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Resumen

La luz es uno de los recursos energéticos mas abundantes en la Tierra, por lo
que los organismos han desarrollado diversas estrategias para transformar la luz en
energia quimica. A la fecha, se han descrito dos mecanismos moleculares para la
captacion y uso de la energia proveniente de la luz solar mediante el uso de pigmentos:
los sistemas basados en clorofila/bacterioclorofila y las rodopsinas de tipo 1

transportadoras de protones.

La primera rodopsina de bacterias se descubrié en una Gammaproteobacteria
marina y se le denomind proteorodopsina (PR). La PR es una bomba de protones
impulsada por la luz, por lo que las bacterias que utilizan PR son capaces de utilizar tanto
compuestos organicos como luz, como fuentes de energia. A pesar de que entre el 15y
70% de las bacterias de aguas marinas superficiales portan un gen cuya anotacion
funcional es PR (gen PR), la fototrofia mediada por PR aun no es considera en los
modelos de flujo de carbono organico en los océanos. Desde su descubrimiento, se ha
reportado que la abundancia del gen PR y la transcripcion de este mismo gen se ve
afectada por diversas variables ambientales, siendo la mas reportada la disponibilidad

de luz y la salinidad.

En particular, en los ambientes marinos polares, los ciclos anuales de luz y la
presencia de hielo marino estacional, modulan la entrada de luz como recurso energético
al ecosistema marino. Ademas, en estos ambientes se generan gradientes de salinidad

debido a los continuos ciclos de congelamiento-descongelamiento del hielo marino y al
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aporte de agua dulce de los glaciares proximos a las bahias polares. A la fecha, la
presencia del gen PR en aguas costeras polares ha sido reportado en el Océano Artico
y Antartico. Sin embargo, la diversidad, abundancia relativa de las bacterias portadoras
del gen PR, y la transcripcién de este gen, ha sido sélo reportado en el Océano Artico.
A la fecha, en el sistema marino Antartico aun no se ha evaluado de qué manera las
variables ambientales como luz y salinidad son capaces de modular la abundancia

relativa o actividad transcripcional del gen PR.

Bahia Chile puede considerase como una bahia polar modelo en Antartica, donde
en este trabajo de tesis se determiné la diversidad de microorganismos que presentan
el gen PR. Ademas, se evaluo si la abundancia y actividad transcripcional del gen PR,
se veia afectada por las condiciones de disponibilidad de luz y salinidad durante el
periodo estival. Para esto, se utilizd una aproximacibn metagendmica y
metatranscriptomica, asi como también la cuantificacion absoluta mediante qPCR del
gen PR en muestras de ADN de aguas de Bahia Chile en los periodos estivales de los
anos 2014, 2016 y 2017. Mediante metagendmica se logro identificar la presencia del
gen PR durante el afio 2014, asi como también su identidad taxonomica, estimandose
que el 16.7% de los microorganismos en esta bahia presentan este gen. En muestras
de aguas de los periodos estivales 2016 y 2017, se determiné mediante amplificacion
del gen PR en muestras de DNA por gPCR que las variables ambientales de salinidad y
luz no afectan su abundancia relativa en la comunidad de bacterias marinas, bajo las
condiciones observadas en Bahia Chile para esos afios. Sin embargo, a través de
metatranscriptomica se logré observar que la actividad transcripcional del gen PR si se

ve afectada por la disponibilidad luminica (observandose mayor actividad
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transcricpcional durante el dia), asi como por la salinidad (observandose mayor actividad

transcripcional en escenarios de disminucion de salinidad).

La descripcion de la alta presencia del gen PR en diversos taxones
pertenecientes a la comunidad plancténica de Bahia Chile, asi como la evidencia de la
actividad transcripcional del gen PR en este sistema marino antartico, puede tener un
impacto significativo en el disefio de nuevos modelos de flujo de energia para esta region
marina. Estos resultados apoyan la necesidad de considerar la fototrofia mediada por
PR como una estrategia mediante la cual la energia de la luz ingresa a la biosfera
Antartica. Ademas, en el escenario de cambio climatico actual, el derretimiento acelerado
de las capas de hielo y la formacion de gradientes salinos en esta region, que afectan
tanto la disponibilidad de luz como la salinidad de estos sistemas marinos, podria a su

vez afectar la fototrofia mediada por PR en el fragil sistema marino antartico.
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Summary

Sunlight is the most abundant source of energy in the biosphere, so
microorganisms have developed an array of different strategies to transform light into
chemical energy. To date, two molecular mechanisms have been described for the
capture and use of energy from sunlight through the use of pigments:
chlorophyll/bacteriochlorophyll-based photosystems and proton-pumping type 1
rhodopsins. The first bacterial rhodopsin was discovered in a marine
Gammaproteobacteria and was named proteorhodopsin (PR). PR is a light driven proton
pump, so PR-bearing bacteria are able to use both organic compounds and light, as
energy sources. Despite the fact that between 15 and 70% of surface seawater bacteria
carry a gene whose functional annotation is PR (PR gene), PR-mediated phototrophy is
not yet considered in the models of organic carbon flow in the oceans. Since its discovery,
it has been reported that the abundance of the PR gene and the transcription of this same
gene is affected by several environmental variables, the most reported being the light

availability and salinity.

In particular, in polar marine environments, the annual light cycles and the
presence of seasonal sea ice modulate the entrance of light as an energy resource to the
marine ecosystem. In addition, salinity gradients are generated in these environments
due to the continuous freeze-thaw cycles of sea ice and the contribution of fresh water
from the glaciers near the polar bays. To date, the presence of the PR gene in polar

coastal waters has been reported in the Arctic and Antarctic Oceans. However, the
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diversity, relative abundance of the PR-bearing bacteria, and the transcription of the PR-
gene, has only been reported in the Arctic Ocean. To date, in the Antarctic marine system,
has not yet been studied how environmental variables such as light availability or salinity

are able to modulate the relative abundance or transcriptional activity of the PR gene.

Chile Bay can be considered as a model polar bay in Antarctica, where in this
thesis the diversity of microorganisms that present the PR gene was determined. In
addition, it was evaluated whether the abundance and transcriptional activity of the PR
gene is affected by the conditions of light availability and salinity during the austral
summer period. For this, a metagenomic and metatranscriptomic approach was used, as
well as the absolute quantification by qPCR of the PR gene in DNA samples from waters
of Chile Bay in the summer periods of 2014, 2016 and 2017. Through metagenomic it
was possible to identify the presence of the PR gene during 2014, as well as its taxonomic
identity, estimating that 16.7% of the microorganisms in this bay have this gene. In water
samples from the 2016 and 2017 summer periods, it was determined by amplification of
the PR gene in DNA samples by qPCR that the environmental variables of salinity and
light do not affect their relative abundance in the community of marine bacteria, under
the conditions observed in Chile Bay for those vyears. However, through
metatranscriptomics it was possible to observe that the transcriptional activity of the PR
gene is affected by the light availability (observing higher transcriptional activity during
the day), as well as by the salinity (observing higher transcriptional activity in salinity

reduction scenarios).
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The description of the high presence of the PR gene in various taxa belonging to
the planktonic community of Chile Bay, as well as the evidence of the transcriptional
activity of the PR gene in this Antarctic marine system, can have a significant impact on
the design of new energy flow models for this marine region. These results support the
need to consider phototrophy mediated PR as a strategy by which light energy enters to
the Antarctic biosphere. In addition, in the actual climate change scenario, the
accelerated melting of the ice sheets and the formation of saline gradients in this region,
which affect both light availability and salinity of these marine systems, could in turn affect

the PR-mediated phototrophy in the fragile Antarctic marine system.
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1. Introduccion

1.1 Fotoheterotrofia en sistemas marinos

La fuente de energia mas abundante en la biosfera es la luz solar, por lo tanto,
los microorganismos han desarrollado diferentes estrategias para obtener energia de la
luz (Field et al., 1998). Sin embargo, ademas existen microorganismos que son capaces
de utilizar compuestos organicos (Maranger et al., 2015), compuestos inorganicos
(Schink et al., 2017), o una combinacion de estos recursos con la luz para obtener
energia como se ha observado en sistemas marinos (Evans et al., 2015; Pedros-Ali6 et
al., 2015). Los microorganismos que son capaces de utilizar la luz y compuestos
organicos como fuente de energia, pero que dependen de una fuente externa de

carbono, se denominan fotoheterétrofos (Kirchman & Hanson, 2013).

A la fecha, se han descrito dos mecanismos moleculares en microorganismos
fotoheterétrofos para la captacion y uso de la energia proveniente de la luz solar: los
sistemas basados en clorofila (Boeuf et al., 2014), y las rodopsinas de tipo 1
transportadoras de protones (Pinhassi et al., 2016). Las bacterias fototroficas
anoxigénicas aerobicas (AAPb; Aerobic anoxygenic phototrophic bacteria) utilizan
bacterioclorofila a (BChla) para captar la luz (Boeuf et al., 2014). A la vez, las AAPb
necesitan una serie de mecanismos diferentes para la obtenciéon de poder reductor,
transporte de protones y posterior sintesis de ATP (Kolber et al., 2001). Por otro lado, la
fototrofia mediada por rodopsinas consiste en una unica proteina integral de membrana

que utiliza retinal unido covalentemente como cromoéforo (Béja et al., 2000). Esta



proteina es capaz de bombear protones a través de la membrana generando una
gradiente electroquimica de protones, la cual puede ser utilizada para la sintesis de ATP,
por lo que es considerada la estrategia mas simple para la obtencion de energia entre

los microorganismos fotoheterotréficos (Pinhassi et al., 2016).

1.2. Fotoheterotrofia mediada por proteorodopsina

Las rodopsinas capaces de generar una gradiente de protones a través de la
membrana han sido identificadas en genomas de los tres dominios celulares de la vida
(Philosof & Béja, 2013; Vader et al., 2018), asi como también en virus (Yutin & Koonin,
2012). La presencia de estas rodopsinas ha sido reportada en sistemas terrestres
(Guerrero et al., 2017), en aguas dulces (Keffer et al., 2015) y aguas marinas (de la Torre
et al., 2003). La primera rodopsina con la capacidad de bombear protones fue descrita
en el afo 1971 en una arquea haldéfila (Halobacterium salinarum) y se denomind
bacteriorodopsina (Oesterhelt & Stoeckenius, 1971). En el afno 2000, en un fragmento
genémico de una Gammaproteobacteria marina se identifico la presencia de una
rodopsina con la capacidad de bombear protones a la que se denominé proteorodopsina

(Béja et al., 2000).

La proteorodopsina (PR) necesita trans-retinal como pigmento para ser
totalmente funcional, por lo tanto los microorganismos necesitan adquirirlo del ambiente
o sintetizarlo a partir de B-caroteno (Martinez et al., 2007). Se ha descrito que los
microorganismos que presentan PR, también presentan los genes que codifican las

enzimas involucradas en la ruta de biosintesis del retinal (McCarren & DelLong, 2007).



Ademas, se ha reportado in vitro (Martinez et al., 2007), asi como en sistemas marinos
de aguas abiertas (Olson et al., 2018) que estos genes se transcriben activamente, por
lo que las bacterias que portan PR en sistemas marinos podrian ser capaces de sintetizar
el retinal para que PR pueda captar la luz y actuar como una bomba de protones
accionada por luz (McCarren & DelLong, 2007). Frente a la absorcion de luz, el trans-
retinal isomeriza a 13-cis-retinal induciendo un cambio conformacional que provoca la
movilizacion de un protén a través de la membrana (Fuhrman et al., 2008). El bombeo
de protones accionado por luz genera un gradiente electroquimico de protones a través
de la membrana que puede ser utilizado para diversos procesos metabdlicos como:
sintesis de ATP, rotacion flagelar y transporte de solutos a través de la membrana, entre

otros (Inoue et al., 2015).

Las PRs se dividen en dos grupos de proteinas que comparten mas del 78% en
identidad de secuencia aminoacidica (Sabehi et al., 2003), y se diferencian porque
absorben luz en diferentes longitudes de onda: 525 nm (espectro del verde) y 490 nm
(espectro del azul) (Man et al., 2003). Esta capacidad de absorber luz en diferentes
longitudes de onda les confiere una ventaja adaptativa, ya que les permite aprovechar a
cada una de las variantes un espectro diferente de la luz solar (Béja et al., 2001). Este
cambio en la longitud de onda a la cual la PR absorbe la luz, se debe a la diferencia en
un solo aminodacido en la posicidén 105: glutamina para la PR que absorbe en el espectro
del azul (PR-azul) y leucina o metionina para la PR que absorbe en el espectro del verde
(PR-verde) (Man et al., 2003). También se han reportado otras sustituciones en la

posicion 105, pero en una menor abundancia (Sabehi et al., 2003).



1.3 Rol fisiolégico de la fototrofia mediada por proteorodopsina en bacterias

marinas

La expresidon heterdloga de PR en Escherichia coli demostrd que bajo
condiciones de iluminacion las células que expresan PR y las enzimas de la ruta
biosintética del retinal, fueron capaces de generar un gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana, que les permitié realizar sintesis de ATP (Martinez et
al., 2007). En bacterias que presentan PR de manera nativa, como Vibrio sp. AND4 y
Candidatus Pelagibacter ubique, los cultivos expuestos a la luz presentaron mayores
tasas de supervivencia bajo condiciones de escasez de nutrientes (Gomez-Consarnau
et al., 2010; Steindler et al., 2011). En Dokdonia sp. MED134, bajo condiciones de
iluminacion, la tasa de crecimiento fue mayor que cuando se crecié en condiciones de
oscuridad (Gémez-Consarnau et al., 2007). Sin embargo, lo observado en Dokdonia sp.
MED134 no es extrapolable a todos los miembros de la clase Flavobacteriia, ya que
Polaribacter sp. MED152 no presentdé mayor crecimiento bajo una condicion de luz frente
a oscuridad. A pesar de esto, Polaribacter sp. fij6 mas bicarbonato bajo condicion de luz
que cuando fue crecido en oscuridad, lo cual sugiere que Polaribacter sp. puede usar la
luz para satisfacer la demanda de ATP a través de PR, permitiéndole aumentar la fijacion
anaplerética de carbono para la biosintesis de compuestos carbonados (Gonzalez et al.,
2008). Todas estas evidencias sugieren que el uso de la luz como recurso energético
por parte de estas bacterias marinas es una estrategia comun, pero que es aprovechada

de diferentes maneras.



1.4 Ocurrencia de microorganismos que presentan proteorodopsina en sistemas

marinos

Se estima que entre un 15% y 70% de todas las bacterias plancténicas de las
aguas superficiales del océano presentan un gen cuya anotacion funcional es PR (gen
PR), variando de una regién oceanica a otra (Pinhassi et al., 2016). Andlisis basados en
PCR han identificado la presencia del gen PR en muestras de agua de la bahia de
Monterrey (Béja et al., 2000), en la estacion ALOHA (The Hawaii Ocean Times-series,
A Long-term Oligotrophic Habitat Assessment) en el Océano Pacifico (Béja et al., 2001),
el Mar Mediterraneo (Sabehi et al., 2003), el Mar Rojo (Man et al., 2003), el Atlantico
Norte (Campbell et al., 2008), el Océano Artico occidental (Cottrell & Kirchman, 2009,
Boeuf et al., 2016), el hielo marino del Mar de Ross (Antartica) (Koh et al., 2010) y en
aguas de la Peninsula Antartica (Béja et al., 2001). Mediante analisis basados en la
secuenciacion masiva de muestras de ADN (metagenémica) de la comunidad
plancténica, se ha identificado el gen PR y sus dos variantes, PR-azul y PR-verde, en
aguas superficiales del Mar Baltico (Brindefalk et al., 2016), en el giro del Pacifico Norte
(Olson et al., 2018), en el Mar de los Sargazos (Venter et al., 2004), en el Océano Austral
(Grzymski et al., 2012), y durante toda la expedicion Global Ocean Sampling (GOS)
desde el Atlantico Norte al Pacifico Sur (Rusch et al., 2007). Esto sugiere que el uso de
luz mediado por PR como fuente suplementaria de energia, es una estrategia
generalizada tanto en la costa como en mar abierto en todas las cuencas marinas. Sin
embargo, a pesar de la evidencia de la presencia del gen PR en diferentes mares y
océanos, la funciéon ecoldgica de PR sigue siendo dificil de establecer (Kirchman &

Hanson, 2013).



