3; Tabla 3.12). Los networks 4, 5 y 6 fueron relativamente similares
entre si, lo que sugiri6 que las correspondientes secuencias podrian corresponder
a un linaje viral inico (Tabla 3.13). De hecho, la similitud media entre todas las
secuencias incluidas en estos tres networks (11,83) fue similar a las similitudes
observadas dentro de cada uno del resto de los grupos. Los networks 1 y 2 también
fueron relativamente similares entre si.

Tabla 3.12: Secuencias virales analizadas junto a las secuen-
cias patagonicas de Ostreococcus Virus y resumen de los re-
sultados. Se indican los nimeros de acceso (ID), el resultado
del analisis por Parsimonia Estadistica (Network), el agrupa-
miento segun el analisis filogenético (Linage, el andlisis geo-
grafico de las cepas (MM Mar Mediterraneo, OAS Atlantico
Sur, OAN Atlantico Norte, OPN Pacifico Norte, CM Canal
de la Mancha, OPS Pacifico Sur) y el huésped de los O. virus
(clado de Ostreococcus. sp.).

ID Cepa Network Linaje Origen Huésped
NC _ 014765 BpV1 - - MM -
HM004430 BpV2 - - MM -
NC_ 014767 MpV1 - - MM -
MPU32975 SP1 - - OAN -
MPU32976 SP2 - - OAN -
MPU32982 PL1 - - OPN -
MPU32981 SG1 - - OPN -
MPU32980 PBS8 - - OAN -
MPU32979 PB7 - - OAN -
MPU32978 PB6 - - OAN -
MPU32977 GM1 - - OPN -
NC _ 014766 Olv1 1 2 MM A
GQ412099 OlV158 1 2 MM A
GQ412100 Olv164 1 2 MM A
GQ412091 0O1V462 2 2 OAN A
GQ412095 O1v467 2 2 OAN A
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Tabla 3.12: (Continuacion)

ID Cepa Network Linaje Origen Huésped
GQ412092 0O1V464 2 2 OAN A
GQ412093 0O1V465 2 2 OAN A
GQ412094 0O1V466 2 2 OAN A
GQ412098 O1V458 2 2 OAN A
Esta Tesis hl 3 1 OAS A
Esta Tesis h2 3 1 OAS A
Esta Tesis h3 3 1 OAS A
Esta Tesis h4 3 1 OAS A
Esta Tesis h5 3 1 OAS A
Esta Tesis h6 3 1 OAS A
Esta Tesis h7 3 1 OAS A
GQ412082 01V349 4 5 CM A
GQ412083 0O1V350 4 5 CM A
GQ412090 0O1vV470 4 5 M A
GQ412089 0OlV468 4 5 CM A
GQ412088 01V402 4 5 CM A
GQ412084 0IV359 4 5 OPS A
NC 014789 Otv-2 4 5 CM B
JCVI_READ 1092963530480 - 4 5 OAN -
GQ412085 0O1V360 5 5 OPS A
GQ412096 O1V536 5 5 MM A
GQ412097 O1V537 5 5 MM A
GQ412101 O1V155 5 5 MM A
GQ412086 01V364 6 5 OPS A
GQ412087 0OlV368 6 5 OPS A
FJ267509 0Tv102 7 7 MM C
FJ267510 OTV113 7 7 MM C
FJ267504 0TVv3 7 7 MM C
FJ267498 0oTVv23 7 7 MM C
FJ267512 0OTV126 7 7 MM C
FJ267496 0TV21 7 7 MM C
FJ267505 0TV29 7 7 MM C
FJ267508 OTV78 7 7 MM C
FJ267506 0TV52 7 7 MM C
FJ267507 oTvV72 7 7 MM C
NC 010191 OtVb 7 7 MM C
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Tabla 3.12: (Continuacion)

ID Cepa Network Linaje Origen Huésped
NC 013288 OTV-1 7 7 CM C
FJ267511 O0TVIi21 7 7 MM C
FJ267497 0TVv22 7 7 MM C
FJ267502 OTV64 8 6 MM D
FJ267499 OTV66 8 6 MM D
FJ267500 OTVve67 8 6 MM D
FJ267501 OTV63 9 4 MM D
FJ267503 OTV65 9 4 MM D
AF405581 BSA99 5 - 3 OPN -
EU889370 KBvp 17 - 3 OPN -
JCVI_READ 1092955067637 - - 6 OAN -
JCVI_READ_ 1091140189807 - - - OAN -

JCVI_READ_ 1092246500722 ; _ OAN _

w

El analisis evolutivo indic6 que todos los networks, salvo el 6, corresponden
a grupos monofiléticos. No obstante, la topologia obtenida y los andlisis de dife-
renciacion genética (r;/R; Materiales y métodos) mostraron que algunos de los
mismos no se encuentran lo suficientemente diferenciados o soportados como para
considerarlos linajes independientes (Fig. 3.4; Tabla 3.14). Los networks 1y 2
mostraron una baja diferenciacion y se agruparon en una rama bien soportada
(Linaje 2). De manera similar, los networks 4, 5 y 6 fueron muy similares entre
si y conformaron un clado diferenciado y bien soportado del arbol (Linaje 5). Los
analisis mostraron ademéas que 3 singletones corresponden a un tnico linaje (Li-
naje 3) y un cuarto (JCVI_READ 1092955067637) podria corresponder a una
variante divergente del Linaje 6 o un octavo linaje.

En base a estas observaciones, las secuencias estudiadas de virus de Ostreo-
coccus spp. pueden agruparse en siete linajes o genotipos (resumido en la Tabla
3.12). Ademas de presentar un fuerte soporte en los anélisis filogenéticos, cada
uno de estos linajes fue sustancialmente divergente con respecto a cualquiera de
los otros.
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Tabla 3.13: Numero medio de sustituciones nucleotidicas (diagonal inferior) y
amino acidicas (diagonal superior) entre networks de Ostreococcus Virus. La dia-
gonal indica las distancias nucleotidicas (p) intra-networtk.

