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RESUMEN

El bacterioplancton esta constituido por bacterias, mayoritariamente heterétrofas, que
forman parte de los organismos plancténicos. Estas bacterias son componentes
relevantes en los ciclos biogeoquimicos al degradar la materia organica disuelta (MOD)
exudada por los organismos fitoplancténicos y liberar nutrientes inorganicos volviendo a
estar disponibles por la cadena tréfica marina y, por lo tanto, poder ser empleada de
nuevo por el fitoplancton. Aunque la abundancia del bacterioplancton es universal se han
observado cambios en la estructura y composicion de su comunidad asociados a
variaciones hidrogréficas.

La costa gallega, situada al noroeste de la Peninsula Ibérica, se caracteriza por presentar
momentos de afloramiento, debido a vientos del norte entre los meses de marzo-abril
hasta septiembre-octubre, seguida por momentos de hundimiento favorecido por vientos
del sur que predominan el resto del afo (de octubre a marzo). Estos afloramientos
permiten la llegada de nutrientes a zonas superficiales incrementando la productividad
en estas zonas.

En este estudio se recogen las variaciones estacionales del bacterioplancton desde la
superficie hasta los 70 metros de profundidad y su relacion con las variables ambientales.
Nuestro trabajo concluye que en la costa de A Coruia existe una gran variedad de grupos
taxondmicos siendo las Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias, los filos mas
abundantes. Ademas, se obtuvo una clara diferenciacion en la composicién bacteriana
entre las muestras agrupadas por afloramiento y hundimiento y una correlacién entre la

distribucién en la composicion de la comunidad bacteriana con las variables ambientales.

RESUMO

O bacterioplancton esta constituido por bacterias, maioritariamente heterétrofas, que
forman parte dos organismos planctdénicos. Estas bacterias son componentes
importantes nos ciclos bioxeoquimicos ao degradar a materia organica disolta (MOD)
exudada polos organismos fitoplancténicos e liberar nutrientes inorganicos volvendo a
estar disponibles pola cadea trofica marifia e, polo tanto, puidendo volver ser consumida
polo fitoplancton. Ainda que a abundancia do bacterioplancton é universal, observaronse
cambios na estrutura e composicion da sua comunidade asociada a variaciéns

hidrogréficas.



A costa galega, situada ao noroeste da Peninsula Ibérica, caracterizase por presentar
momentos de afloramento debidos a ventos do norte entre os meses de marzo-abril ata
setembro-outubro, seguida por momentos de afundimento favorecidos por ventos do sur
que predominan o resto do ano (de outubro a marzo). Estes afloramentos permiten a
chegada de nutrientes a zonas superficiais incrementando a produtividade nestas zonas.
Neste estudio recollense as variacions estacionais do bacterioplancton dende a
superficie ata 70 metros de profundidade e a sua relacion coas variables ambientais
como a salinidade, temperatura, nutrientes inorganicos, etc. O noso traballo conclue que
a costa de A Corufna existe unha gran variedade de grupos taxonémicos sendo as
Proteobacterias, Bacteroidetes e Actinobacterias, os filos mais abundantes. Ademais, se
obtivo unha clara diferenciacidon na composicion bacteriana entre as mostras agrupadas
por afloramento e afundimento e unha correlacion entre a distribucién na composicién

da comunidade bacteriana coas variables ambientais.

ABSTRACT

Bacterioplankton is made up of bacteria, mostly heterotrophic, that are part of planktonic
organisms. These bacteria are relevant components in biogeochemical cycles by
degrading dissolved organic matter (DOM) exuded by phytoplankton organisms and
releasing inorganic nutrients, making them available again by the marine food chain and,
therefore, being able to be used again by phytoplankton. Although the abundance of
bacterioplankton is universal, changes have been observed in the structure and
composition of its community associated with hydrographic variations.

The Galician coast, located to the northwest of the Iberian Peninsula, is characterized by
upwelling moments, due to north winds between the months of March-April to September-
October, followed by moments of downwelling favored by south winds that predominate
the rest of the year (from October to March). These downwelling allow the arrival of
nutrients to the superficial zones increasing the productivity in these zones.

This study collects the seasonal variations of the bacterioplankton from the surface to 70
meters depth and its relationship with the environmental variables. Our study concludes
that on the coast of A Corufa there is a great variety of taxonomic groups, with
Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria, being the most abundant phyla. In
addition, a clear differentiation in the bacterial composition was obtained between the
samples grouped by upwelling and downwelling and a correlation between the distribution

in the composition of the bacterial community with the environmental variables.
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1. INTRODUCCION.

El plancton es un conjunto de organismos de pequefio tamano que se caracterizan por
presentar movilidad pasiva, siendo desplazados por las corrientes de agua, y por
constituir la base de las redes tréficas marinas. Practicamente el 50% de la biomasa total
esta formada por el bacterioplancton (Aristegui et al., 2009), el cual, es clave en los ciclos
biogeoquimicos (Furhrman et al., 2015) interviniendo tanto en el consumo como en la
produccion de materia organica e inorganica, respectivamente (Gléckner et al., 2012).
En el medio marino, el diéxido de carbono (COz2) es fijado por el fitoplancton y parte del
mismo, es liberado a través de los exudados en forma de MOD. La degradacion de la
MOD es llevada a cabo por estas comunidades procariotas (tanto Bacteria como
Archaeae) cuyos patrones de utilizacién de la MOD y su tasa de crecimiento afectan a
los ciclos biogeoquimicos tanto del carbono como de otros nutrientes a escala local y
global (Gasol et al., 2008; Teira et al., 2009). Tanto la tasa de suministro de la MOD como
su composicion son los principales factores que determinan la elevada diversidad
procariota en los océanos. Los principales grupos bacterianos que representan la
comunidad procariota en las aguas ocednicas superficiales son los Alfa-Beta-
Gammaproteobacteria asi como el grupo Bacteroidetes (Teira et al., 2009), formando
todos parte de las bacterias Gram —, las cuales se caracterizan por presentar una pared
celular con una fina capa de peptidoglicano y una membrana externa constituida por
fosfolipidos y lipopolisacaridos. Tanto la abundancia como la actividad bacteriana
disminuyen con la profundidad como consecuencia de la variacion de los factores
ambientales tanto fisicos como quimicos (Montes, 2016). Ademas, especificamente la
abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos esta relacionada con varias
variables ambientales como por ejemplo la temperatura o la salinidad (Furhman et al.,
2015).