1.5 Diversidad y composicion de microorganismos que presentan

proteorodopsina en sistemas marinos

La afiliacion taxondmica del gen PR ha sido determinada en diferentes sistemas
marinos (de la Torre et al., 2003). En un sistema oligotrofico como el Giro del Pacifico
Norte, las secuencias de gen PR de Alfaproteobacteria representaron el 65,3% mientras
que las secuencias del gen PR de Bacteroidetes y de Gammaproteobacterias, soélo
representan el 7% vy el 3,4%, respectivamente (Olson et al., 2018). En el Mar del Norte,
el 67% de las secuencias de gen PR provenian de Alfaproteobacteria, el 4% de
Gammaproteobacteria y el 29% fueron taxondmicamente afiliadas a Bacteroidetes
(Riedel et al., 2010). En el gradiente salino estudiado en el Mar Baltico, Brindefalk et al.
(2016) determinaron que las secuencias del gen PR provenientes de Proteobacterias
fueron las mas abundantes, representando en promedio el 46%, mientras que las
secuencias del gen PR de Bacteroidetes representaban el 19%. En la Bahia
Chesapeake, Maresca et al. (2018) identificaron que en la fraccién <0,8 um el gen PR
de Alfaproteobacteria representaba el 50% de los genes PR, mientras PR de
Actinobacteria y Bacteroidetes, representaban el 5% y 20% del total de secuencias del
gen PR, respectivamente. En el Artico, se ha determinado que durante el invierno las
secuencias del gen PR de Gammaproteobacteria representan el 73%, mientras que las
PR de Alfaproteobacteria y Bacteroidetes representan solo el 12,6% y 19%,
respectivamente (Nguyen et al., 2015), mientras que en el verano los PR de
Alfaproteobacteria aumentaron al 43%, y PR de Gammaproteobacteria y Bacteroidetes

disminuyeron a 46 y 7%, respectivamente (Boeuf et al., 2016). Sin embargo, en el



sistema marino de Antartica aun no se ha determinado la diversidad de microorganismos

portadores del gen PR.

1.6 Efecto de las variables ambientales sobre la abundancia y actividad

transcripcional del gen PR en microorganismos de sistemas marinos

La abundancia de los microorganismos que presentan PR se ha observado que
se ve modulada por determinados parametros ambientales (Pinhassi et al., 2016). En
océanos abiertos se ha reportado que la abundancia del gen PR del clado SAR11
(Alfaproteobacteria) se correlaciona negativamente con los niveles de clorofila a (Chla)
en el agua (Cottrell & Kirchman, 2009; Boeuf et al., 2016). También, se ha reportado que
la abundancia del gen PR se correlaciona con la profundidad y con otras variables
ambientales como oxigeno, pH, nitrito, nitrato, amonio, silicato, carbono organico

disuelto, disponibilidad de luz y salinidad (Boeuf et al., 2016).

En particular, el efecto de la disponibilidad de luz y salinidad sobre la abundancia
y actividad transcripcional del gen PR han sido las mas estudiadas en los sistemas
marinos. En el Mar Baltico y en la Bahia de Chesapeake, se ha observado que, frente a
cambios en la salinidad, hay modificaciones en la abundancia relativa de determinados
taxones portadores del gen PR (Brindefalk et al., 2016; Maresca et al., 2018). Ademas,
en estos dos sistemas marinos se evalué si diferentes salinidades afectan la
transcripcidn del gen PR, reportandose que no existia una correlacion entre la salinidad
y los niveles de transcrito del gen PR a lo largo del gradiente de salinidad muestreado

en el Mar Baltico (Brindefalk et al., 2016), pero que en la fraccion <0.8um en la Bahia de



Chesapeake, la actividad transcripcional del gen PR era mayor a salinidades medias (15
PSU) que a salinidades mayores (31 PSU) en estas aguas costeras (Maresca et al.,

2018).

Por su parte, en metatranscriptomas del Giro del Pacifico Norte (Poretsky et al.,
2009; Ottesen et al., 2014) y a través de experimentos de microcosmos (Lami et al.,
2009), se ha observado que la disponibilidad de luz aumenta la transcripcion del gen PR.
Sin embargo, en metatranscriptomas de la costa de California (EE. UU.), se observo que

la transcripcion del gen PR fue mayor durante la noche (Ottesen et al., 2011).

1.7 Diversidad y actividad de microorganismos que presentan proteorodopsina en

sistemas marinos polares

En los ambientes marinos polares, los ciclos anuales de luz y la presencia de
hielo marino estacional modulan la entrada de luz como recurso energético al ecosistema
marino. Ademas, en estos ambientes constantemente se generan gradientes salinos
debido a los continuos ciclos de congelamiento-descongelamiento del hielo marino y al
aporte de los glaciares que rodean las bahias polares. Por las caracteristicas que
presentan los sistemas marinos de altas latitudes, el efecto de los cambios en la
disponibilidad de luz y la salinidad podrian afectar la fototrofia mediada por PR, al
modular la actividad transcripcional del gen PR. A pesar de esto, son pocos los estudios
que han investigado la abundancia y actividad transcripcional del gen PR en sistemas
marinos polares. Cottrell y Kirchman (2009) reportaron la presencia del gen PR en el

Océano Artico, durante el verano e invierno en aguas costeras del Mar de Beaufort y



Chukchi. Posteriormente, Nguyen et al. (2015) también reportaron que durante invierno
y verano, el gen PR estuvo siempre presente en el Golfo de Amundsen (Mar de
Beaufort), siendo la transcripciéon del gen PR consistente con la sucesion de la
comunidad bacteriana, disminuyendo desde noviembre a enero a una expresion
constitutiva durante la oscuridad invernal. Recientemente, durante el verano artico,
Boeuf et al. (2016), reportaron que las bacterias portadoras del gen PR eran abundantes
en toda la zona fotica a lo largo del Mar de Beaufort (oscilando entre 1-45% de la
comunidad de bacterias marinas). Ademas, estos autores describen que la abundancia
y distribucion de los genes PR se correlacionan de mejor manera con las

concentraciones de nutrientes que con la disponibilidad de la luz (Boeuf et al., 2016).

En el caso del ecosistema marino antartico, la presencia y expresion del gen PR
ha sido muy poco explorada. El primer reporte de la presencia de una secuencia
correspondiente al gen PR, fue en aguas costeras de la Isla Anvers (Palmer Station) en
la Peninsula Antartica (Béja et al., 2001). Posteriormente, Koh et al. (2010) describieron
a través de una biblioteca de clones de ADN y ADNc, la presencia y expresion de genes
de PR en la comunidad de bacterias del hielo marino de la regién del Mar de Ross
durante el verano austral de 2007-2008, reportando genes PRy transcritos relacionadas
con Flavobacteriia (Polaribacter), y Allfaproteobacterias, Gammaproteobacterias (clados
SAR11 y SAR92, respectivamente). Mas tarde Grzymski et al. (2012) y Williams et al.
(2012) determinaron a través de metagenémica y metaprotedmica la presencia del gen
PR de Polaribacter, SAR11y SAR92, y la presencia de la proteina PR en aguas costeras
superficiales de la Peninsula Antartica (Palmer Station). Recientemente, nuestro

laboratorio reporté mediante metagenomas obtenidos durante un episodio de aumento



de niveles de Chla en aguas costeras superficiales en Bahia Chile (Islas Shetland del
sur) Peninsula Antartica, la presencia de géneros de bacterias que se han descrito como
portadoras del gen PR, tales como Polaribacter, Flavobacterium y Candidatus
Pelagibacter (Alcaman-Arias et al., 2018). Alcaman-Arias et al. (2018) determinaron que
cuando la productividad del sistema aumenta (estimado mediante el aumento de los
niveles de Chla), la composicién de la comunidad bacteriana se mantiene similar, pero
la abundancia y la actividad transcripcional de algunos microorganismos que
comunmente son descritos como portadores del gen PR se ven modificadas con los
niveles de Chla y periodos dia-noche (Alcaman-Arias et al., 2018). Sin embargo, la
abundancia de bacterias portadoras del gen PRy la actividad transcripcional de este gen
durante el periodo estival, no se ha estudiado en el ambiente marino antartico. En aguas
costeras de Antartica, tampoco se ha determinado el efecto de la disponibilidad de luz o

salinidad del agua en la distribucion, diversidad o actividad transcripcional del gen PR.

Tomando en cuenta todos estos antecedentes, consideramos que una
descripcion enfocada en bacterias portadoras de PR a lo largo de diferentes periodos
estivales en la Antartica proporcionaria informacién relevante para entender como la
fototrofia mediada por PR contribuye al ecosistema marino antartico. En esta tesis nos
propusimos por tanto identificar la identidad y actividad transcripcional del gen PR en
aguas costeras antarticas, para tratar ademas de dar respuesta a como las variables
ambientales de salinidad y disponibilidad de luz, son agentes moduladores de la
abundancia y/o actividad transcripcional del gen PR, usando el sistema marino polar de

Bahia Chile en Antartica como modelo.
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2. Hipétesis

“En aguas costeras de Bahia Chile, Antartica, existe diversidad de bacterias
portadoras del gen PR, cuya abundancia y actividad transcripcional son moduladas por
cambios en las condiciones ambientales de salinidad y luz incidente durante el periodo

estival”.

3. Objetivo General

Determinar la diversidad y composicion de bacterias portadoras del gen PR, asi
como la abundancia y actividad transcripcional de este gen bajo diferentes condiciones
de disponibilidad de luz y salinidad en aguas costeras antarticas de Bahia Chile durante

el periodo estival.

4. Objetivos Especificos

1. Determinar la identidad y diversidad de bacterias que portan y transcriben el gen PR
en aguas costeras superficiales de Bahia Chile durante el periodo estival.

2. Determinar el efecto de las condiciones ambientales salinidad y luz incidente sobre la
abundancia del gen PR en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile.

3. Determinar el efecto de cambios en las condiciones ambientales salinidad y luz
incidente sobre la actividad transcripcional del gen PR en bacterias de aguas costeras

de Bahia Chile.
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5. Metodologia

5.1 Sitio de muestreo para el estudio de proteorodopsinas marinas: Bahia Chile,

Antartica

Las muestras de agua de mar se obtuvieron durante los periodos de verano tardio
de 2014, 2016 y 2017 en Bahia Chile, Isla Greenwich, Isla Shetland del Sur, Antartica
(Figura 1; seccion resultados). Las muestras corresponden a una serie de tiempo
durante los periodos estivales de 2014 (14 de febrero a 4 de marzo), 2016 (18 de febrero
a 4 de marzo) y 2017 (8 de febrero a 25 de febrero), contemplando muestras obtenidas
durante el dia y la noche (Tabla S1; muestras y metadatos asociados). Cada muestra
corresponde a una réplica unica de 20L de agua obtenidas desde un punto de muestreo,
a una profundidad, hora y fecha especifica. Se tomaron muestras de agua desde dos
puntos de muestreo con diferentes salinidades para los afios 2016 y 2017 dentro de
Bahia Chile: 1) P1, punto de menor salinidad (33.4 PSU), ubicado a 800 m del glaciar
"Fuerza Aérea" (62° 29' 2" S - 59° 40' 6" W), y 2) P3, punto expuesto a aguas abiertas
con una salinidad de 34.4 PSU (62° 27' 6" S - 59° 40' 6" W). Durante 2016, sélo se
tomaron muestras a 2-3 m de profundidad (superficial), mientras que en 2017 se tomaron
muestras de agua superficial y profunda (30 m). Para el afio 2014 solo fue muestreado
el punto P3 a 2-3 m de profundidad. Mientras que P1 esta directamente afectado por la
entrada de agua dulce debido al derretimiento del glaciar, P3 esta mas expuesto a las
condiciones de aguas abiertas, presentandose un gradiente de salinidad entre ambos
puntos de muestreo, que aumenta desde 33.4 PSU (P1) a 34.4 (P3). Para la obtencion

del agua de mar, se utiliz6 una bomba de membrana manual a bordo de un bote y el
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agua se almaceno en bidones transparentes de 20 L, tratadas previamente con HCI al
10%. Las muestras de agua se transportaron al laboratorio de INACH en la base Arturo
Prat donde fue filtrada de manera seriada para obtener la fraccion microbiana mayor a
0.22 pm utilizando filtros Sterivex (Durapore; Millipore). Los filtros se mantuvieron a -80
°C hasta su procesamiento en el laboratorio de Ecologia Microbiana y Microbiologia
Ambiental de Sistemas Extremos de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile en

Santiago.

5.2 Experimentos de microcosmos de disminucion de salinidad (verano 2016)

Para determinar la influencia de la salinidad sobre la actividad transcripcional del
gen PR, se realizaron experimentos de microcosmos de disminucion de salinidad en
terreno. Para dichos experimentos, se mezclé agua de mar (sitio de muestreo P3: 34.4
PSU) con agua dulce proveniente del glaciar Fuerza Aérea. Se realizaron dos
experimentos de disminucién de salinidad: 1) agua de mar mas agua dulce; y 2) agua de
mar mas agua dulce filtrada para remover la fraccion microbiana mayor a 0.22 ym. En
ambos experimentos se agrego agua dulce hasta que se redujo la salinidad del agua de
34.4 PSU a 24 PSU. Como control, se realizaron dos microcosmos adicionales: 1) sélo
agua de mar, y 2) sélo agua dulce. Los cuatro experimentos fueron mantenidos en
condiciones ambientales in situ de luminosidad y temperatura en Bahia Chile durante 7
dias. Posteriormente, el agua de los microcosmos fue filirada de manera seriada para
obtener la fraccién microbiana mayor a 0.22 ym utilizando filtros Sterivex (Durapore;

Millipore). Los filtros fueron preservados en RNAlater (Thermo Fisher Scientific, Inc.) y

13



se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento en el laboratorio de Ecologia

Microbiana y Microbiologia Ambiental de Sistemas Extremos.

5.3 Variables ambientales

Durante el periodo de muestreo, las variables ambientales como la temperatura,
la salinidad y oxigeno se midieron utilizando un sensor multiparametro (OAKTON
PCD650). Para determinar los nutrientes NO2~, NO3s~, POs* y Si(OH)4, se tomaron
muestras de agua de mar en tubos de polietileno de 15 ml y se almacenaron a —20°C
hasta su posterior analisis siguiendo el protocolo descrito en el World ocean circulation
experiment (Gordon et al., 1993). Para la determinacion de los niveles de Chla, se filtro
1L de agua de mar a través de un filtro de fibra de vidrio de 0.7 ym y las muestras se
congelaron hasta su determinacion fluorométrica siguiendo la metodologia descrita por
Strickland y Parsons (1972). Para la determinacion de NH4*, las muestras se
recolectaron en matraces de vidrio y se analizaron segun lo descrito en Solorzano

(1969).