Network 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0.00 094 886 576 553 514 10.04 6.90 6.85
2 21.63 1.00 9.06 6.85 6.72 6.46 11.14 789 7.38
3 69.54 72.46 | 1.71 10.10 993 9.60 10.32 9.50 5.86
4 78.12 89.67 94.14 @ 1.60 0.00 0.00 821 832 8.47
5 74.07 86.88 86.72 21.15 | 4.66 0.00 814 8.00 8.00
6 71.14 85.07 84.53 12.11 11.11 0.00 &8.00 7.42 7.20
7 85.67 90.25 96.72 72.65 70.54 69.17 1040 6.69 7.93
8 79.20 86.21 88.81 78.96 79.92 74.00 60.34 15 @ 6.57
9 79.71 84.92 81.86 85.05 86.22 77.60 80.20 65.42 0.00

Tabla 3.14: Indices de diferenciacion genética y soportes filogenéticos de los net-
works y linajes de virus de Ostreococcus spp. identificados en este estudio.

Tl/R SB1

1 4.7 94

2 18 95

3 80 100

4 114 94

Network 5 3.3 38
6 0.009 100

7 209 90

8 13.3 66

9 82.1 100

1 80.2 100

2 323 92

3 503 98

Linaje 4 821 100
5 48.4 100

6 351 94

7 209 98

I Soporte (bootstrap).
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Figura 3.12: Arbol filogenético de secuencias de prasinovirus de la zona de estu-
dio (h1-7; Linaje 1) y de otras regiones del mundo, obtenido mediante el critero
de méaxima verosimilitud. Los niimeros en las ramas corresponden a soportes de
bootstrap (n=100). La escala en la parte inferior izquierda de la figura corresponde
a 0.1 sustituciones por posiciéon alineada.
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4. Discusion y Conclusiones

4.1. Discusion

El bacterioma de la zona de estudio presenté una composicién similar a la
observada en otros ambientes marinos, destacAndose grupos mayoritarios como
Pelagibacterales, Rhodobacterales, Acidimicrobiales y Oceanospirillales (Campbell
et al., 2009; Feng et al., 2009; Fortunato et al., 2013; Liu et al., 2015). Por ejemplo,
en el estuario Pearl (Hong Kong) han estudiado la distribucion de las comunida-
des bacterianas, y se encontré que los Ordenes Rhodobacterales y Acidimicrobiales
fueron dominantes en las aguas marinas del estuario (Liu et al., 2015). Rhodo-
bacterales es un grupo de gran importancia en ambientes costeros, ya que tendria
un rol destacado en la colonizacién primaria de la superficie en dichos ambientes
(Dang et al., 2008). Por otro lado, el grupo de Pelagibacterales esta presente en
todos los océanos del mundo y representan el 25 % de todas las células planctoni-
cas (Morris et al., 2002; Zhao et al., 2010). Ademds son organismos muy activos,
no solo por su importancia en ciclos biogeoquimicos, como el carbono, sino que
estarian implicados en la asimilacion de aminoacidos (Sun et al., 2011; Malmstrom
et al., 2004). El Orden Oceanospirillales se distribuye en los océanos de todo el
mundo y se ha encontrado que viven en relacion simbidtica con un amplio rango
de invertebrados marinos (Verna et al., 2010; Morrow et al., 2012; Fiore et al.,
2015). Se ha observado que tienen capacidad para metabolizar compuestos orga-
nicos complejos (Hazen et al., 2010). Asimismo, se observé la presencia de taxa
de baja frecuencia como los Bacillales, Xantomonadales, SAR86, OCS116, Rhizo-
biales, Rickettsiales, MB11C04, Bdellobibrionales, Alteromonadales, Aegean-245,
Methylophilales, KI8IA, SAR406, Sphingomonadales y Gracilibacteria (también
conocido como BD1-5 y GN02). La presencia de numerosos grupos relativamente
escasos también es coincidente con lo observado en estudios microecolégicos pre-
vios de otras regiones. Los taxa minoritarios han sido poco estudiados en compara-
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cion con los taxa abundantes (Schloss et al., 2016). No obstante, en publicaciones
recientes se ha destacado que algunos grupos minoritarios pueden comportarse co-
mo condicionalmente raros, es decir grupos que bajo ciertas condiciones pueden
tornarse muy numerosos (Shade et al., 2014), y ser supernumerarios en algunos
ambientes circunscriptos (Sunagawa et al., 2010). Recientemente se ha presentado
evidencia de que los grupos minoritarios podrian representar reservorios de biodi-
versidad ante futuros cambios climaticos globales, resaltando la importancia de su
descripcion y estudio (Choi et al., 2017).

La prevalencia de cianobacterias de los géneros Prochlorococcus y Synechococ-
cus en ambientes marinos ha sido bien documentada (Scanlan et al., 2009). Sin
embargo, los resultados presentados en este trabajo apoyan la idea de que las pi-
coalgas eucariotas son componentes importantes del picoplancton fotosintético de
la zona de estudio, mientras que para evidenciar la presencia de cianobacterias
fue necesario utilizar PCR mediante iniciadores especificos. Esto sugiere que las
mismas se encontrarian en menores cantidades respecto a otros representantes del
picoplancton, por lo cual quedan poco o no representadas entre los amplicones
generados con iniciadores universales. Esta hipdtesis coincide con observaciones
realizadas en algunos ecosistemas similares del hemisferio Norte, en los cuales se
demostro que los picoeucariotas fotosintéticos (PF) son prevalentes, muchas ve-
ces en detrimento de otros productores primarios picoplanctonicos (Biegala et al.,
2003; Lovejoy et al., 2007; Santic et al., 2014; Wu et al., 2014). Estudios recientes
sugieren que las cianobacterias marinas preferirian ambientes més oligotroficos que
las picoalgas, lo cual posiblemente sea la principal causa de por qué se seleccio-
nan unas u otras (Bouman et al., 2006; Wang et al., 2019). En conjunto, estos
resultados soportan el concepto de que los niveles més bajos de las redes troficas
ocednicas y costeras pueden ser sostenidas por diferentes taxa.