Las costas gallegas situadas al noroeste de la Peninsula Ibérica se caracterizan por
presentar periodos de afloramientos estacionales (Alvarez-Salgado et al., 1996) entre
marzo y octubre, seguidos de periodos de hundimiento (Octubre a Marzo), en los que
disminuyen los nutrientes inorganicos a las capas superficiales. Por lo que, en una escala
espacial reducida, permiten el estudio comparativo de condiciones hidrodindmicas
caracterizadas por niveles de forzamiento fisico muy marcado. Estos afloramientos son

debidos a pulsos de vientos superficiales que soplan del norte, contribuyendo a la
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fertilizacion de las Rias Gallegas ya que las masas de agua superficiales son sustituidas
por masas de agua profundas frias y ricas en nutrientes inorganicos como fosfatos y
nitratos (Bode y Varela, 1998). Este proceso desencadena un “bloom” fitoplanctdnico
seguido de un “bloom” de zooplancton que producen MOD, que sirve de alimento al
bacterioplancton. En la estacién dominada por episodios de hundimiento la produccién
primaria baja, y se caracteriza por una acumulacion de materia organica producida en la

estacion previa durante el afloramiento (Lenborg y Alvarez-Salgado, 2014).



2. OBJETIVOS.

- Determinar la diversidad y el patrén de distribucion espacio-temporal del
bacterioplancton en la costa de A Corufa.
- Analizar la relacion existente entre las variables medioambientales de la zona

estudiada y la diversidad bacteriana.

3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Sitio de estudio y muestreo.

Las muestras objeto de estudio de este trabajo se recogieron durante los muestreos
mensuales del proyecto NICANOR, vinculados a la serie temporal RADIALES del
Instituto Espanol de Oceanografia (IEQ), llevados a cabo a bordo del B/O Lura (Instituto
Espanol de Oceanografia). Las muestras se recogieron entre febrero de 2014 y
diciembre de 2015, en una estacidn costera de la Ria de A Corufia (NO de la Peninsula
Ibérica), en las coordenadas 43°N, 8°W’. Dicho punto se puede ver senalizado en la
Figura 1.

En cada fecha de muestreo, se hicieron perfiles verticales de temperatura, salinidad, y
fluorescencia con una sonda de CTD (conductivity-temperature-depth) SBE-25 equipada
con un fluorimetro. Las muestras de agua de 4 profundidades se recogieron con botellas
Niskin de 5 L con una roseta oceanografica acoplada al CTD. La maxima profundidad de
muestreo fue a 70 metros. A continuacién, se realizé el muestreo especifico de
microbiologia en botellas de policarbonato, las cuales habian sido lavadas previamente
en el laboratorio con acido clorhidrico y agua destilada, y se realiz6 un aclarado previo

con agua de mar en la propia embarcacion.
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Figura 1. Localizacion de la estacion de muestreo, St 2, préxima a la ciudad de A Coruia.

3.2. Variables hidrograficas.

Las muestras para determinar la concentracion de nutrientes inorganicos (nitrato y
fosfato) se recogieron en botellas de polietileno de 50 mL para posterior congelacion a -
20°C y subsiguiente analisis en el laboratorio de Quimica Inorganica del IEO. Las
muestras fueron analizadas mediante métodos colorimétricos estandar, utilizando un
Sistema de analisis de flujo segmentado de Bran-Luebbe con un autoanalizador (Hansen
y Grasshoff, 1983).

También se determind la concentracion de clorofila-a. Para este propésito se tomaron
muestras de 100 mL que se filtraron secuencialmente mediante un sistema de vacio a
través de filtros de membrana y GF/F. Una vez realizada la filtracion, los filtros fueron
doblados e introducidos en viales, para ser conservados a -20°C hasta su analisis.
Posteriormente se realiz6 la extraccién de clorofila de los filtros, con acetona al 90%
durante 8-10 h. en condiciones de oscuridad a 4°C, para luego determinar la



fluorescencia de clorofila-a, mediante la técnica de no acidificacion (Welschmeyer, 1994)
mediante un fluorimetro TD-700 calibrado con clorofila a pura.
Con la fluorescencia obtenida se calcul6 la concentracion de clorofila a partir de la

siguiente ecuacion:
[Chla] = “j—; [(Ia — Ib) * 0.2218]

Donde [Chla] corresponde a la concentracién de clorofila-a en pg/L, /a a la fluorescencia
de clorofila-a obtenida con el fluorimetro, e Ib a la obtenida para el blanco. Va es el
volumen de acetona utilizado en la extraccién, y Vfel volumen de muestra filtrado, ambos
en mL.

