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RESUMEN

La Laguna Ojo de Liebre, ubicada en Baja California Sur, México, es un ecosistema hipersalino
unico de gran relevancia ecoldgica, econdmica y cultural, reconocido como Patrimonio de la
Humanidad por la UNESCO. Este entorno alberga una gran biodiversidad, incluyendo
comunidades microbianas esenciales para los ciclos biogeoquimicos que sostienen su
equilibrio ecologico. El objetivo de este estudio es determinar como las variaciones
fisicoquimicas temporales y espaciales (salinidad, temperatura y profundidad) afectan la
composicidn y estructura de la comunidad microbiana procariota en la columna de agua de la
laguna. A través del analisis de secuencias de amplicones del gen 16S ARNr se identificaron
taxones dominantes pertenecientes a los filos Bacteroidota, Pseudomonadota vy
Actinobacteriota, entre otros. Los resultados destacan una alta diversidad microbiana y
variaciones en la composicion de la comunidad espacio-temporales significativas relacionadas
con gradientes de temperatura y salinidad, destacando en los meses de agosto y noviembre.
Asimismo, se observo que la temperatura es la variable que tiene mayor influencia en la
estructura de la comunidad. También, se observé una contribucion notable de taxones raros a
la diversidad total, lo que sugiere una alta complejidad ecoldgica. La inferencia metabdlica
mostrd genes y rutas metabdlicas relacionadas con ciclos biogeoquimicos (carbono, nitrégeno
y azufre), biosintesis de aminoacidos, vitaminas y metabolitos secundarios, ademas de la
degradacion de contaminantes como hidrocarburos y xenobidticos. Estas funciones resaltan
el potencial de estas comunidades para influir en los flujos de energia y nutrientes del
ecosistema. Este proyecto es crucial para generar una linea base de conocimiento sobre las
comunidades microbianas de la Laguna Ojo de Liebre, proporcionando informacion que servira
como punto de partida para futuras investigaciones y una comprension mas profunda de los

procesos ecologicos que sostienen la funcion de este ecosistema.

Palabras clave: comunidades microbianas procariotas, analisis de amplicones, metabolismo

microbiano, Laguna Ojo de Liebre.
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1. INTRODUCCION

Las comunidades microbianas consisten en microorganismos que se relacionan vy
desempenan una variedad de funciones en un espacio definido por factores fisicos y quimicos
del entorno ambiental, donde encuentran las condiciones necesarias para su supervivencia
(Begon et al. 2006; Callieri et al. 2018; Diaz y Wacher 2003). A diferencia de una poblacion,
que incluye solo individuos de la misma especie que se encuentran metabodlicamente
relacionados, una comunidad no se define por la filogenia o los rasgos funcionales asociados
a ésta sino por su habitat. Por lo tanto, una comunidad microbiana puede definirse como un
conjunto de especies microscopicas coexistentes y potencialmente interactuantes, presentes

en un habitat definido en el espacio y el tiempo (Callieri et al. 2018).

Estas comunidades microbianas se caracterizan por estar compuestas de microorganismos
que no son visibles a simple vista (convencionalmente, menos de 1 mm), incluyendo
representantes de los tres dominios de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya (Callieri et al.
2018). Para abordar el estudio de las comunidades microbianas de primera instancia se utilizan
dos variables, principalmente: la composicion y la estructura. La composicion se refiere a la
descripcion del conjunto de especies que integran a la comunidad, permitiendo definir cuantas
y cuales especies estan presentes. Por otro lado, la estructura se refiere a la distribucién y
abundancia de las especies, asi como a los roles que desempefan y las interacciones que
existen entre ellas (Roy, 2017).

Para la evaluacion de estas variables es necesario seguir una serie de pasos complementarios
entre si, comenzando con la identificacion de especies. El concepto de especie para
procariotas se ve obstaculizada por varios rasgos, incluida su morfologia poco desarrollada y
el hecho de que la gran mayoria de estos organismos permanecen sin cultivar y, por lo tanto,
se sabe poco sobre su fisiologia y comportamiento (Callieri et al. 2018). La principal fuente de
informacion sobre la diversidad de bacterias y arqueas deriva de estudios ambientales de
secuencias de ADN (Callieri et al. 2018). Las especies a menudo se definen a través de
umbrales de similitud de secuencias marcadoras, como el 97% de similitud en el gen 16S ARNr
o el 95-96% de similitud en el ANI (Average Nucleotide ldentity). Las OTUs (Operational



Taxonomic Units) agrupan secuencias bacterianas con una similitud mayor al 97%, facilitando
el analisis de la diversidad microbiana, aunque con resolucion limitada. Las ASVs (Amplicon
Sequence Variants), en cambio, identifican variantes exactas de secuencias sin agruparlas por
similitud, ofreciendo una mayor precision y reproducibilidad en los estudios de diversidad
microbiana (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). Por lo que actualmente, la informacion que
principalmente se genera sobre la diversidad de bacterias y arqueas, considerando la variaciéon
genética y gendmica de una comunidad es representada en OTUs o ASVs. Como se menciond
anteriormente, para definir los taxones que constituyen una comunidad se utilizan secuencias
marcadoras como el ARNr de subunidad pequena (16S para procariotas), obtenidas mediante
plataformas de secuenciacién de nueva generacion (NGS) (Smith & Brown, 2021). Estas
secuencias se analizan con herramientas bioinformaticas para asegurar su calidad,
ensamblarlas, agruparlas en secuencias representativas (i.e. ASVs), anotarlas y asignarles
taxonomia utilizando bases de datos integradas por secuencias de referencia para el gen 16S
ARNr, como SILVA o Greengenes (Callieri et al. 2018)). Posterior a la definicién de la
composicién de la comunidad, las aproximaciones esenciales para la evaluacion de la
estructura comienzan con conocer la diversidad y la agrupacion jerarquica que resulta de la
diferencia en la composicion microbiana a comparar. En cuanto a la evaluacion de la estructura
de la comunidad microbiana, una vez realizada la identificacidon taxondmica de los
microorganismos se cuantifican y comparan los diferentes taxones presentes en un ambiente
o gradiente, con el propdsito de entender su relacidn entre si y con el ambiente. Por ejemplo,
el uso de métricas de diversidad nos permite evaluar la variacion de especies en un mismo
ambiente en escalas espacio temporales o bien entre ambientes distintos. Con respecto al
analisis de diversidad, se puede considerar la diversidad alfa, que se refiere a la variedad de
especies en un area especifica y se mide considerando cuantas especies hay y como se
distribuyen los individuos entre ellas. Este concepto se considera crucial en la ecologia porque
nos ayuda a entender como funcionan y se estructuran los ecosistemas. Para medir la
diversidad alfa, se utilizan varios indices. La riqueza de especies (S) cuenta cuantas especies
hay en un area (Chao et al., 2014). El indice de Shannon (H') considera tanto el nimero de
especies como la distribucion de los individuos, ayudando a entender la diversidad y
equitatividad en la comunidad (Jost, 2006). El indice de Simpson (D) mide la probabilidad de



que dos individuos seleccionados al azar pertenezcan a la misma especie, con valores mas
bajos indicando mayor diversidad (Magurran & McGill, 2011). Por ultimo, el indice de
equitatividad de Pielou (J') mide cuan uniformemente estan distribuidos los individuos entre las
diferentes especies (Tuomisto, 2012). Estos indices nos permiten analizar la diversidad alfa en
distintos contextos ecoldgicos, ayudando a comprender mejor la complejidad y dinamica de

los ecosistemas.

Ademas, los analisis de agrupacion jerarquica en combinacion con métodos multivariantes
como el analisis de principales coordenadas (PCoA) y los principios de disimilitud facilitan
analisis mas precisos y faciles de interpretarse; para visualizar las diferencias entre
comunidades, y poder hacer inferencias en contextos ecoldgicos para identificar patrones y
diferencias en la composicion microbiana. Por ejemplo, la disimilitud mide cuan diferentes son
dos muestras usando métricas como la distancia de Bray-Curtis o la euclidiana, mientras que
las agrupaciones jerarquicas organizan estos datos en un dendrograma, mostrando cémo se
relacionan los grupos entre si y el PcoA; por su parte, reduce la complejidad de los datos,
proyectando las muestras en un espacio mas simple donde las distancias entre puntos reflejan
sus diferencias originales (Lozupone y Knight, 2005; McMurdie y Holmes, 2013; Weiss et al.,
2017). En combinacion, el estudio de estas variables nos permite comprender la relacion entre
factores fisicoquimicos y los microorganismos, y por lo tanto el papel que juegan éstos en un

medio ambiente.

A pesar del pequefio tamafo de estos organismos, los microorganismos son clave para la
dinamica ecolégica de la biosfera debido a la relacion estrecha que ocurre entre la
composicidon, estructura y metabolismo de las comunidades microbianas y los ciclos
biogeoquimicos del planeta. Por ejemplo, la diversidad filogenética y gendmica de las
comunidades microbianas permiten que se lleven a cabo funciones metabdlicas que resultan
un componente crucial en la produccién y el reciclaje continuos de materia organica y
nutrientes que favorecen los flujos de energia entre distintos niveles tréficos y ademas median
una variedad de transformaciones biogeoquimicas. Por ejemplo, en los ecosistemas acuaticos,
la comunidad microbiana procariota desempefia un papel fundamental en el flujo de energia a

través del "bucle microbiano”, al conectar los ciclos del carbono y los nutrientes con los niveles



superiores de la red tréfica (Buchan et al., 2014). Esto se debe a que una parte de la comunidad
procariota (bacterias heterotréficas) utiliza el carbono organico disuelto, principalmente
generado por los productores primarios y sus depredadores en forma de exudados y productos
de excrecion (Pernthaler y Azam, 2005) convirtiéndola en biomasa bacteriana que es a su vez
consumida por protozoos y microzooplancton, promoviendo asi la transferencia de energia y
nutrientes a lo largo de la cadena alimentaria. Posteriormente, estos consumidores también
son depredados, y de esta manera el carbono organico se reincorpora a la columna de agua
como fraccién particulada (Azam et al., 1983; Pomeroy, 1974). Ademas, bacterias autotroficas
y quimiolitotroficas, participan en la nitrificacion, transformando amoniaco en nitrito y nitrato,
esenciales para el crecimiento del fitoplancton (Kirchman, 2008). Estos procesos también
regulan el ciclo del carbono y del nitrégeno, influenciando la concentracion de gases de efecto
invernadero como dioxido de carbono y metano (Azam & Malfatti, 2007). Estas interacciones
destacan el papel fundamental que tienen estos microorganismos en dos roles ecologicos
principales, la remineralizacién de la materia organica disuelta y la incorporacion de la materia
organica como biomasa disponible (produccion procariota). De esta manera, comprender la
variacion en la composicidon y estructura de las comunidades microbianas por efecto de la
variacion de factores fisicoquimicos nos permite predecir los metabolismos que contribuyen al
flujo de energia en un ecosistema desde la base de la cadena tréfica, y por lo tanto comprender
la capacidad de un sistema para sustentar la vida.