5.4 Extraccion de ADN

Para el analisis de ADN, la biomasa microbiana de las muestras de agua de mar
de 2014, 2016 y 2017 se concentro en filtros Sterivex (con diametro de poro de 0,22 pym)
(Durapore; Millipore). El agua de mar (3—4 L) fue filtrada previamente a través de una
malla de nylon de tamafio de poro de 200 um seguida de un filtro de policarbonato de

tamano de poro de 20 um con una bomba peristaltica (Cole Palmer System Modelo no.
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7553-70 6-600 rpm) a 50—-100 mL min~". EI ADN se extrajo siguiendo el protocolo
descrito por Tillet y Neillan (2000), con modificaciones. Brevemente, los filtros se
extrajeron desde el Sterivex y se cortaron en fragmentos de alrededor de 1 cm?. Luego,
se les afiadio Buffer xantogenato (etil xantogenato potasico 1% (Sigma-Aldrich), Tris-HCI
100 mM, EDTA 20 mM, acetato de amonio 800 mM) y perlas de vidrio estériles. La
mezcla se homogeneizo en BeadBeater durante tres ciclos de 30 s de agitacién y luego
se afadié SDS para alcanzar una concentracion final del 1% y se incub6 a 65 °C durante
2 h (se agitd6 manualmente cada 30 minutos para asegurar una lisis homogénea de la
muestra). Después de la incubacion, los tubos se agitaron durante 10 s antes de
colocarlos en hielo durante 30 min. La mezcla se centrifugd durante 15 min a 13.000 g
para descartar los residuos celulares, restos de filtro y las perlas de vidrio. EI ADN se
extrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), y el fenol residual se elimind
con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). EI ADN extraido se precipitdé durante la noche
con isopropanol frio y se lavo en etanol al 70%. EI ADN se cuantificé utilizando el
fluorébmetro Qubit® 2.0 (Thermo Fisher Scientific, Inc.), la calidad se evalué mediante
espectrofotometria (relaciéon Absorbancia 260nm / Absorbancia 280nm), y la integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X (Tris-HCI 40mM, Acido

acético 20mM, EDTA 1 mM) a voltaje constante (110V) durante 30 min.

5.5 Secuenciacion masiva de ARN de experimentos de microcosmos de

disminucion de salinidad en Antartica (verano 2016)

La secuenciacién masiva de ARN para los experimentos de microcosmos de

disminucion de salinidad realizados en 2016 se obtuvo a partir del ARN extraido desde
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filtros Sterivex con la fraccidon microbiana mayor a 0.22 um. Brevemente, los filtros fueron
lavados de RNAlater de forma sucesiva con agua destilada (5 mL), luego se cortaron en
fragmentos de 1 cm?, y el ARN se extrajo con TRIzol® (Invitrogen). EI ARN obtenido se
purificé y concentré usando el kit RNA Clean & Concentrator (Zymo Research, EE. UU.).
La calidad y cantidad del ARN total extraido se determiné utilizando el fluorémetro
Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific, Inc.), y se verifico la integridad mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% libre de RNasa en buffer TAE 1X, como se
describié anteriormente. EI ADN remanente se elimin6 mediante un tratamiento con
DNAasa (TURBO, Applied Biosystems, EE. UU.). En un paso anterior a la construccion
de la biblioteca de secuenciacion, se removio el ARNr utilizando el kit Ribozero (lllumina).
Las bibliotecas se prepararon con el kit TruSeq Stranded mRNAseq de lllumina (lllumina)
y se cuantificaron mediante gPCR. La secuenciacion se realizé en el Roy J. Carver
Biotechnology Center (lllinois, EE. UU.) en un equipo Hi-Seq 4000 utilizando un kit Hi-
Seq 4000 sequencing version 1 por 151 ciclos en un solo sentido. A partir de la
secuenciacion se generaron los respectivos archivos FastQ y se desmultiplexaron con
el software bcl2fastq v2.17.1.14 (lllumina). Se obtuvieron lecturas de 150 pb de longitud.
Se realiz6 una evaluacion de la calidad de los datos metatranscriptomicos con el
software FastQC (Andrews, 2010). Las secuencias fueron filtradas por calidad utilizando
el software Cutadapt (Martin, 2011), cortando las primeras nueve bases del extremo 5’ y
un recorte de calidad del extremo 3’ y con un Qscore >30 (certeza minima de un 99,9%
en la asignacion de la base de la lectura). Las secuencias de ARNr remanentes se
eliminaron utilizando el software SortMeRNA (Kopylova et al., 2012) con las bases de

datos SILVA version 128 SSU y LSU (Quast et al., 2013).
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5.6 Cuantificacion de la abundancia del gen de proteorodopsina en muestras de

ADN de aguas de Bahia Chile

Para determinar si la abundancia del gen PR se ve afectada por la salinidad y
disponibilidad luminica (dia/noche) durante el periodo estival, se cuantific6 mediante
gPCR la abundancia de genes que codifican PR en muestras costeras de agua de mar
de Bahia Chile de los periodos estivales interanuales consecutivos 2016 y 2017. Dada
la complejidad de disefiar partidores universales para qPCR que permitan cubrir la
mayoria de los diferentes géneros que presentan el gen PR (Boeuf et al., 2016), se
utilizaron partidores ya descritos para el gen PR de los tres principales taxones que
presentan el gen PR en la comunidad de bacterias de Bahia Chile: clado SAR11 (Lami
et al., 2009), clado SAR92 (Boeuf et al., 2016) y clase Flavobacteriia (Campbell et al.,
2008) (Tabla S1). La abundancia de estos tres grupos de genes PR se normalizé por la
abundancia del gen 16S rRNA de bacterias, asumiendo que las bacterias que portan el
gen PR lo presentan en copia unica (Boeuf et al., 2016; Maresca et al., 2018), y en
promedio las bacterias marinas presentan 1.9 copias del gen 16S rRNA (Venter et al.,
2004; Campbell et al., 2008; Riedel et al., 2010). Esto permitio calcular la abundancia
relativa de cada uno de los taxones que presentan el gen PR en la comunidad de

bacterias de aguas costeras de Bahia Chile.

Para la cuantificacion del gen ARNr 16S de bacterias en las muestras de ADN de
2016y 2017, se utilizaron los partidores descritos por Kenwell et al., (2016). Para obtener
la curva estandar (108 - 10 copias) para la cuantificacion del gen PR, los tres genes PR

se clonaron en el vector pGEM®-T Easy (Promega). EI ADN plasmidial se extrajo
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utilizando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific, Inc.), se linealizd
utilizando la enzima Sac/ (Thermo Fisher Scientific, Inc.), y se cuantifico utilizando
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc.). La curva estandar para el gen ARNr 16S, se
gener6 a partir de la amplificacion de ADN de Escherichia coli y luego se purificé el
amplicén con el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific, Inc.). El producto
fue cuantificado mediante NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc.), y luego diluido de
forma seriada hasta obtener el rango de 108 a 10? copias utilizado en la curva estandar.
La cuantificacion mediante qPCR se realizé en triplicado con 1 uL de ADN (1 ng/uL) en
un volumen final de 15 uL de reaccion. Se utilizé el kit SensiMix SYBR ® & Fluorescein
(Bioline) para obtener la sefial de fluorescencia, y el termociclador en tiempo real Roche
LC 480 (Roche diagnostics Ltd.). La concentracion de partidores en la mezcla de
reaccion 1x fue de 0,5 mM para los tres genes PR y de 0,3 mM para la cuantificacién del
gen ARNr 16S. Ademas, en la cuantificacion del gen PR de Flavobacteriia y del gen
ARNr 16S se utilizé DMSO 100% (Thermo Fisher Scientific, Inc.), a una concentracion
del 2% en la mezcla de reaccion. El programa de amplificacion y medicion de
fluorescencia se realizé de la siguiente manera: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de
desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 10 s; luego la temperatura especifica para el
apareamiento de la pareja de partidores a su respectivo gen (Tabla S2) durante 20 s; y
finalmente la extensién de la polimerasa a 72 °C durante 30 s. La medicion de la
fluorescencia se realiz6 al finalizar cada ciclo. Al finalizar los 40 ciclos, se realiz6 una
gradiente ascendente de temperatura (65° a 90° C) con obtencion de fluorescencia cada
0,5 °C para obtener la curva de disociacion para cada cuantificacion. Sélo las muestras
con fluorescencia dentro del rango dado por la curva estandar, y con picos unicos

observados en las curvas de disociacion como lo describen Boeuf et al. (2016), se
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consideraron para posteriores andlisis. Las eficiencias de amplificacion fueron las
siguientes: Flavobacteriia-PR 104%, SAR11-PR 92%, SAR92-PR 91% y ARNr 16S de
bacteria 94% (Figura S1). Para determinar el numero de copias de cada gen en las
muestras de ADN, se realizé una interpolacion del punto de cruce (CP) de cada muestra
en la curva estandar. Para estimar la abundancia relativa del gen PR en la comunidad
bacteriana marina, las cuantificaciones de la abundancia de este gen se normalizaron
por la abundancia del gen 16S ARNr, suponiendo 1.9 copias del ARNr 16S por genoma
de bacterias marinas y una copia del gen PR por genoma (Venter et al., 2004; Boeuf et

al., 2016).

5.7 Identificacion de secuencias de genes PR en metagenomas de Bahia Chile

La identificacion del gen que codifica la proteina cuya anotacion funcional es la
de PR y el analisis de la actividad transcripcional del gen PR se realizé a partir de los
datos de secuenciacion masiva obtenidos para el afio 2014 desde aguas marinas
superficiales de Bahia Chile (Alcaman-Arias et al., 2018). Brevemente, las muestras de
agua de mar superficial de Bahia de Chile se recolectaron el 11 (noche) y el 14 (dia) de
febrero, y los dias 03 (dia) y 04 (noche) de marzo de 2014. Cada muestra corresponde
a una toma unica de 20 L de agua superficial. De este muestreo, se obtuvieron 4
muestras de agua de mar las cuales fueron filtrados de manera seriada para después
realizar la extraccion de ADN y ARN como se describe anteriormente en la seccion 5.5.4.
Las muestras de ADN (14 de febrero y 04 de marzo) se secuenciaron mediante la
tecnologia lllumina HiSeq utilizando un kit Hi-Seq 4000 sequencing version 1 por 151

ciclos en un soélo sentido. Las muestras de ARN (diurno y nocturno, de febrero y marzo)
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se secuenciaron mediante la tecnologia lllumina HiSeq como se describe anteriormente
en la seccion 5.5.5. Los datos de las secuencias utilizados en este estudio estan

disponibles en el NCBI: Bioproject no. PRINA421008.

El filtro por calidad de las lecturas de metagenomas y metatranscriptomas se
realiz6 con una calidad de Qscore >30. Las lecturas de los metagenomas se
ensamblaron con el software SPAdes v3.10.1 utilizando la opcion "meta" (Bankevich et
al., 2012). Luego, la prediccion de los marcos de lectura abierto (ORFs) se realizo, a
partir de los contigs mayores a 500 pb, con Prodigal v2.6.3 utilizando el modo “meta”, y
pasando por alto la secuencia Shine-Dalgarno (Hyatt et al., 2010). La identificacion de
los candidatos a PR se realizé con las proteinas predichas de ambos metagenomas
mediante el analisis de homologia utilizando DIAMOND (BLASTp) (Buchfink et al., 2015)
con la base de datos curada MicRhoDE (Boeuf et al., 2015), y en particular con aquellas
proteinas anotadas como PR. Luego, la potencial funcionalidad de estas proteinas
predichas como candidatas a PR, se evalu6 con las bases de datos de P-fam (Finn et
al., 2016) mediante HMMScan (HMMER 3.0; http://hmmer.org/), identificando el modelo
oculto de Markov (HMM) Bac_rhodopsin (PF01036), y mediante DIAMOND (BLASTp)
contra la base de datos NR de NCBI, seleccionando las proteinas que pertenecen a la
familia InterPro: Proteorhodopsin (IPR017402) (Finn et al., 2017). Las proteinas
resultantes se curaron manualmente identificando la presencia del dominio funcional
ubicado en la tercera alfa-hélice (hélice C), que participa del bombeo de protones, y para
aquellas que ademas tenian un tamafio minimo de mas de 100 aminoacidos. Las
proteinas PR que no se asignaron taxondémicamente, se examinaron en busca del

dominio funcional en la hélice C junto con la presencia de una lisina en la séptima alfa-
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hélice, la cual se une de forma covalente con el retinal, para confirmar su asignacion

funcional como PR.

5.8 Determinacion de abundancia y actividad transcricpcional del gen PR

proteorodopsina en Bahia Chile

Para determinar la abundancia relativa del gen PR en los metagenomas de Bahia
Chile, se generd una base de datos que reunia los genes PR identificados con el
procedimiento descrito anteriormente. Mediante el uso del software Bowtie2 v2.2.6
(Langmead y Salzberg, 2012), con parametros predeterminados, se realizé el
reclutamiento (mapeo) de las lecturas del metagenoma a su correspondiente gen PR.
Luego, se identificaron 4 genes de copia Unica y de actividad transcripcional constitutiva
(HK): recA, rpIB, rpoBy EF-Tu en las proteinas predichas de los metagenomas utilizando
hmmsearch con los modelos HMM: RecA (PF00154.20), Ribosomal_L2 (PF00181.22),
RNA_pol_Rpb2_1 (PF04563.14) y GTP_EFTU (PF00009.26), verificando que las
proteinas predichas pertenezcan a las familias de InterPro: IPR013765, IPR002171,

IPR015712 y IPR004541, respectivamente. (Dubinsky et al., 2017; Maresca et al., 2018).

Ecuacion 1.- Razén para el calculo de la
abundancia relativa del gen PR en los

lecturas gen PR . metagenomas de Bahia Chile.
rer corresponde a la razon entre la sumatoria
largo gen PR de numero de lecturas del gen PR;
rPR = L normalizado por el largo del gen PRi(en pb),
y la sumatoria del numero de lecturas del gen
E lecturas gen HK i HK; normalizado por el largo del gen HK,g(en
pb). La abundancia relativa se expresé como
largo gen HKi el promedio entre las razones rpr Obtenidas

para cada gen HK.
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La abundancia normalizada promedio del gen PR en los metagenomas se calculé como
el promedio de cada razén entre el numero de lecturas del gen PR y el numero de
lecturas de genes HK, y estos genes, a su vez, se normalizaron por su tamafio

(Ecuacioén 1, basada en lo descrito por Maresca et al., 2018).

Para la determinacion de la actividad transcripcional del gen PR, se analizaron
los datos de secuenciacion de ARN obtenidos de Bahia Chile durante febrero y marzo,
en periodos de luz (dia) y oscuridad (noche). Las secuencias de ARNr remanentes en la
secuenciacion se eliminaron utilizando SortMeRNA (Kopylova y Noe, 2012) y se filtro
cada muestra con todos los parametros predeterminados. Las lecturas que no alinearon
contra la base de datos de ARNr se mapearon con Bowtie2 v2.2.6 con parametros

predeterminados contra el conjunto de genes PR identificados en 5.5.5.

Para evaluar si existia diferencia en los niveles de actividad transcripcional del
gen PR entre los metatranscriptomas de dia/noche o febrero/marzo, se analizaron los
niveles de actividad transcripcional de los genes rp/B, rpoB y EF-Tu, para normalizar la
actividad transcripcional del gen PR. Las lecturas de los genes HK en los
metatranscriptomas se obtuvieron con el mismo procedimiento que las lecturas del gen
PR, y luego la relacién entre la actividad transcripcional del gen PR y la de los genes HK
se estimé de la misma manera que en los metagenomas (Ecuacién 1). Luego, para los
valores de cada razén PR/HK del metatranscriptoma de febrero/dia se asumié un valor
arbitrario de 1, y se calcularon las respectivas razones PR/HK para cada gen HK en los
demas metatranscriptomas. Una vez se escalaron las razones PR/HK calculadas en

relacion a la actividad transcripcional reportada en febrero/dia, se obtuvo el promedio
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entre los 3 genes HK escalados a un valor de 1. De la misma manera, para los
metatranscriptomas provenientes de los experimentos de microcosmos, se reclutaron
las lecturas identificadas como trasncritos del gen PR y genes HK, y se calcularon las
razones PR/HK para cada uno de los genes HK en los metatrancriptomas de 1) agua de
mar, 2) agua de mar mas agua dulce, y 3) agua de mar mas agua dulce filtrada. Para los
experimentos de microcosmos, se calculd la actividad transcripcional asumiendo un valor
arbitrario de 1 para las razones PR/HK obtenidas en el metatranscriptoma 1) agua de

mar.