Los resultados de esta Tesis indican que la presencia y taxonomia de las picoal-
gas de la zona de estudio varian a lo largo del ano, ya que se encontr6 evidencia
directa (molecular y aislamiento en cultivo) o indirecta (sus virus) de la presencia
de estas en 7 de las 13 muestras estudiadas y se aislaron dos especies diferentes
de PF. Es posible que la no detecciéon de PF en algunas muestras responda a fluc-
tuaciones de la abundancia de estos microorganismos, tal como recientemente se
ha documentado en una region costera de la bahia de Blanes (Espafa) (Giner et
al., 2018). No obstante, también debe tenerse en cuenta que a partir de la mues-
tra INV11 se amplificaron secuencias de Micromonas Virus pero no se observaron
secuencias del gen 16S de Micromonas sp. Por el contrario, la deteccion de Os-
treococcus Virus siempre se asocié con la presencia de secuencias del gen 16S de
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Ostreococcus spp. en el ADN ambiental. Esto posiblemente se deba a que los ini-
ciadores utilizados para amplificar las secuencias del gen 16S no amplifican con la
misma eficiencia las secuencias de estos dos taxa, y por ende que podria ocurrir lo
mismo con otros picoeucariotas. Tampoco puede descartarse la presencia de grupos
de picoalgas que forman parte de la comunidad microbiana y no son detectados con
los primers para 16S (como el caso de Micromonas sp.). Al momento de clasificar
y describir la comunidad, estos grupos podrian estar pasando inadvertidos.

En concordancia con los datos obtenidos en el presente estudio, la existencia de
fluctuaciones estacionales en la composicion de los microbiomas marinos ha sido
previamente documentada en otras regiones del Mundo (Campbell et al., 2009;
Salter et al., 2015; Giner et al., 2018). Las causales precisas de estas variaciones
aln estan en una etapa de descubrimiento. No obstante, se acepta que estas co-
rresponden a variaciones en la disponibilidad de determinados nutrientes y/o a
fluctuaciones estacionales de pardmetros fisicos como la temperatura. La zona de
estudio de esta Tesis parece no ser una excepcion, ya que se observd una relacion
clara y estadisticamente significativa entre parametros estacionalmente variables
y el perfil genético del gen 16S en el pico-nanoplancton. En estudios previos rea-
lizados en la cuenca inferior del Rio Chubut se observo que las disponibilidades
de nutrientes como amonio, silicato, nitrato y fosfato son proporcionales al caudal
del rio, lo cual se debe a que en las épocas de mayores precipitaciones el rio arras-
tra una mayor cantidad de solutos debido al lavado por escorrentia (Sastre et al.,
1998). Los estudios de la cuenca inferior indicaron también que las variaciones es-
tacionales del caudal se correlacionan con el desarrollo y la diversidad planctonica,
presumiblemente debido a las ya mencionadas variaciones de la disponibilidad de
nutrientes. No es posible descartar, por lo tanto, que la correlaciéon observada en el
presente estudio entre el caudal del rio y el perfil genético del nano-picoplancton
se relacione con el estado hidrologico del primero. Sin embargo, las diferentes espe-
cies pueden tener diferentes 6ptimos de crecimiento en relacién a la temperatura,
ocasionando que exista una sucesion de especies a lo largo del ano. Es necesario
realizar nuevos estudios que contemplen el analisis quimico del aporte de nutrientes
del mismo, con el objeto de determinar si éste influye sobre el microbioma. Esto
permitird determinar si la correlacion descubierta en el presente estudio refleja
una relacion causal entre la carga de nutrientes del rio y el microbioma, los efectos
de otras variables ambientales que fluctian estacionalmente, o una combinaciéon
de ambas cosas. Si esto fuera correcto, podria ser posible explicar las condiciones
del microbioma a partir de datos hidrologicos y/o quimicos del rio, constituyendo
un interesante aporte al futuro modelado del ecosistema del estuario y zona de
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influencia.

Como ya se ha explicado, los microorganismos marinos constituyen un enorme
y complejo ensamble de grupos taxonomicos (Mucko et al., 2018). Esta enorme
biodiversidad se halla en una etapa de descrubrimiento por lo cual las OTU no
clasificables (uOTUs) constituyen un problema comin en el estudio de secuencias
ambientales. El problema afecta en forma particular a los taxa de baja frecuencia,
los cuales a pesar de contribuir la mayor diversidad de los microbiomas marinos
han sido muy poco estudiados en comparacion con los grupos abundantes (Schloss
et al., 2016). Estudios recientes han demostrado que los taxa de baja frecuencia
pueden ser influyentes en la dindmica microecologica (Shade et al., 2014) y actuar
como reservorios de biodiversidad resultando por lo tanto relevantes ante un esce-
nario de cambio global (Choi et al., 2017). Ademas, se ha observado que algunos
grupos que son numéricamente escasos en el agua de mar pueden ser mayoritarios
en algunos habitats marinos particulares (Sunagawa et al., 2010).

Alrededor del 13% de las OTU detectadas en la zona de estudio resultaron
ser no clasificables. El hecho de que no se detectaran diferencias significativas
entre las proporciones de uSEQs observadas entre los datos generados mediante
secuenciacion Sanger y SAP, y que la proporcion de uOTUs fué sélo levemente
mayor para el caso de los datos de SAP corrobora el valor de la region V1-V3 del
gen del ARNr 16S en el analisis taxonémico de secuencias ambientales (Liu et al.,
2008, 2007). La identificacién de uSEQs de puntos remotos que fueron similares a
muchas de las uSEQs locales representa una evidencia fuerte de que las mismas
corresponden a linajes reales del gen ARNr 16S (i.e. no a artefactos del proceso
de secuenciado).

Los analisis presentados en la seccion 3.2 mostraron que varias de las uOTU
locales corresponden a grupos cosmopolitas no descriptos, posiblemente pertene-
cientes a cinco linaje de Alphaproteobacteria y a un clado desconocido de Graci-
libacteria. Estos hallazgos soportan el conceptos de que los taxa que son relativa-
mente escasos a nivel local pueden ser relevantes a una escala global (Choi et al.,
2017; Shade et al., 2014; Sunagawa et al., 2010).