La versatilidad metabdlica de los microorganismos procariotas les ha permitido adaptarse a
practicamente cualquier ecosistema, incluyendo aquellos ambientes marinos en donde las
condiciones fisicoquimicas sobrepasan la media de salinidad, temperatura y presion, y que por
lo tanto son considerados ambientes extremos (Cruz-Leyva et al. 2010). Los cuerpos
hipersalinos son ambientes acuaticos caracterizados por una concentracion de sal
significativamente superior a la del agua de mar promedio (35 gramos por litro (g/L), 0 3.5%.
(Karleskint, Turner, & Small, 2010). Desde una perspectiva ambiental y ecoldgica, los cuerpos
hipersalinos albergan una biodiversidad especializada de microorganismos. conocidos como
haldfilos. Microorganismos como arqueas y bacterias haléfilas, pueden descomponer materia

organica en condiciones extremas donde otros organismos no pueden sobrevivir, manteniendo



asi la funcionalidad del ecosistema (Oren, 2002, 2010). Debido a su sensibilidad a
perturbaciones ambientales, los cuerpos hipersalinos y los microorganismos que los habitan
pueden servir como indicadores de alteraciones ambientales, climaticas y antropogénicas,
reflejando cambios en su composicion y estructura con un efecto en su metabolismo que

trasciende a impactos en la funcién del ecosistema (Ventosa et al., 2015).

Muchos cuerpos hipersalinos, como las salinas costeras, se utilizan para la produccion de sal,
proporcionando empleo y recursos econdmicos significativos a las comunidades locales.
Lagos hipersalinos como el Mar Muerto son destinos turisticos importantes debido a sus
propiedades unicas (Arahal et al., 2007). Ademas, los organismos haldfilos de los cuerpos
hipersalinos son de interés biotecnolégico debido a sus enzimas y compuestos unicos que
pueden ser aplicados en industrias como la farmacéutica, la cosmética y la biotecnologia.
Estas enzimas son especialmente valiosas debido a su estabilidad y funcionalidad en
condiciones extremas (Margesin & Schinner, 2001).

Cultural e histéricamente, los ecosistemas hipersalinos representan patrimonios naturales
unicos que requieren conservacion y proteccidn, para mantener su biodiversidad y los servicios
ecosistémicos que proporcionan (Arahal et al., 2007 Ventosa et al., 2015). De tal manera, que
los cuerpos hipersalinos en sistemas acuaticos y marinos son ecosistemas de alta relevancia
ambiental, ecologica, social y econdmica. La conservacion y estudio de estos cuerpos de agua
son esenciales para entender mejor sus funciones ecoldgicas y maximizar sus beneficios para
la sociedad, comenzando por conocer la comunidad microbiana procariota que sostiene las
funciones del ecosistema. La comunidad microbiana procariota en ambientes hipersalinos
tiene caracteristicas particulares en su composicion y estructura, como la predominancia de
microorganismos haldfilos i.e. arqueas del filo Euryarchaeota (como Halobacterium vy
Haloarcula) y bacterias (Halomonas y Salinibacter), adaptados a condiciones extremas de
salinidad (Madigan et al., 2018). Una de las adaptaciones mas importantes es la capacidad de
manejar la presién osmotica alta mediante la acumulacion de solutos compatibles como glicina
betaina, ectoina y trehalosa, que ayudan a mantener la homeostasis celular frente a la
deshidratacion y la pérdida de agua (Oren, 2002). Ademas, muchos de estos microorganismos

estan equipados con enzimas y proteinas estructurales que funcionan eficazmente en



ambientes de alta salinidad, lo que les permite mantener actividades metabdlicas esenciales
como la sintesis de proteinas y la replicacion del ADN, ademas estos microorganismos exhiben
estrategias metabdlicas especializadas, como la fotosintesis bacteriorrodopsina-dependiente
en arqueas y la quimiosintesis en ausencia de luz, asi como adaptaciones para la
osmoregulacion mediante la acumulacién de solutos compatibles y la produccion de
exopolisacaridos (Oren, 2008). La composicion diversa de en estos ambientes permite a los
microorganismos colonizar nichos especificos dentro del ecosistema salino, donde las
variaciones en la salinidad, temperatura y disponibilidad de nutrientes juegan un papel crucial
(Anton et al., 2000).

La Laguna Ojo de Liebre (LOL) ubicada en el municipio de Mulege, B.C.S, México, es una
laguna costera somera (5-12 mts profundidad) localizada entre 27°35" y 27°55'N y los 113°50"
y 114°20°W caracterizada por su hipersalinidad (Villa-Guerrero, 2019). La combinacién de
altas temperaturas y vientos acelera el proceso de evaporacion. Ademas, la escasez de lluvias
durante la mayor parte del afio resulta en la falta de aporte de agua dulce. Estos factores en
conjunto generan un gradiente en la concentracion de salinidad, con valores que aumentan
hacia la cabeza de la laguna, donde se han registrado valores de salinidad de hasta 47
(Contreras, 1985).

Esta laguna hipersalina, forma parte de la Reserva de la Biosfera El Vizcaino (REBIVI) y es
reconocida como Patrimonio de la Humanidad por la UNESCO debido a su importancia en
términos de interacciones ecoldgicas y actividades socioecondmicas. Es un refugio para la
ballena gris (Eschrichtius robustus) durante su migracion, y también de diversas especies de
aves. Ademas, es el habitat de especies en peligro de extincion, como la tortuga marina
Chelonia mydas (Bocanegra-Castillo, 1998). La laguna no solo es valiosa desde el punto de
vista ecologico, sino que también sustenta una serie de actividades economicas para las
comunidades locales. La pesca sostenible de especies como la escama, la extraccion de callo
de hacha (Atfrina maura) y la almeja chocolata (Megapitaria squalida) son actividades
econdmicamente importantes en la region (Crespo-Guerrero y Jiménez Pelcastre, 2016). El
turismo también impulsa la economia local, especialmente durante la migracién anual de las

ballenas grises desde el Artico hacia aguas mas calidas para reproducirse y dar a luz a sus



crias. Durante su estancia en la laguna, las ballenas grises tienen interacciones sociales que
atraen a visitantes de todo el mundo (Ponce-Lopez, 2002; Bermudez-Almada, 2003). Ademas,
la presencia de la salina solar mas grande del mundo, con sus extensos 75,000 acres de
estanques de sal, también es una fuente crucial de ingresos, aunque también existe una
preocupacion significativa acerca de los derrames de salmuera y su potencial para alterar la
composicion fisicoquimica del agua (Ponce-Lopez, 2002).

De acuerdo a lo anterior, el papel de las comunidades microbianas procariotas en la columna
de agua es fundamental para el funcionamiento y la salud de un ecosistema, como lo es la
Laguna Ojo de Liebre, ya que regulan el flujo de energia, los ciclos biogeoquimicos y la
remineralizacion de la materia organica que permite que ocurran diversas interacciones
ecologicas y socioeconomicas. Sin embargo, aun no se tiene conocimiento previo sobre la
composicidon y estructura de la comunidad microbiana procariota en la columna de agua de
este ecosistema. Por lo que este proyecto de tesis generara informacion novedosa referente a
la composicidon, estructura y cambios espacio temporales de la comunidad microbiana
procariota que contribuya a la generacién de una linea base de conocimiento, que permita
evaluar desde la base trofica aspectos de la biogeoquimica de la laguna que sostienen sus

interacciones ecologicas y socioeconomicas.
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Figura 1.- Estaciones de muestreo en Laguna Ojo de Liebre, B.C.S. Las estaciones de
muestreo de este estudio se muestran sefialadas con puntos color rojo y numeradas (S01-
S18).

2. ANTECEDENTES

En ambientes hipersalinos la comunidad microbiana procariota se caracteriza por estar
compuesta de grupos taxondomicos que han mostrado ser resistentes a amplios rangos de
salinidad. Dentro de los estudios realizados de la comunidad microbiana procariota en
ambientes hipersalinos se eligieron dos areas de estudio como sistemas modelos,
considerando que los rangos de salinidad son similares a los encontrados en la Laguna Ojo
de Liebre y que estos estudios se realizaron evaluando la composicion y estructura con base
en el analisis del gen 16S ARNr. El primer estudio fue realizado en la Laguna de Araruama en



Rio de Janeiro, Brasil, que se encuentra entre las lagunas costeras hipersalinas mas grandes
del mundo. Esta laguna esta conectada al Océano Atlantico a través de Cabo Frio presentando
salinidades de 36 en la boca, mientras que la parte interna puede alcanzar hasta 52
(Clementino et al., 2018; Cury et al., 2011). Clementino et al., (2018) llevaron a cabo dos
muestreos en los extremos de la Laguna Araruama durante agosto 2004 con el objetivo de
investigar la composicion de la comunidad mediante el analisis del gen 16S ARNr con relacién
al gradiente de salinidad. Los resultados revelaron que, en la boca de la laguna, predominaban
las y-proteobacteria (Marinobacter sp.), asi como Bacteroidetes (Flavobacteria sp.) y los
grupos Methanomicrobia y Methanothermococcus del filo Euryarchaeota. Por otro lado, en la
parte interna de la laguna, los grupos mas representativos eran y-Proteobacteria
(Pseudomonas sp.), Bacteroidetes (Salinibacter ruber) y Haloarcula de filo Halobacteriota y
Haloarchaea del filo Euryarchaeota del dominio arquea. El estudio demostré6 una clara
variabilidad en la dominancia relacionada a la distribucidén espacial en el gradiente de salinidad.

Otro ambiente hipersalino donde se han realizado estudios de la comunidad microbiana
procariota es la laguna de Thau ubicada en la regién de Occitania, en el sur de Francia. La
salinidad de la laguna generalmente varia entre 30 y 40, lo que la convierte en una laguna
hipersalina en ciertos momentos, especialmente en periodos de alta evaporacion y baja
entrada de agua dulce. En su estudio, Trombetta et al. 2022) se enfocaron en identificar la
diversidad de la comunidad microbiana durante invierno (10 °C) a primavera (20 °C) en 2015
y 2016. En sus observaciones encontraron para el dominio Bacteria, dominaron los filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia, con
respectivos cambios estacionales en su abundancia en ambas temporadas, Ademas, dentro
del dominio Arquea, los filos observados fueron Euryarchaeota y Thaumarchaeota, los cuales
fueron bajos en abundancia relativa en comparacion a los bacterianos (Trombetta et al., 2022).
Este estudio concluyé que la variacion significativa en la composicion y estructura de la
comunidad microbiana esta influenciada por multiples factores ambientales, de los cuales los

gradientes de salinidad y temperatura pueden ser los mas significativos.

Ademas, también se encuentra el Great Salt Lake ubicado en Utah, EE. UU, este lago presenta

variaciones significativas en la salinidad segun la ubicacidn especifica y las condiciones



ambientales. Se distinguen tres areas principales con diferentes niveles de salinidad ya que
recibe mas aportes de agua dulce de los rios que desembocan en el lago y Gunnison Bay, y
debido a barreras fisicas que restringen el flujo de agua entre diferentes partes del lago. Dyall-
Smith (1991) y Baxter et al. (2005), exploraron las diferentes formas de vida microbiana que
se han desarrollado en este ambiente. Ambos estudios mencionan que el Great Salt Lake
presenta variaciones en la salinidad a lo largo de su extension que crean gradientes salinos
que influencian la composicion y la diversidad de las comunidades microbianas, asi como en
las adaptaciones metabdlicas especificas que presentan. Dentro del estudio en las zonas
menos salinas del Great Salt Lake (South Arm ~50) se encontré la presencia de especies como
Actinobacteria y Firmicutes que prefieren ambientes con menor salinidad y su presencia fue
asociada a la descomposicion de materia organica proveniente de los afluentes. Mientras que
en el area de mayor salinidad (North Arm > 150) se encontré la presencia de especies de
arqueas halofilas como Halobacterium, Haloferax y Halococcus, que son extremadamente
halotolerantes y estan adaptadas a concentraciones de sal muy altas (hasta el 300), y bacterias
haléfilas como Salinibacter ruber y Salinicoccus. Estos estudios concluyeron que se observo
una variacion significativa en la comunidad microbiana influenciada principalmente por los

gradientes de salinidad en este ambiente.

