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RESUMEN

La variabilidad espacial y temporal del bacterioplancton esta relacionada con diversos factores
tanto bidticos como abidticos. En este trabajo se estudid la estructura y composicidn de las
comunidades bacterianas a lo largo de una seccidn perpendicular a la costa de A Corufia (43°N,
8°W) durante la campaiia Hercules Ill (Julio 2012). Se estudiaron dos zonas de la columna de
agua: la superficie (SUP, 0-30 m) y el maximo de clorofila (DCM [depth chlorophyll maximum],
30-100 m), con el objetivo de estudiar su relacién con las variables medioambientales medidas
en la columna de agua. La abundancia y composicidn bacteriana se determind mediante
citometria de flujo, hibridacion fluorescente in situ (CARD-FISH), y el andlisis de
pirosecuenciacion de la regidn HTS del 16S rRNA. Proteobacteria fue el filum mas abundante a
lo largo de la columna de agua, dominando Alphaproteobacteria en superficie vy
Gammaproteobacteria en el DCM. Mientras que la comunidad de la superficie estuvo
compuesta por bacterias de la familia Flavobacteriaceae (filum Bacteriodetes) y el cluster
SAR11 (Alphaproteobacteria), en el DCM dominaron la familia Ocenospirillales
(Gammaproteobacteria) representada por el cluster SAR86. El analisis de escalamiento
multidimensional nMDS mostré una correlacién entre las variables ambientales estudiadas y
los filos taxondmicos con la estructura de la composicién de las comunidades bacterianas,
indicando que existen diferencias significativas entre las comunidades bacterianas de
superficie y el maximo de clorofila. Mientras que la temperatura y la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) determinan la diversidad bacteriana de superficie, en el DCM
estos cambios estuvieron significativamente correlacionados con la salinidad, la concentracion
de clorofila a y de nutrientes inorganicos. Nuestro estudio concluye que existe una clara
estratificacion vertical en la composicién de las comunidades bacterianas, que se correlaciond
significativamente con las variables ambientales medidas en la costa de A Coruia.



SUMMARY

Spatial and temporal variability of bacterioplankton are related to several biotic and abiotic
factors. In this work, the structure and composition of bacterial along a line perpendicular to
the coast of A Corufia communities section (43 ° N, 8 ° W) were studied during the Hercules llI
campaign (July 2012). Two areas of the water column were studied: the surface (SUP, 0-30 m)
and chlorophyll maximum (DCM [chlorophyll maximum depth], 30-100 m), in order to study its
relation to environmental variables measured in the water column. Bacterial abundance and
composition was determined by flow cytometry, fluorescence in situ hybridization (CARD-
FISH), and pyrosequencing analysis of 16S rRNA region HTS. Proteobacteria was the most
abundant phylum throughout the water column, dominating Alphaproteobacteria in the
surface and Gammaproteobacteria in DCM. While the surface community was composed of
bacteria  Flavobacteriaceae family (phylum  Bacteriodetes) and SAR11  cluster
(Alphaproteobacteria), in DCM dominated Ocenospirillales family (Gammaproteobacteria)
represented by the SAR86 cluster. The nMDS multidimensional scaling analysis showed a
correlation between environmental variables and taxonomic phyla with the structure of the
composition of bacterial communities, indicating that there are significant differences
between the surface and chlorophyll maximum bacterial communities. While temperature and
photosynthetically active radiation (PAR) determine the surface bacterial diversity, in DCM
these changes were significantly correlated with salinity, chlorophyll a and inorganic nutrients.
Our study concludes that there is a clear vertical stratification in the composition of bacterial
communities, which were significantly correlated with environmental variables measured on
the coast of A Corufia.



1. INTRODUCCION

El bacterioplancton juega un papel importante en el funcionamiento de los ecosistemas
marinos debido a su enorme contribucién en abundancia, biomasa y diversidad, siendo
ademas el principal mediador de los ciclos biogeoquimicos. Tanto la abundancia como la
actividad bacteriana disminuyen con la profundidad (Valencia et al. 2003, Teira et al. 2003).
Este patrén esta determinado por la variabilidad vertical en las condiciones fisicas y quimicas
de los ecosistemas pelagicos, lo cual contribuye también a la estratificacion vertical de la
composicion de las comunidades bacterianas.