A pesar de que el gen recA se ha utilizado como un gen de copia unica y de
actividad transcripcional constitutiva para normalizar la expresién de genes funcionales
desde metatranscriptomas (Palovaara et al., 2014), se ha reportado que en el sistema
marino antartico, la transcripcién de este gen se ve inducida en microorganismos
marinos cuando éstos son expuestos a radiacion UV (UVA / UVB) (Booth et al., 2001a,
2001b). Ademas, en el sistema marino antartico (Bahia Fildes, Peninsula Antartica
Occidental) se observo una transparencia del agua relativamente alta y una penetracion
mas profunda de UV-B en proporcion a UV-A / visible, lo que sugiere un mayor riesgo de
dafio biolégico por radiacion UV para el bacterioplancton de la Antartica en comparacién
con otros ambientes marinos (Huovinen et al., 2016). Teniendo en cuenta esta evidencia,
solo utilizamos el gen recA para normalizar la abundancia del gen PR en los
metagenomas, pero no para normalizar la actividad transcripcional del gen PR en los
metatranscriptomas. Las enzimas de la ruta biosintética del retinal: 15,15'-B-caroteno
dioxigenasa (blh), fitoeno sintasa (crtB) y licopeno ciclasa (crtY) se identificaron de la

misma forma que los genes HK, pero utilizando los modelos HMM BCD (PF15461),
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SQS_PSY (PF00494) y Lycopene cyclase (PF05834) (Olson et al., 2018). El calculo de
la actividad transcripcional se llevé a cabo de la misma forma que para el gen HK,
considerando un valor arbitrario de 1 para las razones obtenidas entre los genes de las
enzimas de la ruta de biosintesis de retinal y los genes HK en el metatranscriptoma de

Febrero Dia.

5.9 Anotacion taxonomica

Los genes de PR identificados en los metagenomas de Bahia Chile 2014, se
anotaron taxonémicamente utilizando analisis de homologia de secuencia BLASTn
contra la base de datos RefSeq de NCBI (marzo 2018). En lugar de identificar la afiliacion
taxonomica del gen, utilizamos el contig que contenia el ORF correspondiente al gen PR
para determinar su identidad taxonémica usando el algoritmo Last Common Ancestor

implementado en MEGAN 6, con una puntuacion minima de 50.

5.10 Determinacion de aminoacidos en el sitio activo

Las secuencias de proteinas predichas identificadas como PR en Bahia Chile
2014 se alinearon con MAFFT utilizando el método G-INS-i (Katoh et al., 2018),
incluyendo ademas las PR de referencia obtenidas de la base de datos MicRhoDE
(Boeuf et al., 2015). De manera manual, se analizé el alineamiento para detectar los
aminoacidos involucrados en el bombeo de protones (ubicados en las posiciones 97,
101y 108) y el aminoécido involucrado en definir el espectro de longitud de onda al cual

PR absorbe la luz (aminoacido A, ubicado en la posicion 105).
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6.- Resultados

6.1 Identidad y diversidad de bacterias que portan y transcriben el gen PR en aguas

costeras superficiales de Bahia Chile durante el periodo estival de 2014

6.1.1 Identificacion y abundancia de secuencias del gen PR desde el catalogo de
genes de los metagenomas de aguas costeras de Bahia Chile durante el periodo

estival de 2014

La Bahia Chile esta localizada en la isla Greenwich que forma parte de las Islas
Shetland del Sur, en la Peninsula Antartica Occidental (Figura 1). Los parametros
bioldgicos vy fisicoquimicos de las aguas superficiales (2-3 m de profundidad) del punto
P3 (62° 27' 6" S; 59° 40' 6" O) de la bahia fueron monitoreados desde el 14 de febrero
al 4 de marzo del verano de 2014. La temperatura superficial del agua de mar aumento
desde -0,1 °C en febrero a 0,3 °C en marzo, y se registré un aumento de Chla durante
este periodo, con niveles de Chla de 0,3 mg m™ en febrero y hasta 2,5 mg m™ en marzo

(Alcaman-Arias et al., 2018).

Desde el catdlogo de genes de los metagenomas de la comunidad microbiana
costera de la Bahia Chile en 2014 se lograron identificar 66 secuencias de proteinas que
correspondian a proteinas predichas de genes PR. Estos genes representan el 0,0078%
del total del catalogo de genes de Bahia Chile. Los genes que codifican estas PR
predichas representan el 0,0017% y el 00025% de las lecturas totales en los

metagenomas de febrero y marzo, respectivamente.
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Figura 1.- Mapa de Bahia Chile, Isla Greenwich, Islas Shetland del Sur,
Peninsula Antartica. Localizacion de los dos puntos de muestreo P1 (62.49° S ,
59.66°W )y P3 (62.45° S , 59.66° W) en el mapa de la bahia.
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La abundancia del gen PR en la Bahia Chile en ambos periodos de muestreo
(metagenomas de febrero y marzo), fue normalizada por la abundancia de genes de
expresion constitutiva de copia unica: recA, rpIB, rpoBy EF-Tu (genes HK) (Venter et al.,
2004; Dubinsky et al., 2017; Maresca et al., 2018). En promedio, el 16,6 + 4,1% y el 16,8
t 6,5% de las bacterias presentaron el gen PR en febrero y marzo 2014,
respectivamente. Estos resultados de abundancia relativa del gen PR en la comunidad
de bacterias marinas de Bahia Chile, constituyen la primera estimacion de la abundancia

de este gen en el sistema marino antartico.

6.1.2 Identidad taxonémica de secuencias del gen PR de aguas costeras de Bahia

Chile durante el periodo estival de 2014

En los metagenoma de Bahia Chile de febrero y de marzo, la abundancia relativa
de los taxones portadores del gen PR fue similar durante ambos meses, a pesar que
durante el mes de marzo los niveles de Chla aumentaron hasta 2,5 mg m=. En promedio,
durante ambos meses la abundancia relativa de las secuencias del gen PR se atribuyo
en un 67,8% a Flavobacteriia, 9,2% a Alfaproteobacteria y 4,5% a Gammaproteobacteria

(Figura 2).

En febrero, en la clase Flavobacteriia, el gen PR se asigné principalmente a los
géneros Polaribacter (30,1%), Flavobacterium (22,7%), Formosa (8,6%) y Aquimarina
(3,8%), mientras que en las clases Alfaproteobacteria y Gammaproteobacteria, se asigné
a Candidatus Pelagibacter (8,8%) y al clado SAR92 (2,2%), respectivamente (Figura 2).

Durante marzo, se observd un patrén similar a febrero, pero con un incremento en la
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abundancia relativa de secuencias del gen PR de Proteobacterias. Dentro de las
Flavobacteriia, las secuencias del gen PR se asignaron a los géneros Flavobacterium
(29,3%), Polaribacter (23,6%), Formosa (5,9%) y Aquimarina (2,6%). Dentro de las
Alfaproteobacterias, las secuencias del gen PR se asignaron principalmente al género
Candidatus Pelagibacter (10,8%), mientras que en las Gammaproteobacteria, se
asignaron al género Vibrio (1,6%) y al clado SAR92 (2.1%) (Figura 2). También, se logré
identificar una secuencia del gen PR asignada taxonomicamente al género
Exiguobacterium (Firmicutes) (3.1%), la cual fue identificada so6lo en el metagenoma de
febrero. Finalmente, un 7,6% y 11,6% de secuencias del gen PR no pudieron asociarse

con ningun taxén especifico durante febrero o marzo, respectivamente (Figura 2).

6.1.3 Identidad taxonémica de transcritos de secuencias del gen PR de aguas

costeras de Bahia Chile (Antartica) durante el periodo estival de 2014.

Para identificar qué microorganismos transcribian de manera activa el gen PR
durante el periodo estival en Bahia Chile, se analizaron los datos de secuenciaciéon
masiva de ADNc (metatranscriptomas) de las muestras de ARN obtenidas desde aguas

superficiales en febrero y marzo 2014, en horas de luz y oscuridad.

Hasta la fecha, la determinacion de la afiliacion taxondmica de las lecturas de los
metatranscriptomas identificadas como provenientes del gen PR del catalogo de genes
de Bahia Chile, corresponde a la primera aproximacion realizada para evaluar la

transcripcion del gen PR en la comunidad bacteriana en aguas marinas antarticas.

28



100%
80%
60%~
40%

I
- .

0%+

Abundancia relativa de genes/transcritos del gen PR

Febrero Febrero Febrero Marzo Marzo Marzo
(ADN) Dia (ARN) Noche (ARN) (ADN) Dia (ARN) Noche (ARN)
Periodo de muestreo
Taxa
Candidatus Pelagibacter (L105) B unknown (Q105)
I unclassified Flavobacteriia Bl Candidatus Pelagibacter (Q105)
Sediminicola unknown (L/M 105)
Bl Polaribacter . <1% (LM 105)
Bl fFormosa SAR92
Bl Flavobacterium Vibrio
B Aquimarina Candidatus Puniceispirillum
Bl Exiguobacterium unclassified Rhodobacterales

Figura 2.- Afiliacion taxonomica y color de longitud de onda asociada a los genes PR y
transcritos del gen PR en Bahia Chile en el verano Austral de 2014. Grafico de barras apiladas que
representa la abundancia relativa de los genes PR asignados taxonémicamente identificados en los
metagenomas de febrero y marzo de 2014, junto a la abundancia relativa de los transcritos de los
genes PR en los periodos de dia y noche, en los metatranscriptomas de febrero y marzo. Se identifico
en cada taxa si el gen presentaba Leucina, Metionina o Glutamina en la posicion 105 de la proteina
PR predicha. Aquellas taxas en colores verdes, presentan Leu/Met (PR-verde), mientras que aquellas
taxas en azules presentan Glu (PR-azul). Las lecturas identificadas como transcritos de gen PR fueron
reclutadas a las secuencias de los genes obtenidos desde el catalogo de genes de Bahia Chile. La
asignacion taxonomica de los genes PR se realiz6 mediante analisis de homologia de secuencias
(BLASTN) contra la base de datos del NCBI: RefSeq de marzo de 2018.
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A partir de este analisis se observd que miembros de los filos Bacteroidetes y
Proteobacteria transcribian activamente el gen de PR en los meses de febrero y marzo,
bajo diferente escenario de bajo y alto nivel de Chla, durante el dia y la noche en la
Peninsula Antartica Occidental (Figura 2). En febrero, miembros de las Flavobacteriia
como Polaribacter, Formosa y Flavobacterium, representaron 35,9% de los transcritos
totales del gen PR durante el dia, mientras que el 23,9% del total de transcritos del gen
PR se asignaron al género Ca. Pelagibacter (Figura 2). Sin embargo, en la noche los
transcritos del gen PR provenientes de las Flavobacteriia representaron sélo el 8%
mientras que Ca. Pelagibacter represent6 el 63% del total de lecturas identificadas como
transcritos del gen PR en los metatranscriptomas de febrero. En marzo, los transcritos
del gen PR de Flavobacteriia siguieron siendo mas altas durante el dia (22,5%) que
durante la noche (16,2%), mientras que la abundancia relativa de las lecturas de
transcritos del gen PR del género Ca. Pelagibacter representaron niveles similares
durante el dia (39,7%) y la noche (38,8%) (Figura 2). Las lecturas identificadas como
transcritos del gen PR de miembros de Flavobacteriia como Formosa y Polaribacter
fueron los géneros mas abundantes en todos los periodos de muestreo; aunque también
se detectaran transcritos asignados taxonémicamente a Flavobacterium y Maribacter.
Entre los miembros de las Alfaproteobacteria, se identificaron en los metatranscriptomas
de dia y de noche transcritos del gen PR asociados con el representante del clado
SAR116: Candidatus Puniceispirilum, asi como con unclassified Rhodobacterales, los
cuales estuvieron presentes en ambos meses de muestreo. Ademas, se identificaron
transcritos de miembros del clado SAR92 y del género Vibrio. La abundancia relativa del
clado SAR92 representé en promedio el 5,3% del total de transcritos del gen PR, pero

en el metatranscriptoma de la noche de marzo contribuyeron con tres veces mas lecturas
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(15,3%) respecto del total de transcritos del gen PR. La abundancia relativa de los
transcritos del gen PR del género Vibrio mostraron un patron similar al observado para
Flavobacteriia, con un ligero aumento en su abundancia relativa durante el dia respecto
a la noche, oscilando entre el 4,9% (dia) y 3,7% (noche) en febrero, y 5,5% (dia) y 1,3%

(noche) en marzo (Figura 2).

Ademas, a lo largo de todo el periodo de muestreo se identificaron transcritos del
gen PR pertenecientes a géneros (ej. Aquimarina, Dokdonia, Marivirga, Nonlabens,
Psychroflexus, Sediminicola y Glaciecola) que representaron cada uno menos del 1%
del total de los transcritos del gen PR en los metatranscriptomas de Bahia Chile.
Ademas, en promedio el 12% de las lecturas identificadas como transcritos del gen PR

no se pudieron asignarar taxonémicamente, y se anotaron como desconocidas.

6.1.4 Diversidad y abundancia de tipos de dominios funcionales de secuencias del

gen PR en aguas costeras de Bahia Chile durante el periodo estival de 2014.

En este trabajo de tesis se presenta el primer analisis realizado sobre los
aminoacidos involucrados en el bombeo de protones, y el aminoacido que define la
longitud de onda (aminoacido 1) a la cual PR absorbe luz, en secuencias de la proteina

PR obtenida desde aguas costeras en Antartica.

El analisis de las proteinas predichas de los genes PR, reveldé que todas las
secuencias incluian el dominio involucrado en el bombeo de protones. Los aminoacidos

de las posiciones 97, 101 y 108 que conforman este dominio, correspondian a
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aminoacidos que confieren a la PR la capacidad funcional de transportar protones a
través de la membrana. Las secuencias de proteinas predichas del gen PR presentaban
en su mayoria: acido aspartico, treonina y acido glutamico en las posiciones 97, 101y
108, a excepcion de una secuencia que presentaba una lisina en la posicion 108

(presente en la secuencia predicha de PR de Exiguobacterium) (Figura S2).

En las proteinas predichas de los genes PR del catalogo de genes de Bahia
Chile, también se identificé el aminoacido A en la posicion 105: glutamina, leucina o
metionina. Las secuencias del gen PR que codifica para la proteina predicha PR-verde,
se asignaron taxonémicamente a los filos Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes. De
manera exclusiva, las secuencias del gen PR que codificaban para PR que absorbe en
el espectro de longitud de onda del verde (PR-verde), que presentaban una metionina
en la posicion 105, se asignaron taxondmicamente a miembros de la clase Flavobacteriia
(Polaribacter, Formosa, Flavobacterium y Psychroflexus), mientras que aquellas PR-
verde que presentaban una leucina en la posicion 105, pertenecian a secuencias de
proteinas predichas del gen PR que fueron asignados a la clase Bacilli
(Exiguobacterium), Alfaproteobacteria (clado SAR116 y Ca. Pelagibacter (L105)) y
Gammaproteobacteria (clado SAR92, Vibrio). Por otro lado, aquellas que correspondian
a PR predichas con glutamina en la posicién 105, y que por tanto deberian absorber en
el espectro de longitud de onda del azul (PR-azul), pertenecian exclusivamente a
secuencias de proteinas predichas del gen PR de Ca. Pelagibacter (Q105)
(Alfaproteobacteria), y a secuencias que no se lograron asignar taxonémicamente

(desconocidas).
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En el metagenoma de febrero, el 90% de las lecturas identificadas como gen PR,
mapearon a secuencias del gen PR-verde mientras que solo un 10% del total de lecturas
mapeadas al gen PR-azul). En el metagenoma de marzo, el 86% de las lecturas
mapeadas a secuencias del gen PR eran PR-verde, mientras que el 14% de las lecturas

identificadas como del gen PR corresponden a PR-azul (Figura 2).