Con respecto al ecosistema hipersalino de la Laguna Ojo de Liebre, se tienen relativamente
pocos estudios respecto a las comunidades microbianas. Los estudios mas recientes se
encuentran enfocados principalmente en la comunidad fitoplanctonica, la comunidad de los
tapetes microbianos, y la comunidad bacteriana cultivable de sedimentos con un enfoque
biotecnoldgico. Recientemente, Sanchez Cobarrubias (2019; 2021), realiz6 un par de estudios
para evaluar e la comunidad fitoplancténica en la Laguna Ojo de Liebre en los que se
identificaron un 47% de los géneros reportados por Millan-Nunez en 1987 (Chaetoceros sp.,
Coscinodiscus sp., Diploneis sp., Navicula sp., Nitzschia sp.), demostrando que esta
comunidad muestra una estructura relativamente consistente a lo largo del tiempo. Ademas,
mediante microscopia optica, quimiotaxonomia y sensores remotos observé una dominancia

de diatomeas y dinoflagelados, ademas destaco la contribucion significativa de los nano y
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picofitoplancténicos, que en conjunto contribuyen mayoritariamente a la variabilidad estacional

de la productividad en términos de clorofila (Chla).

Respecto a estudios de la comunidad microbiana, Roberson et al., (2008) realizaron un estudio
centrado en la diversidad y estratificacion de arqueas en los tapetes microbianos hipersalinos
de la laguna. Los analisis moleculares indicaron que las arqueas constituyen alrededor del 9%
de los genes de 16S ARNTr en estos tapetes, sugiriendo una funcién metabdlica significativa.
La investigacion identifico diversos filotipos arqueanos que incluyen principalmente
Euryarchaeota en las capas superficiales, con Methanosarcina y Halococcus entre ellos, y
Crenarchaeota en las capas profundas, destacando Thermoplasma y Archaeoglobus. En este
estudio sugieren que las posibles diferencias metabdlicas, influenciadas por los gradientes
quimicos especificos de cada estrato, determinan la distribucién de estos microorganismos.
Este estudio resalta la importancia de las arqueas en la funcionalidad de estos ecosistemas y
ofrece un modelo valioso para entender las interacciones microbianas, considerando que los

tapetes microbianos representan una de las formas de vida mas antiguas registradas.

Con respecto a la comunidad microbiana de los sedimentos, Zamora-Quintero et al. (2022)
realizaron un estudio enfocado en aislar Actinobacterias, recuperando la fraccion cultivable de
la comunidad bacteriana. Mediante el analisis del gen 16S ARNr, se identificaron tres filos
bacterianos principales: Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. La distribucion de estos
filos varid a lo largo de las estaciones y temporadas de muestreo, influenciada por las
condiciones de temperatura y salinidad del agua. Estos resultados sugieren una respuesta
espacio-temporal de la comunidad bacteriana a las propiedades fisicoquimicas de la laguna.
En otro estudio realizado por Zamora-Quintero (2022), se comparé el metabolismo primario y
secundario de cuatro cepas de actinobacterias, dos de Actinomadura y dos de
Micromonospora, aisladas del sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre. Se identificaron
62 rutas metabdlicas primarias, destacando la degradacion de taurina en Actinomadura y de
quitina en Micromonospora. En cuanto al metabolismo secundario, se encontraron clusters de
genes biosintéticos (BGCs) unicos, como el de ectoina en Actinomadura y el de
desferrioxamina E en Micromonospora, con solo el 10% de similitud con rutas conocidas,

indicando un alto potencial para nuevos compuestos bioactivos. Este estudio subraya la
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importancia de explorar genomas bacterianos en ambientes poco estudiados para descubrir
nuevas rutas metabolicas y compuestos con aplicaciones biotecnoldgicas y farmacologicas.

Aun cuando estos estudios evidencian en general la importancia de las comunidades
microbianas, hasta el momento no existe informacion sobre las comunidades microbianas
procariotas de la columna de agua de la Laguna Ojo de Liebre, que son fundamentales para
el funcionamiento y la salud de los ecosistemas, ya que regulan el flujo de energia, los ciclos

biogeoquimicos y la remineralizacién de la materia organica.

3. HIPOTESIS

Las variaciones fisicoquimicas temporales y espaciales que ocurren en la Laguna Ojo de
Liebre tienen un efecto en la composicion y estructura taxonémica de la comunidad microbiana

procariota de la columna de agua.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Evaluar los cambios en la composicion y estructura de la comunidad microbiana procariota de

la columna de agua en la Laguna Ojo de Liebre B.C.S. México.

4.2 Objetivos particulares
(1) Determinar la composicion y estructura taxondmica de la comunidad procariota de la

columna de agua, mediante el analisis de secuencias de amplicones del gen 16S ARNr.

(2) Evaluar los cambios espacio-temporales en la composicion y estructura de la comunidad

procariota de la columna de agua, en relacion con las variables fisicoquimicas.

(3) Utilizar la composicion taxondmica procariota para inferir el potencial metabdlico en la

columna de agua.
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5. METODOLOGIA

5.1 Muestreo en campo

Se llevaron a cabo 4 muestreos en la Laguna Ojo de Liebre durante los meses de agosto y
noviembre del 2021, asi como en marzo y junio del 2022. En cada muestreo se recolectaron
muestras de agua (4L) en 18 estaciones distribuidas a lo largo de la laguna (Fig. 1). Las
muestras de agua fueron tomadas utilizando una botella Niskin (5L) a una profundidad maxima
de 2 m en la columna de agua. Posteriormente, el agua se transfirio a botellas obscuras
Nalgene (5L) utilizando un embudo recubierto con malla de nylon de 200um. Las botellas
fueron almacenadas en hielo hasta el momento de ser filtradas y procesadas. Ademas, se
registraron datos de las variables fisicoquimicas, como salinidad, temperatura, densidad y
profundidad, utilizando un CTD YSI CastAway®.

Se establecio una estacion de filtrado en la localidad de alojamiento para garantizar el
procesamiento expedito de las muestras de agua de mar. La concentracion de biomasa
destinada al analisis de la comunidad microbiana se realizé filtrando hasta 2L de agua
previamente prefiltrada a 0.8 um, utilizando filtros de membrana Track-end (Nucleopore) de
0.2 ym. Los filtros se conservaron a -20°C hasta su posterior extraccion de ADN en el

laboratorio.

5.2 Analisis molecular

La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el kit DNeasy PowerWater (Qiagen) siguiendo
el protocolo Quick-Start del kit, con la modificacién de un paso adicional de incubacién a 65°C
durante 60 minutos después de la adicion del buffer de lisis y previo al paso de lisis mecanica.
Posteriormente, el ADN total extraido fue cuantificado utilizando un NanoDrop, para
posteriormente ser enviado para la secuenciacion de amplicones del gen 16S ARNr. Se
consideraron las muestras con concentracion mayores o iguales a 1ng/ pl y un valor minimo
260/280 igual a 1.8. La secuenciacion de amplicones se centré en la regién V4-V5, utilizando
los primer universales 515FB = GTGYCAGCMGCCGCGGTAA y 926R =
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT del gen 16S ARNr (Parada et al., 2015; Walters, 2015). Este
proceso fue realizado en el centro de secuenciacion de Integrated Microbiome Resource (IMR)

de la Universidad Dalhousie, Halifax, Canada, empleando la tecnologia lllumina MiSeq.
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5.3 Analisis bioinformaticos de secuencias de amplicones de 16S ARNr

Para evaluar la composicion y estructura de la comunidad microbiana procariota se realiz6 el
analisis de amplicones del gen 16S ARNTr utilizando la plataforma Qiime2 (Bolyen et al., 2019),
siguiendo el protocolo sugerido por IMR para amplicones
(https://github.com/LangilleLab/microbiome _helper/wiki/Amplicon-SOP-v2-(giime2-2022.11).

En términos generales, tras la importacion de las secuencias, se realizo al recorte de los
primers (cebadores) mediante el comando cutadapt, seguido del proceso de “demultiplex”, que
consiste en asignar las secuencias para cada muestra de acuerdo a su identificador,
generando archivos fastq para el analisis posterior. La eliminacion de ruido en las secuencias
para agruparlas en variantes de secuencias de amplicones (ASVs por sus siglas en inglés) se
llevd a cabo utilizando los comandos de la paqueteria "deblur" en el ambiente de Qiime2. Este
procedimiento consistio en la union de pares de secuencias utilizando VSEARCH, filtrado de
secuencias de baja calidad, establecimiento de longitud especifica y finalmente la obtencion
de ASVs, sin excluir las secuencias unicas o "singletons". Como resultado, se genero una tabla
de ASVs. La asignacion taxondmica de los ASVs obtenidos se realizé utilizando la base de
datos Silva138 (Yarza et al., 2014).

Para visualizar las diferencias en la composicion taxonémica de la comunidad, con los datos
obtenidos, se generaron graficas de barras con las abundancias relativas promedio de los
taxones, comparando las muestras segun la temporada y estacion de muestreo.
Posteriormente, se evalud la estructura de la comunidad y la relacion de ésta con los
parametros fisicoquimicos, a través de analisis estadisticos incluyendo un dendrograma de
agrupacion jerarquica utilizando la distancia Manhattan con 1000 réplicas; ademas de un
analisis de Componentes Principales (PCoA) utilizando una matriz de disimilitud Bray-Curtis
con 1000 réplicas. Ademas, se realizaron analisis de correlacion y significancia de la
composicion de la comunidad con los parametros de salinidad, temperatura y densidad, las
correlaciones se representaron como vectores sobre el PCoA. Los analisis estadisticos y la
visualizacion de esta comparacion se realizaron utilizando la libreria vegan, ggplot2 (Wickham,
2016) en el ambiente de RStudio (RStudio Team, 2020).
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Para inferir el metabolismo microbiano en la columna de agua, se utilizo la tabla resultante del
proceso de unificacion de asignacion taxonomica de las ASVs y su frecuencia en las muestras
analizadas con la herramienta PiCrust (Langille et al., 2013). Este proceso de la metodologia
de prediccidon del metabolismo implementada en PiCrust se basa en varios pasos importantes.
En primer lugar, se realiza una adecuacion y reduccion de los arboles filogenéticos para
garantizar su alineacion con los métodos de reconstruccion del “estado” ancestral. Luego, se
lleva a cabo la reconstruccion del “estado” ancestral utilizando algoritmos especializados, lo
que permite estimar el contenido genético de organismos ancestrales y vivos, considerando la
evolucion de los genes a lo largo del tiempo. Posteriormente, se procede a la prediccion de
rasgos, donde se estima el contenido genético de organismos desconocidos analizando los
genes de organismos secuenciados y/o ancestrales segun su distancia filogenética, con
opciones para generar intervalos de confianza que reflejan la incertidumbre en estas
predicciones. Ademas, se realiza la prediccidn del numero de copias del gen 16S ARNr vy se
aplica una normalizacion para considerar las variaciones en el numero de copias. Finalmente,
se lleva a cabo la predicciéon del metagenoma, calculando la abundancia relativa de cada
familia de genes en un metagenoma mediante la multiplicacion del numero de copias de genes
por la abundancia relativa de las ASVs correspondientes en las muestras. Finalmente, se
obtiene una matriz en donde se muestran las rutas metabdlicas inferidas con base en la
presencia y frecuencias de grupos taxondmicos representativos de distintas clases de
metabolismo. El algoritmo de PiCrust hace la asignacion al nombre de las posibles rutas
metabdlicas de acuerdo a la base de datos de grupos ortélogos de genes (KEGG) y MetaCyc
(Caspi et al., 2014). Finalmente, se realizé una comparacién temporal de los genes y las rutas
metabdlicas resultantes de acuerdo con un analisis de abundancia diferencial con la
paqueteria ggpicrust (Chen Yang et al, 2023), y la visualizacion de esta comparacion se realizo
utilizando la libreria ggplot2 (Wickham, 2016) en el ambiente de RStudio (RStudio Team,
2020).
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros fisicoquimicos