La tasa de produccién primaria se midié usando el método de incorporacion de '#C segun
se describe en Teira et al., (2015). Se llenaron cuatro botellas Corning previamente
lavadas de 75 mL y se inocularon con 185 kBq (5uCi) de NaH '“COs. Las botellas se
incubaron entre 3 y 4 h, para posteriormente ser filtradas secuencialmente en filtros de
policarbonato de 0.2 ym de tamano de poro y 25 mm de diametro. Posteriormente se
realizé la descontaminacién de los filtros durante 12 h expuestos a vapor concentrado
de HCI para eliminar el '#C inorganico que no se incorporé6 como biomasa durante la
incubacion. Tras esto, los filtros se pasaron a viales de centelleo donde se les afadié 4
mL de liquido de centelleo para amplificar la emision de energia del '*C, y tras 8 h se
midi6 la radioactividad de cada muestra con un contador de centelleo modelo Perkin
Elmer modelo Tri Carb 2800.

3.3. Biomasa bacteriana.

La abundancia de picoplancton se determind por citometria de flujo siguiendo los
protocolos de Gasol et al., (1999). A bordo se recogieron muestras de 1.8 ml que se
fijaron con paraformaldehido y glutaraldehido (2-4%) para después ser congeladas en
N2 liquido durante 10 minutos y almacenadas a -80°C hasta su analisis. En el laboratorio
en tierra, las muestras fueron procesadas a temperatura ambiente utilizando un citdmetro
de flujo, modelo FACS-Calibur de BD. Los organismos procariotas heterotréficos, se
distinguieron dos grupos de bacterias: de bajo contenido en ADN (LNA, del inglés low
nucleid acid) y de alto contenido en ADN (HNA, del inglés high nucleid acid). Estas dos
poblaciones se diferenciaron en base a su fluorescencia verde (FL1, 530nm). Las
bacterias de HNA presentaron mayor senal de fluorescencia verde que las de LNA. El

bacterioplancton heterétrofo se tind con Sytfo 13 en oscuridad durante 10 minutos, para
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distinguir entre las poblaciones de los grupos anteriormente mencionados. Ambas miden
entre 0.6-0.8 um. Se usaron las calibraciones empiricas entre side scatter y el didmetro
medio celular descritas en Calvo-Diaz y Moran (2006) para estimar el biovolumen (BV)
de las bacterias heterotrofas. Dicho biovolumen se convirti6 en biomasa usando la

relacion alométrica de (Norland, 1993) : fg C cell-i= 120 x BVor

3.4. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion del 16S.

Para la extraccidon del ADN, se filtr6 un volumen de 2 L de agua de las botellas Niskin de
cada profundidad, a través de filtros Millipore de 0.22 ym (Millipore, EE. UU.). Se
anadieron 1.8 mL de bufferde lisis (EDTA 40 mM, 50 mMTRIS-HCI, 0.75 M de sacarosa)
al cartucho del filtro y se almacenaron a -80 °C. La extraccion de ADN se realiz6 por lisis
enzimatica de las células con lisoenzima y proteinasa K, seguido de la extraccién con
fenol-cloroformo. EI ADN se precipitd mediante la adicion de isopropanol. EI ADN
precipitado se lavé con etanol al 70% y se resuspendi6 en buffer TE estéril. Las muestras
de ADN se cuantificaron y se verific6 su calidad (segun la proporcidén A260/A280)
utilizando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, EE. UU.).

Una vez extraido, las regiones V3 a V4 del gen ARNr 16S se amplificaron mediante la
implementacion de la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
el par de cebadores 341F / 805R para bacterias. Todos los productos de PCR se
revisaron para el control de calidad en una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p /
v), luego se limpiaron y se purificaron con el kit de purificacion 5-Prime ArchivePure
(Fisher Scientific) y se mantuvieron a - 20 ° C hasta su analisis posterior.

El ADN fue analizado mediante tecnologia lllumina Miseq. Variantes exactas de la
secuencia del amplicén (ASVs, del inglés exact amplicon sequence variants) se
diferenciaron usando el package dada2 (Callahan et al., 2016) implementado en R (R
Core Team, 2019), el cual resuelve ASVs de hasta 1 nucleétido de diferencia. Las
secuencias se alinearon comparandolas con la base de datos SILVA 132 ARNr 16S
(Quast et al., 2012). Finalmente, los singletons (ASV encontrados solo una vez en la
Tabla final de ASVs) se eliminaron, ya que se ha demostrado que probablemente son el
resultado de errores de PCR o secuenciacién (Huse et al., 2010).

10



3.5. Representacion de datos y tratamiento estadistico.

Para determinar la similitud entre las muestras biolégicas en funcién de la composicidén
de ASVs bacterianos, se llevd a cabo un analisis multidimensional no métrico (hnMDS)
usando la similitud Bray-Curtis. Posteriormente, las diferencias significativas de la
comunidad de bacterioplancton entre muestras se determin6é a través de un analisis
permutacional de varianza (PERMANOVA, permutational multivariate andalisis of
variance) testando dos factores: el afloramiento y la profundidad. A continuacién, para
correlacionar las variables ambientales con la estructura de la comunidad bacteriana se
calculé el coeficiente de correlacidon de Spearman y se representé mediante un grafico
de andlisis de coordenada principales (PCQO). Las variables ambientales utilizadas fueron
la temperatura (°C), salinidad (UPS), profundidad de la capa de mezcla, el contenido en
clorofila a (Chl-a, mg m3), la produccion primaria (PP, mg C m3d™), la concentracién de
nitratos (NOs-, uM), y la concentracion de bacterias de bajo y alto contenido en ADN (LNA
y HNA, ug C L', respectivamente). Para la matriz de similitud de las variables
ambientales se empleo la similitud de distancia Euclidea. Tanto el estimador de la riqueza
especifica, Chao 1, como el indice de diversidad ecolégica, Shannon-Weaver, fueron
calculados utilizando la matriz biolégica de ASVs. El procesamiento de los datos se
realizé utilizando el programa estadistico PRIMER v.6.1 (Clarke y Gorley, 2006) y
PERMANOVA+ for PRIMER (Anderson et al., 2008).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Variables ambientales.