El estudio de la composicidén de las comunidades bacterianas mediante técnicas moleculares
basadas en ADN puede ser abordado por diferentes aproximaciones, dependiendo de la
finalidad del estudio. Los métodos de huella genética (e.g. ARISA) han resultado ser un
instrumento muy atil para describir la estructura de la comunidad procariota en la columna de
agua (Yokokawa et al. 2010, Lekunberri et al. 2015). Ademds, mediante la técnica de CARD-
FISH se han identificado y cuantificado los taxones bacterianos mads abundantes,
encontrandose que una fraccidon considerable de los taxones bacterianos esta presente en
toda la columna de agua, aunque la contribucidn en abundancia varia con la profundidad
(Mary et al. 2006, Alonso-Sdez et al. 2007, Varela et al. 2008). Recientemente, se han
comenzado a usar las técnicas de “Next Generation Sequencing, NGS” aplicadas al estudio de
la gendmica de los microorganismos marinos, que permiten obtener un gran numero de
lecturas de ADN a través de la secuenciacidon masiva de regiones hipervariables del gen 16S del
ARNr, proporcionando una mayor resolucién taxondmica. Gracias al uso de esta plataforma, se
ha encontrado que la variacién de la composicion de las comunidades microbianas no sélo se
atribuye a los taxones mds abundantes, sino también a variaciones de aquellos filotipos menos
abundantes (“biosfera rara”) (Alonso-Saez et al. 2015). Agogué et al. (2011), mediante estudios
de secuenciacion por técnicas de NGS realizados en el Atlantico norte, comprobaron que las
OTUs de menor abundancia, como Gemmatimonadetes, presentan una mayor especifidad por
determinadas profundidades que las OTUs mas abundante, y que, por tanto, eran también
responsables de las variaciones verticales en la composicion filogenética de la comunidad
bacteriana.

Las caracteristicas fisico-quimicas del medio peldgico controlan la distribucidon de abundancia y
composicion de las comunidades bacterianas. Un estudio reciente ha encontrado que las
variables fisico-quimicas (temperatura, salinidad) estan correlacionadas con la variacién en la
abundancia y diversidad de las comunidades bacterianas (Furhman et al. 2015). Existen
antecedentes que indican que las bacterias y el fitoplancton compiten por los nutrientes
inorganicos como el nitrégeno y el fésforo en aguas marinas (Joint et al. 2002, Lovdal et al.
2008), y al mismo tiempo, la liberacidn de materia organica por parte del fitoplancton estimula
la incorporacion de compuestos carbonados por parte de las comunidades bacterianas
heterdtrofas (Martinez-Garcia et al. 2010).

La costa de Galicia posee un alto grado de hidrodinamismo, lo que se traduce en una elevada
variabilidad en la estructura y funcionamiento de de las comunidad microplanténica (Cermefio
et al. 2006). Durante los eventos estacionales de afloramiento entre los meses de Abril y
Septiembre la advencién de agua rica en nutrientes es la responsable de la elevada
productividad de este ecosistema. Los pulsos de afloramiento van seguidos de periodos de
relajacién, durante los cuales se estratifica la columna de agua y disminuyen los nutrientes
inorganicos en la capa fdtica. A pesar de que existe un avanzado conocimiento de la
variabilidad de las condiciones oceanograficas y las variables biogeoquimicas (Alvarez-Salgado
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et al. 2009, Bode et al. 2004), asi como de la abundancia y diversidad del fitoplancton (Varela
et al. 2008, Bode et al. 2011 ), no existen estudios sobre la variabilidad de la diversidad
bacteriana y su relacidn con las variables bidticas como el fitoplancton (Sapp et al. 2007,
Gilbert et al. 2009) y abidticas como la temperatura y la concentracién de nutrientes
inorganicos (principalmente nitrégeno y fésforo).

2. OBJETIVOS

- Determinar la abundancia y diversidad de las bacterias marinas en la costa de A
Corufia durante la campafia Hércules Ill (Julio 2012).

- Analizar la relaciéon entre la diversidad bacteriana y las variables medioambientales de
la zona de estudio.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Area de estudio y muestreo

Las muestras objeto de estudio en este trabajo se recogieron durante la campaiia
oceanografica HERCULES Il llevada a cabo a bordo del B/O Lura (Instituto Espafiol de
Oceanografia) el 16, 17, 18 y 20 de Julio de 2012. Las estaciones muestreadas se localizaron a
lo largo de una seccion perpendicular a la costa de A Coruia (Figura 1). En cada una de las
estaciones se realizaron perfiles verticales con una sonda CTD (Conductivity, Temperature and
Depth) acoplada a una roseta oceanografica equipada con botellas tipo Niskin, hasta una
profundidad maxima de 100 m. Se recogieron muestras de agua a dos profundidades
diferentes (SUP, superficie y DCM, “depth chlorophyll maximum” [maximo de clorofila]) para la
determinacién de la concentracidon de nutrientes inorgdnicos, concentracidon de clorofila y
abundancia y diversidad bacteriana.

43.6°N

Je (10z2m)
2 78m)

434°N

43.2°N

86°W -84°W -8.2°W -80°W

Figura 1. Mapa de situacion del drea de estudio de la campafia oceanografica HERCULES Il y localizacién
de las estaciones en la seccién de A Corufia. Los numeros entre paréntesis indican la profundidad de
cada estacion.



3.2. Concentracion de nutrientes inorganicos, clorofila-a y radiacion fotosintéticamente
activa

Para la determinacidn de nutrientes inorganicos (nitrato + nitrito, fosfato y silicato) se tomaron
muestras de agua de cada profundidad en botellas de polietilieno y se congelaron a -20°C
hasta su posterior analisis por métodos colorimétricos estandar con un analizador de flujo
segmentado Bran-Luebbe (Hansen and Grasshoff, 1983).