Las dificultades observadas en la asignacién taxonémica de secuencias ambien-
tales generalmente es atribuida al conocimiento limitado que se tiene de la sis-
teméatica de los microorganismos marinos (Schloss et al., 2016). Sin embargo, las
limitaciones metodolégicas también podrian representar un problema. Entre ellas
pueden mencionarse la persistencia de secuencias quiméricas no detectables por
los métodos disponibles, taxa no monofiléticos (esto es clasificaciones artificiales)
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y fenémenos no tenidos en cuenta por los algoritmos de clasificacion automatica
como la transformacion genética y la coalescencia profunda.

Uno de los resultados de este trabajo que resultan interesantes desde el punto de
vista metodologico es la fuerte correspondencia observada entre los anélisis filoge-
néticos y aquellos realizados mediante BLAST. En especial, que la correspondencia
fue mayor cuando los anélisis de similitud se realizaron utilizando ejemplares ti-
po como referencia, lo cual puede atribuirse a una anotacién mas verosimil de la
taxonomia de los mismos en las bases de datos. Esto indica que el material tipo
tiene una utilidad en la clasificacion automatica de secuencias ambientales, la cual
ha sido poco aprovechada hasta el momento.

El uso de métodos filogenéticos para clasificar secuencias ambientales también
ha sido limitado hasta el momento con respecto a uso de técnicas basadas en simi-
litud (e.g. BLAST) y composicion (e.g. WNBC implementado en la base de datos
SILVA) de las mismas (Hiraoka et al., 2016). El presente estudio mostr6é que el
AFD y las comparaciones filogenéticas de novo con secuencias de referencia pue-
den mejorar en gran medida la asignacién taxonomica de secuencias que no son
clasificables mediante algoritmos automaticos. Ademés, también se evidenci6 que
dicho tipo de anélisis puede impulsar el descubrimiento de nuevos grupos. Estos
hallazgos sugieren un potencial desaprovechado del analisis filogenético en el estu-
dio sistematico de secuencias ambientales. En base a los resultados obtenidos en el
presente estudio pueden diagramarse algunos de los desafios que pueden plantear
la implementacion de estos métodos. Uno de los mas conspicuos es que algunos
taxa pueden no ser recuperados en el andlisis filogenético, tal como se observo en
el presente trabajo para los casos de los o6rdenes Rickettsiales, Rhodobacterales y
Rhizobiales. Esto puede deberse a que algunos taxa no son monofiléticos o bien a
problemas de los métodos analiticos o los marcadores utilizados. La implementa-
cién de estadisticos que permitan medir la confianza en los resultados provistos
por el analisis filogenético también es complicada. El soporte de ramas puede pa-
recer una soluciéon facil y simple. No obstante, dependiendo de qué marcador y
método se utilicen algunos grupos pueden no ser recuperados como clados bien
soportados. Ademas, debe tenerse en cuenta que la probabilidad de recuperar un
clado determinado por azar (incluso sin soporte o con uno muy bajo) es extre-
madamente baja y depende del ntimero de secuencias del grupo de interés y del
total de secuencias en el dataset. El problema se complica ain maés si se toma en
consideracion la incertidumbre filogenética, esto es la existencia de miiliples filoge-
nias plausibles/6ptimas. Se requerira una cantidad sustancial de investigaciones y
analisis de datos empiricos para poder desarrollar el tema de una manera acabada.
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Hasta hace no mucho tiempo los estudios de los virus ambientales (VA) se li-
mitaban a observaciones realizadas mediante microscopia electrénica o epifluores-
cencia. Si bien dichos métodos son de reconocida utilidad, tienen un valor limitado
si se desea considerar la diversidad viral, ya que los caracteres virales que pueden
evidenciarse mediante observacion directa (abundancia, tamano y morfologia de la
particula viral) son poco resolutivos a la hora de realizar determinaciones taxono-
micas. El estudio de la diversidad de los VA ha sido fuertemente impactado por los
métodos genéticos independientes de cultivo (Angly et al., 2011; Clasen y Suttle,
2008). Actualmente se sabe que los virus ambientales son mucho mas diversos de lo
que se creia hace algunos anos y que son responsables de funciones ecologicas rele-
vantes (Allen y Wilson, 2008; Gimenes et al., 2012; Short et al., 2011; Williamson
et al., 2008; Yang et al., 2019).

La familia Phycodnaviridae comprende seis géneros (Chlorovirus, Prasinovirus,
Prymnesiovirus, Phaeovirus, Coccolithovirus y Raphidovirus) de virus icosaédri-
cos y genoma a ADN cadena doble que infectan una variedad de algas marinas
y de agua dulce (Van Etten et al., 2002; Wilson et al., 2009; Maruyama y Ueki,
2016). Los miembros del género Prasinovirus infectan algas de la clase Mamie-
llophyceae, las cual incluye los picoeucariotas fotosintéticos (PF) mas pequenos
conocidos (Weynberg et al., 2017; Monier et al., 2016). El picoplancton fotosinté-
tico es responsable de una importante proporcién de la productividad primaria en
los océanos (Chavez et al., 2011). En regiones oligotroficas, dicho grupo es domi-
nado por las cianobacterias de los géneros Synechococcus y Prochlorococcus. Sin
embargo, los PF de los géneros Bathycoccus, Micromonas y Ostreococcus pueden
ser importantes en aguas estuarinas y costeras (Biegala et al., 2003; Giner et al.,
2018). Los Prasinovirus han recibido mucha atencion ya que pueden producir la
lisis celular, interfiriendo de esta forma con el rol ecologico de estos PF (Suttle,
2007).