Se analizé la abundancia relativa de las lecturas identificadas como transcritos
de las variantes verdes y azul del gen PR en ambos periodos de muestreo, para
determinar si tanto la variante verde como la azul son transcritas en los escenarios de
bajos y altos niveles de Chla, asi como también en el dia y la noche. En los
metatranscriptomas de febrero, cuando los niveles de Chla eran bajos, alrededor de 0,3
mg m=, durante el dia el 76% de las lecturas identificadas como transcritos del gen PR
correspondian a PR-verde, mientras que el 24% de las lecturas correspondian a PR-azul
(Figura 2). Sin embargo, durante la noche las lecturas correspondientes a los transcritos
del gen PR-azul y PR-verde alcanzaron ambos un 50% del total para estas dos variantes.
En los metatranscriptomas de marzo, cuando los niveles de Chla fueron mas altos,
alrededor de 2,5 mg m=, la proporcion de lecturas identificadas como transcritos del gen
PR-verde representaron una abundancia relativa del 65%, mientras que las lecturas de
PR-azul representaron un 35%, aumentando con respecto al periodo de menor Chla.
Estas proporciones (65/35) de marzo fueron observadas tanto en el metatranscriptoma

de dia como en el de noche (Figura 2).

6.2 Efecto de la salinidad y disponibilidad de luz sobre la abundancia de bacterias

portadoras del gen PR en aguas costeras de Bahia Chile.
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6.2.1 Efecto de la salinidad sobre la abundancia de bacterias portadoras del gen

PR en aguas costeras de Bahia Chile

Para evaluar el efecto de la salinidad sobre la abundancia de las bacterias
marinas antarticas portadoras del gen PR, se cuantific6 mediante gPCR la abundancia
de los genes PR en muestras de DNA de agua de mar con diferente salinidad en Bahia
Chile en 2016 y 2017: P3 (34.4 PSU) y P1 (33.4 PSU). El reporte de la abundancia
relativa del gen PR en los veranos 2016-2017 (junto al realizado por metagenémica para
el afo 2014) en esta tesis representan la primera estimacion de abundancia del gen PR

en la comunidad bacteriana de aguas costeras en Antartica.

Nuestros resultados muestran que el gen PR del clado SAR11 fue el mas
abundante de los tres genes PR especificos para SAR11, SAR92 y Flavobacteriia
cuantificados, con abundancias relativas que variaron entre el 2,5 — 22,3% en 2016, sin
encontrarse diferencias significativas entre puntos con diferente salinidad (Figura 3).
Durante 2017, la abundancia relativa del gen PR de SAR11 fue del 12,2 al 59,7%, sin
diferencias significativas entre puntos de muestreo (Figura 3 y Tabla S3). Por otro lado,
el gen PR de SAR92 fue el segundo mas abundante, con valores promedio entre 1,2%
y 1,7% en 2016 y 2017, sin diferencias significativas entre puntos con diferente salinidad
(Figura 3 y Tabla S3). Por ultimo, el gen PR de Flavobacteriia fue el menos abundante,
con valores bajo el limite de deteccion (maximos de 0,17% y 0,2% en 2016 y 2017,
respectivamente), sin diferencias significativas entre sitios o periodos de muestreo

(Figura 3 y Tabla S3).
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Figura 3.- Abundancia relativa de bacterias portadoras del gen PR en muestras de
diferente salinidad en Bahia Chile para los periodos estivales de 2016 y 2017. Se grafico
la abundancia relativa de cada taxén que porta el gen PR en las muestras obtenidas desde
los sitios de muestreo 33.4 PSU (P1) y 34.4 PSU (P3). De izquierda a derecha se grafico la
abundancia relativa del gen PR afiliado al clado SAR11 (triangulos), clado SAR92
(cuadrados) y Flavobacteriia (circulos). Para el afio 2016, el numero de muestras fue de 10
(4 de P1, mas 6 de P3), mientras que para 2017 fue de 19 (5 de P1, mas 14 de P3). No se
observaron diferencias significativas entre las abundancias de cada gen PR entre los dos
puntos de diferente salinidad (t-test, p > 0,05)
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Si bien la abundancia del gen PR afiliado al clado SAR11 fue significativamente
mayor (t-test, p<0,05) durante el periodo estival de 2017 en ambos sitios de muestreo,
no se observaron diferencias en la abundancia relativa del gen PR de los tres taxones
entre los sitios P1 y P3, para ninguno de los dos afios (Figura 3). Al calcular y comparar
la abundancia relativa total del gen PR (suma de la abundancia relativa de los tres
taxones portadoras del gen PR), entre sitios con diferente salinidad y periodos de
muestreo, tampoco se encontraron diferencias significativas en aguas costeras de Bahia

Chile (Tabla S3).

6.2.2 Efecto de la disponibilidad de luz sobre la abundancia de bacterias

portadoras del gen PR en aguas costeras de Bahia Chile

Para determinar si la disponibilidad de luz modula la abundancia de las bacterias
portadoras del gen PR, se cuantificé la abundancia de este gen en muestras de agua
superficial (2-3 m) obtenidas durante el dia o la noche, en los periodos estivales de 2016
y 2017, y también en aguas profundas (30 m) durante 2017. Al realizar la cuantificacion
y comparacion de las muestras con diferente disponibilidad luminica (dia/noche), no se
observo una diferencia en la abundancia relativa de ninguno de los tres taxones
portadores del gen PR en Bahia Chile (Figura 4). Estas abundancias relativas
presentaron valores promedio de 13,3% y 14,7% en muestras obtenidas de dia y noche
en el periodo estival 2016, mientras que en 2017 fueron del 27,7% y 29,2%,
respectivamente. En ambos periodos estivales no hubo diferencias significativas en la
abundancia relativa de cada taxén (Figura 4) o en el total (Tabla S3) entre el dia y la

noche.
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Figura 4.- Abundancia relativa de bacterias portadoras del gen PR en la comunidad
de bacterias de Bahia Chile, en muestras obtenidas durante el dia o la noche durante
los periodos estivales de 2016 y 2017. Se graficé la abundancia relativa de cada taxon
que porta el gen PR, en las muestras obtenidas durante el dia y la noche. De izquierda a
derecha se grafico la abundancia relativa del gen PR afiliado al clado SAR11 (triangulos),
clado SAR92 (cuadrados) y Flavobacteriia (circulos). Para el aino 2016, el numero de
muestras fue de 10 (7 de dia, mas 3 de noche), mientras que para 2017 fue de 19 (15 de
dia, mas 4 de noche). No se observaron diferencias significativas entre las abundancias de
cada gen PR entre las muestras obtenidas durante el dia o la noche (t-test, p > 0,05)
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En aguas costeras de Bahia Chile la disponibilidad luminica también puede verse
afectada por la profundidad de la columna de agua, disminuyendo la disponibilidad de
luz a medida que aumenta la profundidad de la columna de agua. Este parametro solo
pudo evaluarse en el periodo estival de 2017, ya que durante 2016 solo se cuenta con
muestras de agua superficial. Para comparar el efecto de la atenuacion de la luz en
funcion del aumento en la profundidad de la columna de agua entre aguas superficiales
(2-3 m) y profundas (30 m), sélo se consideraron muestras obtenidas durante el dia. Al
comparar la abundancia relativa del gen PR de los tres taxones SAR11, SAR92 y
Flavobacteriia, en las muestras de agua de mar superficiales (PAR) y profundas

(oscuridad), no se observaron diferencias (Figura 5 y Tabla S3).

6.2.3 Evaluacion del efecto de otras variables ambientales sobre la abundancia del

gen PR en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile.

Al no observarse diferencias entre las abundancias relativas del gen PR
explicadas por las variables salinidad y disponibilidad de luz en las muestras de 2016 y
2017, se realizod un test de correlacion de Pearson para evaluar si existe relacién entre
otras variables ambientales (temperatura, oxigeno, nitrito, pH, fosfato, o Chla) y la
abundancia del gen PR cuantificada mediante gPCR en las muestras de aguas costeras
de Bahia Chile. Dentro de las correlaciones significativas (p < 0,05), se encontré que los
niveles de Chla (r = -0,4; p < 0,05) y nitrito (r = -0.71; p < 0,005) se correlacionaron
negativamente con la abundancia relativa de bacterias del clado SAR11 portadoras del
gen PR, mientras que el pH (r = 0,68; p < 0,05), la temperatura (r = 0,58; p < 0,05) y los

niveles de amonio en el agua (r = 0,54; p < 0,05) se correlacionaron positivamente con
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Figura 5.- Abundancia relativa de bacterias portadoras del gen PR en Bahia Chile, en
muestras obtenidas en aguas superficiales (2-3m) y profundas (30m) durante el periodo
estival 2017. Se grafico la abundancia relativa de cada taxdn que porta el gen PR, en muestras
de aguas superficiales y profundas. De izquierda a derecha, se graficé la abundancia relativa
del gen PR afiliado al clado SAR11, clado SAR92 y Flavobacteriia. Se consideraron sélo las 15
(11 de 5 m, mas 4 de 30 m) muestras obtenidas durante el dia para este periodo. No se
observaron diferencias significativas (t-test, p>0.05) entre aguas superficiales o profundas.
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la abundancia del gen PR del clado SAR11. La abundancia relativa del gen PR
perteneciente a la clase Flavobacteriia presentd una correlacion positiva con los niveles
de amonio (r = 0,5; p < 0,05), mientras que el clado SAR92 presentdé una correlacion
positiva con los niveles de fosfato (r = 0,62; p < 0,05). Las otras variables ambientales
como salinidad, profundidad, nitrato, o silicato no presentaron correlaciones significativas
(p>0,05) con la abundancia relativa de ninguno de los tres taxones portadores del gen
PR. Al comparar los afios 2016 y 2017, la abundancia relativa de bacterias del clado
SAR11 portadoras del gen PR fue significativamente mayor en 2017 que en 2016 (t-test,
p<0,05), lo cual podria correlacionarse con los niveles de Chla de cada uno de los
periodos estivales, ya que durante el 2017 los niveles de Chla fueron significativamente
menores que durante el 2016, para ambos puntos (P1y P3) de muestreo (t-test, p< 0,05)

(Figura 6).

6.3 Efecto de los cambios en la salinidad y disponibilidad luminica sobre la

actividad transcripcional del gen PR en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile

6.3.1 Efecto de la disponibilidad de luz sobre la actividad transcripcional del gen

PR en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile

Utilizando los datos de la secuenciacion de ARN (metatranscriptomas) de las
muestras de agua superficial de febrero y marzo 2014, se evaluaron los niveles de
transcrito del gen PR en diferentes escenarios de disponibilidad luminica en muestras

de dia y de noche. La abundancia de las lecturas identificadas como transcritos del gen
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Figura 6.- Abundancia relativa de bacterias del clado SAR11 portadoras
del gen PR en la comunidad de bacterias de Bahia Chile frente a dos
escenarios con niveles diferentes de Chla durante los periodos estivales
de 2016 y 2017. A la izquierda se grafico la abundancia relativa del gen PR del
clado SAR11, y a la derecha los niveles de Chla correlativos a los dos afios de
muestreo. Al compararlos se observaron diferencias significativas en la
abundancia relativa (a: t-test, p<0,05), asi como también en los niveles de Chla
de ambos periodos (b: t-test, p < 0,05).
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PR en los cuatro metatranscriptomas, se normalizaron por la abundancia de las lecturas
indentificadas como transcritos de los genes HK de los mismos metatranscriptomas. La
presencia de transcritos del gen PR y de los genes rplB, rpoB, y EF-Tu, fue detectada
en periodos bajos y altos de Chla, tanto de dia como de noche. Los valores obtenidos
de actividad transcripcional del gen PR obtenidos en esta tesis, constituyen la primera
estimacion realizada para los niveles de actividad transcripcional del gen PR en el
sistema marino antartico, donde ademas se presenta un escenario unico de variabilidad

bajo niveles diferentes de Chla, y bajo diferentes condiciones de disponibilidad de luz.

La normalizacion de las lecturas identificadas como transcritos del gen PR por
las de los genes HK, indica que al menos los transcritos del gen PR son igual de
abundantes que los transcritos del gen HK EF-Tu (razén de lecturas PR/EF-Tu). En el
caso de los genes HK rp/By rpoB, el numero de lecturas identificadas como transcritos
del gen PR fueron siempre valores superiores a 1, indicando que la actividad
transcripcional de este gen es siempre mayor que la de estos otros genes HK. En febrero,
los transcritos normalizados del gen PR fueron en promedio 2 veces mas altos durante
el dia que durante la noche (Figura 7). En el metatranscriptoma de febrero de dia, se
asumio un valor arbitrario de actividad transcripcional de 1 unidad arbitraria (U.A.) para
las tres razones PR/HK. En base a esto, se obtuvo que en promedio, la actividad
transcripcional del gen PR era de 0,49 U.A. para febrero en la noche. De la misma
manera que en febrero, durante marzo se obtuvo que la actividad transcripcional del gen
PR era de 0,79 U.A. durante el diay 0,41 U.A. durante la noche (Figura 7). A modo de
ejemplo, al calcular cada una de las razones PR/HK, los transcritos del gen PR fueron

5,8 veces el numero de lecturas del gen rpoB durante el dia, mientras que durante la

42



1.5=
-~ [ gen PR
<
=)
©
5 10. o o o p——————— e e et e e eaaaeenee0teeeeeetteettectieetteettetttraartantestectttette
(@] ——
jol
3] .
()]
@ 1
© —_—
g 0.5= —T—
O
=
0 . 1
<

OC | | | | | | | |

Febrero Febrero Marzo Marzo
Dia Noche Dia Noche

Periodo de muestreo

Figura 7.- Niveles normalizados de la actividad transcripcional del gen PR frente
a escenarios con diferente disponibilidad de luz en 2014. La actividad
transcripcional se expresa en unidades arbitrarias (U.A.) como un promedio de la
razon entre el numero de lecturas identificadas como transcritos del gen PR y el
numero de lecturas identificadas como transcritos de los genes de copia Unica y
actividad transcripcional constitutiva (genes HK) (Ecuacion 1). Para realizar el calculo
de la razéon PR/HK, se utilizaron tres genes HK (rpoB, rpiB y EF-Tu). La actividad
transcripcional del gen PR se evalud en los metatranscriptomas de dia y noche,
obtenidos para febrero y marzo. Se asumié un valor arbitrario de 1 para las razones
PR/HK obtenidas en el metatrasncriptoma de febrero en el dia.
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noche fueron 2,5 veces mas abundantes. En marzo, los transcritos del gen PR fueron
2,7 veces el numero de lecturas del gen rp/B durante el dia y 1,5 veces durante la noche.
De manera similar a febrero, durante marzo los transcritos normalizados del gen PR
fueron en promedio 1,7 veces mas abundantes en el metatranscriptoma de dia que en
el de noche, independiente del hecho que durante marzo los niveles de Chla aumentaron

hasta 2,5 mg m™ (Figura S3).