Para la determinacion de la concentracion de clorofila-a en cada profundidad se filtraron 250
ml de agua de mar a través de filtros GF/F. Los filtros se introdujeron en viales de vidrio con 10
ml de acetona al 90% y se mantuvieron a -202C durante 12 h para la extraccidon de los
pigmentos fotosintéticos. La determinacidn de la concentracidn de clorofila-a se realizod
usando un fluordmetro Turner 10-AU previamente calibrado mediante la utilizacién de
patrones de clorofila-a comerciales.

Para las mediciones de la radiacién fotosintéticamente activa (PAR) en la columna de agua se
us6 un sensor Li-Cor sumergible adosado a un medidor digital portatil.

3.3. Abundancia de Bacterias mediante Citometria de flujo

La abundancia total de procariotas se determind por citometria de flujo siguiendo los
protocolos de Gasol et al. (1999). A bordo se recogieron muetras de 2 mL que se fijaron con
paraformaldehido y glutaraldehido (2-4%), se congelaron en nitrégeno liquido durante 10
minutos y se almacenaron a -80°C hasta su andlisis. En al laboratorio en tierra las muestras se
procesaron a temperatura ambiente tifiéndolas con Syto 13 en oscuridad durante 10 minutos.
A continuacién, se afiadié 1 uL de beads (aproximadamente 1x10°> mL?) como control interno.
Los organismos procariotas se contaron con un citometro de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson, Falnklin Lakes, NJ) de acuerdo con las caracteristicas de luz transmitida vy
dispersada, al paso de las células, y la fluorescencia verde.

3.4. Abundancia de los principales grupos procariotas mediante CARD-FISH

En todas las estaciones se recogieron muestras de 10-20 mL, se fijaron con formaldehido (2-
4%) y se incubaron en oscuridad a 4°C durante 12-18 horas. Transcurrido este periodo, las
muestras se filtraron a través de filtros de policarbonato de 0.2 um (Millipore GTTP, 25 mm de
didmetro), aclarando el exceso de formaldehido con dos lavados de 10 mL de agua Milli-Q.
Posteriormente, los filtros se guardaron en viales eppendorf a -20°C hasta su posterior analisis
en el laboratorio. La determinacion in situ de la abundancia de los principales grupos
bacterianos mediante CARD-FISH se realizd siguiendo el protocolo descrito por Teira et al.
(2004). Los filtros se cortaron en secciones para la hibridacidon con sondas de oligonucledtidos
Eub338I-lll (Bacterias totales) (Daims et al. 1999) y Non338 (control negativo) (Wallner et al.
1993), asi como sondas de grupos especificos de bacterias: Gam42a (Gammaproteobacteria)
(Manz et al. 1992), CF319a (Bacteriodetes) (Manz et al. 1996), Ros537 (Roseobacteria) (Eilers
et al. 2001), SAR11-732 (Morris et al. 2002) y SAR86-1249 (Eilers et al. 2000). La hibridacion se
realizd a 35°C durante 12-15 horas. Para la amplificacion se usé PBS-T-Mix. Para la
enumeracion de los distintos grupos de células se llevd a cabo una tincién con DAPI-Mix [4’ ,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, concentracién 2 pg mL™), solucién tampdn fosfato (PBS, 0.5 g
mL"), Vectashield (1 pg mL™") y Citifluor (5.5 pg mL™)]. Los contajes se llevaron a cabo con un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i), equipado con una lampara de mercurio
(100 W) y un set de filtros apropiados para DAPI, Cy3 y Alexa488. Para cada muestra se
contaron al menos 20 campos (lo que equivale a =300 células).
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3.5. Composicion de la comunidad bacteriana mediante NGS-454

La biomasa microbiana se concentré por filtracion de 6 L de agua a través de un filtro de
Sterivex de 0.2 um (Durapore, Millipore) usando una bomba peristaltica. El Sterivex de 0.2 um
se llend con 1.8 mL de solucién amortiguadora de lisis (Lysis buffer: 50mM Tris, 40mM EDTA y
0.75 M Sacarosa) para almacenarlos a -80°C hasta su posterior andlisis. Las extracciones de
ADN se realizaron usando PowerWater DNA Isolation Kit (MO BIO). La region HTS del 16S rRNA
de Dbacterias fue amplificada mediante PCR utilizando los primers 341F (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) y 805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) y los amplicones se
pirosecuenciaron usando un secuenciador 454 Life Sciences GS-FLX en el Research and Testing
Laboratory, Texas, USA (http://www.researchandtesting.com/). Para el andlisis de las
secuencias se usd6 MACQUIIME (http: // qgiime.org) (Caporaso et al. 2010). Para minimizar los
errores de secuenciacidn se realizd un algoritmo de eliminacion y se descartaron las secuencias
de baja calidad. Asi mismo, los barcodes, primers y las secuencias quimera se eliminaron
usando MACQUIIME. Las secuencias se agruparon en Unidades Taxondmicas Operacionales
(OTUs) basandose en un 97% de limite de similaridad (equivalente a 0.03 de distancia limite)
con el fin de evaluar los posibles errores de secuenciacion y/o PCR que pudieran ocurrir
durante la amplificacion y/o la pirosecuenciacion.