Para evaluar el efecto de los factores fisicoquimicos ambientales en la comunidad microbiana,
se midieron los parametros de temperatura, salinidad y densidad en las 18 estaciones de
muestreo (Fig.1). En general, se observé un gradiente ascendente de salinidad, temperatura
y densidad desde la boca hacia la cabeza de la laguna. En particular, el valor maximo promedio
de la temperatura se observo en agosto con un promedio de 25.66 + 0.48°C, mientras que el
minimo promedio se registr6 en marzo, con 16.75 + 0.34°C. En cuanto la salinidad, el valor
maximo promedio fue de 35 * 45 en agosto mientras el minimo promedio fue en marzo 33.50
+ 41. Las densidades presentes registraron rangos de 1023 a 1030 kg/m?, a lo largo de la
laguna. El mes que presentd mayores rangos de densidad fue el mes de marzo (~1024 a 1029)

y agosto presento los valores menores (~ 1023 a 1024) (Anexo 3).

6.2 Estructura de la comunidad procariota y su relaciéon con variables ambientales

Se consideraron dos aproximaciones para definir la estructura de la comunidad destacando su
distribucion espacio-temporal. En primer lugar, se realizé un analisis de agrupacion jerarquica
para identificar patrones temporales en funcién a la disimilitud de la composicion de la
comunidad a lo largo de la laguna y durante los cuatro meses de muestreo. Los resultados
mostraron que las muestras se agruparon principalmente en relacion a la temporada de
muestreo (Fig. 2). Por ejemplo, se observd un grupo que corresponde principalmente a las
estaciones de muestreo del mes de agosto, el cual se caracteriz6 por las temperaturas (25-27
°C) y salinidades (~34-45) mas altas. En comparacion, el segundo grupo extremo corresponde
a las estaciones de muestreo durante el mes de noviembre, que se caracterizd por
temperaturas (19-21 °C) y salinidades (~34-42) bajas. Ademas, se observé un grupo
intermedio que corresponde a las estaciones de muestreo de los meses de marzo y junio, con
rangos amplios de temperatura (16-24 °C) y salinidad (~34-41). En cuanto a los patrones
espaciales, fue particularmente evidente para el mes de noviembre la division entre las
estaciones de la cabeza y boca de la laguna, mostrando mayor distancia con aquellas que se
ubican en la cabeza (Fig. 2).
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Figura 2.- Dendrograma de agrupacion jerarquica, utilizando la distancia de Manhattan.
El dendrograma de agrupacion jerarquica representa las caracteristicas que se encuentran
consistentemente en diferentes grupos, en funcion de las similitudes o distancias entre los
datos. La distancia Manhattan es la distancia minima entre dos puntos siguiendo un trazado
viario. En estudios de remuestreo, un alto valor de AU (Approximately Unbiased) indica que el

meétodo proporciona estimaciones menos sesgadas.

Con base en esta agrupacidn jerarquica fue posible distinguir cambios en la abundancia
relativa de ciertos taxones que resultan caracteristicas temporal y espacialmente. Debido a la
distancia observada en el analisis de agrupacion jerarquica entre los meses de agosto y
noviembre, éstos se tomaron como puntos de comparacion para evaluar diferencias puntuales
en distintas estaciones ubicadas en la regién de la boca (S12 y S13), medio (regién de las

islas; S9 y S10) y cabeza (S4 y S5) de la laguna. Estas diferencias sugieren que la
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composicién microbiana en cada estacion de muestreo varia considerablemente espacio y
temporalmente durante agosto y noviembre. Con el objetivo de identificar la relacion de las
variables ambientales de temperatura, salinidad y densidad con la composicion y estructura
de la comunidad, se realizé un analisis de componente principales (PCoA) en donde se
integraron vectores cuya magnitud es proporcional al valor de correlacion de la variable
fisicoquimica con la estructura de la comunidad (Fig. 3). Similar a lo observado en el analisis
de agrupacion jerarquica, en el analisis de PCoA se identificaron tres grupos principales: el
primero correspondiente al mes de agosto, el segundo compuesto por los meses de marzo y
junio, y el tercero correspondiente al mes de noviembre. En general, se obtuvo que la
temperatura y la salinidad fueron las variables mas significativas para explicar la composicion
y estructura de la comunidad procariota, mostrando valores de correlacion y significancia de r?
= 0.77, p = 0.001 para la temperatura, y r> = 0.39, p = 0.014 para la salinidad (Tabla I). En
particular, para el mes de agosto se encontré que la temperatura fue la variable con mayor
efecto, mientras que la salinidad tiene un efecto directo para los meses de agosto y noviembre,
e indirecto para los meses de marzo y junio, y la densidad fue la variable con mayor efecto

(aun cuando no resulté significativo) para el mes de noviembre (Fig. 3).
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Figura 3.- Anadlisis de coordenadas principales (PCoA) de las muestras durante los
meses de septiembre y noviembre del 2021, y marzo y junio del 2022. La ubicacion de las
muestras, en lugar de representar su simple ubicacidn geografica, refleja la similitud de sus
comunidades biologicas. Los puntos cercanos tienen comunidades muy similares, las
muestras que estan muy separadas tienen pocas especies en comun o la misma especie en
niveles de abundancia muy diferentes. La direccién y magnitud del vector representa la
correlaciéon (similitud) entre las variables y las estaciones, de tal manera que la direccion

contraria del vector representa la incorrelacién (disimilitud) de la variable con las estaciones.

Tabla 1.- Valores de correlacion y significancia en relacion a los factores fisicoquimicos
y las muestras del analisis de coordenadas principales (PCoA). r? representa los valores

de correlacion y Pval la significancia.
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X1 X2 r? Pval
Profundidad -0.86 -0.52 0.05 0.93
Temperatura 0.39 0.92 0.77 0.001
Salinidad -0.28 0.96 0.39 0.014
Densidad -0.91 0.42 0.31 0.088

6.3 Composicion taxonémica de la comunidad procariota

Para determinar la composicidén y estructura taxonémica de la comunidad procariota en la
columna de agua, se realizé un analisis de las secuencias del gen 16S ARNr. Se analizaron
un total de 58 muestras, generando un total de 3,528,490 secuencias, de las cuales posterior
a su procesamiento se identificaron un total de 1,700 ASVs. La asignacion taxondmica de las
ASVs permitio identificar 2 dominios, 207 phyla, 198 clases, y 181 érdenes. Como primera
aproximacion para la evaluacion de la composicion de la comunidad procariota fue identificar
los taxones considerados como el “nucleo”, con base en un valor de abundancia relativa = 1
% (Smith & Johnson, 2018) y considerando que estuvieron presentes en todas las estaciones
y meses de muestreo. Ademas, se identificaron los grupos denominados “raros”, con base en
una abundancia relativa < 1 % (Smith & Johnson, 2018) independientemente de las estaciones

en las cuales se encontraron presentes a lo largo de la laguna (Fig. 4).

La composiciéon del nucleo de la comunidad se definidé al comparar el promedio de la
abundancia relativa de todos los taxones identificados en los diferentes meses y estaciones
de muestreo (Fig. 5). Los filos que destacan dentro del dominio Bacteria corresponden a
Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteriota, Pseudomonadota, Planctomycetota y
Verrucomicrobiota. Con respecto a la caracterizacion espacial del nucleo de la comunidad
procariota, se observo con mayor resolucion la composicién taxondmica identificando distintos
ordenes dentro de los filos Bacteroidota, Cyanobacteriota, Planctomycetota, Pseudomonadota
y Verrucomicrobiota, por ejemplo: Flavobacteriales, Synechococcales, Pirellulales,
Rhodobacterales, SAR11, Burkholderiales y Verrucomicrobiales, ademas de Thermoplasmata
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perteneciente al Grupo Marino Il como la unica clase dominante dentro del dominio Archaea.
Esta composicion taxondmica se mostrd6 homogénea entre las distintas estaciones de

muestreo a lo largo de la laguna.

Ademas, se pudieron observar diferencias temporales entre las clases de los distintos filos,
Por ejemplo, las clases Bacteroidia (37.07 %) y Alfa-proteobacteria (30.96 %) mostraron mayor
abundancia en comparacion con las Gamma-proteobacteria (9.68%) en los 4 meses de
muestreo. En particular, temporalmente se observa como grupo dominante al filo
Actinobacteriota, siendo las clases mas representativas la Acidimicrobia (1.49 %) y
Actinobacteria (1.32 %). También, se observa que en el mes de Marzo (16.62%) la abundancia
relativa del filo Cyanobacteria es mayor en los meses de agosto (15.67 %), Junio (8.24 %)y
disminuye en noviembre (5.65 %) (Fig. 5). Ademas, dentro del dominio Archaea, el filo
Thermoplasmata muestra una mayor abundancia en el mes de noviembre (4.70 %) (Fig. 5).

Con respecto a los taxones raros, se observaron en un rango de 4.92-35.32 % del total de
ASVs identificados en las distintas estaciones de muestreo a lo largo de la laguna (Fig. 6). Sin
embargo, se observaron diferencias temporales en su frecuencia con un efecto directo en la
diversidad total del mes de muestreo. Por ejemplo, el mes de noviembre tuvo la mayor
presencia de taxones raros (26 ASVs), mientras que agosto fue el mes que presentoé la menor
presencia de éstos (13 ASVs) (Fig. 6). Ademas, se analizaron las diferencias en la diversidad
de la comunidad para los meses de muestreo con base en el indice de diversidad de Shannon
(Fig. 7). En particular, se observé una diferencia en la distribucion de la mediana, el primer
cuartil y el limite minimo inferior de los meses de agosto y noviembre, los cuales mostraron el
valor minimo (4.7 y 5.2) y maximo (5.7 y 6.6) de diversidad. El valor correspondiente al primer
cuartil y la magnitud del limite minimo inferior, permiten inferir la contribucién de los taxones
raros en la diversidad temporal de la comunidad. Por ejemplo, para el mes de noviembre, que
presenté una mayor presencia de taxones raros también mostré el valor mas alto del indice de
diversidad (rango del cuartil al limite inferior de 5.6 a 5.2) (Fig. 7). Con respecto a diferencias
espacio-temporales, los valores atipicos permitieron identificar estaciones de muestreo que
mostraron una diversidad por encima o debajo de la media en una temporada en particular.