El indice de afloramiento fue obtenido a partir de la pagina web del IEO (2020). Este
indice fue positivo desde mayo de 2014 hasta septiembre de ese mismo afo y desde
febrero hasta octubre de 2015 (exceptuando agosto y los meses de mayo y junio donde
no se realiz6 muestreo), mientras que en los meses correspondientes con las estaciones
de otofio e invierno el afloramiento mostré valores negativos (Figura 2). El valor mas alto
se alcanza en el mes de abril de 2015 (540.4 m® s”' km") coincidiendo con la estacién
de primavera y el valor mas bajo se registra en diciembre del mismo afo (-1,199 m3 s
km-') correspondiente con la estacién de invierno.
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Figura 2. Distribucién mensual del indice de afloramiento durante el periodo de los muestreos
de RADIALES en la estacion costera de A Coruiia.

Al igual que en un estudio reciente previo (Montes et al., 2020), durante los dias de
afloramiento se aprecia un intenso gradiente vertical de densidad (evidente en la
temperatura y la salinidad) debido a que dicho ascenso del agua profunda fria y rica en
nutrientes inorganicos, aunque esta no consigue penetrar en la capa superficial de la
columna de agua.

En referente a la temperatura, se puede observar en la Tabla 1 valores mas altos en las
muestras superficiales (0 m) que en aquellas correspondientes a las zonas de maximo
de clorofila (DCM, 40 m) y a la zona profunda (70 m). En las masas de agua
superficiales, la temperatura en los meses de afloramiento se sitia entre 13.50 y
16.40°C, mientras que en los meses de hundimiento varia entre 12.50y 17.10°C.

Con respecto a la salinidad, esta es menor en las aguas superficiales y va aumentando
con la profundidad. Ademas, en el mes de mayo de 2015 la salinidad disminuyé
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ligeramente respecto a otros meses alcanzando valores entre 35.10 y 35.50 UPS para
las muestras de 0 m y 70 m, respectivamente. El valor minimo se registré en la muestra
de febrero 2014 con un valor de 33.87 UPS. Los valores mas bajos de salinidad en la
zona superficial durante los meses de afloramiento coinciden con una mayor
precipitacion segun los datos recogidos por AEMET (2020) que provocan una mayor
descarga de los rios de agua dulce al mar contribuyendo a la disminucion de dicha
salinidad.

Tabla 1. Temperatura (°C) y salinidad (UPS) durante los meses muestreados en la estacion costera de A
Corufia. Columnas azules y blancas corresponden con los meses de hundimiento y afloramiento,
respectivamente.

Prof. | Feb. | May. | Abr. | May. | Jun. Jul. Sep. | Nov. | Dic.
14 14 15 15 15 15 15 15 15
Temperatura | 0 m 125 | 155 | 135 | 156 | 136 | 16.2 | 164 | 171 15.1
20 m 14.6
40 m 134 | 119 | 151 | 120 | 13.7 | 140 | 17.0 | 149
70 m 11.9 | 146 | 11.7 | 129 | 13.1 | 16.9 | 14.9
Salinidad Om 33.78 | 35.00 | 35.25 | 35.10 | 35.53 | 35.55 | 35.29 | 35.67 | 35.76
20 m 35.42
40 m 35.48 | 35.60 | 35.22 | 35.62 | 35.62 | 35.60 | 35.68 | 35.76
70 m 35.61 | 35.35 | 35.62 | 35.63 | 35.64 | 35.70 | 35.75

En lo referente a los nutrientes inorganicos (nitratos y fosfatos), sus concentraciones son
mayores en periodos de afloramiento y a 70 m de profundidad que en superficie (0 m),
de acuerdo con estudios previos (Montes et al., 2020). Esto se debe a que asciende el
agua fria (<13°C) noratlantica central (ENACW) (Rios et al., 1992), aflorando en cabo
Finisterre. En el caso del nitrato (NOs.), los meses de mayo y noviembre de 2015
registran una disminucién en las tres profundidades alcanzando valores <1uM en las
muestras de mayo, lo cual podria ser debido al consumo de los mismos por el fitoplancton
ya que el mes posterior (junio) se registra un pico de produccién primaria. Ademas,
también se ha observado que los meses de afloramiento, la concentracion de nitratos en
la superficie (0 m) es en ocasiones menor que en los meses de hundimiento, debido
posiblemente al intenso gradiente vertical (de T y Sal.) que actia como una barrera para
el transporte de nutrientes desde el agua de la capa de fondo hasta la superficie.
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En el caso de los fosfatos (PO4%), su concentracién es mucho menor que la de nitrato
(<1uM). No obstante, el patron es similar al caso anterior con una disminucion de su
concentracion en los meses de abril y mayo de 2015 mientras que, en verano, en el mes
de septiembre, los nutrientes alcanzan una mayor concentracion en la masa de agua
profunda (0.77 uM). En los periodos de hundimiento la mayor concentracion de fosfato
se obtiene a 70 m de profundidad en el mes de diciembre de 2015.

Tabla 2. Concentracion de nitratos (uM) y fosfatos (uM) durante los meses muestreados en la estacion
costera de A Coruna. Columnas azules y blancas corresponden con los meses de hundimiento y
afloramiento, respectivamente.