3.6. Analisis Estadistico

Los patrones de similitud entre muestras en base a la composicién de OTUs bacterianos
(estructura de la comunidad) se determinaron mediante un analisis jerarquico de grupos
(CLUSTER, Hierarchical Cluster Analysis) a partir de una matriz de similitud usando el criterio de
Bray-Curtis. Las diferencias significativas de la comunidad de bacterioplancton entre las
diferentes muestras se determinaron mediante un andlisis permutacional de varianza
(PERMANOVA, permutacional multivariate analysis of variance). Para correlacionar las
variables ambientales con la estructura de la comunidad bacteriana se calculd el coeficiente de
correlacion de Spearman, y se representd mediante un grafico de escalamiento
multidimensional no métrico (nMDS, non metric multidimensional scaling). Las variables
ambientales correlacionadas mediante este analisis fueron temperatura (T, 2C), salinidad (Sal),
concentracién de clorofila-a (Cla, pgL™), radiacién fotosintéticamente activa (PAR, umol m?s™)
y concentracién de nutrientes inorganicos (nitrato + nitrito, fosfato vy silicato; pmol L?). La
matriz de similaridad de variables ambientales se obtuvo empleando el criterio de similaridad
de distancia Euclidea. En el procesamiento de datos se utilizaron el software PRIMER v.6.1
(Clarke et al. 2006) y PERMANOVA+ for PRIMER (Anderson et al. 2008).

10



4. RESULTADOS

4.1. Variables ambientales

Los datos obtenidos en el transecto realizado en la costa de A Coruiia mostraron que durante
la campafia Hércules se muestrearon condiciones de estratificacién térmica tipica de la época
estival (Figura 2, Tabla 1). Como consecuencia de la fuerte estratificacion, la distribucion de
clorofila mostré la existencia de un maximo subsuperficial. A excepcion de la concentracién de
nitrato que se incrementé a medida que nos alejamos de la costa, no se observaron diferencias
significativas entre estaciones en cuanto a las condiciones hidrograficas, concentracién de
nutrientes inorganicos y biomasa de fitoplancton (Tukey-Kramer, ANOVA, p>0.05). Como
consecuencia de la fuerte estratificacion, en superficie se observaron valores mas altos de
temperatura, mientras que el maximo profundo de clorofila se caracterizd por valores mas
elevados de salinidad y concentracién de nutrientes inorganicos. Como consecuencia de la
extinciéon exponencial que sufre la radiacidon solar en el medio acuatico, las muestras de
superficie estuvieron asociadas a valores mas altos de radiacién PAR.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie (SUP) y el maximo profundo de clorofila (DCM)
del transecto realizado en la costa de A Corufia. Los valores corresponden a la media * desviacién
estdndar. St: estacion; Prof: profundidad; T: temperatura; Sal: salinidad; Cla: concentracién de Clorofila-
a; PAR: radiacidon fotosintéticamente activa; NO,+NOs: concentracion de nitrato + nitrito; PO,:
concentracién de fosfato; SiO,: concentracion de silicato.

ST PROF T Sal Clal PAR_2 ; N02+N93 PO4_1 Si04_1
°oC pg L pumolm™s pmol L pmol L pmol L
SUpP 183 + 04 336 + 09 1,2 + 0,3 229,1 + 532 08 + 0,6 0,2 £ 00 1,4 + 04
4 DCM 159 + 09 357 + 0,0 39 + 1,2 51,1 + 21,8 15 + 2,1 0,3 £+ 0,1 25 £+ 0,5
SUpP 175 + 04 34,1 + 09 15 + 0,3 2448 + 532 10 + 0,6 0,2 £ 0,0 1,2 + 04
3¢ DCM 148 + 09 358 + 0,0 2,0 + 1,2 27,7 + 21,8 48 + 2,1 04 £+ 0,1 34 £+ 0,5
5 Sup 174 + 04 338 + 09 19 + 0,3 1785 + 53,2 1,1 + 06 0,2 £+ 00 09 + 04
DCM 144 £+ 09 358 + 0,0 15 = 1,2 64 + 218 57 + 21 04 £ 0,1 34 = 0,5
1c SUpP 176 + 04 320 £+ 0,9 1,4 + 0,3 1273 + 53,2 22 + 0,6 0,2 + 0,0 1,7 + 04
DCM 13,8 + 0,9 358 + 0,0 1,1 + 1,2 45 + 21,8 62 + 2,1 05 + 0,1 3,6 £+ 0,5
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Figura 2. Evolucion de las variables fisicas, quimicas y bioldgicas en el transecto muestreado en la costa de A Coruia durante la campafa oceanografica Hércules IIl. T:
Temperatura; Cla: Clorofila-a, NO,+ NOs: nitrato + nitrito; PO,: fosfato; SO,: silicato.
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4.2. Abundancia bacteriana