Por ejemplo, se observaron para el mes de agosto la estacién S3 (6.0) que se encuentra en la
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cabeza y para el mes de junio las estaciones S15 ubicada en la boca (6.6) y S5 ubicada en la
cabeza (5.5).

Taxones

Archaea_Thermoplasmatota_Thermoplasmata_Marine Group I
Bacteria

Bacteria_Actinobacteriota_Acidimicrobia_Actinomarinales
Bacteria_Bacteroidota_Bacteroidia
Bacteria_Bacteroidota_Bacteroidia_Flavobacteriales
Bacteria_Bacteroidota_Bacteroidia_Sphingobacteriales
Bacteria_Cyanobacteriota_Cyanobacteriia_Synechococcales
Bacteria_Planctomycetota_ OM190
Bacteria_Planctomycetota_Planctomycetes_Pirellulales
Bacteria_Pseudomonadota_Alphaproteobacteria_Puniceispirillales
Bacteria_Pseudomonadota_Alphaproteobacteria_Rhodobacterales
Bacteria_Pseudomonadota_Alphaproteobacteria_SAR11
Bacteria_Pseudomonadota_Alphaproteobacteria_Sphingomonadales
|__|Bacteria_Pseudomonadota_Gammaproteobacteria

|| Bacteria_Pseudomonadota_Gammaproteobacteria_Burkholderiales
__|Bacteria_Pseudomonadota_Gammaproteobacteria_Cellvibrionales

Valor %

Bacteria_Pseudomonadota_Gammaproteobacteria_Oceanospirillales
Bacteria_Verrucomicrobiota_Verrucomicrobiae_Verrucomicrobiales
Raro
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Figura 4.- Composicion taxonémica espacial de las ASVs identificadas en la base de
datos de Silva 138 mediante QIIMEZ2, utilizando el gen 16 ARNr en el muestreo de 2021 y
2022. En la figura se representan los taxones abundantes (= 1 % de abundancia relativa) y el
conjunto de taxones “raros” que representan el (< 1%). Cada barra representa una estacion de
muestreo especifica y estd segmentada por colores, que indican diferentes taxones
microbianos. El tamafio del segmento representa la abundancia relativa calculada a partir del
numero total de lecturas procariotas en la columna de agua de la estacion de muestreo durante
este periodo.
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Figura 5.- Composicion taxonémica temporal de las ASVs identificadas en la base de
datos de Silva 138 mediante QIIME2, utilizando el gen 16 ARNr. En la figura se representan
el conjunto de los taxones abundantes (= 1 % de abundancia relativa) y el conjunto de taxones
‘raros” que representan el (< 1 %). El tamafio de la barra representa la abundancia relativa en
los meses de agosto-noviembre durante el 2021 y marzo-junio del 2022.
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Figura 6.- Composicion taxonémica temporal de las ASVs identificadas en la base de
datos de Silva138 mediante QIIME2, utilizando el gen 16 ARNr. En la figura se destaca el
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conjunto de los taxones “raros" (< 1% de abundancia relativa). El tamafo de la barra
representa la presencia de estos taxones en los meses de agosto-noviembre durante el 2021
y marzo-junio del 2022.

@ Agosto

| Noviembre

53] I ® Marzo

Junio

Entropia de Shannon

Agosto 21 Noviembre 21 Marzo 22 Junio 22

(n=18) (n=18) (n=10) (n=12)
Figura 7.- Grafica de cajas y bigotes, representando la diversidad temporal utilizando el
indice de Shannon. El tamafo de cada caja representa la “abundancia relativa” de varios
taxones bacterianos y archaea. Las lineas discontinuas extendidas (bigotes) representan en
la base los cuartiles inferior y superior (25 y 75 %) y al final los valores minimo y maximo
encontrados. La linea media representa la mediana y “n” representa el numero de veces de
muestreo a una profundidad de 2 metros en la columna de agua en diferentes meses a lo largo

de la Laguna Ojo de Liebre.

6.4 Variaciones espacio-temporales en la composicion de la comunidad

Para evaluar los cambios puntuales en la composicién de la comunidad relacionados con la
variacion espacio-temporal, se seleccionaron con base en el analisis de agrupacion jerarquica
6 estaciones ubicadas en la region de la boca (S12 y S13), medio (region de las islas; S9 y
S10) y cabeza (S4 y S5) de la laguna. En general se observaron diferencias en la composicion
de la comunidad en relacion a la region de la laguna. Por ejemplo, en la regién de la boca (S12
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y S13) durante el mes de noviembre se observé un incremento de Thermoplasmata del Grupo
Marino Il, ademas de la tendencia a mantener su abundancia para las clases Flavobateriales
y Synechococcales, y un aumento de Puniceispirillales. En la region de las islas (S9y S10) se
observdé un cambio evidente en la proporcién de Thermoplasmata del Grupo Marino Il y
Verrucomicrobiales. Particularmente, en la estacion S10, hay un aumento significativo en la
proporcion de Pirellulales y Sphingomonadales en noviembre, mientras que en agosto
predominan Flavobateriales y Rhodobacteriales. Para la regién de la cabeza (S4 y S5) se
observo que la proporcidn de SAR11 es significativamente mayor en noviembre, mientras que
en agosto es para Synechococcales. Finalmente, en la estacion S5, se observé un aumento
de la clase Gammaproteobacteria en noviembre, mientras que la mayor abundancia fue de

Flavobacteriales y Rhodobacteriales.

Ademas, considerando la contribucion de los grupos raros a la diversidad de la comunidad, se
evaluaron las diferencias en la ocurrencia de éstos en las mismas estaciones seleccionadas.
Principalmente, se identificaron taxones no observados previamente incluyendo
Thermoanaerobacualia (Thermoanaerobaculales), Acidimicrobiia y Desulfobacteria con los
ordenes Thermoanaerobaculales, Microtrichales, Desulfobacterales y Desulfobulbales,
respectivamente. Asi como ordenes de clases antes mencionadas como Corynebacteriales,
PeM15 y Propionibacteriales de Actinobacteria, Chitinophagales de Bacteridia, Vibrionales y
Xanthomonadales de Gammaproteobacteria. Ademas, se identificaron patrones de
distribucion en las distintas regiones de la laguna (Fig. 9). En la region de la boca, en la estacion
S13 se observo al 6rden de Vibrionales. En la regidn de las islas, en la estacion S9 durante el
mes de agosto se observaron a Microtrichales y PeM15, mientras que en noviembre se
observd a Chitinophagales. En la estacion S10 solo en noviembre se observaron a
Corynebacteriales y Propionibacteriales, y a Xanthomonadales. Con respecto a la regidn de la
cabeza, la estacién S4 durante agosto presentd unicamente el orden PeM15, en noviembre no
hubo presencia de algun taxon. Finalmente, la estacion S5 solo en el mes de noviembre
present6 a la arquea Thermoanaerobaculia, y los O&rdenes Desulfobacterales vy
Desulfobulbales.
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Figura 8.- Grafica de barras de la composicion espacial y temporal de taxones
microbianos abundantes (1 % de abundancia relativa) en diferentes estaciones de
muestreo (S4, S5, S9, $10, S12, S13) durante dos épocas del afo (agosto 21 y noviembre

21). Cada barra representa una estaciéon de muestreo especifica en un mes particular y esta

segmentada por colores, que indican diferentes

clases de Bacteria. Se observan diferencias notables en la estructura de la comunidad

microbiana entre los dos meses en las mismas estaciones de muestreo, indicando posibles
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Figura 9.- Grafica de barras de la composicion de taxones microbianos “raros” (0.9 a 0.5
% de abundancia relativa) en diferentes estaciones de muestreo (S4, S5, S9, S10, S12y
S$13) durante dos épocas del aino (agosto y noviembre). Cada barra representa una
estacion de muestreo especifica en un mes particular y esta segmentada por colores, que
indican diferentes taxones microbianos no observados en los resultados previos, como

Archaea y varias clases de Bacteria.

6.5 Inferencia de metabolismo

Para inferir el potencial metabdlico en la columna de agua, se utilizaron las secuencias y
asignaciones taxonémicas de las ASVs que definen la composicion taxondémica de la
comunidad procariota. El analisis diferencial se realizd mediante dos aproximaciones
principales: 1) la inferencia de genes y 2) la inferencia de rutas metabdlicas, ambos
considerando la diferencia estacional de la comunidad resuelta con el analisis jerarquico. Por
lo que se analizaron y compararon las inferencias de los genes y rutas metabdlicas presentes
en los meses de agosto y noviembre. Respecto a lo encontrado del analisis de abundancia
diferencial estacional se identificaron un total de 4529 genes, de los cuales 2214 contribuyen
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significativamente (p < 0.05) a esta diferencia estacional. Dentro de las categorias relacionadas
con los genes inferidos destacan el metabolismo de cofactores y vitaminas (9%), la
degradacion de xenobidticos (2 %), el metabolismo de terpenoides y policétidos (2.7 %) asi
como la biosintesis de metabolitos secundarios (0.5 %), ademas de las categorias dentro del
metabolismo central como el metabolismo de carbohidratos (20 %), lipidos (4 %), aminoacidos
(11 %) y generacion de energia (16 %). En particular, se seleccionaron los genes dentro de
las categorias de metabolismo de cofactores y vitaminas, la degradacion de xenobidticos, el
metabolismo de terpenoides y policétidos asi como la biosintesis de metabolitos secundarios.
Entre los que destacan genes de metabolismo de la vitamina B6, riboflavina (B2) y biotina (B7)
(Metabolismo de cofactores y vitaminas) , la biosintesis de flavonoides y estreptomicina
(Biosintesis de metabolitos secundarios), biosintesis de sideroforos, carotenoides vy
terpenoides (Metabolismo de terpenoides y policétidos), y degradacion de etilbenceno,
estireno, nitrotolueno, benzoato y cloroalcano (Degradacion de xenobidticos) (Fig. 10).

Degradacién de etilbenceno, estireno,
nitrotolueno, benzoato y cloroalcano

Biosintesis de flavonoides
y estreptomicina

Biosintesis de sideréforos,
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B6yB7

[\

/.

<

m Metabolismo de Aminoéacidos = Biosintesis de otros Metabolitos Secundarios = Metabolismo de Carbohidratos

m Metabolismo de Energia m Procesamiento de Informacién Ambiental m Procesmaiento de Informacién Genética
m Biosintesis de Glicano = Metabolismo de Lipidos m Metabolismo de Cofactores y Vitaminas
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Figura 10.- Clasificacion de la inferencia de genes relacionados con categorias de
metabolismo para la comunidad de la columna de agua de la Laguna Ojo de Liebre.
Grafica de pastel en donde cada segmento representa la proporcion de las categorias KO del

total de genes inferidos.

Respecto a la inferencia de rutas metabdlicas, se resolvieron un total de 420 rutas metabdlicas
de las cuales fue posible asignar a una categoria a 377. Del total de rutas asignadas, el 86.47%
estaban relacionadas con la biosintesis de moléculas incluyendo aminoacidos, el 11.93%
estan relacionadas directamente con los ciclos biogeoquimicos, como el carbono, nitrégeno y
azufre, y el 1. 56% relacionadas con degradacion de hidrocarburos. Ademas, se observé que
130 rutas metabdlicas contribuyen significativamente (p < 0.05) a la diferenciacion estacional
del metabolismo inferido para la comunidad (Fig. 11). Dentro de las categorias significativas
observadas se destacan la ruta de reduccion de nitrato, la biosintesis de vitamina B6, la

degradacion de quitina y la degradacién de tolueno 4-sulfonato.