6.3.2 Efecto de los cambios en la salinidad sobre la actividad transcripcional del

gen PR en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile

Para determinar el efecto de cambios en la salinidad del agua sobre la actividad
transcripcional del gen PR en Bahia Chile, se llevaron a cabo experimentos de
microcosmos de disminucion de salinidad en el periodo estival de 2016. Desde los
metatranscriptomas obtenidos de los experimentos de microcosmos del 2016, se
reclutaron las lecturas correspondientes a los transcritos del gen PR, asi como también
las lecturas correspondientes a los transcritos de los genes HK. En el hielo, la
transcripcion del gen PR fue atribuida principalmente al género Flavobacterium, aunque
también se encontraron transcritos del gen PR afiliados a Polaribacter y Psychroflexus
(Figura 8). Ademas, se identificaron exclusivamente transcritos del gen PR-verde
(Figura 8). En estos microcosmos de agua de mar, agua de mar con agua dulce, y agua
de mar con agua dulce filtrada del 2016, al igual que en los metatranscriptomas del 2014,
la transcripcion del gen PR en la clase Flavobacteriia fue asociada a Polaribacter,
mientras que en Proteobacteria se asoci6é a Ca. Pelagibacter, Ca. Puniceispirillum, clado

SAR92 y Vibrio (Figura 8).
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Figura 8.- Afiliacion taxonémicay color de la PR para lecturas identificadas como transcritos
del gen PR en los microcosmos de disminucion de salinidad. Grafico de barras apiladas que
representa la abundancia relativa de los transcritos de genes PR en los metatranscriptomas de los
microcosmos de disminucion de salinidad. De izquierda a derecha se grafica: hielo, 34.4 PSU
(agua de mar), 24.4 PSU (agua de mar mas agua dulce de hielo) y 24.4 PSU —filtrado por 0.22 um
(agua de mar mas agua dulce filtrada por 0.22 ym). Las lecturas identificadas como transcritos del
gen PR en los metatranscriptomas fueron obtenidas mapeando contra una base de datos de genes
PR. Se identific en cada taxa si el gen presentaba Leucina, Metionina o Glutamina en la posicion
105 de la proteina PR predicha. Aquellas taxas que presentan Leu/Met son desisgnadas como PR-
verde, mientras que taxas azules que presentan Glu son designadas como PR-azul. Los genes
utilizados para identificar las lecturas corresponden a una base de datos que considera los genes
PR de los metagenomas de Bahia Chile, mas genes PR obtenidos de la base de datos MicRhoDE
(Boeuf et al., 2015). Los genes utilizados como base de datos fueron asignados taxondmicamente
mediante analisis de homologia de secuencias (BLASTn) contra la base de datos del NCBI: RefSeq
de marzo de 2018. 45



De la misma forma que durante 2014, se identificaron transcritos del gen PR
provenientes de Ca. Pelagibacter en sus dos variantes L105 y Q105, observandose
mayoritariamente transcritos del gen PR-azul de Ca. Pelagibacter en los tres
experimentos de microcosmos. Ademas, Ca. Pelagibacter fue el unico taxén que
transcribia activamente la variante azul de PR en estos experimentos de disminucién de

salinidad en 2016.

Para determinar cémo se ve afectada la actividad transcripcional del gen PR
frente a escenarios con diferente salinidad, se normalizé la abundancia de las lecturas
identificadas como transcritos del gen PR por la abundancia de las lecturas identificadas
como transcritos de los genes HK. Tras la normalizacién, se observa un aumento en los
niveles de transcrito del gen PR en los experimentos con disminucion de salinidad
mediante mezcla con agua dulce, respecto a los niveles de transcrito de este gen en el
microcosmo de agua de mar (Figura 9). Ademas, se observa que en el microcosmos
donde fue removida la fraccién microbiana mayor a 0,22 ym del agua dulce, la actividad
transcripcional del gen PR fue mayor que en la del microcosmo con agua de mar mas
agua dulce sin filtrar, el cual conservé la comunidad de microorganismos del hielo glaciar
desde el cual se obtuvo el agua dulce en Bahia Chile (Figura 9). A pesar de lo anterior,
el efecto de la disminucion de la salinidad sobre la actividad transcripcional del gen PR
no pudo ser confirmado a través de estos experimentos de microcosmos. Esto fue debido
a que tras los 7 dias de experimento, los niveles de Chla en el agua se elevaron de ~1
mg/L a ~20 mg/L en todos los microcosmos incluido el control (solo agua de mar). Si

bien esto permite comparar la situacion observada entre los experimentos de agua de
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Figura 9.- Niveles normalizados de actividad transcripcional del gen PR frente
a la disminucion de salinidad. La actividad transcripcional se expresa en
unidades arbitrarias (U.A.) como un promedio entre las razones del numero de
lecturas identificadas como transcritos del gen PR y el niumero de lecturas
identificadas como transcritos de los genes de copia uUnica y actividad
transcripcional constitutiva (gen HK) (Ecuacién 1). Para realizar el calculo de la
razén PR/HK, se utilizaron tres genes HK (rpoB, rp/B y EF-Tu). Se grafica la
actividad transcripcional del gen PR en los metatranscriptomas de disminucion de
salinidad. Se asumié un valor arbitrario de 1 para las razones PR/HK obtenidas en
el metatranscriptoma de agua de mar (34.4 PSU).
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mar con los de disminucion de salinidad, que poseen valores similares de Chla, el
escenario de aumento de los niveles de Chla podria enmascarar el verdadero efecto de

la salinidad sobre la actividad transcripcional del gen PR.

6.4 Evaluacion de la actividad transcripcional de los genes de biosintesis de retinal

en bacterias de aguas costeras de Bahia Chile

La transcripcion del gen PR en bacterias marinas de aguas superficiales de Bahia
Chile indica que hubo transcripcion de este gen. Sin embargo, PR necesita retinal para
absorber la luz, y asi actuar como una bomba de protones accionada por la luz. Para
evaluar si en las aguas superficiales de Bahia Chile podria estar presente el cofactor de
PR, y asi ser funcional, se evalud la actividad transcripcional de los genes de las enzimas
de la ruta de biosintesis del retinal en la comunidad de bacterias marinas de Bahia Chile.
Los genes codificantes para las enzimas 15,15'-3-caroteno dioxigenasa (b/h), licopeno
ciclasa (crtY) y fitoeno sintasa (crtB) fueron identificados en el catalogo de genes de
Bahia Chile 2014. Luego, se determiné que la actividad transcripcional de los genes de
las enzimas de la ruta de biosintesis del retinal en los metatranscriptomas de febrero y
marzo fue menor que la del gen PR en estos mismos meses, ya que el numero de
lecturas identificadas como transcritos de los genes blh, crtY y crtB fue menor que las
lecturas identificadas como transcritos de los genes HK. Durante febrero, los genes blh,
crtY'y crtB presentaron una mayor actividad transcripcional durante el dia que durante la
noche (Figura 10). Sin embargo, en marzo la actividad transcripcional de los genes de
las enzimas de la ruta de biosintesis del retinal no presenté diferencias entre dia y noche

(Figura 10).
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Figura 10.- Niveles normalizados de actividad transcripcional de los genes de
las enzimas de la ruta de biosintesis del retinal en aguas superficiales de Bahia
Chile 2014. La actividad transcripcional se expresa en unidades arbitrarias (U.A.)
como un promedio entre las razones del numero de lecturas identificadas como
transcritos del gen blh, crtY o crtB y el nimero de lecturas identificadas como
transcritos de los genes de copia Unica y actividad transcripcional constitutiva (gen
HK) (Ecuacioén 1). Para realizar el calculo de estas razones se utilizaron tres genes
HK (rpoB, rpIB y EF-Tu). La actividad transcripcional de los genes de las enzimas de
la ruta de biosintesis del retinal blh (verde), crtY (amarillo) y crtB (rojo) se evalud en
los metatranscriptomas de dia y noche de los meses febrero y marzo. Se asumié un
valor arbitrario de 1 para las razones blh/HK, crtY/HK y crtB/HK obtenidas en el
metatrasncriptoma de febrero de dia.
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7. Discusion

Considerando el actual escenario del cambio climatico, uno de los sistemas
naturales y sus comunidades microbianas que mas estan siendo afectados son los
polares, y en particular el sistema marino antartico (Steig et al., 2009; Alcaman-Arias et
al., 2018). Por esta razén, es fundamental comprender como en este ambiente la
disminucion de cubierta de hielo marino y/o la formaciéon de gradientes salinos (como
consecuencia del calentamiento global) pueden afectar la fototrofia mediada por PR,
afectando la diversidad de microorganismos que presentan el gen PR y/o la medida en
que utilizan PR como estrategia para obtener energia. En este trabajo de tesis se
describe por primera vez en la Peninsula Antartica Occidental, la diversidad y
abundancia de bacterias que presentan y transcriben el gen PR, dimensionandose el
potencial aporte que puede significar la fototrofia mediada por PR para la biésfera en el

sistema marino antartico.

7.1 Diversidad taxonémica de bacterias que portan el gen PR y abundancia relativa

de los genes PR-verdes y PR-azules en aguas costeras de Bahia Chile

En varios sistemas marinos (por ejemplo, el Giro del Pacifico Norte, el Mar
Baltico, el Mar del Norte, la Bahia de Chesapeake y el Mar de Beaufort en el Océano
Artico) se ha determinado la abundancia relativa de microorganismos que presentan el
gen PR, estableciéndose su afiliacion taxonémica. Todos estos sistemas marinos, tienen
en comun que las secuencias del gen PR afiliadas a Alfaproteobacterias son mas

abundantes que las afiliadas a Gammaproteobacterias y Flavobacteriia (Venter et al.,
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2004; Sabehi et al., 2005; Rusch et al., 2007; Campbell et al., 2008; Riedel et al., 2010,
Brindefalk et al., 2016; Olson et al., 2018; Maresca et al., 2018). Sin embargo, en la Bahia
Chile en Antartica nuestro estudio durante el periodo estival 2014 muestra un escenario
diferente a lo observado en todos los sistemas marinos mencionados anteriormente. En
Bahia Chile, la afiliacién taxonémica de las secuencias del gen PR a fines del verano de
2014, estuvo dominada por las Flavobacteriia (Polaribacter y Formosa) por sobre las
Alfaproteobacteria (clado SAR11 y clado SAR116) y Gammaproteobacteria (clado
SAR92 y Vibrio). Sin embargo, al comparar la taxonomia y la abundancia relativa de las
lecturas identificadas como transcritos del gen PR se observa que las Alfaproteobacteria
fueron dominantes frente a los Bacteroidetes y Gammaproteobacteria, de manera
opuesta a lo observado a nivel del gen en muestras de DNA. Todos los taxones a los
cuales se asignaron los transcritos del gen PR ya han sido reportados para otros
sistemas marinos polares y subtropicales (Ottesen et al., 2011, 2014; Boeuf et al., 2016;
Brindefalk et al., 2016; Maresca et al.,2018), por lo que la transcripcion del gen PR es un
fendmeno ubicuo y la presencia de los taxones reportados en esta tesis no es exclusiva
del sistema marino antartico. Dado que, en los meses de febrero y marzo un porcentaje
importante de las secuencias no se lograron asignar taxonomicamente, aun es necesario
poner mas esfuerzo para en un futuro lograr identificar estas secuencias y asi poder
dimensionar la taxonomia de organismos que presentan este gen en este sistema

marino.

Al comparar la abundancia del gen PR en las muestras colectadas en aguas
superficiales estivales en Bahia Chile durante los afios 2014, 2016 y 2017, la secuencia

del gen PR del clado SAR11 domina en las muestras cuantificadas mediante gPCR para
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los afios 2016-2017 por sobre la abundancia relativa del gen PR afiliado a Flavobacteriia,
que fue como se menciond anterioremente mas abundante en 2014. Esta diferencia
entre diferentes periodos estivales se podria deber a que durante el 2014 en Bahia Chile
la comunidad de bacterias marinas estuvo dominada por miembros del filo Bacteroidetes
por sobre las Proteobacterias (Fuentes et al., 2018), lo que se condice con la mayor
abundancia de genes PR afiliados a Bacteroidetes para ese afio. Sin embargo, también
hay que considerar que esta diferencia se podria explicar por un sesgo en la eleccion de
los partidores para amplificar el gen PR de Flavobacteriia por gqPCR. Para confirmar esta
posible explicacion, se evalué mediante PCR in silico con los softwares “Primer-
BLAST/NCBI” (Ye et al., 2012), e “in silico PCR amplification” (San Millan et al., 2013),
los partidores FlavoF2/R2 (Lami et al., 2009) usados en nuestros experimentos de qPCR,
los cuales no amplificaron las secuencias de los genes PR afiliadas a Flavobacteriia
identificadas en los metagenomas de 2014 de Bahia Chile. Esto ultimo podria significar
que la abundancia relativa de secuencias del gen PR afiliado a Flavobacteriia en
antartica fue subestimada, pudiendo existir una mayor diversidad de genes PR para este
grupo de bacterias, que no fue cuantificada por gPCR. Asi en el futuro otros primers
disefiados a partir de las secuencias del 2014 podrian ser usadas para la mejor
cuantificacion de este filo de bacterias y poder asi hacer estimaciones y comparaciones

con genes PR de otros filos.

Por otro lado, al analizar en Bahia Chile el dominio de las proteinas PR predichas
donde se encuentran los aminoacidos involucrados en el transporte de protones,
identificamos dos triadas de aminoacidos: acido aspartico-treonina-acido glutamico

(DTE) y acido aspartico-treonina-lisina (DTK). La triada DTK se identificé exclusivamente

52



en la secuencia PR predicha afiliada a Exiguobacterium. Esta triada corresponde a la
reportada por Gushchin et al., (2013), que fue identificada en el genoma de
Exiguobacterium sibiricum aislada del permafrost de Siberia, Rusia. El resto de las
secuencias del gen PR en Bahia Chile codificaban para una PR que presentaba la triada
mas conservada en sistemas marinos: DTE (Olson et al., 2018). Todas las secuencias
del gen PR identificados en Bahia Chile podrian ser capaces de codificar una PR que es
capaz de ser funcional como bomba de protones impulsada por la luz, ya que estas dos
triadas se han descrito como capaces de generar una gradiente de protones a traves de

la membrana (Béja et al., 2001; Guschin et al., 2013; Olson et al., 2018).

Adicionalmente, en este mismo dominio se encuentra el aminoacido A, el cual
define si PR absorbe en el espectro de luz verde o azul (Man et al., 2003). En las aguas
superficiales costeras, se ha descrito que las PR-verdes son mas abundantes que las
PR-azules, mientras que en aguas abiertas las PR-azules son mas abundantes,
aumentando estas ultimas con la profundidad de la columna de agua (Fuhrman et al.,
2008). Asi, en aguas superficiales y hasta 200 m de profundidad, los sistemas marinos
de aguas abiertas como el Giro del Pacifico Norte, el Mar de los Sargazos y el Mar Rojo
estan dominados por bacterias portadoras del gen PR-azul (Sabehi et al., 2007; Philosof

y Béja, 2013; Olson et al., 2018).