Prof. | Feb. | May. | Abr. | May. | Jun. Jul. Sep. | Nov. Dic.
14 14 15 15 15 15 15 15 15

Nitratos | O m 690 | 0.13 | 1.30 | 0.00 | 3.69 | 0.10 | 240 | 1.06 | 3.42

20 m 3.40

40 m 520 | 850 | 0.30 | 867 | 3.60 | 770 | 1.26 | 3.99

70m 860 | 0.72 | 913 | 760 | 8.60 | 1.34 | 4.61
Fosfatos | 0 m 0.30 | 0.07 | 0.09 | 0.09 | 0.33 | 0.34 | 0.33 | 0.22 | 0.30

20 m 0.29

40 m 042 | 021 | 0.16 | 064 | 0.39 | 055 | 0.18 | 0.33

70 m 014 | 029 | 065 | 065 | 0.77 | 0.20 | 0.39

La biomasa de los microorganismos autétrofos se estima a partir de su principal pigmento
fotosintético, la clorofila-a. En la Tabla 3 se aprecia como en la muestra de febrero 2014
la clorofila a no llega a 1 mg m mientras que en mayo de ese mismo afo se alcanza un
valor maximo de 3.27 mg m para la muestra de 20 m de profundidad. También se puede
apreciar como en los meses de afloramiento, es decir en mayo 2014 y de abril a
septiembre 2015, el contenido en Clorofila-a es mayor que en los meses de febrero 2014,
noviembre y diciembre 2015, coincidiendo con los meses de hundimiento (Bode et al.,
2004; Valencia et al., 2003). Ademas, por lo general, durante el afloramiento, las
muestras situadas en el DCM (40 m) presentan mayor contenido en Clorofila-a que las

muestras superficiales (0 m).

En lo referente a la produccion primaria (PP), nos encontramos con un pico de
produccién en la muestra de junio 2015 a 0 m de profundidad relacionado con el periodo
de afloramiento en primavera y con un gran contenido en clorofila-a (Tabla 3). En este
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mismo mes, la muestra a 40 m de profundidad alcanza un valor bajo de PP, no llegando
a los 20 mg C m3d'. Por otro lado, en las estaciones relacionadas con periodos de
hundimiento (otofio e invierno), se registran valores mas bajos de PP que en los periodos
de afloramiento (Valencia et al. 2003). Esta PP proporciona materia organica disuelta
(MOD) exudada durante el proceso fotosintético que sirve de alimento al
bacterioplancton heterétrofo (Teira et al., 2009).

Tabla 3. Clorofila-a (Chl-a, mg m=?) y produccién primaria (PP, mg C m? d') durante los meses
muestreados en la estacion costera de A Corufia. Columnas azules y blancas corresponden con los meses
de hundimiento y afloramiento, respectivamente.

Prof. | Feb. May. Abr. May. Jun. Jul. Sep. Nov. Dic.
14 14 15 15 15 15 15 15 15

Chl-a | 0m 0.52 1.65 1.62 1.40 1.49 0.43 1.12 0.90 | 1.00

20 m 3.27

40 m 1.98 2.25 1.55 0.26 0.47 0.13 0.47 | 0.73
PP Om 35.52 | 91.04 | 124.08 | 87.29 | 373.70 | 58.15 | 127.39 | 23.61 | 31.52

20 m 141.29

40 m 107.41 | 155.79 | 81.58 | 16.45 | 3526 | 4.72 | 41.28 | 29.40

4.2. Biomasa microbiana total y de alto contenido en ADN.

La citometria de flujo permiti6 la caracterizacién de dos grupos fisiolégicos de bacterias,
de bajo y alto contenido en DNA, respectivamente (LNA y HNA). En la Tabla 4 se observa
como el porcentaje de HNA es superior al de LNA en todas las muestras. Los mayores
valores de biomasa bacteriana total (BBt) obtenidos corresponden con los meses de
mayo 2014 a septiembre 2015 durante el periodo de afloramiento, registrandose un valor
maximo de 10.46 ug C L' en la muestra superficial de mayo 2014. Estos resultados se
relacionan con los obtenidos en otras zonas geograficas (Rokkan Iversen y Seuthe, 2011;
Valencia et al., 2003). Ademas, los valores més altos de biomasa se encontraron en las
muestras situadas en la capa superficial (0 m) disminuyendo con la profundidad (Teira
et al., 2003). Por otro lado, el valor mas bajo se obtuvo en invierno, en concreto, en el
mes de diciembre de 2015 a 70 m de profundidad (0.64 pg C L) cuando la columna de
agua se encuentra mezclada. La biomasa bacteriana se ve afectada por varios factores
ambientales, como pueden ser la temperatura, salinidad y los nutrientes inorganicos
(Fuhrman et al., 2015; Kirchman, 1994).
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HNA, presenté sus valores mas elevados en el mes de abril de 2015 a 70 m de
profundidad (92.14%), mientras que el valor mas bajo ese mismo afo corresponde con
el mes de diciembre en la superficie (=60 %). Desde mayo de 2015 hasta julio de ese
mismo ano el porcentaje de HNA se incrementa ligeramente mientras que en los
siguientes meses, correspondientes a la estacion de otofio e invierno, su contribucién

disminuye.

Tabla 4. Biomasa bacteriana total (BB total, ug C L) y bacterias de alto contenido en ADN (HNA, %)
durante los meses muestreados en la estacién costera de A Coruia. Columnas azules y blancas
corresponden con los meses de hundimiento y afloramiento, respectivamente.

Prof. | Feb. | May. | Abr. | May. | Jun. Jul. Sep. | Nov. Dic.
14 14 15 15 15 15 15 15 15

BBtotal | O m 3.94 | 1046 | 504 | 652 | 598 | 3.64 | 478 | 3.74 | 253

40 m 504 | 391 | 555 | 161 | 231 | 277 | 3.57 | 2.46
70m 948 | 523 | 205 | 3.04 | 218 | 3.37 | 0.64
HNA | Om 74.36 | 84.07 | 76.33 | 62.65 | 79.66 | 82.49 | 72.10 | 62.30 | 59.01
40 m 49.66 | 91.35 | 67.05 | 69.58 | 72.69 | 65.54 | 68.10 | 61.99
70m 92.14 | 68.46 | 73.22 | 76.80 | 70.32 | §9.13 | 73.04

4.3. Diversidad y composicion de la comunidad bacteriana.

El numero total de secuencias diferentes obtenidas fue 495358. Después de normalizar
las secuencias al menor numero se obtuvieron 7591 lecturas por muestra, para igualar
el esfuerzo de muestreo, y se obtuvo un total de 2505 ASVs diferentes.