Para las cuatro estaciones se estimaron la abundancia bacteriana (BA, cél mL") y el porcentaje
de bacterias de alto contenido en ADN (HNA) (Figura 3). La abundancia de bacterias presento
un patron muy similar en todas las estaciones muestreadas, con valores maximos en superficie
(2.05-6.92 x 10° cél mL™) y disminuyendo con la profundidad hasta valores de 1.29-5.82 x 10°
cél mL™. El porcentaje de bacterias de alto contenido en ADN presenté una distribucion
similar, con valores mas elevados en la superficie (66 -21 %) que en el maximo de clorofila (57 -
27 %). Generalmente, la abundancia bacteriana fue mas elevada en la estacién 4, mas préoxima
a la costa, particularmente en el muestreo de los dias 17/07/2012 y 18/07/2012 y disminuia
progresivamente hacia la estacién mds ocednica (St. 1C). Aunque estas diferencias entre
estaciones no son significativas (Tukey-Kramer, ANOVA, p>0.05), si existen diferencias en
funcién de la profundidad tanto en la abundancia bacteriana como el porcentaje de células de
alto contenido en ADN (Tukey-Kramer, ANOVA, p<0.05).

BA (cél/mL) HNA (%)

4 3C 2 1C

16/07/2012

16/07/2012

e

ki

PROFUNDIDAD (m)

e G v

‘—_j:—g‘““ﬁ::-_::—

18/07/2012

18/07/2012

20/07/2012

DISTANCIA DE SECCION (Km)

Figura 3. Abundancia bacteriana (cél mL"l) y bacterias de alto contenido en ADN (%) en el transecto de la
costa de A Corufia muestreado durante la campafia Hércules lll. La figura fue generada con el software
ODV (Ocean Data View).
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4.3. Determinacion de la abundancia de los grupos mayoritarios de Bacteria mediante
(CARD)-FISH

Con el fin de determinar la contribucién relativa de los grupos mas abundantes de bacterias, se
usaron sondas para cuantificar grupos especificos de bacterias mediante la técnica de CARD-
FISH. La abundancia relativa de Eubacterias con respecto al total de procariotas presentd
valores similares en superficie y en el DCM. El porcentaje de recuperacion oscilé entre un 72%
en superficie y un 70% en DCM. El cluster SAR11 (Alphaproteobacteria) y Bacteriodetes fueron
los grupos que presentaron, en promedio, una mayor abundancia relativa. No se encontraron
diferencias significativas entre estaciones ni entre profundidades en la abundancia para
ninguno de estos 5 grupos mayoritarios (Tukey-Kramer, ANOVA, p>0.05).

Tabla 2. Porcentaje de abundancia relativa (promedio + desviacion estandar) de los principales grupos
de bacterias en el transecto de la costa de A Corufia muestreado durante la campafia Hércules Ill. St:
estacién; Prof: profundidad; Gamma: Gammaproteobacteria.

ST PROF (% DAPI) (% EUBACTERIAS)
EUBACTERIA  SAR-11 SAR-86  BACTERIODETES ROSEOBACTER GAMMA
4 Sup 724 + 16 295 + 3,1 140 + 2,0 349 + 35 180 + 24 23,1 + 34
DCM 748 + 3,2 31,1 + 45 13,8 + 3,0 29,2 + 39 142 + 44 21,2 + 4,6
3c SUp 729 + 16 29,7 £+ 3,1 94 + 20 279 + 35 134 + 24 224 + 34
DCM 69,0 £+ 3,2 219 £+ 45 91 + 30 274 + 39 123 + 44 238 + 4,6
) SUpP 696 + 16 318 + 3,1 13,1 + 20 348 + 35 154 + 24 29,7 + 3,4
DCM 675 + 3,2 31,3 £+ 45 149 + 3,0 359 + 39 224 + 44 299 + 4,6
1C sup 73,0 £+ 16 246 £+ 3,1 11,3 + 2,0 30,2 + 35 186 + 24 26,1 + 34
DCM 69,4 + 3,2 263 £+ 45 95 + 30 285 + 39 160 + 44 19,2 + 4,6

*El clado denominado Roseobacter pertenece a la familia Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria).