Se ha descrito ademas que la profundidad, junto con la presencia de
microorganismos fotosintéticos basados en clorofila, son factores que afectan la
abundancia relativa de cada una de las variantes del aminoacido 105 en PR de sistemas

marinos (Pinhassi et al., 2016). Por ejemplo, las aguas superficiales del Mar del Norte y
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el Mar Mediterraneo estan dominadas por bacterias portadoras del gen PR que codifican
una PR que presenta L o M en la posicion 105, aumentando la presencia de Q en esta
posicion a medida que aumenta la profundidad (Sabehi et al., 2007; Riedel et al., 2010).
La presencia de microorganismos fotosintéticos con clorofila parece favorecer la
presencia de bacterias portadoras de PR-verde sobre PR-azul en aguas costeras
(Fuhrman et al., 2008; Koh et al., 2010; Pinhassi et al., 2016). Considerando que las
muestras de agua de Bahia Chile son de origen superficial y costero, y que ademas
durante el 2014 se observo un aumento en los niveles de Chla en la bahia, nuestros
resultados demuestran una correlacion con los datos reportados anteriormente en la
literatura, con una mayor presencia de secuencias que codifican PR-verdes respecto a
PR-azules. Las abundancias relativas del gen PR-verde y PR-azul, asi como la
abundancia de los transcritos identificados como provenientes de genes PR-verde o PR-
azul en estas muestras antarticas, constituyen el primer reporte en la literatura donde se

demuestra la transcripcién de ambos genes PR en este ambiente marino.

7.2 Comparacion de la abundancia relativa de bacterias que portan el gen PR en

Bahia Chile con otros ambientes marinos

Mediante gPCR se ha determinado la abundancia relativa de microorganismos
portadores del gen PR en sistemas marinos subtropicales como el Mar de los Sargazos
(65%) (Rusch et al., 2007), el Mar Mediterraneo (13%) (Sabehi et al., 2005), el Mar del
Norte (35%) (Riedel et al., 2010), en aguas abiertas del Océano Atlantico Norte (7-57%)
(Campbell et al., 2008), la Bahia de Chesapeake en el Océano Atlantico Norte (74%)

(Maresca et al., 2018), y en el Océano Artico (1-45%) (Boeuf et al., 2016). Durante el
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verano artico, Boeuf et al., (2016) demuestran que las bacterias portadoras del gen PR
estan presentes en toda la zona fética de la columna de agua, representando en
promedio el 15,4% de la comunidad bacteriana en el mar de Beaufort y Chukchi.
Ademas, Boeuf et al., (2016) reportaron que las secuencias del gen PR afiliadas a
Alfaproteobacteria predominaban por sobre las de Flavobacteriia y SAR92, como sucede
para el resto de sistemas marinos. En Bahia Chile durante los veranos del 2016 y 2017
se observaron valores promedios de abundacia relativa de bacterias portadoras del gen
PR comparables a los reportados en el Artico por Boeuf et al., (2016). Ademas, al
comparar las abundancias relativas medidas por gPCR de los taxones portadores del
gen PR se observé un escenario similar al descrito en el Océano Artico por Boeuf et al.,
(2016), donde la abundancia del gen PR afiliado al clado SAR11 fue mayor que la del
afiliado a Flavobacteriia y al clado SAR92. Sin embargo, existen limitaciones para lograr
determinar la diversidad de secuencias del gen PR por lo que la abundancia de este gen
en la comunidad de bacterias podria ser aun mayor en los sistemas marinos. Esto es
debido, entre otras cosas, a que aun no se han disefado partidores universales capaces
de amplificar las secuencias del gen PR de los distintos géneros dentro de la clase
Flavobacteriia, para poder asi determinar la abundancia de este gen en estos sistemas

marinos.

7.3 Abundancia y actividad transcripcional del gen PR frente a gradientes salinos

El efecto de la salinidad sobre la abundancia del gen PR en la comunidad de
bacterias marinas ha sido evaluado hasta la fecha en dos estudios realizados en los

sistemas marinos del Mar Baltico y la Bahia de Chesapeake en el Océano Atlantico
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(Brindefalk et al., 2016; Maresca et al., 2018). En estos dos estudios se logro identificar
que, a lo largo de gradientes salinos (~0 PSU a ~33 PSU), la abundancia del gen PR se
veia afectada a medida que variaba la salinidad. En la Bahia de Chesapeake, Maresca
et al., (2018) cuantificaron la abundancia del gen PR (y microorganismos que utilizan
rodopsinas) en la fraccion <0.8um utilizando tres técnicas: qPCR, microscopia de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRF; por sus siglas en inglés) y metagendmica.
Mediante qPCR y microscopia TIRF, la abundancia del gen PR y de rodopsinas era
mayor a salinidades mas altas (31 PSU), mientras que al cuantificar la abundancia
relativa del gen PR por metagendmica, ésta era mayor a salinidades intermedias (15
PSU). A diferencia de lo observado en la Bahia de Chesapeake, en el Mar Baltico se
determiné a través de metagendmica que la salinidad y la abundancia del gen PR en la
fraccion <0.8um se correlacionaban positivamente, aumentando la abundancia de este
gen a medida que aumentaba la salinidad (Brindefalk et al., 2016). En nuestro estudio
en Bahia Chile, al evaluar si existian diferencias en la abundancia del gen PR en la
comunidad de bacterias marinas en los puntos P1 y P3 de dos afios consecutivos, que
presentan diferente salinidad, no se observé mediante cuantificacion por qPCR
diferencia en la abundancia relativa de este gen. Esto puede deberse a que las
diferencias de salinidad necesaria para que ocurra un cambio en la abundancia relativa
del gen PR son mayores a las que presentan los puntos P1 y P3 evaluados en Bahia
Chile, la cual es de 33.1 PSU préxima al Glaciar Fuerza Aérea (P1) y de 33.9 PSU en el

punto mas expuesto a aguas abiertas (P3).

Por otro lado, Maresca et al., (2018) reportaron a través de metatranscriptomica

para el gradiente de salinidad que se genera en la Bahia Chesapeake, que este
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parametro ambiental modificaba la actividad transcripcional del gen PR con mayores
niveles normalizados de actividad transcripcional a salinidades intermedias (15 PSU).
Este antecedente coincide con lo observado en los experimnentos de microcosmos con
disminucion de salinidad realizados en Bahia Chile para el afio 2016. En este estudio,
los niveles normalizados de actividad transcripcional del gen PR fueron mayores bajo un
escenario de menor salinidad (24 PSU) con respecto a la salinidad del agua de mar de
la bahia representada en nuestro estudio por agua colectada en el punto P3 (34.4 PSU).
Al realizar la comparacién entre los experimentos de microcosmos de 2016 y lo reportado
por Maresca et al., (2018), es necesario tener en consideracion que en nuestro estudio
los niveles de Chla aumentaron hasta 20 mg m™, mientras que los niveles de Chla
reportados por Maresca et al., (2018) para los sitios de salinidad media (15 PSU) y alta
(31.1 PSU) no superaron los 5 mg m>. A pesar de estas diferencias, los resultados
sugieren que la mayor actividad transcripcional del gen PR frente a escenarios de
reduccion de salinidad es independiente de las diferencias en los niveles de Chla. Esto
podria a su vez sugerir que bajo el actual escenario de calentamiento global, con
aumento de deglaciacion en antartica, los microorganismos que utilizan PR podrian
verse beneficiados por la bajada en salinidad del agua de mar, aumentando su actividad

y potencial rol en este sistema marino.

7.4 Efecto de la disponibilidad luminica sobre la abundancia y actividad

transcripcional del gen PR en Bahia Chile

El efecto de la disponibilidad de luz sobre la abundancia de bacterias marinas
que portan el gen PR fue evaluado por primera vez en aguas de las costas articas del

Mar de Chukchi y Beaufort durante el verano e invierno del 2008 (Cottrell y Kirchman
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2009). Mas recientemente, analisis metatranscriptomicos han revelado que la mayoria
de los microorganismos que se describen como portadores del gen PR en sistemas
marinos transcriben activamente este gen durante periodos de luz y oscuridad (Pinhassi

et al., 2016).

En sistemas marinos polares, la transcripcion del gen PR ha sido reportada por
Nguyen et al., (2015) y Boeuf et al., (2016) en el Artico y por Koh et al., (2010) y Williams
et al., (2012) en la Antartica. Sin embargo, Nguyen et al., (2015) han sido los Unicos
autores que han reportado para sistemas polares el efecto de la disponibilidad de luz
sobre la actividad transcripcional del gen PR. Estos autores cuantificaron los niveles del
gen PR en la transicidon invierno-verano en el Golfo de Amundsen (Océano Artico)
durante periodos de completa oscuridad en el invierno y en periodos de luz a comienzo
del verano, sin mayores diferencias en la abundacia de este gen entre ambos periodos
(Nguyen et al., 2015). Sin embargo, estos autores reportan que la actividad
transcripcional del gen PR decae conforme inicia el invierno Artico, y ésta disminuye a
niveles constantes durante el periodo de oscuridad, para luego aumentar los niveles de
transcrito apenas aumenta la radiacion PAR sobre las aguas del mar de Chukchi
(Nguyen et al., 2015). Mas recientemente, Boeuf et al., (2016) determin6é que mas que
la disponibilidad de luz, lo que estaria regulando la abundancia y distribucion de las
bacterias que portan el gen PR en el artico seria la condicion de escases de nutrientes.
En nuestro estudio en Bahia Chile se evalud la variabilidad en la abundancia relativa del
gen PR en la comunidad de bacterias en muestras de aguas obtenidas durante el dia y
la noche, y muestras obtenidas desde la superficie o profundidad de la columna de agua.

Nuestros resultados demuestran que, a pesar de que en ambos casos existe diferencia
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en la disponibilidad de luz, no se observaron diferencias en la abundancia relativa del
gen PR entre las diferentes muestras en base a DNA. Por tanto, al igual que en el Artico,
las diferencias en las condiciones de disponibilidad de luz presentes en Bahia Chile
durante el periodo estival, no parecen modular la abundancia del gen PR en la
comunidad bacteriana, mientras que otras variables ambientales como los niveles de
Chla y nutrientes podrian tener un efecto mayor en la abundancia relativa de las
bacterias portadoras del gen PR. Por otro lado, aun hay que hacer un esfuerzo mayor
por determinar en el futuro, de qué manera se ven afectadas las bacterias portadoras

del gen PR durante el periodo invernal en Antartica.

Por otra parte, se ha reportad un aumento en la actividad transcripcional del gen
PR durante el dia (luz) respecto a la noche (oscuridad) en sistemas subtropicales a
través de experimentos de microcosmos (Lami et al., 2009) y en metratranscriptomas
del Giro del Pacifico Norte (Poretsky et al., 2009; Ottesen et al., 2014). Sin embargo, y
contrariamente a estos estudios anteriores con metatranscriptomas de la costa de
California, en 2011 se observé que la actividad transcripcional del gen PR fue mayor
durante la noche (Ottesen et al., 2011). En las aguas superficiales antarticas de Bahia
Chile, al evaluar la actividad transcripcional del gen PR durante el periodo estival del
2014, este presento niveles mayores durante el dia que en la noche al ser normalizada
por la actividad transcripcional de los genes de expresién constitutiva de copia unica.
Este comportamiento fue independiente del gen HK elegido para realizar la
normalizacion e independiente del periodo de muestreo (febrero o marzo).
Adicionamente, se logré identificar la actividad transcripcional de los genes de las

enzimas de la ruta de biosintesis del retinal en aguas superficiales de Bahia Chile

59



durante el periodo estival de 2014, indicando que los microorganismos que presentan el
gel PR también podrian ser capaces de sintetizar el cofactor de PR. Sin embargo, a
diferencia de lo observado para el gen PR, la transcripcion de estos genes no presentan
un comportamiento modulado por la luz. Esta discordancia entre la induccion diurna y
nocturna de la transcripcion del gen PR se ha observado también en algunos cultivos in
vitro y en sistemas marinos donde aquellas bacterias portadoras de este gen lo
transcriben con mayor actividad durante el dia (o bajo iluminacion) (Gomez-Consarnau
et al 2007; Ottesen et al., 2014). Sin embargo, esto es todavia muy controversial, ya que
también hay reportes que observan que lo hacen durante la noche (Ottesen et al., 2011)
e incluso que la transcripcidon del gen PR puede ser mayor bajo oscuridad completa
(Steindler et al., 2011). De nuevo, al no existir consenso respecto al efecto de la luz sobre
la transcripcion del gen PR, se ha sugerido que ésta puede deberse a una diferencia en
la biodisponibilidad y/o calidad de la fuente de carbono organico, u otras variables

ambientales en estos sistemas marinos (Palovaara et al., 2014; Brindefalk et al., 2016).

7.5 Correlacion de la abundancia de bacterias portadoras del gen PR con otras

variables ambientales en Bahia Chile

Se han descrito una serie de parametros ambientales como moduladores de la
abundancia de bacterias portadoras del gen PR (Pinhassi et al., 2016). En ambientes
polares, se ha reportado una correlacion negativa entre la abundancia relativa del gen
PR afiliado taxonémicamente al clado SAR11 y los niveles de Chla en el agua (Cottrell y
Kirchman, 2009; Boeuf et al., 2016). En Bahia Chile, se observé que durante el verano

de 2014 el aumento en los niveles de Chla del agua de mar (ocurrido en el transcuso de
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febrero a marzo), no provocé cambios en la abundancia relativa de las bacterias
portadores del gen PR respecto a la comunidad bacteriana total. En este mismo periodo,
la abundancia relativa de los diferentes taxones portadores del gen PR, y de la
asignacion taxonomica de las lecturas identificadas como transcritos del gen PR, fue
similar en ambos periodos de muestreo (febrero-marzo). Al evaluar el efecto de la Chla
sobre la actividad transcripcional del gen PR no se observaron modificaciones en los
niveles normalizados de la transcripcion del gen PR, presentando valores similares
durante febrero y marzo. Cabe mencionar que, a pesar que en los experimentos de
microcosmos de disminucion de salinidad presentaron valores de Chla de hasta 10 veces
mas que durante el 2014, aun cuando se lograron identificar transcritos del gen PR a los
mismos niveles que los genes HK, las razones (PR / HK) fueron menores a las
encontradas en 2014. Sin embargo, al analizar los valores de abundancia relativa de
bacterias portadoras del gen PR se observé que la mayor diferencia entre los dos
periodos de muestreo, lo presentaron bacterias del clado SAR11 portadoras del gen PR.
Estas variaciones se podrian deber a que durante el afio 2016 los valores de Chla fueron
mayores que durante el 2017, lo que se condice con lo reportado en la literatura para
sistemas polares (Boeuf et al., 2016), ya que la abundancia del clado SAR11 portadoras
del gen PR fue significativamente mayor durante el 2017 respecto al 2016. Sin embargo,
a pesar que durante febrero y marzo de 2014 se presentaron diferencias en los niveles
de Chla (Alcaman-Arias et al., 2018), la abundancia relativa de secuencias asignadas
como clado SAR11 portadoras del gen PR fue similar entre ambos periodos. Asi, es
necesario continuar investigando sobre la abundancia relativa de miembros del clado
SAR11, para lograr explicar el efecto de variables ambientales sobre este grupo tan

relevante de bacterias portadoras del gen PR en sistemas polares.
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Finalmente, nuestros resultados también demuestran que el oxigeno, pH, nitrito
y amonio se correlacionan con la abundancia del gen PR. Sin embargo, para este estudio
no contamos con los niveles de carbono organico particulado, carbono organico disuelto,
nitrégeno organico disuelto, ni niveles de radiacion fotoactiva, por lo que no fue posible
determinar si existe alguna relacion entre la abundancia de los distintos taxones
portadores del gen PRy la calidad o biodisponibilidad de la fuente de carbono, nitrégeno,

o la radiacion PAR.