Para determinar la riqueza y la diversidad especifica se calculé Chao 1 y el indice de
diversidad de Shannon-Weaver. Chao 1 es un estimador no paramétrico de la riqueza
especifica que tiene en cuenta el numero de especies representadas por un individuo y
el numero de especies representadas por dos individuos, mientras que el indice de
diversidad de Shannon-Weaver se empled para cuantificar la diversidad especifica
contemplando la riqueza y la abundancia de las especies.

En la Figura 3 se muestra la diversidad bacteriana a lo largo de los meses muestreados.
Junio y diciembre de 2015 fueron los meses que mayor riqueza especifica presentaron
con un indice de diversidad de Shannon de 2.0+0.3 y 2.1+0.1, respectivamente. El menor
namero de ASVs/especies (129) se obtiene durante el periodo de hundimiento en el mes
de noviembre a 40 m de profundidad, no obstante, es el mes de abril de 2015 el que
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presenta la menor diversidad especifica (1.8£0.1). Ademas, se puede apreciar como el
namero de especies observadas y el nimero de especies obtenido por el estimador Chao
1 es similar, lo que quiere decir que nuestras muestras recogen practicamente todas las

especies que hay en el lugar de estudio.

Diversidad bacteriana
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Figura 3. Diversidad bacteriana de las muestras bioldgicas en la estacion costera de A Corufa.

Para cada uno de los diferentes ASVs se llevo a cabo el calculo de la abundancia relativa
a diferentes niveles taxonémicos que fueron agrupados en el rango taxonémico de filo y

género.

En la Figura 4 se representa la abundancia bacteriana relativa a nivel de filo. La
composicidén bacteriana en las costas gallegas concuerda con otros estudios realizados
en otros ecosistemas oceanicos (Bunse et al., 2016; DelLong et al., 2006; Varela et al.,
2007; Yokokawa et al., 2010). Segun estos, los filos mas abundantes en el agua marina
son Proteobacteria, Bacteroidetes y, en menor medida, Actinobacteria concordando con
los resultados de esta investigacion. Proteobacteria present6 la abundancia mas elevada
y esta fue constante a lo largo de todos los meses muestreados. Este filo alcanz6 un
valor maximo de 63% para la muestra a 0 m de abril 2015 y un valor minimo de 35%

para la muestra a 70 m de profundidad de julio de ese mismo ano. El segundo filo
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mayoritario lo constituye Bacteroidetes con una mayor abundancia promedio en los
meses de primavera-verano (33+10%) durante la época de afloramiento, llegando a
alcanzar un valor maximo de 52% para la muestra de superficie (0 m) en el mes de julio
2015. Sus valores mas bajos coinciden con los meses de otofio-invierno (16+4%) con un
valor minimo del 12% para la muestra de diciembre 2015 a 0 metros. Actinobacteria fue
el tercer filo con mayor representaciéon. Al contrario que Bacteroidetes, Actinobacteria
presenta una menor abundancia durante los meses de afloramiento, primavera-verano
(12+7%) incrementando sus valores durante otofio-invierno (21+4%). Por otro lado, el filo
Verrucomicrobia presentd una abundancia relativa mayor en primavera y verano (5£3%)
respecto a otono e invierno (2+£0.4%), mientras que la abundancia del filo Planctomycetes
fue similar en todas las estaciones. Coincidiendo con lo encontrado en otros estudios
marinos (Friedline et al., 2012; Montes, 2016; Montes et al., 2020), otros filos menos
abundantes fueron Acidobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria, Dadabacteria,
Fibrobacteres, Chloroflexi y Firmicutes con una abundancia relativa <5%. También hubo
un porcentaje de secuencias que no fueron asociadas con ningun grupo taxondémico

especifico que constituyen = 0.5+0.6% de la abundancia total bacteriana.
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Figura 4. Abundancia bacteriana a nivel de Filo en la estacion costera de A Corufa.

En la Figura 5 se muestra la abundancia bacteriana a nivel de género.

El grupo bacteriano mas abundante fue Candidatus Actinomarina perteneciente al filo
Actinobacteria. Sus valores fueron mayores en las estaciones de otofio e invierno
(1944%) que en primavera o verano (11+7%). Varios estudios (Bunse et al., 2016;
Montes et al., 2020) correlacionan las Actinobacteria con la biomasa fitoplancténica ya
que ayudan a descomponer la materia organica y permiten su absorcién por parte del
fitoplancton.

Dentro del filo Proteobacterias el cluster SAR86 es un grupo perteneciente a la clase
Gammaproteobacterias y relativamente frecuente en el medio marino, cuya abundancia
relativa fue ligeramente superior en los meses que comprenden las estaciones de otofo

e invierno (7+x1%) que en los meses primaverales y estivales (4+2%). En este mismo filo,
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dentro de la clase Alphaproteobacterias, encontramos otros grupos como el grupo
marino AEGEAN 169 o el clado la pertenciente al cluster SAR11, muy frecuente en el
medio marino. Ambos grupos fueron abundantes durante el periodo de hundimiento

otofio-invierno (5x1%).