Diegradacian de quiting S Degradacién de tolueno 4- sulfonato

Reduccién nitrato

Biosintesis de
Vitamina B6

m Biosintesis de moléculas = Ciclos biogeoquimicos m Degradacion de hidrocarburos

Figura 11.- Clasificacion de la inferencia de rutas metabdlicas para la comunidad de la
columna de agua de la Laguna Ojo de Liebre. Grafica de pastel en donde cada segmento

representa la proporcion de las categorias mayoritarias del metabolismo inferido.
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7. DISCUSION

Composicion y estructura de la comunidad procariota

En este estudio se analiz6 la variacion espacio-temporal de la composicion y estructura de la
comunidad microbiana procariota de la columna de agua de la Laguna Ojo de Liebre. El
analisis de secuencias del gen 16S ARNr mostré una comunidad procariota dominada por filos
comunmente encontrados en sistemas acuaticos en donde ocurren gradientes de salinidad.
Particularmente se observd que la estructura de la comunidad se encontraba
significativamente influenciada por parametros fisicoquimicos como la temperatura y salinidad
dividiendo a la comunidad en tres grupos de acuerdo al mes de muestreo principalmente,
mientras que espacialmente la comunidad de la boca y cabeza se encuentran bien
diferenciadas. Ademas, se infirieron rutas de metabolismo primario relacionadas con la
biosintesis de moléculas como aminoacidos, metabolismo heterotrofico, al igual que rutas
relacionadas con los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre, y de degradacién
de hidrocarburos. Lo anterior sugiere que la Laguna Ojo de Liebre es un sistema diverso con
respecto a la comunidad microbiana de la columna de agua y que tiene el potencial de aportar
directamente a la biogeoquimica del ecosistema.

Similar a lo reportado en otros ambientes, las observaciones de este trabajo sugieren que las
propiedades fisicoquimicas de la laguna tienen un efecto en la composicion y estructura de la
comunidad microbiana (Thompson & Lee, 2020). Se ha observado en diferentes estudios que
variables como la salinidad, temperatura y pH tienen un efecto significativo en las comunidades
microbianas de ambientes acuaticos. Principalmente en ambientes marinos la temperatura
tiene un efecto directo y mas evidente en la funciéon de las comunidades microbianas (Zhou et
al., 2013). Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas y dinamica de Laguna Ojo de Liebre,
se observd un gradiente para la temperatura y salinidad, con relacion significativa en la
estructura de la comunidad procariota que se divide espacial y temporalmente en grupos (Fig.
2). Por ejemplo, los meses de agosto y noviembre, que mostraron la mayor diferencia en la
composicién de la comunidad, se caracterizaron por presentar un gradiente fisicoquimico
asociado a periodos de marea muerta (CICESE, 2024) que ocurrieron durante los dias de

muestreo. Los periodos de marea muerta favorecen a la diferenciacion estacional en la laguna
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ya que cuando la marea es baja, si la Bahia de Vizcaino tiene una dinamica fuerte, entonces
el agua de la laguna sale y ocurre una entrada de agua nueva con una diferencia de
temperatura, salinidad y densidad (Alvarez-Borrego y Granados-Guzman, 1992). En
especifico, se observo que la temperatura mostré la correlacion mas significativa (r? = 0.77, p
= 0.001) con la composicion de la comunidad, explicando la agrupacion de las muestras del
mes de agosto que resulté el mas calido en el periodo de muestreo, mientras que la densidad,
aunque no significativamente, explica la agrupacion de las muestras para el mes de noviembre,
y su division entre boca y el resto de la laguna. Esta dinamica es similar a lo reportado para
otras lagunas hipersalinas costeras en donde los gradientes de temperatura y salinidad se
encuentran influenciados por los rangos de marea, tasas de evaporacidn, circulacion y

morfologia (Clementino et al., 2018; Cury et al., 2011).

Con respecto a la diferenciacion espacial entre boca y cabeza de la laguna, la influencia de la
marea en el tiempo de residencia de las masas de agua entre estas regiones puede explicar
el posible recambio y permanencia de distintos taxones que contribuye a la variacién temporal
de la comunidad (Alvarez-Borrego, 2004). Por ejemplo, Soto-Lépez (2024) reporté que los
meses con mayor tiempo de residencia fueron noviembre (124 dias) durante el periodo de
muestreo. Se ha registrado previamente que cuando la marea es baja en la region de la boca
ocurre un intercambio de agua densa del interior que se desplaza y es reemplazada por agua
menos densa en la superficie, por lo que el tiempo de residencia es menor. En contraste, en
la region de la cabeza el tiempo de residencia puede ser mayor si la circulacion en Bahia
Vizcaino es débil, aunque también depende de los cambios en el patréon de vientos (Soto-
Lépez, 2024).

Sin embargo, aun considerando la dinamica de la laguna y su efecto en la estructura de la
comunidad, fue posible la diferenciacion de taxones microbianos que se encontraran de
manera recurrente con respecto a su frecuencia y abundancia, a lo que se denomin6 como el
nucleo de la comunidad. Estos grupos taxondmicos abundantes (>1% abundancia relativa
entre estaciones y periodos de muestreo) resultaron similares a aquellos observados en otros
estudios realizados en ambientes hipersalinos con condiciones de salinidad y rangos de
temperatura similares a los observados en la Laguna Ojo de Liebre. Por ejemplo, los filos
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Pseudomonadota, Bacteroidota, Actinobacteriota, Cyanobacteria y Verrucomicrobiota han sido
previamente reportados para la Laguna de Araruama en rangos de salinidad de 36 a 50
(Clementino et al., 2008) y la Laguna de Thau con rangos de salinidades de 25 a 40 y un
gradiente térmico de ~10 a 20 °C (Trombetta et al., 2022). Ademas, fue posible distinguir el
efecto de la dinamica estacional que influye en la estructura y composicion de la comunidad
procariota con patrones temporales en la distribucién y abundancia de los filos que componen
el nucleo de la comunidad (Fig. 5). Por ejemplo, se observo un patron en la variacion de la
abundancia del filo Cyanobacteria, que fue mas alta en marzo y disminuy6 en los meses
posteriores, alcanzando su valor mas bajo en noviembre. Adicionalmente, los filos
Planctomycetota y Verrucomicrobiota mostraron una mayor abundancia en noviembre, en
comparacion al resto de los meses estudiados. Tanto como Verrucomicrobiota y
Planctomycetota son filos generalmente mesdfilos que prefieren temperaturas de ~20° C a
35°C; sin embargo, algunas especies pueden tolerar rango de temperatura mas amplios. Es
comun encontrar ambos filos juntos, aunque generalmente no se presentan como dominantes
en la comunidad microbiana en la columna de agua, ya que prefieren sedimentos ricos en
materia organica. Por ejemplo, representantes de estos filos pueden contribuir a la
degradacion de compuestos organicos complejos e incluso estar relacionados con la
degradacion de hidrocarburos (Lee et al., 2009; Schlesner & Stackebrandt,1987; Hedlund &
Staley, 2006). De manera similar, la presencia del filo Actinobacteriota, con la clase
representativa Acidimicrobia, su predominancia en ambientes hipersalinos podria deberse a
su capacidad para resistir altas concentraciones de sal mediante la acumulacién de solutos
compatibles ademas de su capacidad para la formacion de esporas o estructuras resistentes,
y su versatilidad metabodlica que les permite utilizar una amplia gama de sustratos y
concentraciones de oxigeno (Ventura et al., 2007). En general, la variacién estacional
observada podria estar relacionada por cambios en la disponibilidad de nutrientes, la luz solar
y la temperatura, ademas de la dinamica de la laguna que se encuentra directamente
relacionada con las mareas. La entrada de agua marina rica en nutrientes ocurre
principalmente por accion de las mareas, y en general siguen un patron estacional siendo
mayores concentraciones en invierno y principios de primavera debido al afloramiento

oceanico en el Pacifico (Alvarez-Borrego, 2004). Sin embargo, la escasa entrada de agua
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dulce provoca que los niveles de nutrientes sean relativamente bajos en comparacion con otras

lagunas costeras mas influenciadas por rios (Kjerfve, B., & Magill, K. E. 1989).

A diferencia de otros ambientes hipersalinos en donde se han observado distintos filos de
arqueas como Euryarchaeota y Thaumarchaeota (Trombetta et al., 2022) en la laguna de Thau,
o los filos Euryarchaeota y Halobacteriota en la laguna de Araruma (Clementino et al., 2018),
en este estudio solo se observo el filo Thermoplasmata afiliado con el Grupo Marino Il del
dominio Arquea. Este filo ha sido previamente reportado como parte de la comunidad en
tapetes microbianos en la Bahia de Vizcaino, conectada a la Laguna Ojo de Liebre (Roberson,
2009). En particular los representantes de Thermoplasmata que se observan en la columna de
agua de ambientes marinos, como el Grupo Marino Il, ya que desempefian un papel importante
en la renovacion de la materia organica, especialmente material organico disuelto derivado del
fitoplancton. Por lo que en ambientes marinos se considera que la presencia de este grupo de
Thermoplasmata esta asociado con una alta abundancia de fitoplancton (Hugoni, et al., 2013),
lo cual es relevante para la laguna considerando que se trata de un ambiente altamente
productivo (CONANP, 2004).

También se observo la presencia de grupos taxondmicos denominados como raros (< 1% de
abundancia relativa), que ademas contribuyen a la diversidad estacional de la comunidad (Fig.
6y 7). En ambientes acuaticos, los grupos raros pueden tener un impacto significativo en la
diversidad ecoldgica, ya que su presencia puede aumentar la complejidad de las interacciones
biolégicas y de las redes tréficas (Lyons et al., 2005). Los grupos raros identificados en la
Laguna Ojo de Liebre son comparables con aquellos observados en otros ambientes con
salinidad comparable (30-37). Por ejemplo, el filo Desulfobacterota se han encontrado en el
Lago Hipersalino Limski Kanal (Sassi et al., 2012), mientras que el filo Bacillota,
especificamente Bacilli, ha sido identificado en salinas de evaporacion de Santa Pola y en las
salinas del Great Salt Lake (Baxter et al., 2005; Lefort et al., 2002). La contribucion de grupos
raros a la diversidad de comunidades microbianas se ha observado en distintos ambientes en
donde se ha demostrado que las comunidades microbianas raras desempefian un papel clave
en la degradacion de compuestos organicos, incluidos los contaminantes (Delgado-Baquerizo

et al., 2016; Pester et al. 2010). Por ejemplo, integrantes del filo Bacillota que se caracterizan
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por un metabolismo reductor de sulfato se han encontrado con abundancias relativas menores
al 0.01% (Pester et al., 2010). En comparacion, los filos Crenarchaeota, Acidobacteriota,
Bdellovibrionota, Chloroflexota, Gemmatimonadota, Latescibacterota, Marinimicrobia y
Myxococcota incluyen taxones que generalmente habitan en sedimentos marinos (Kénneke et
al., 2005; DelLong et al., 2006; Biddle et al., 2008; Medina et al., 2008; Quaiser et al., 2011;
Offre et al., 2013; Mufoz-Dorado et al., 2016; Zeng et al., 2017; Landry et al., 2017; Dong et
al., 2020). En particular, la presencia de estos ultimos filos sugiere que la comunidad de la
columna de agua se encuentra influenciada por procesos de resuspension del sedimento que
potencialmente aportan microorganismos a la columna de agua, y que en funcidon de las
condiciones fisicoquimicas pueden sobrevivir. Estos aportes por resuspension del sedimento
se han observado en otros ambientes como el Mar Baltico en donde distintos procesos han
intensificado la resuspensiéon de sedimentos, lo que ha contribuido a cambios en las
comunidades microbianas, afectando el ciclo de nutrientes y la calidad del agua (Guan et al.,
2019). Ademas, en el Lago Gatun también se ha observado que la resuspension de
sedimentos, por la actividad de embarcaciones, resulta un mecanismo importante para el
aporte de microorganismos a la columna de agua. Estos microorganismos pueden incluir
degradadores de hidrocarburos, lo cual es relevante dada la actividad industrial en la region
(Sun et al., 2020).