4.4. Composicion de la comunidad bacteriana determinada mediante NGS (454
pyrosequencing)

El nimero total de secuencias obtenidas mediante el andlisis de pirosecuenciacion de la region
HTS del 16S rRNA fue 71243. Después de eliminar las secuencias quimera y omitir las
secuencias de baja calidad, el nimero de secuencias obtenidas se redujo a 63828. Lo que se
tradujo en 554 OTUs diferentes obtenidas. Para cada una de las secuencias filogenéticas se
estudié la abundancia relativa a diferentes niveles taxonédmicos (filum, clase, orden, familia y
especie). El analisis de clasificacién de las secuencias de bacterias presentado incluye hasta el
nivel de familia en la mayoria de los casos (Figura 4B). Proteobacteria fue el filum mas
abundante en todas las muestras, variando entre un 84% en superficie y 77% en DCM.
Bacteriodetes constituye el segundo filum mayoritario, cuya contribucién a la abundancia
bacteriana disminuye con la profundidad (13% en SUP y 4% en DCM). Actinobacteria, sin
embargo, contribuye mas a la abundancia en DCM (10%) que en superficie (3%). La abundancia
relativa de Firmicutes aumenta considerablemente con la profundidad, presentando valores <
1% en superficie y =10 % en DCM. Lo mismo sucede con el filum Deferribacteres (<1%% SUP y
2% DCM). Los filum menos abundantes fueron Chloroflexi, Acidobacteria, Verrumicrobia,
Cyanobacteria, Fibrobacteres, Planctomycetes, Tenericutes y Gemmatimonadetes cuya
abundancia relativa fue = 1%. Asi mismo, hubo un porcentaje de secuencias que no fueron
asociadas a ningln grupo taxondmico especifico y representan un 0,03% de la abundancia
bacteriana total.
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Dentro del filum de Proteobacteria, Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria son los
grupos dominantes contribuyendo un 33% y un 30% respectivamente, a la abundancia total de
Proteobacteria (Figura 4C). Alphaproteobacteria estda compuesto mayormente por el cluster
SAR11 (13%) y la familia Rhodobacteraceae (17%), mientras que la familia mayoritaria dentro
de las Gammaproteobacterias es Oceanospirillales, y dentro de esta destaca el cluster SAR86
con una abundancia relativa de 25% (Figura 4B). Los grupos mas abundantes en superficie
fueron el cluster SAR11 (15%), Rhodobacteraceae (25%), Flavobacteriaceae (9%), el cluster
SAR86 (23%) y la familia Alteromanecedae (5%), mientras que en DCM dominan el cluster
SAR86 (27%), el cluster SAR11 (12%), Methylobacteraceae (8%), Alicyclobacillaceae (6%) y la
familia Acidimicrobiales (6%). La similitud entre muestras empleando la medida de distancia de
Bray-Curtis, mostré un agrupamiento entre muestras por la profundidad, mientras que no se
encontrd agrupamiento entre las diferentes estaciones y/o dias muestreados (Figura 4A). Con
mas de un 50% de similitud, el primer cluster agrupa las muestras pertenecientes a la
superficie, y el segundo cluster incluye las del DCM (Tukey-Kramer, ANOVA, p<0.05).
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Figura 4. Comparacién de la diversidad bacteriana entre las diferentes muestras recogidas en la costa de
A Corufia durante la campafia HERCULES Ill. (A) Grafico acumulado de columnas mostrando la diversidad
de Proteobacteria. (B) Grafico acumulado de columnas mostrando la distribucion relativa de los filum
dominantes en las diferentes muestras. Dentro de Otros se engloban los grupos cuya abundancia fue <
1%. (C) Similitud medida con el indice de Bray-Curtis entre diversidad bacteriana de superficie (SUP) y
maximo de clorofila (DCM).

4.5. Relacién entre la composicion de la comunidad bacteriana y las variables ambientales

Con el fin de determinar el papel de las variables ambientales en la composicién de las
comunidades bacterianas realizamos un analisis de correlacion de Spearman (Figura 5). Dicha
correlacién se uso tanto para mostrar la relacion entre las diferentes variables ambientales
(Figura 5A) y diferentes filos (Figura 5B) con la abundancia relativa de las OTUs bacterianas.
Segln los resultados de este analisis, la composicion de las comunidades bacterianas de
superficie se relacioné de forma significativa con las condiciones ambientales de la capa
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superficial (elevada temperatura y radiacién PAR), mientras que las muestras de profundidad
se correlacionaron con condiciones de elevada salinidad, concentracion de nutrientes
inorgdnicos y biomasa de fitoplancton. En cuanto a la presencia de grupos filogenéticos, la
estructura de las comunidades bacterianas de superficie correlaciond significativamente con la
presencia de Bacteriodetes, Alphaproteobacteria y Rhodobacterales, mientras que en el
maximo profundo de clorofila se observaron correlaciones significativas con Actinobacteria,

Gammaproteobacteria y Oceanospirillales.
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Figura 5. Analisis nMDS mostrando la correlacidn entre las diferentes variables ambientales (A) y filos
taxondmicos (B) con la abundancia relativa de OTUs bacterianos en las distintas muestras. El incremento
de la distancia entre puntos equivale a un descenso en la similaridad de las muestras.
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5. DISCUSION

5.1. Distribucién vertical de la abundancia y diversidad del plancton bacteriano

La abundancia de bacterias descrita en este estudio es consistente con el rango descrito
previamente por Valencia et al. (2003) y Bode et al. (2006) en la costa de A Coruiia, asi como
con el rango de valores publicados para sistemas costeros de Galicia y el norte de Espafia
(Barquero et al. 1998, Figueiras et al. 2006; Teira et al. 2009). En esta investigacion, los valores
mas elevados de abundancia bacteriana se encontraron en las muestras de superficie y mas
proximas a la costa, al igual que el porcentaje de bacterias de alto contenido en ADN (HNA)
que muestra la misma tendencia. Se han descrito varios factores que covarian entre si
condicionando la abundancia bacteriana, entre los mas importantes destacan la disponibilidad
de materia orgdnica (Doval et al. 2001), asi como la temperatura y los nutrientes inorganicos
(Yokokawa et al. 2010, Sjosted et al. 2014, Furhman et al. 2015). Las variaciones en la
abundancia bacteriana descritas en este estudio podrian sugerir que la temperatura y la
disponibilidad de sustratos (indirectamente representada por la clorofila) influyen en el
gradiente observado desde las estaciones mas costeras hacia el océano abierto.