7.6 Contribuciéon de la fototrofia mediada por PR a la biésfera de la Peninsula

Antartica Occidental

Nuestros resultados en Bahia Chile demuestran que las bacterias portadoras del
gen PR son un grupo ubicuo de microorganismos fototréficos durante el periodo estival
en aguas marinas costeras de la Peninsula Antartica Occidental, cuya abundancia
relativa podria verse afectado por diferentes parametros ambientales. Los niveles de
Chla es uno de los parametros ambientales principales que se ha descrito como predictor
de la abundancia relativa de bacterias portadoras del gen PR, en particular de aquellos
miembros del clado SAR11 en sistemas marinos subtropicales y polares (Sabehi et al.,
2007; Boeuf et al., 2016). El sistema marino de la Peninsula Antartica Occidental es
considerado como una regién de altos niveles de nutrientes y bajos niveles de clorofila
(Nolting et al., 1998). En este sistema marino las bacterias fototrofas, como las
Cianobacterias, son un componente menor (Ghiglione y Murray, 2012; Williams et al.,

2012) y las AAPb representan alrededor del 10% de la comunidad bacteriana marina de
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la Peninsula Antartica (Kirchman et al., 2014). En este ambiente, la produccion primaria
y la captacion de luz solar son procesos realizados principalmente por microorganismos
fototréficos eucaridticos, cuya actividad aumenta durante los eventos de floracion en el
verano (Alcaman-Arias et al., 2018), limitados por parametros ambientales particulares
y la estratificacion de la columna de agua de mar (Fuentes et al., 2018). Teniendo en
cuenta que se ha reportado que bacterias portadoras del gen PR son mas abundantes
a niveles bajos de Chla (Fuhrman et al., 2008; Koh et al., 2010), esto podria indicar que
en el agua de mar de la Peninsula Antartica Occidental (donde estos niveles de Chla son
comunmente bajos) estos microorganismos estan activamente utilizando la energia de
la luz solar a través de PR y en particular PR-verde. Por lo tanto, la fototrofia mediada
por PR en la Antartica podria permitir el uso de la energia de la luz para procesos
metabdlicos, contribuyendo a la produccién primaria y a la entrada de energia solar a la
biésfera del Océano Austral. Por otro lado, la fototrofia mediada por PR es capaz de
utilizar dos diferentes longitudes de onda de la luz solar, lo que expande el repertorio de
recurso energético por bacterias portadoras de PR maximizando los beneficios que

pueden ser obtenidos desde el sol en estos ambientes polares.
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8. Conclusiones

e A través de metagendmica, metatranscriptémica y qPCR se determind por primera
vez la identidad, abundancia relativa y actividad transcripcional del gen PR en aguas

superficiales costeras de la Peninsula Antartica.

e Se logré determinar que en el sistema marino de Bahia Chile existen microorganismos
que portan el gen PR, indicando que en este ambiente marino antartico la fototrofia
mediada por PR es una estrategia que esta distribuida entre las clases mas

abundantes de bacterias marinas.

e Al comparar la abundancia relativa del gen PR con otras regiones marinas polares,
como el Mar de Beaufort y Chukchi en el Océano Artico, la abundancia relativa del
gen PR en la comunidad de bacterias es ligeramente mayor durante el periodo estival

en Bahia Chile, Antartica.

e En el caso de Bahia Chile, que es una bahia poco profunda, nuestros resultados son
consistentes con lo reportado en la literatura, existe una mayor abundancia de

secuencias de PR verde frente a secuencias de PR azul.

¢ Bajo las condiciones ambientales que presenta Bahia Chile, la abundancia relativa de

las bacterias portadoras del gen PR no se ve afectada por las diferencias de salinidad

ni disponibilidad de luz propias de esta bahia.
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e La actividad transcripcional del gen PR es modulada por la luz, ya que en Bahia Chile
se observd una actividad transcripcional del gen PR mas alta durante el dia que

durante la noche.

o Frente a una disminucion en la salinidad del agua, simulada a través de experimentos
en microcosmos, se observd que la salinidad modula la actividad transcripcional del
gen PR, el que presenta una actividad transcripcional mas alta durante escenarios de

disminucion de salinidad que respecto a la salinidad del agua de mar de Bahia Chile.
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10. Anexo

Tabla suplementaria 1 (siguiente pagina).- Muestras de agua de mar de
Bahia Chile utilizadas en esta tesis para la cuantificaciéon absoluta de los
genes PR y el gen 16S ARNr en la comunidad de bacterias marinas en
los periodos estivales de 2016 y 2017. La tabla se organiza en tres
secciones, Verde: Nombre de la muestra, Azul: Descripcién de la muestra
(cuando y desde dénde se obtuvo la muestra de agua de mar), Amarillo:
respectivos valores de las variables ambientales de cada muestra al momento
de ser obtenidas.

77



€0, YN VN VN VN YN €C'L 98°¢ce VN 89'L L102 4 Id Blg 000} S2-20-LL02| <Zl-Ld
S8'y £6°GS 99’ e€¥'SC €€20 £€92'0 SL'L LO'PE VN €6'L L102 4 €d elg 000 S2-20-LL02| 9.-td
G8'9 056t 6%’k S6°0C¢ 8610 £€8€'0 LT 66'€E VN 89'L L102 4 €d  9YOON 00€Z €2-20-L102| GSl-€d
06'9 6¥'61 25’y SL0Z 0020 £€8€'0 91'L 68°€E VN L'} L102 4 ld  ®YOON 00°€Z €2-20-L10Z2| Li-Id
LL'S €L'6¢€ 22’ $9'GL 9910 £€9€'0 ¥'L 65°€E VN 8L L102 4 id elg 0g£0F L2-20-LL0Z| Ol-Ld
ve'y veLY 19°L  0g'€Z 020 1220 80°L 9L'vE Ge'8 v L102 0g €d elg 00} L2g-20-LL02| ¥l-td
8Y'S 90°.¢E €¥'L  96'6F 610 £6€'0 6C'L LL'EE €1'8 LL'L L102 [4 €d elg 0g£0} Lg-20-LL02| ¢€l-td
€5'9 ZL'es 2S5’y €522 0120 €EY'0 rAv 18'EE VN 68’1 L102 4 id elg 0g£0F 02-20-LL02| 60-Ld
66'€ 0€'2s ¥69'F 8L'SZ SIZ0 0sZ'0 6C'L LL'EE VN LL'L L102 0g €d elg 0g£°0F 02-20-LL02| <¢<l-td
2T's 856 6ES'L 6122 SIZ0 £€9€'0 SC'L 88°¢€E VN Sl L102 4 €d elg 0g£0F 02-20-LL02| Ll-td
19'G LS'¥S 51 18'¥C 2220 0Lt'0 Le'L 88°¢€E VN (444 L102 [4 €d elg 000 9L-20-LL0Z| 0.L-td
8r'y L¥'L9 8L’V 0L/lZ 220 202°0 VN YN VN VN L102 0g €d  9YOON 00€Z ¥i-20-L102| 69-€d
14%% £€9°09 9L’V 85GZ 9120 0LE0 VN VN VN VN L102 [4 €d 9YOON 00€Z ¥i-20-L102| 89-€d
eu 619t 'L 929'8L €8L°0 80t G'L 95°ee VN 9z'C L102 4 id elg 000 €L-20-L102| 80-Ld
£8'¢ 669t PP’ LE9°GL  2PLO €€2'0 §S'L 8L've VN 2s' L102 0g €d elg 000 €L-20-LL02| L9-€d
0¥ LO'LS IS’k 6402 ¥8L0 ora ) Sh'L 90°'vE VN 902 L102 [4 €d elg 000 €L-20-LL02| 99-€d
S¥'e 10'8S 95’1 18'62  LIZ0 €290 9g'L vL've 66'L vl L102 S €d elg 00'Sl 60-20-LL0Z| S9-€d
96'0 65°CS ev'L  $9°12 220 690 29'L £0've 8'L €T L102 [4 €d elg 00'S} 60-20-LL0Z| ¥#9-€d
26'0 719 1S’k 9822 €20 690 144 18'EE €1'8 99'C L102 4 id elg 00€F 80-20-LL0Z| LO-Ld
50 £9'€S yrall 16°LL 220 (YA} 10’8 vL'ee G1'8 6S'C L102 [4 €d elg 00€} 80-20-LL0Z| ¢€0-2d
9g'L SL'¥S 8¢’V 62¢€C €20 6C't 95'L 90°'vE G1'8 9e'C L102 [4 €d elg 00€l 80-20-LL0Z| €9-€d
VN €09'6S €¥Z'L 996'GL ZTIED YN VN YN 8'9 S0 9102 S €d elg 00'S} ¥0-€0-9102| <29-td
L0'0 28505 €62'F €eL'SL €.20 65’1 VN YN 8'9 I 9102 S €d elg 00°LF 20-€0-9L0Z| 19-€d
L0'0  €6L°LF  LPLL S9L°€L 6820 7'y VN YN 8'9 Z'0 9102 S id elg 00°L} 62-20-9L02| 90-id
VN G/L'9¢ 86£'L S0E'EL €€20 201 VN YN 9'9 Lo 9102 S €d  9YOoON 00:%0 Lg-20-9102| 09-€d
VN ¥'eS  PvE9'L 6LEBL COED og't VN YN 9'9 Al 9102 S ld ®YdON Q€22 92-20-910Z| SO-id
VN 09209 88L'F LOL'LZ 62€0 €L'e VN YN 86'9 VN 9102 S €d elg 0L} S2-20-9L0Z| 6S-td
€10'0 99625 9L9°L LS¥'8L 0920 ¥S'L VN YN 66'9 Al g 9102 S €d 9YOON 00:¢Z ¥¢-20-9102| 85-€d
SL0'0  929'8¢ LIS'L L9SFL 9820 LO'L VN YN 149 Al 9102 S €d elg 0g£€l €2-209L02| LS-€d
SL0'0  Z9L'6F Z22'F 80ZCF L0Z'0 95'e VN YN 659 Lo 9102 S €d elg 0g£0} 22-20-9L02| <0-2d
VN Ly2'8S TTS'L 808LL GOE0 ¥'9 VN YN 659 Lo 9102 S id 8YoON 00-€Z 8L-20-910Z2| +O-id
VN EP¥'Ly 6CLL'L BSECL S¥Z0 a1 VN YN 66'L S0 9102 S ld eld O0L:0L 8L-20-910¢| €0-Ld
.%,AV oo/wm» AOV 004 604 - * 040 o//.o& L 5 ovo( o:% %«V 04,@ 4ov 0vo.~, %ov %onv
o % %0/ Iwo % %o - 04
N 'NIV Vw < 000 90
N o & ¢

78



Tabla suplementaria 2. Partidores utilizados para determinar abundancia relativa del gen PR mediante

gPCR, en muestras de ADN de aguas costeras de Bahia Chile.

Tamafo  Temp. Referencia

Gen objetivo Nombre partidor: secuencia (5°-3’
Flavo F2: 5-GGATACTAACAGTTCCWTTRATGTGTG-3
Flavobacteriia PR 127 58 ;?agno%%e)" et
Flavo R2: 5-CCRAAGTAACCWGTRACAAGCAT-3 "
Al . SARPR_125F: 5-THGGWGGATAYTTAGGWGAAGC-3’ .
phaproteobacteria 185 54 (Lami et al.,
PR (SARM1) SARPR_203R: 5-ACCTACTGTAACRATCATTCTYA-3’ 2009)
. OTU11-f6: 5-CTGTGCCGCTGCTAATGA-3
Gamaproteobacteria 193 57 (Boeuf et al.,
PR (SAR92) OTU11-r2: 5-TCCCAGATAATGAAGCCC-3 2016)
S-D-Bact-0337-a-S-20: 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3°
Bacteria 16S rRNA 197 53 (Kenwell et
(Universal) S-D-Bact-0518-a-A-17: 5’-CCAGCAGCCGCGGTAAT-3’ al., 2016)

Temp.; temperatura de apareamiento de los partidores
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Figura suplementaria 1.- Curvas de calibracion utilizadas para la
cuantificacion absoluta mediante qPCR de los tres genes PR y el gen
ARNTr 16S. Las curvas comprenden el rango lineal de 10® a 10 copias/ul y
corresponden: A) gen PR de clado SAR11, B) gen PR de clado SAR92, C)
gen PR de Flavobacteriia, y D) gen ARNr 16S.
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Probabilidad

Figura suplementaria 2.- Logo del dominio funcional comprendido entre las
posiciones 97 a 108 de las proteinas predichas de los genes PR identificados
en el catalogo de genes de los metagenomas de Bahia Chile. Se grafica la
probabilidad de identificar dicho aminoacido en las posiciones indicadas en las
secuencias de proteinas predichas desde los genes PR. Se indica con flechas los
aminoacidos involucrados en el transporte de protones a través de la membrana (en
las posiciones 97, 101, y 108). Se indica con una estrella el aminoacido que
determina el espectro de longitud de onda a la cual la proteina PR es capaz de
absorber la luz (en la posicion 105).
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Tabla suplementaria 3.- Abundancia relativa de bacterias portadoras del gen PR en

aguas costeras de Bahia Chile, agrupadas por variable ambiental evaluada.

Ano de Verano Austral

2016 2017

Variable ambiental Gen PR Media DE Min - Max Media DE Min - Max
SAR11 139 78 51-223 32.4 81 24.1-443

33.4 PSU SAR92 1.2 08 04-23 1.2 0.5 0.8-1.8
Flavo 0.1 0.07 BLD-0.17 0.2 02 0.05-0.6
Total 152 83 6.2-23.7 33.8 78 258-453
SAR11 110 73 25-205 243 134 12.2-597

34.4 PSU SAR92 1.7 09 0.7-32 1.5 0.8 0.2-36
Flavo 0.07 0.03 0.03-0.1 0.07 0.04 BLD-0.2
Total 127 7.7 3.3-223 2591 139 12.6-63.3
SAR11 117 85 25-224 261 136 12.2-59.6

Dia SAR92 15 08 0.7-3.2 1.4 0.7 0.2-3.6
Flavo 0.08 0.04 BLD-0.13 0.1 0.1 0.02-0.6
Total 13.3 87 3.3-237 277 141 12.6-63.3

SAR11 13 46 9.8-182 27.6 8.7 19-36.5

Noche SAR92 1.6 1.0 04-23 1.5 1.0 0.8-3.1
Flavo 0.1 0.06 0.04-0.17 0.1 0.06 BLD-0.2
Total 147 54 10.2-207 29.2 83 19.9-374
SAR11 121 73 25-224 26.9 99 12.2-443

2-3 mts SAR92 15 08 04-3.2 1.2 04 0.2-1.82
Flavo 0.08 0.04 BLD-0.17 0.12 0.1 BLD - 0.6
Total 137 76 3.3-23.7 282 101 12.6-453
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Tabla suplementaria 3 (continuacion).- Abundancia relativa de bacterias portadoras
del gen PR en aguas costeras de Bahia Chile, agrupadas por variable ambiental
evaluada.

Ano de Verano Austral

2016 2017

Variable ambiental Gen PR Media DE Min - Max Media DE Min - Max

SAR11 ND ND ND 252 19.5 12.4-59.6
30 mts SAR92 ND ND ND 2.1 1.1 1.1-3.6
Flavo ND ND ND 0.06 0.01 0.05-01

Total ND ND ND 27.4 204 13.5-63.3

Flavo; Flavobacteriia, DE; Desviacion estandar, ND; no determinado BLD; bajo limite de
deteccion
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Figura suplementaria 3.- Niveles normalizados de actividad transcripcional del
gen PR frente a escenarios de diferente disponibilidad de luz a lo largo del
verano Austral de (2014). La actividad transcripcional del gen PR se evalu6 en los
metatranscriptomas de dia y noche, obtenidos desde los meses febrero y marzo,
donde se reportaron niveles bajos y altos de Chla, respectivamente. La actividad
transcripcional se expresa como una razon entre el nimero de lecturas identificadas
como transcritos del gen PR y el nimero de lecturas identificadas como transcritos
de los genes de copia Unica y actividad transcripcional constitutiva (gen HK)(Ecuacion
1). Para realizar el calculo de la razén PR/HK, se utilizaron tres genes HK (rpoB;
circulo, rplB; cuadrado, y EF-Tu; triangulo).
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