Ademas, se observd que la ocurrencia de los grupos raros y su relacion con la diversidad
mostraba un patrén espacial y temporal. Por ejemplo, el valor de diversidad mas alto se
observo para el mes de noviembre en relacion con el aumento significativo de ASVs
identificadas como raras, en comparacion con el mes de agosto que presento el menor valor
de diversidad, asi como la menor abundancia de ASVs raras. La distribucion espacial de estos
taxones raros parece estar relacionada con la dinamica hidrografica de la laguna,
especialmente con el tiempo de residencia del agua y la circulacion influenciada por las
mareas. En la cabeza de la laguna (S5), caracterizada por un alto tiempo de residencia durante
periodos de marea muerta, se observO una mayor abundancia de taxones como
Thermoanaerobacualia (Thermoanaerobaculales) y Desulfobacterota (Desulfobacterales y
Desulfobulbales), mientras que Actinobacteriota (Microtrichales, Corynebacteriales, PeM15 y

Propionibacteriales) se observaron en la zona media (S9 agosto y S10 noviembre) donde la
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circulacidon es mas dinamica y el tiempo de residencia del agua es menor debido al intercambio
de agua que ocurre entre la laguna y la entrada de agua del océano, que también corresponde
ala zona en donde se registré una mayor diversidad taxonomica. La variabilidad en los tiempos
de residencia, especialmente en funcion de la fuerza de la circulacidn en Bahia Vizcaino, afecta
directamente la renovacion del agua y por lo tanto pudiera tener un efecto en la entrada o
permanencia de estos grupos raros. Por ejemplo, en periodos de débil circulacion, es mas
probable que el agua con especies de origen externo permanezca mas tiempo en la laguna,
proporcionando una oportunidad para la creacion de microhabitats unicos que pueden albergar
grupos que solo ocurren temporalmente (Mehrabi et al., 2014; Wu et al., 2024).

Inferencia temporal del metabolismo procariota

El metabolismo de vitaminas como la piridoxina (B6), la riboflavina (B2) y la biotina (B7) en
ambientes hipersalinos costeros y oceanicos es un area de creciente interés debido a su papel
clave en la supervivencia y adaptacion al medio ambiente marino. Estos ambientes, son
habitados por comunidades microbianas que dependen de cofactores vitaminicos para llevar
a cabo procesos metabdlicos esenciales; por ejemplo, numerosas reacciones enzimaticas
como el metabolismo de proteinas, carbohidratos y grasas. En particular, la piridoxina (B6) es
clave en el metabolismo de aminoacidos, mientras que la riboflavina (B2) participa en las
reacciones de oxidacion-reduccion como parte de los cofactores FAD (flavina adenina
dinucledtido) y FMN (flavina mononucleétido). Por su parte, la biotina (B7) esta involucrada en
la sintesis de acidos grasos y en el metabolismo de los carbohidratos, facilitando reacciones
de carboxilacién (Oren, 2011; Gomez-Consarnau et al., 2018). El estudio del metabolismo de
estas vitaminas en los ecosistemas marinos, destaca que son sintetizadas principalmente por
microorganismos marinos, como bacterias y fitoplancton (Safiudo-Wilhelmy et al., 2014; Wang
et al., 2023), y son esenciales no solo para los productores primarios, sino también para los
consumidores en niveles troficos superiores, tales como el zooplancton y los peces (Wang et
al., 2023). Por ejemplo, en zonas como el Atlantico Norte, Long Island y las regiones costeras
de California, se ha documentado que estas vitaminas juegan un papel critico en los ciclos
biogeoquimicos locales y en la actividad metabdlica del fitoplancton y bacterioplancton. Por
ejemplo, en el Atlantico Norte, se ha registrado que la disponibilidad de riboflavina (B2) esta
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vinculada a la productividad primaria y a las interacciones microbianas durante las floraciones
de fitoplancton. Este fenbmeno ocurre debido a que varias bacterias marinas son capaces de
producir riboflavina en condiciones oligotréficas, o que favorece la nutricion del fitoplancton
(Zhang et al., 2017). En estudios realizados en las bahias de Long Island, con intercambio de
agua restringido con el Océano Atlantico adyacente, se ha observado que la biotina (B7) es
esencial en las comunidades bacterianas responsables de la degradacion de materia organica,
especialmente en zonas influenciadas por la descarga de rios y la formacion de zonas
hipdxicas. Por lo tanto, la disponibilidad de estas vitaminas afecta directamente la salud y la
productividad de los ecosistemas marinos, lo que a su vez tiene un impacto en las pesquerias

y los recursos marinos utilizados por los seres humanos.

Lo anterior es particularmente relevante en la laguna Ojo de Liebre, en donde distintos
organismos de importancia ecoldgica y economica, asi como distintas actividades
socioeconOmicas convergen y dependen de la productividad de la laguna (CONANP, 2004 y
2013; CONANP y SEMARNAT, 2016). Por ejemplo, en la comunidad microbiana nucleo de la
Laguna Ojo de Liebre, se identificaron diversos taxones que podrian participar activamente en
la biosintesis de vitaminas B. Entre estos se observaron dentro del flo Pseudomonadota los
ordenes Rhizobiales, Rhodobacterales, Sphingomonadales y el clado SAR11, del filo
Cyanobacteriota el 6rden Synechococcales y del filo Bacteroidota los érdenes Flavobacteriales
y Sphingomonadales. Por ejemplo, se ha encontrado que algunas bacterias del filo
Pseudomonadota i.e. Alteromonadales, Chromatiales, Oceanospirillales, Pseudomonadales, y
Cianobacteriota como Synechococcus y Prochlorococcus, tienen la capacidad de sintetizar
biotina de novo. Ademas, grupos como las Alphaproteobacteria i.e. Magnetococcales,
Rhizobiales, Rhodobacterales, Sphingomonadales, y las bacterias del filo Bacteroidota i.e.
Cytophagia, Flavobacteriia y Sphingobacteriia también estan involucradas en la produccion de
biotina, lo que resalta su relevancia en el ciclo de nutrientes y la dinamica ecoldgica de estos
ambientes marinos (Safiudo-Wilhelmy et al. 2006). En las aguas costeras de California, se ha
observado que la vitamina piridoxina (B6), a través de su forma activa piridoxal-5'-fosfato
(PLP), facilita la sintesis de osmoprotectores en microorganismos que enfrentan fluctuaciones
en salinidad y nutrientes en microorganismos, por ejemplo, Pelagibacter ubique (SAR11) (Alfa-

proteobacteria), Vibrio fischeri (Gamma-proteobacteria) y las cianobacterias Prochlorococcus

36



marinus y Synechococcus sp. (Safiudo-Wilhelmy et al., 2012). Con base en lo anterior,
estudios posteriores pueden enfocarse en la relacion de estos taxones con la comunidad
fitoplanctonica de la laguna y el potencial metabolismo de vitaminas que favorecen a la

productividad de la laguna.

En los ecosistemas marinos costeros de California se ha estudiado cémo las bacterias adaptan
su metabolismo para la sintesis de metabolitos secundarios en presencia de nutrientes
limitados. En estos casos, la competencia microbiana en un ambiente con alta densidad de
especies microbianas, como ocurre en los sedimentos de sistemas productivos (aprox. 108
células/g de sedimento humedo; Luna et al., 2002), induce la activacién de rutas metabdlicas
que ademas de ser utiles para su supervivencia, son potencialmente valiosas para
aplicaciones farmacoldgicas, resaltando el valor de distintas especies bacterianas como fuente
de antibidticos naturales (Prochnow et al., 2004). Dentro de los resultados de inferencia
metabodlica se observd la posible presencia de genes relacionados con la produccion de
estreptomicina, un antibiético aislado del metabolismo secundario del género Streptomyces
sp. En la laguna Ojo de Liebre, siguiendo métodos cultivo dependientes se han aislado cepas
pertenecientes a este género (Zamora-Quintero et al., 2022), lo que contrasta con nuestras
observaciones taxondmicas. Sin embargo, considerando el aislamiento directo de
representantes de este género no se descarta por completo la posible produccion de este
compuesto, y en general de distintos metabolitos con potencial actividad antibiotica producidos
por representantes del filo Actinobacteriota presentes en los sedimentos de la laguna (Zamora-
Quintero et al., 2022), que en este estudio también se encuentran como parte del nucleo de la

comunidad procariota.

En referencia a la biosintesis de metabolitos secundarios como sideroforos, carotenoides y
terpenoides, la presencia de estos sugiere una comunidad que ha desarrollado estrategias
evolutivas complejas que permiten a los microorganismos prosperar bajo condiciones
ambientales extremas, como limitaciones de nutrientes, radiacion ultravioleta intensa y altas
salinidades. Por ejemplo, la produccion de sider6foros demuestra como los microorganismos
han desarrollado sistemas altamente especializados para adquirir hierro, un nutriente

generalmente limitante en la columna de agua marina debido a su baja solubilidad en
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condiciones oxigenadas, y que por lo tanto las comunidades microbianas también influyen en
el ciclo biogeoquimico del hierro, impactando a niveles troficos superiores en estos
ecosistemas. En particular, se ha reportado la potencial produccién de sideréforos como la
Desferrioxamina E en diversos géneros del filo Actinobacteriota aislados de la Laguna Ojo de
Liebre, en relacién a una posible respuesta de estrés oxidativo y respiracion celular (Zamora-
Quintero et al., 2022), lo cual resulta relevante como una posible estrategia adaptativa para la
adquisicion de hierro en este ecosistema ya que se ha reportado la ausencia de
enriquecimiento significativo de hierro en los sedimentos de la laguna (Valdivieso-Ojeda et al.,
2021). Con base en lo anterior, se puede inferir que la dependencia de estas moléculas en
zonas hipersalinas resalta su papel como un factor determinante en la estructura y funcion de
las comunidades microbianas locales. Por ejemplo, la presidon selectiva por un elemento
limitante puede favorecer la frecuencia y abundancia de los microorganismos que presentan
metabolismos secundarios capaces de quelar hierro y hacerlo biolégicamente accesible,
(Vraspir & Butler, 2009). Estos microorganismos no so6lo aseguran su propia supervivencia,
sino que pueden influir indirectamente en la comunidad al modificar la disponibilidad de hierro
para otros organismos, regulando patrones de exclusion y dominancia (Vraspir & Butler, 2009;
Oren, 2014), y con un posible efecto en la dinamica de los ciclos de nitrégeno y carbono debido
a las interacciones entre especies que compiten o colaboran en la adquisiciéon de hierro
(Valdivieso-Ojeda et al., 2021).