Dentro del filo Bacteroidetes, tenemos a los grupos marinos NS4, NS5 y NS9,
Aurantivirga y Polaribacter 2, cinco géneros pertenecientes a la familia de las
Flavobacteriaceae muy importantes en los “blooms” fitoplancténicos costeros (Montes
et al., 2020) . Tanto el grupo marino NS4 como NS5 alcanzaron su valor maximo en
verano, en la muestra de julio 2015 a 0 m de profundidad (10 y 9%, respectivamente),
mientras que el grupo NS9 lo alcanzé a 70 m en el mes anterior, junio, (6%). El género
Aurantivirga obtuvo el valor mas alto durante el afloramiento en primavera, en concreto,
en abril 2015 a 40 m de profundidad (13%), mientras que, en los meses de hundimiento
(noviembre y diciembre), este género estuvo practicamente ausente con una abundancia
relativa <1%. Polaribacter 2 registr6 su mayor abundancia relativa (17%) en julio 2015 a
70 m de profundidad, estando ausente en las muestras de invierno correspondientes con
el periodo de hundimiento.

En el filo Verrucomicrobia nos encontramos el género Roseibacillus con una mayor
abundancia en mayo y septiembre 2015 (5+1%) y el género Persicirhabdus que destaca
por presentar una abundancia relativa del 15% en la muestra superficial del mes de junio
2015.
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Figura 5. Abundancia bacteriana a nivel de Género en la estacion costera de A Corufa.
Nota: Sélo se representaron aquellos géneros con una abundancia relativa superior al 1%.



Con el fin de estudiar la variabilidad temporal y vertical entre las muestras bioldgicas se
llevd a cabo un analisis multidimensional no métrico (nMDS, Figura 6) y posteriormente
un PERMANOVA, donde se observo tres grupos de muestras diferenciadas por
afloramiento y hundimiento con un 50% de similitud entre ellas (PERMANOVA, P-valor
<0.05). Por el contrario, no hubo diferencia entre muestras en funcion de la profundidad
(PERMANOVA, P-valor >0.05).

El grupo de hundimiento corresponde con los meses de febrero 2014 y noviembre y
diciembre 2015 donde la mayor parte de la abundancia esta representada por los
géneros Candidatus Actinomarina, el clado SAR86, el grupo marino AEGEAN 169 y el
clado la, mientras que la abundancia de los géneros Polaribacter 2 y el grupo marino
NS5 pertenecientes al filo Bacteroidetes es menor respecto a las muestras de
afloramiento. Por otro, tenemos un segundo grupo que incluye a las muestras de
afloramiento de los meses de mayo 2014, y mayo, julio y septiembre 2015 donde la
abundancia de Candidatus Actinomarina es menor al grupo anterior mientras que la
abundancia de los géneros Ascidiaceihabitans (Proteobacteria), Roseibacillus,
Polaribacter 2y el grupo marino NS5 se incrementa. Por ultimo, tenemos un tercer grupo
de afloramiento que agrupa a las muestras de abril y junio 2015 que se diferencian del
otro grupo de afloramiento por presentar una abundancia relativa menor de Candidatus
Actinomarina y una mayor representacion de Aurantivirga, de las Proteobacterias

Planktonmarina'y Amylibactery de la Verrucomicrobia Persicirhabdus, entre otros.
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4.5. Relacion entre la composicion de la comunidad bacteriana y las variables
ambientales.

Tanto la a abundancia y biomasa como la composicion de las comunidades bacterias
estan relacionados con diversos factores bidticos y abidticos (temperatura, salinidad,
nutrientes inorganicos, co-ocurrencia de especies) (Fuhrman et al., 2015; Kirchman,
1994; Montes, 2016). El régimen hidrografico y las variables ambientales del NO de la
Peninsula Ibérica presentan condiciones muy contrastadas, con situaciones de
estratificacion vertical y afloramiento costero durante el verano, y situaciones de mezcla
vertical durante el otofio e invierno (Alvarez et al., 2012). Adicionalmente, y como hemos
mostrado en el apartado 4.4. Nuestro trabajo ha encontrado que la estructura de la
comunidad bacteriana sigue un patrén estacional, por lo que llevamos a cabo un analisis
de coordenadas principales (PCO) para estudiar la relacion entre la estructura de la
composicién de las comunidades bacterianas y las variables ambientales. En dicho
analisis se eliminaron las muestras correspondientes a la zona profunda (70 m) al carecer
de datos para varias variables ambientales. En la Figura 7, podemos observar que, las
muestras del periodo hundimiento, la composicion de las comunidades bacterianas,
formada principalmente por Proteobacterias y Actinobacterias, esta relacionada con la
salinidad y con la profundidad de la capa de mezcla, mientras que las muestras del
periodo de afloramiento, constituidas mayoritariamente por Proteobacteria vy
Bacteroidetes, se relacionan con condiciones de PP total, nitrato, clorofila-a, temperatura
y biomasa de HNA y LNA. En concreto, las muestras de mayo 2014 y junio 2015 del
DCM estan relacionadas con la concentracion de nitrato, mientras que las muestras de
superficie (S) y DCM de julio de 2015, con una gran abundancia de Polaribacter 2, estan
relacionadas con la PP total. La abundancia de LNA se relaciona con las muestras de
superficie y DCM de mayo 2015, mes donde la abundancia de Ascidiaceihabitans
alcanza los valores mas elevados. Por otro lado, la abundancia de HNA esta relacionada
con la muestra superficial de mayo 2014 que se caracteriza por presentar los valores
mas altos para los géneros Ulvibacter y Formosa pertenecientes al filo Bacteroidetes.
También podemos apreciar en dicha Figura 7, que la clorofila-a y la PP <10 um se
correlacionan con las muestras superficiales de abril y junio 2015 donde el género
Planktomarina esta mas representada y Candidatus Actinomarina se encuentra

practicamente ausente.
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Figura 7. Analisis de coordenadas principales (PCO) mostrando la relacion entre la
diversidad bacteriana y las variables ambientales en la estacién costera de A Corufa.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos realizados en otras regiones

templadas (Fuhrman et al., 2015; Suzuki et al., 2001) y sugieren una marcada influencia

de los factores regionales estacionales, como la dinamica de afloramiento-hundimiento,

en la comunidad bacteriana que habita estas aguas costeras.
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5. CONCLUSIONES.