Por primera vez, en el ecosistema costero de A Corufia se estudié la composicién de las
comunidades bacteriana incluyendo la “biosfera rara” (es decir aquellos filotipos bacterianos
menos abundantes). Mientras que mediante el analisis de los grupos mas abundantes por
CARD-FISH no se encontré ningln patrén de distribucién vertical, teniendo en cuenta las
secuencias de bacterias (pirosecuenciacidon 454), se encontrd una estratificacion vertical en la
composicion de las comunidades bacterianas influenciada por varias variables ambientales.
Aunque una correlacién directa entre los resultados obtenidos por CARD-FISH y el amplicon
del gen 16rRNA mediante pirosecuenciacion 454 no puede llevarse a cabo, debido a que se
usaron técnicas diferentes que hacen diana en diferentes regiones del gen 16S, en general,
encontramos una buena correspondencia en la estructura de la comunidad bacteriana
estudiada por ambas metodologias. Asi, tanto mediante CARD-FISH como presentaron una
mayor contribucién en abundancia (Figura 4B). Estos resultados concuerdan con los por
pirosecuenciacion, los resultados de esta investigacion encontraron que los grupos mas
abundantes son el cluster SAR11 (Proteobacteria), Rodobacteraceae (Proteobacteria) y
Gammaproteobacteria. Las contribucidon de Roseobacter y Gammaproteobacteria determinada
por CARD-FISH y pirosecuenciacién fue cercana a la relacién 1:1 (datos no mostrados),
indicando que ambas metodologias recuperan este cluster de manera similar. Por el contrario,
la abundancia relativa de SAR11 y Bacteriodetes fue mas elevada por CARD-FISH que
pirosecuenciacion. SAR 86 contribuyo generalmente mas a la abundancia total bacteriana por
pirosecuenciacion que por CARD-FISH.

En la superficie de la columna de agua, la comunidad bacteriana de la costa de A Corufia
estuvo compuesta principalmente por bacterias de los filum Proteobacteria y Bacteriodetes. La
familia Rhodobacteraceae y el cluster SAR11l, ambos Alphaproteobacteria, asi como
Flavobacteriaceae (Bacteriodetes) y Oceanospirillales (Gammaproteobacteria) observados por
Friedline et al. (2012) para el Atlantico. La abundancia relativa de SAR11 fue ligeramente
superior en la estacién mas proxima a la costa (St. 4), y en la superficie que en el DCM. Estos
resultados son consistentes con los patrones descritos por Mary et al. (2007) en aguas costeras
del océano Atlantico, asi como en otros ecosistemas marinos (Alonso-Saez et al.2007, Carlson
et al. 2009), ya que este grupo de bacterias es muy abundante y cosmopolita.
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La comunidad bacteriana que habita el maximo de clorofila en las aguas costeras de A Corufia
estuvo dominada por el grupo Gammaproteobacteria (Proteobacteria), como se ha
comprobado con la correlacién de Spearman, representada en el nMDS (Figura 5B). Asi mismo,
Alphaproteobacteria también contribuyé a la composicion de la comunidad en menor
proporcién. Oceanospirillales (Gammaproteobacteria) fue el grupo que presentd una mayor
abundancia relativa en el maximo de clorofila y estuvo principalmente representado por el
cluster SAR86. Al contrario de lo observado para SAR11, la abundancia relativa de SAR86
aumento con la profundidad y en las estaciones mas proximas a la costa. Resultados similares
fueron obtenidos en otros estudios en el Atlantico Norte (Agogé et al. 2011; Dobal et al. 2014).
La especificidad de algunas OTUs por el maximo de clorofila contribuye a diferenciar la
estructura de las comunidades bacterianas de superficie y el fondo, donde
Methylobacteraceae, Alicyclobacillaceae y Acidomicrobiales presentaron valores de
abundancia mas elevados comparados con la abundancia relativa de estos grupos en la
muestras de superficie. Los filos cuya abundancia fue < 1% (e.g. Nakamurellaceae,
Caldilineaceae, Streptococcaceae, Litoricolaceae) mostraron valores mads elevados en la
estaciones mas alejadas de la costa y en la profundidad del DCM.

5.2 Estructura de la comunidad bacteriana en funcion de las variables ambientales

Investigaciones recientes sobre la distribucidon y abundancia relativa de los taxones bacterianos
indican que estan correlacionadas con diversos factores abidticos y bidticos, como la
temperatura (Galand et al. 2009, Yokokawa et al. 2010, Agogue et al. 2011, Sjosted et al.
2014), la disponibilidad de nutrientes inorganicos (Sjosted et al. 2014), y concentraciones
elevadas de clorofila (Walsh et al. 2015) debida a fendmenos de afloramiento. Este fendmeno
introduce agua desde las zonas mas profundas hacia las capas superficiales, lo que altera la
estratificacion e incrementa la concentracion de nutrientes, particularmente la de nitrato
(Bode et al. 2004). Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran una clara
especificidad entre la profundidad y la composicion de la comunidad bacteriana,
probablemente relacionada con OTUs raros y especificos de la superficie y/o el maximo de
clorofila, asi como con una abundancia relativa de las OTUs mas frecuentes diferente a lo largo
del perfil de profundidad.