Los resultados presentados en esta Tesis mostraron que los Ostreococcus Virus
(OV) de la zona de estudio corresponden a un clado divergente y que el resto de los
OVs incluidos en los anélisis corresponden a otros seis clados bien soportados y di-
vergentes. Una de las secuencias incluidas entre los datos analizados (JCVI READ
1091140189807) no se agrup6 con ninguna otra secuencia, sugiriendo la existencia
de un octavo linaje. EI marcador utilizado en este estudio, la ADN polimerasa
viral de la familia B, se encuentra altamente conservada a nivel de su secuencia
aminoacidica pero presenta una variabilidad sustancial a nivel nucleotidico. Esto
la convierte en un marcador ideal para la realizacion de estudios evolutivos en va-
rios rangos taxondmicos. De manera interesante, analizando los datos gendmicos
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disponibles para algunas de las cepas incluidas en el presente estudio, se obser-
vH que las variaciones en el gen de la polimerasa tienen un correlato en el resto
del genoma. Como se detalla a continuacion, parecen existir regiones exclusivas
de algunos linajes, lo cual sugiere la posesion de funciones metabolicas ausentes
en otros grupos. El genoma de la cepa de OV Otv-2, la cual pertenece al Linaje
5 identificado en el presente estudio, codifica un citocromo b5, un factor sigma
para ARN polimerasa, un transportador de fosfato de alta fidelidad, una desoxi-
citidylato desamina putativa, una 6-fosfogluconato deshidrogenasa putativa, una
oxigenasa tipo 20G-Fe(II) putativa y una proteina de ensamble de fibra de cola
viral putativa, ninguna de las cuales esta presente en las cepas Otv-1 y Otv-5
(Weynberg et al., 2011), la cual segin el presente estudio corresponde al Linaje
7. Los genomas de las cepas Otv-1 y Otv-5 también codifican proteinas que estan
ausentes del genoma de la cepa Otv-2 .

4.2. Conclusiones

= Los grupos mayoritarios en la zona de estudio fueron SAR11, Rhodobacterales,
Acidimicrobiales y Oceanospirillales (Clases Alphaproteobacteria, Actinobacteria
y Gammaproteobacteria). Estos estuvieron acompanados por grupos de me-
nor frecuencia, que incluyeron Bacillales, Flavobacteriales, representantes de
las Clases Gammaproteobacteria (Xantomonadales, Oceanospirillales, SARS6,
Alteromonadales, KI89A), Alphaproteobacteria (OCS116, Rhizobiales, SAR116
v Rickettsiales, Aegean-245, Sphingomonadales), Betaproteobacteria (Methy-
lophilales), y los grupos MB11C04, Bdellovibrionales, SARA06, y Gracilibacteria
(también llamados BD1-5 y GN02).

» La diversidad del gen 16S puede variar sustancialmente a lo largo del tiempo
y presenté un patrén estacional muy marcado en la zona de estudio.

= Las secuencias de cianobacterias son dificiles de detectar en la zona de estu-
dio, lo que sugiere que las mismas son raras. No se detectaron secuencias de
cianofagos.

= Se identificaron secuencias de 5 clados cosmopolitas de bacterias no clasifica-
bles, los cuales podrian corresponder a un linaje no descripto de Gracilibacteria
y a una familia, dos Ordenes y una Subclase desconocidos de Alphaproteobacteria.
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= La zona de estudio presenta un linaje aparentemente exclusivo de Ostreococcus
Virus.

» Ostreococcus Virus es un complejo de al menos siete linajes monofiléticos que
podrian corresponder a especies cripticas.
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A. Anexo: Primers

Tabla A.1: Secuencias correspondientes a los primers utilizados en este trabajo.

NOMBRE SENTIDO SECUENCIA
AF27 Forward 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
HR1492 Reverse 5-TACGGYTACCTTCTTACGACTT-3’
SP6 Forward 5-ATTTAGGTGACACTATAG-3’
T7 Reverse 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
Podo-F Forward | 5’-GACACHCTYRTVHTGTCWMGWYTG-3’
Podo-R2 Reverse 5-MCKACCRTCYARDCCYTTMAK-3’
CP-DNAP-349F Forward 5-CCAAAYCTYGCMCARGT-3’
CP-DNAP-533Ra | Reverse 5-CTCGTCRTGSACRAASGC-3’
CP-DNAP-533Rb | Rewverse 5-CTCGTCRTGDATRAASGC-3’
AVS-1 Forward 5-GARGGNGCNACNGTNYTNGAYGC-3’
AVS-2 Reverse 5-GCNGCRTANCKYTTYTTNSWRTA-3’
POL Reverse 5-SWRTCNGCTRTCNCCRTA-3
UNI_17F Forward 5-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3’
UNI 1534R Reverse 5-TGATCCTTCYGCAGGTTCAC-3’
CF536 Forward 5-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3
DR907 Reverse 5-CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3
Cya359 Forward 5-GGGGAATYTTCCGCAATGGG-3
Cya78lab Reverse 5’-GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3

Cya781bb

Reverse

5-GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3
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Rare unclassified 16S rRNA operational taxonomic units
from the uncharted Engano Bay (Argentinean Patagonia)
Andrea Y. Calvo, Julieta M. Manrique, and Leandro R. Jones

Abstract: Rare microbes make up most of the diversity of marine microbiomes, and recent works have high-
lighted their importance for microbial community dynamics and in fragmented habitats. Rare taxa have been
infrequently studied in comparison with abundant groups, and rare unclassified sequences are common in
culture-independent studies. Here, we describe a detailed analysis of nonclassifiable sequences from the Chubut
river estuary at the Argentinean Patagonia. Standard taxonomic assignments of environmental 16S rRNA se-
quences resulted in about 13% unclassified operational taxonomic units (OTUs). The potential affiliations of these
OTUs could be narrowed by mapping the classification software assignments on a phylogeny obtained directly
from our environmental sequence data. Customized BLAST analyses were remarkably consistent with these
phylogenetic assignments, especially when the unclassified OTUs were blasted against sequences from cultured
and type microorganisms. In addition, our BLAST analyses revealed significant similarities between several un-
classified OTUs and a plethora of unclassified sequences from around the world. Further phylogenetic compari-
sons with 6194 carefully selected reference sequences showed that these unclassified sequences may correspond
to 5 unnamed groups, possibly encompassing ranks from subclass to family inside the Alphaproteobacteria, and to
an unknown Gracilibacteria lineage. Overall, these results demonstrate the value of straight phylogenetic analysis,
customized BLAST searches, and comparisons with sequences from type material, for the systematic study of rare
unclassified sequences.

Key words: 16S, environmental DNA, taxonomy, picoplankton, Patagonia.