En relacion a la produccion de flavonoides por metabolismo microbiano en ambientes marinos
o salinos, investigaciones en diferentes ecosistemas muestran que la relevancia de estos
compuestos esta relacionada con la proteccion frente al estrés oxidativo y la radiacion UV, lo
que es particularmente evidente en lagunas costeras de alta salinidad (Ventosa et al., 2008,
Gunde-Cimerman et al., 2018), como Ojo de Liebre. Durante el periodo de muestreo se
observaron rangos en los valores de temperatura y salinidad en un gradiente temporal y
estacional para los meses de agosto (25-27°C y 34-45) y noviembre (19-21°C y 34-42), y con
valores de radiacién UV reportados para la laguna en estas temporadas que varian desde
134.4 kW/m?/dia en agosto y 85.3 kW/m?/dia para noviembre (radiacién acumulada por dia)
(NASA POWER, 2022). En particular, los valores de radiacion UV se encuentran dentro de los
limites reportados para considerar que las comunidades microbianas de la laguna se
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encuentran bajo estrés oxidativo (Alonso-Reyes et al., 2021). Por ejemplo, en las salinas de
Santa Pola y en otras areas hipersalinas del Mar Mediterraneo, se tiene registro de que la
comunidad de bacterias y arqueas se caracterizan por su capacidad para producir compuestos
como los carotenoides y los flavonoides, como la bacteriorrubina y la astaxantina. Estas
moléculas permiten estabilizar las membranas celulares y actian como antioxidantes potentes,
neutralizando especies reactivas de oxigeno generadas en condiciones de alta exposicidon
solar. Ademas, se reconoce su importancia biotecnoldgica, desde antioxidantes naturales
hasta colorantes alimentarios, o que sustenta el potencial econdmico de explorar estos
ecosistemas marinos extremos como fuentes sostenibles de biomoléculas (Goodwin et al.,
2017; Oren, 2014). Adicionalmente, los terpenoides sintetizados por bacterias marinas y
haldfilas, destacan por su contribucién a la homeostasis de membranas en condiciones
osmoticas extremas y también por su papel en la biosintesis de compuestos bioactivos. Un
ejemplo de estos metabolitos es la salinosporamida A producida por el género de
actinobacterias marinas y tienen aplicaciones farmacologicas de gran valor, incluyendo
propiedades anticancerigenas. Los terpenoides sintetizados por bacterias marinas y haldfilas,
cumplen un papel esencial en ecosistemas costeros, incluyendo lagunas costeras, al contribuir
significativamente al reciclaje de nutrientes y la regulacion de redes tréficas (Fenical et al.,
2006; Seemann et al., 2020).

Aun cuando la metodologia de inferencia de metabolismo que se llevd a cabo no permite la
relacion directa entre los taxones identificados y los metabolismos, se puede destacar un
ejemplo en particular de la posible relacion entre la abundancia del orden Synechococcales y
el metabolismo de flavonoides. Considerando que las inferencias metabdlicas se realizaron en
una escala temporal, con las comparaciones de las diferencias entre los meses de agosto y
noviembre, se observa la fluctuacidn del orden Synechococcales en diferentes puntos de la
laguna (Fig. 8) entre estos meses de muestreo. Particularmente, se observa un gradiente en
su abundancia entre las estaciones S4 (cabeza) y S12 y S13 (boca), en dénde es mayor para
S4 en el mes de agosto. Durante este periodo y estacion es en donde se reportan las mayores
salinidades y temperaturas, por lo que la produccion de metabolitos como los flavonoides
serviria de proteccion para los microorganismos en estas condiciones, considerando que este

tipo de metabolismo contribuye significativamente con la diferencia estacional del metabolismo
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inferido. En lagunas hipersalinas de Europa y América del Norte, donde las fluctuaciones de
salinidad y la alta radiacidn solar son constantes, se ha encontrado que la cianobacteria
Synechococcus (orden Synechococcales) sintetiza flavonoides y otros antioxidantes para
protegerse del estrés ambiental. Estos compuestos, ademas de proteger contra el dafo
oxidativo, juegan un papel importante en la regulacién osmoética y la estabilizacidén celular en
condiciones extremas de este microorganismo (Gunde-Cimerman et al., 2018). Lo anterior
sugiere una potencial relacion entre la abundancia del orden Synechococcales y la produccion

de flavonoides en la laguna Ojo de Liebre en funcion de la variacion estacional del ambiente.

La biodegradacién de compuestos xenobioticos en ambientes hipersalinos costeros demuestra
la adaptabilidad microbiana a condiciones extremas y su potencial para la remediacién
ambiental. Por ejemplo, estudios sobre la biodegradacién de hidrocarburos en ambientes
hipersalinos han identificado arqueas haldfilas, que son capaces de degradar hidrocarburos
alifaticos y aromaticos incluso en condiciones de salinidad superiores al 25% de NaCl. Estas
especies poseen rutas metabdlicas unicas adaptadas a condiciones de estrés osmoético y bajos
niveles de oxigeno, lo que las convierte en candidatas valiosas para procesos de remediacion
en entornos aridos y salinos (Oren, 2014). No obstante, en el presente estudio no se encontro
una gran diversidad de arqueas mas alla del filo Thermoplasmatota, lo que sugiere que la
vialidad de la degradacion de tolueno requiere una mayor exploracion. Esto se debe a que la
degradacion del tolueno en la columna de agua es poco comun, ya que la difusidn y dilucion
del tolueno en el agua reducen significativamente la probabilidad de contacto con los
microorganismos responsables de este proceso. En comparacion, en suelos o sedimentos,
donde el tolueno tiende a acumularse, la biodegradacion resulta mas eficiente debido a la
mayor disponibilidad de microorganismos especializados y adaptados a la degradacion de
hidrocarburos (Widdel & Rabus, 2001). Estudios posteriores pudieran enfocarse en la
cuantificacion y caracterizacion de fuentes de hidrocarburos, que posiblemente se concentren
en los sedimentos y que pudieran ser resuspendidos a la columna de agua por la dinamica de
la laguna antes mencionada. Ademas de explorar con mas detalle la diversidad de
microorganismos hidrocarbonoclastas que se pudieran encontrar tanto en los sedimentos

como en la columna de agua de agua.
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Finalmente, se destaca el potencial metabolismo de degradacion de la quitina. La degradacién
de la quitina en ecosistemas acuaticos, como lagunas, es crucial para los ciclos del carbono y
del nitrégeno, impactando directamente su reciclaje (Keyhani y Roseman, 1999). Este proceso
conecta el flujo de materia organica con la dinamica microbiana, ya que este biopolimero,
proveniente principalmente de zooplancton y detritos, es descompuesto por microorganismos
especializados (Souza et al., 2011), siendo los mas comunmente estudiados Chitinophagales
(Bacteroidota) y Vibrionales (Gammaproteobacteria). Los Chitinophagales desempenan un
papel importante en consorcios microbianos en ambientes ricos en materia organica degradan
la quitina principalmente a través de rutas que incluyen la actividad de quitinasas
extracelulares, que rompen el polimero en oligdmeros como quitobiosa y otros derivados mas
simples (Gooday, 1990), mientras que los Vibrionales, destacan por su versatilidad genética
para procesar quitina y derivados, presentando capacidades enzimaticas especializadas para
hidrolizar quitina mediante quitinasas endo y exo (familias GH18 y GH19), sistemas de
transporte especificos de quitobiosa y N-acetilglucosamina (GIcNAc), y mecanismos para la
deacetilacion de quitina a quitosano (Techkarnjanaruk et al., 1997; Meibom et al., 2004). En
este estudio, los 6rdenes Chitinophagales y Vibrionales se observaron dentro de los grupos
raros durante el mes de noviembre en distintos sitios de la laguna, S5 (cabeza) y S10 (zona
central), respectivamente. Aun cuando en este estudio no se realizé una evaluacién de la
sucesion entre la comunidad fitoplanctonica y zooplanctonica, para la laguna se ha reportado
la presencia de grupos de fitoplancton de distintos tamafos que permiten la actividad tréfica
de la herbivoria del zooplancton (Sanchez-Covarrubias et al., 2021). Lo anterior sugiere que,
posterior al pico de abundancia entre grupos de fito y zooplancton pudiera haber una
acumulacion de quitina como sustrato disponible para estos taxones bacterianos, lo cual
también se encuentra favorecido por los tiempos de residencia en el interior de la laguna
durante los periodos de marea muerta en noviembre. Sin embargo, estudios que integren los
distintos niveles tréficos de los microorganismos que habitan la laguna permitiria elucidar las
redes de transferencia de energia, que, como este proceso, conectan directamente distintos
substratos con el metabolismo microbiano, la productividad primaria y la regeneracién de

nutrientes, resaltando asi su importancia ecoldgica en los ecosistemas.
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8. CONCLUSIONES

La comunidad procariota de la Laguna Ojo de Liebre presenta un nucleo taxondémico (>1% de
abundancia relativa) dominado por filos bacterianos como Actinobacteriota, Planctomycetota,
Cyanobacteriota, Verrucomicrobiota, Bacteroidota y Pseudomonadota, similares a los
encontrados en otros ambientes hipersalinos (tipicamente aguas con salinidades superiores a
40, pudiendo alcanzar hasta 300). La estructura y composicion de la comunidad microbiana
esta influenciada por factores ambientales, como los gradientes de salinidad y temperatura.
Por ejemplo, se observaron cambios temporales en la abundancia de los filos nucleo asociados
con la variacidon de los factores ambientales de la laguna como la luz solar, temperatura,
densidad y disponibilidad de nutrientes, siendo la temperatura el factor con un efecto mas
significativo en la estructura de la comunidad. Adicionalmente, se destaca la presencia de
taxones ‘"raros" (<0.5 % abundancia relativa) como Thermoanaerobacualia
(Thermoanaerobaculales) y Desulfobacterota (Desulfobacterales y Desulfobulbales), que
mostraron una distribucion especifica en areas de la laguna y temporadas de muestreo en
relacion con alto tiempo de residencia de agua y menos renovacion, como ocurre en la cabeza
de la laguna durante el mes de noviembre. Estos grupos “raros” contribuyen a la diversidad

temporal de la laguna.

En cuanto a la inferencia del metabolismo microbiano, se identificaron genes y rutas
metabdlicas relacionadas con el metabolismo de cofactores y vitaminas, la degradacion de
xenobidticos, el metabolismo de terpenoides y policétidos, asi como la biosintesis de
metabolitos secundarios. Ademas, se econtraron rutas metabdlicas dentro del metabolismo
central, como el metabolismo de carbohidratos, lipidos, aminoacidos y generacion de energia.
Entre las rutas significativas destacan: la reduccion de nitrato, la biosintesis de vitamina B6, la
degradacion de quitina y la degradacion de tolueno 4-sulfonato. Estas observaciones refuerzan
el rol clave de la comunidad microbiana procariota en los ciclos biogeoquimicos de la columna
de agua de la laguna y sugieren la existencia de taxones con capacidades metabdlicas para
la degradacion de contaminantes y la produccidn de metabolitos secundarios. Asimismo, los
metabolitos secundarios producidos por esta comunidad podrian facilitar interacciones

microbianas que afectan la composicion y estructura de la misma, al mismo tiempo que
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mantienen procesos activos de reciclaje de nutrientes, esenciales para el funcionamiento de

los ecosistemas.

43



9. ANEXOS
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Anexo 1.- Perfiles de temperatura 2021-2022 de los meses de muestreo de Laguna Ojo
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