La estructura de la composicion bacteriana en la costa de A Corufia esta
compuesta principalmente por los filos Proteobacterias, Bacteroidetes vy
Actinobacteria. Los géneros mas abundantes han resultado ser Candidatus
Actinomarina, Aurantivirga, el cluster SAR86, Rhodobacteraceae y los grupos
marinos NS4, NS5, NS9, entre otros.

Nuestros resultados muestran que algunos grupos taxondmicos (ej. grupos
marinos NS4 y NS5) muestran una co-ocurrencia, y que, por lo tanto, responden
de forma similar a factores ambientales locales, sugiriendo que podrian
desempenar funciones similares, adaptandose a nichos similares. Mientras que
hay otros que dominan sélo en ciertas épocas del ano (ej. Candidatus
Actinomarina y clado la) y que podrian responder a las contrastadas condiciones
medioambientales encontradas durante nuestro estudio o a la competencia por

recursos.

Se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa en la composicion
bacteriana entre las muestras de hundimiento y afloramiento. Mientras que las
muestras del periodo de hundimiento estaban compuestas principalmente por los
géneros Candidatus Actinomarina, el grupo marino AEGEAN 169, el clado SAR86
y el clado la y una menor abundancia de Aurantivirga y Polaribacter 2, las
muestras de afloramiento estaban dominadas por la presencia de Aurantivirga,
Ascidiaceihabitans, Amylibacter, Roseibacillus y Polaribacter 2 y una menor

abundancia de Candidatus Actinomarina.

Esta distribucion en la composicion de la comunidad bacteriana estuvo
correlacionada con las variables ambientales, encontrandose que las muestras de
hundimiento se relacionaron con la salinidad y con la profundidad de la capa de
mezcla, mientras que las muestras de afloramiento se correlacionaron con la
clorofila-a, PP, nitratos, temperatura y con bacterias de alto y bajo contenido en
ADN.
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CONCLUSIONS

A estrutura da composicién bacteriana na costa de A Coruna esta composta
principalmente polos filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria. Os
xéneros mais abundantes resultaron ser Candidatus Actinomarina, Aurantivirga,
o cluster SAR86, Rhodobacteraceae e os grupos marinos NS4, NS5, NS9, entre

outros.

Os nosos resultados amosan unha variedade de grupos taxonémicos (ex. grupos
marifios NS4 e NS5) que amosan unha co-ocurrencia, e, polo tanto, responden
de forma similar a factores ambientais locais, suxerindo que podrian desempenfar
funcions similares, adaptandose a nichos similares. Mentres que hai outros que
dominan s6 durante certas épocas do ano (ex. Candidatus Actinomarina e clado
la) e que podrian responder as contrastadas condicions medioambientais
atopadas durante 0 noso estudo ou & competencia por recursos.

Atopouse unha clara diferenciacién na composicidon bacteriana entre as mostras
agrupadas por afundimento e afloramento. Mentres que as mostras de
afundimento estaban compostas principalmente polos xéneros Candidatus
Actinomarina, o grupo marifio AEGEAN 169, o clado SAR86 e o clado la e unha
menor abundancia de Aurantivirga e Polaribacter 2, as mostras de afloramento
estaban dominadas pola presenza de Aurantivirga, Ascidiaceihabitans,
Roseibacillus, Amylibacter e Polaribacter 2 e unha menor abundancia de
Candidatus Actinomarina.

Esta distribucién na composicion da comunidade bacteriana estivo correlacionada
coas variables ambientais, atopandose que as mostras de afundimento se
relacionaron coa salinidade e coa profundidade da capa de mestura, mentres que
as mostras de afloramento correlacionaronse coa clorofila-a, PP, nitratos,

temperatura e coas bacterias de alto e baixo contido en ADN.
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CONCLUSIONS

The structure of the bacterial composition on the coast of A Coruia is mainly made
up of the Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria phyla. The most
abundant genus were Candidatus Actinomarina, Aurantivirga, the cluster SAR86,

Rhodobacteraceae and the marine groups NS4, NS5, NS9, among others.

Our results show that some taxonomic groups (eg NS4 and NS5 marine groups)
show a co-occurrence, so, they respond similarly to local environmental factors,
suggesting that they could perform similar functions, adapting to similar niches.
While there are others that dominate only at certain times of the year (eg
Candidatus Actinomarina and la clade) and that could respond to the contrasted

environmental conditions found during our study or to competition for resources.

A statistically significant difference in the bacterial composition has been found
between downwelling and upwelling samples. While the samples from the
downwelling period were mainly composed of Candidatus Actinomarina, AEGEAN
169 marine group, SAR86 clade and la clade, and a lower abundance of
Aurantivirga and Polaribacter 2, the upwelling samples were dominated by the
presence of Aurantivirga, Ascidiaceihabitans, Amylibacter, Roseibacillus and
Polaribacter 2 and a lower abundance of Candidatus Actinomarina.

This distribution in the composition of the bacterial community was correlated with
the environmental variables, finding that downwelling samples were related to
salinity and the depth of the mix layer, while the upwelling samples were correlated
with chlorophyll- a, PP, nitrates, temperature and with bacteria with high and low
DNA content.
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