Résumé : Les microbes rares composent la plus grande partie de la diversité du microbiome marin et des travaux
récents ont souligné leur importance dans la dynamique de la communauté microbienne et dans les habitats
fragmentés. Les taxons rares ont été peu étudiés comparativement aux groupes abondants et les séquences rares
non classées sont fréquentes dans les études ne reposant pas sur la culture des souches. Les auteurs décrivent ici
une analyse détaillée de séquences qui ne peuvent étre classées provenant de l'estuaire du Rio Chubut en Patag-
onie Argentine. Les attributions taxonomiques standard de séquences d'ARNr 16S de l'environnement produi-
saient environ 13 % d'UTO qui ne pouvaient étre classées. Les affiliations potentielles de ces UTO pouvaient étre
resserrées en cartographiant les attributions obtenues avec un logiciel de classification dans une phylogénie
obtenue directement des données de séquences environnementales. Les analyses BLAST sur mesure étaient re-
marquablement cohérentes avec ces attributions phylogénétiques, particulierement lorsque les UTO non classées
étaient alignées avec des séquences de microorganismes cultivés et des microorganismes types. De plus, les
analyses BLAST révélaient des similarités significatives entre plusieurs UTO non classées et un grand nombre de
séquences non classées a travers le monde. D'autres comparaisons phylogénétiques de 6194 séquences de ré-
férence soigneusement choisies ont montré que ces séquences non classées pourraient correspondre a cinq
groupes non identifiés, englobant possiblement des rangs allant des sous-classes aux familles a l'intérieur des
Alphaproteobacteria et un lignage inconnu des Gracilibacteria. Globalement, ces résultats démontrent la valeur
d'une analyse phylogénétique directe, de recherches BLAST sur mesure et de comparaisons de séquences de
matériel type pour l'analyse systématique de séquences rares qui ne peuvent étre classées. [Traduit par la Rédac-
tion)]

Mots-clés : 16S, ADN environnemental, taxonomie, picoplancton, Patagonie.
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Marine bacteria constitute a large and complex assem-
blage of taxa. This huge diversity is in a discovery stage,
and unclassified operational taxonomic units (uOTUs)
are common in environmental DNA studies. This prob-
lem especially affects rare taxa, which despite contribut-
ing a large share of marine microbial diversity, remain
untamed compared with abundant groups (Schloss et al.
2016). Recent works have shown that rare taxa can be
important to community dynamics (Shade et al. 2014)
and act as a biodiversity reservoir; hence, they are poten-
tially relevant for future environmental change (Choi
et al. 2017). Furthermore, it has been observed that some
groups that are rare in seawater can be important in
particular marine habitats (Sunagawa et al. 2010).

In this work, we set out to shed light on the systemat-
ics of rare uOTUs identified among 16S ribosomal gene
(rRNA) environmental sequences (eSEQs) from the Ar-
gentinean Patagonia. We were particularly interested in
identifying unclassified sequences (uSEQs) presenting
similarities to sequences from elsewhere because cosmo-
politan lineages are more likely to represent condition-
ally rare groups (Shade et al. 2014), to be important in
fragmentary habitats (Sunagawa et al. 2010), and to po-
tentially impact the future microbial biodiversity (Shade
et al. 2014; Choi et al. 2017). We combined phylogenies
obtained directly from our 16S rDNA sequence data with
assignments obtained by a standard classification soft-
ware and performed customized BLAST analyses and fur-
ther phylogenetic comparisons with carefully selected
reference sequences. The workflow implemented in this
study is outlined in supplemental Fig. S1t. Several uOTUs
were closely related to previously described uSEQs from
around the world. We provide evidence that these
cosmopolitan uSEQs may belong to 5 undescribed
Alphaproteobacteria lineages and an unknown Gracilibacteria
clade.

A seawater sample (N, supplemental Table S1!) col-
lected in the uncharted Engafio Bay at about 2 km sea-
wards from the mouth of the Chubut River (43.34°S,
65.03°W) was used to generate high-quality 16S rRNA
sequences by high-throughput sequencing (HTS; supple-
mental Materials and Methods?). These sequences were
grouped in 97% similarity OTUs, and the obtained OTUs
were classified up to the Order rank with Wang’s Naive
Bayesian Classifier (WNBC) implemented in Mothur
(Schloss et al. 2011) using an 80% cutoff (supplemental
Materials and Methods?). For comparison, 3 independent
samples (F, J, A; supplemental Table S1') were sequenced
by molecular cloning and Sanger sequencing and ana-
lyzed in an equivalent manner (supplemental Materials
and Methods?).

Can. J. Microbiol. Vol. 00, 0000

About 13% of the Patagonian OTUs could not be classified
The WNBC analyses reflected a microbial diversity

similar to that of environments akin from elsewhere. A
few bacterial groups dominated the bacterioplankton
and were accompanied by several taxa present at rela-
tively low frequencies (supplemental Table S1!). We also
observed significant amounts of 16S sequences from pi-
coalgae plastids. Out of 250 OTUs, 33 could not be classi-
fied (Table 1; supplemental Table S21). Four OTUs could
not be classified in any bacterial phylum and 6 were
assigned to Proteobacteria. Additionally, 7 OTUs could not
be assigned beyond Gammaproteobacteria and 16 OTUs
seemingly corresponded to unknown Alphaproteobacteria.
There were no significant differences between the
number of unclassified Sanger and HTS sequences
(supplemental Table S3'). However, the proportion of un-
classified Sanger OTUs was slightly lower than the pro-
portion of HTS ones (supplemental Table S3!), probably
due to the higher resolution of Sanger sequences (longer
sequences).

Straight phylogenetic analysis (SPA) shed light on the
affiliations of the uOTUs

We reassessed the affiliation of our uOTUs by estab-
lishing their phylogenetic relations with OTUs that could
be classified by the WNBC analyses. To this aim, we in-
ferred a phylogeny, and the WNBC taxonomic assign-
ments were mapped on the obtained tree (Fig. 1). To align
the sequences, we used a multistep, taxonomy-guided
approach, in which we fed the sequence alignment algo-
rithm with taxonomic information to facilitate homol-
ogy detection, after which, the obtained alignment was
submitted to maximum-likelihood phylogenetic analy-
sis (supplemental Materials and Methods?). The obtained
results indicated that some uOTUs may belong or be re-
lated to known groups. The uOTUs 0081, 0098, 0136, 0147,
and 0165 were clustered in the SAR11 clade (Pelagibacterales),
which was supported by a relatively high bootstrap
support (Fig. 1a). Two uOTUs (0022 and 0138) were dis-
tantly related to the SAR406 clade of Deferribacterales
(Marinimicrobia) (Fig. 1b), and likewise, the uOTU 0170 was
distantly related to Gracilibacteria sequences (Fig. 1b). Three
extra uOTUs formed monophyletic groups with the
Flavobacteriales (uOTU 0159), OCS116 (Rhodobacterales;
uOTU 0067) and SAR86 (Oceanospirillales) (uOTU 050
(Fig. 1a). Several uOTUs were close to sequences classified
as Oceanospirillales (Fig. 1a). Likewise, many uOTUs were
located close to sequences classified as Rickettsiales and
Rhodobacterales (Fig. 1a). Two uOTUs (0103 and 0146) did
not cluster monophyletically with other sequences and
were very divergent with respect to the rest of sequences
(Figs. 1a and 1c). These results are summarized in Table 1
and supplemental Table S2*.