La relacién entre las condiciones ambientales y el bacterioplancton es dificil de generalizar,
debido a que los factores ambientales interactian con la comunidad biolégica en diferentes
escalas espacio-temporales. El grupo Bacteriodetes presenta asociaciones con eventos de
afloramiento (Suzuki et al. 2001) que provocan incrementos de biomasa y produccion
fitoplancténica. Miembros de este grupo tienen una alta capacidad de degradar componentes
de alto peso molecular producidos por el fitoplancton (Kirchman et al. 2002). En los resultados
obtenidos en esta investigacion mediante el andlisis nMDS, Bacteriodetes, representado
principalmente por Flavobacteriaceae, fue uno de los grupos dominantes en la composicién de
la comunidad bacteriana de las muestras de superficie, que a su vez estuvieron
correlacionadas con las variables PAR y temperatura.

Proteobacteria, mayoritariamente compuesto por Alpha- y Gammaproteobacteria, fueron los
grupos dominantes en la composicién de las comunidades bacterianas tanto en la superficie
como en el maximo de clorofila. SAR11, perteneciente al clado Alphaproteobacteria, no esta
favorecido por los fenédmenos de afloramiento (Alonso-Sdez et al. 2007), pese a ser uno de los
grupos de bacterias mas abundantes en el océano. AuUn asi, es un grupo abundante y
cosmopolita que juega un papel importante en la oxidacién de carbono organico en aguas
superficiales de los océanos (Carlson et al. 2009). Dado que domina en la superficie de la
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columna de agua, su contribucidn a la abundancia de la comunidad bacteriana estuvo
significativamente correlacionada con la temperatura y la radiacién PAR.

Las comunidades bacterianas del DCM, estuvieron compuestas principalmente por
Gammaproteobacteria cuya abundancia estuvo significativamente correlacionada con la
concentracion de clorofila, la salinidad y los nutrientes inorganicos, lo cual refleja la afinidad de
este grupos por las condiciones ricas en nutrientes (Alonso-Saez et al. 2007).

La hipdtesis de este trabajo de investigacién pretende la caracterizacion espacial y temporal de
las variables medioambientales (T, Sal, Cla, nutrientes inorganicos) y el bacterioplancton en
una plataforma de afloramiento, donde no existen estudios basales que indiquen como es la
diversidad en la costa de A Corufia con un nivel filogenético tan detallado. Entender la relacion
existente entre los aportes de nutrientes y la composicion de las comunidades procariotas es
crucial para predecir los cambios que las comunidades bacterianas experimentaran en el
fututo. Asi mismo, dado que la plataforma del Golfo Artabro constituye una zona de
acumulacién de larvas de huevos de distintas especies pesqueras de interés para Galicia
(sardina, cigala, pulpo...), la descripcion detallada de la oceanografia de la zona en el periodo
de afloramiento (posterior a la puesta) y de sus efectos en los flujos de nutrientes y en el
plancton permitirdn estimar posibles efectos del ambiente sobre el reclutamiento.
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6. CONCLUSIONES

La estructura de la composicién de la comunidad bacteriana en la costa de A Coruiia se
debe tanto a las OTUs mas abundantes (Alphaproteoteria SAR11, SAR86 y
Bacteriodetes) como a las OTUs menos abundantes, “biosfera rara”
(Alteromonadaceae, Methylobacteraceae y Alicyclobacillaceae).

Se encontrd una clara estratificacion vertical en la composicién de las comunidades
bacterianas, que se correlaciond significativamente con las variables ambientales
medidas en la costa de A Corufia.

Mientras que la comunidad bacteriana de superficie estuvo dominada por
Alphaprotebacteria, pertenecientes al cluster de SAR11 y la familia Rhodobacteraceae,
y Flavobacteriaceae (Bacteriodetes) asociadas con una mayor temperatura y PAR, la
comunidad bacteriana del DCM estivo dominada por Actinobacteria vy
Gammaproteobacteria pertenecientes al cluster de SAR86, asociadas con una mayor
salinidad, concentracién de nutrientes inorgdnicos y clorofila-a.

CONCLUSIONS

The structure of the composition of the bacterial community on the coast of A Coruiia
is due to both more abundant OTUs (Alphaproteoteria SAR11, SAR86 y Bacteriodetes)
as less abundant OTUs, “rare biosphere” (Alteromonadaceae, Methylobacteraceae y
Alicyclobacillaceae).

A clear vertical stratification was found in the composition of bacterial communities,
which correlated significantly with environmental variables measured on the coast of A
Coruia.

Whereas bacterial community surface was dominated by Alphaproteobacteria,
belonging to SAR11 cluster and Rhodobacteraceae family, and Flavobacteriaceae
(Bacteriodetes) associated with higher temperature and PAR, bacterial community
DCM was dominated by Actinobacteria and Gammaproteobacteria belonging to SAR86
cluster, associated with higher salinity, nutrient concentration and chlorophyll a.
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