1Supplementary data are available with the article through the journal Web site at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/cjm-

2017-0342.
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Table 1. Operational taxonomic units that could not be classified by WNBC analyses (uOTUs), and summary of SPA and BLAST

results.

uOTU WNBC* SPAP BLAST hitc Taxon4 Homology*
034 Alphaproteobacteria Rhodobacterales JN591806.1 PS1 clade 93%
043 Proteobacteria Rhodobacterales EU802859.1 Bacteria 90%
050 Gammaproteobacteria SARS86 EU802840.1 Bacteria 91%
0022 Bacteria Deferribacterales JQ199557.1 Bacteria 100%
0058 Alphaproteobacteria Rhodobacterales EU799247.1 Bacteria 94%
0067 Alphaproteobacteria OCS116 JN591913.1 PS1 clade 94%
0076 Gammaproteobacteria Oceanospirillales FR686176.1 Bacteria 96%
0078 Alphaproteobacteria Rhodobacterales FR685064.1 Bacteria 99%
0081 Alphaproteobacteria SAR11 GQ346819.1 Alphaproteobacteria 97%
0098 Alphaproteobacteria SAR11 EU802479.1 Bacteria 95%
0099 Gammaproteobacteria Oceanospirillales GU234924.1 Bacteria 96%
0101 Alphaproteobacteria Rhodobacterales FR683303.1 Bacteria 93%
0102 Gammaproteobacteria Oceanospirillales KX935466.1 Bacteria 95%
0103 Gammaproteobacteria — HQ163109.1 Gammaproteobacteria 95%
0105 Proteobacteria Oceanospirillales FR684004.1 Bacteria 93%
0112 Alphaproteobacteria Rhodobacterales DQ234144.2 Rhodobacteraceae 92%
0113 Alphaproteobacteria Rhodobacterales EU799247.1 Bacteria 95%
0118 Alphaproteobacteria Rhodobacterales F]J825915.1 Bacteria 93%
0127 Alphaproteobacteria Rickettsiales JF488534.1 Alphaproteobacteria 98%
0128 Gammaproteobacteria Oceanospirillales ]Q269288.1 Bacteria 92%
0135 Alphaproteobacteria Rhodobacterales FR685064.1 Bacteria 96%
0136 Alphaproteobacteria SAR11 HQ672177.1 Bacteria 97%
0138 Bacteria Deferribacterales KU034616.1 Bacteria 97%
0145 Proteobacteria Rickettsiales EU802860.1 Bacteria 90%
0146 Proteobacteria — JN986470.1 Bacteria 96%
0147 Alphaproteobacteria SAR11 NR_074224.1 SAR11 95%
0148 Alphaproteobacteria Rickettsiales JF488580.1 Alphaproteobacteria 98%
0155 Proteobacteria Oceanospirillales HQ163230.1 Actinobacteria 94%
0159 Bacteria Flavobacteriales KC336640.1 Bacteria 89%
0165 Proteobacteria SAR11 NR_074224.1 SAR11 95%
0168 Gammaproteobacteria Oceanospirillales JQ269279.1 Bacteria 94%
0170 Bacteria Gracilibacteria KU688616.1 Bacteria 97%
0176 Alphaproteobacteria Rickettsiales JQ199248.1 Bacteria 93%

“Wang’s Naive Bayesian Classifier (WNBC) assignment (80% cutoff).

bSPA, straight phylogenetic analysis. Closer taxon according to phylogenetic analysis.

‘GenBank match ID.
4GenBank taxonomy of the matching sequence.
¢Percent identity. Bold indicates significant homology.

BLAST analyses revealed similarities to uSEQs from
remote regions
The uOTUs were further compared with those in the

GenBank database, with the aim of detecting similarities
to uSEQs from elsewhere and (or) taxa not represented
among our sequences. We performed comparisons with
the whole database and with the subsets of sequences
corresponding to cultured organisms and type speci-
mens (Federhen 2015). The corresponding results are
summarized in Table 1 and detailed in supplemental
Tables S4-S71. Eight uOTUs were very similar to sequences
from remote places (supplemental Table S7%). The uOTU
0022 displayed 100% homology with an eSEQ from Cali-
fornia (USA), and it was 99% identical to a sequence from
an isolate from the Jiulong River estuary in China. This
uOTU also displayed similarities above 97% to many se-
quences from several places worldwide (supplemental
Table S7%). The uOTUs 0078 and 0081 were very similar to

sequences amplified from fjords in Norway and Vancou-
ver Island, respectively. In addition, the uOTU 0081 was
significantly similar (>97%) to a sequence obtained from
the northeast subarctic Pacific Ocean (supplemental
Table S7'). The uOTUs 0136 and 0138 were 97% homologous
with sequences from the North Pacific and Austria, re-
spectively. The uOTUs 0127 and 0148 were very similar to
Alphaproteobacteria isolates from the Gulf of Maine (USA)
and to 65 eSEQs from diverse geographic origins (Table S7Y).
The uOTU 0170 displayed a 97% homology with eSEQs from
Italy (Table S7Y).

As expected, the similarities to type material se-
quences were rather low, but interestingly, there was
quite a good concordance with our SPA assignments. For
example, phylogenetic and BLAST comparisons with
both cultured and type material suggested a relationship
with Rhodobacterales for the uOTU 0058 (supplemental

< Published by NRC Research Press



Fig. 1. Straight phylogenetic analysis (SPA) of 250 97% operational taxonomic units (OTUs) from the uncharted Engafio Bay. Panel a displays the obtained tree, with
Wang’s Naive Bayesian Classifier taxonomy mapped on it. Panels b and ¢ show detailed views of the clades indicated as b and c, respectively, in panel a. Numbers
close to branches indicate bootstrap supports (n = 100, panel a) or aBayes local supports (panels b and c). The scale bars’ units in panels b and c are substitutions per
aligned position. [Colour online.|
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Table S21), and likewise, the uOTUs 0081 and 0136 were
monophyletically clustered with SAR11 sequences and
more similar to SAR11 type material (supplemental
Table S2%).

The cosmopolitan uSEQs may belong to unknown
Alphaproteobacteria and Gracilibacteria lineages
Our SPA suggested potential relationships between

the cosmopolitan uOTUs and several Alphaproteobacteria
groups and the phyla Gracilibacteria, Verrucomicrobia, and
Marinimicrobia (Fig. 1). Thus, we combined the uOTU se-
quences and the similar sequences from around the
world (supplemental Table S7') with 6194 reference se-
quences from these taxa, and submitted the entire data
to phylogenetic analysis, as detailed in section 2 (Ex-
tended uOTU analyses) of supplementary Materials and
Methods!. In agreement with the SPA, the obtained phy-
logeny showed that the uOTU 0078 and the similar se-
quences from elsewhere may correspond to a divergent
Rhodobacterales lineage and that the uOTUs 0127 and 0148,
together with 66 sequences from different places world-
wide, may belong to a divergent Rickettsiales family
(supplemental Fig. S4%). In addition, the analysis also cor-
roborated that the uOTUs 0136 and 0081 and 2 unknown
sequences from Vancouver Island and the northeast Pa-
cific Ocean were closely related to the SAR11 clade. The
uOTU 0138 and 6 uSEQs from elsewhere were clustered
in a long branch, close to the Candidatus Midichloriaceae
(Rickettsiales) family. Interestingly, the uOTU 0022 and
159 sequences from diverse places from around the
world were included in the Alphaproteobacteria clade, but
were clearly separated from the 3 previously proposed
Alphaproteobacteria subclasses (Ferla et al. 2013). The
uOTU 0170 and 2 uSEQs from marine epiphytic bacteria
obtained in Italy (Mancuso et al. 2016) were clustered
forming a divergent Gracilibacteria clade.

Discussion

As observed in similar studies performed elsewhere,
our study region presented a high abundance of SAR11,
Rhodobacterales, Acidimicrobiales, Oceanospirillales, and pi-
coalgae chloroplast sequences (Johnson and Sieburth
1982; Suzuki et al. 2001; Biegala et al. 2003; Lovejoy et al.
2007; Alonso-Gutiérrez et al. 2009; Campbell et al. 2009;
Feng et al. 2009; Fortunato et al. 2013; Wu et al. 2014; Liu
et al. 2015). Likewise, other taxa, including Bacillales,
Xantomonadales, SAR86, OCS116, Rhizobiales, Rickettsiales,
MB11C04, Bdellobibrionales, Alteromonadales, Aegean-245,
Methylophilales, KI89A, SAR406, Sphingomonadales, and
Gracilibacteria (also known as BD1-5 and GNO02), were de-
tected at low frequencies. About 13% of the OTUs identi-
fied here could not be classified. The fact that there was
no significant difference between the proportions of
Sanger and HTS uSEQs and that there was only a slightly
higher proportion of HTS uOTUs, highlight the value of
the V1-V3 regions of the 16S gene in taxonomic studies
(Liu et al. 2007, 2008). Difficulties in eSEQ classification

can be generally attributed to the sketchy knowledge
of marine microbial systematics (Schloss et al. 2016).
However, methodological issues can also represent a
challenge, such as undetected chimaeras, artificial clas-
sifications (i.e., para- or polyphyletic taxa) or phenomena
not accounted for by classification algorithms, such as
gene transformation and deep coalescence. Notwith-
standing that, the identification of previously described
uSEQs similar to several uOTUs (supplemental Table S74;
supplemental Fig. S4') provided strong evidence that
these OTUs actually correspond to real 16S lineages. In
addition, this observation supports the concept that lo-
cally rare taxa could be relevant at a worldwide scale
(Sunagawa et al. 2010; Shade et al. 2014; Choi et al. 2017).

Phylogenetic classification has been used in a limited
way in microbial ecology compared with classification
algorithms based on sequence similarity and composi-
tion (Hiraoka et al. 2016). Here, we show that SPA and
(de novo) phylogenetic comparisons with reference se-
quences can greatly improve the taxonomic assignment
of uSEQs and may drive the discovery of new taxa. These
findings suggest an untapped potential of phylogenetic
evidence in eDNA systematic studies. Some challenges
faced by phylogenetic classification could be also fore-
ground. A conspicuous one is that some taxa may not be
retrieved by phylogenetic analysis, as observed here for
the Rickettsiales, Rhodobacterales, and Rhizobiales (Fig. 1;
supplemental Fig. S4!). This can be due to some taxa
actually not being monophyletic or to methodological or
molecular marker issues. The implementation of scoring
statistics is also challenging. The use of branch supports
is an apparently straightforward solution. However, de-
pending on the used marker and method, some (actual)
groups may not be retrieved as supported clades. Fur-
thermore, it must be considered that the probability of
recovering a given clade by chance (even with no or a low
support) is extremely low, and depends on the number of
sequences from the group of interest and the total num-
ber of sequences in the data. This problem becomes
more complicated if topological uncertainty (i.e., multi-
ple optimal phylogenies) is taken into account. A good
amount of research and analysis of empirical data will be
required to approach the subject in a reasonably finished
form.

Finally, it is also worth highlighting the observed
correspondence between our phylogenetic and BLAST
analyses (supplemental Table S2?). Interestingly, the cor-
respondence was greater for the BLAST comparisons
with sequences from type specimens, which we attribute
to a more accurate taxonomic determination of the cor-
responding exemplars. This highlights the value of se-
quences from type material in eSEQs classification.
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