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0.1. Resumen

Efectos de la diversidad del plancton sobre el funcionamiento del ecosistema

marino

Comprender la relación entre la biodiversidad y la productividad de un ecosistema

representa un desafío vigente. Experimentos controlados en ecosistemas terrestres

indican que, en general, la productividad primaria y la diversidad de especies

vegetales se asocian de forma positiva y que ambas se ven afectadas por la

disponibilidad de recursos y las condiciones ambientales. En ecosistemas

oceánicos, la biodiversidad y la productividad son determinadas por las

comunidades microscópicas del plancton. La estructura y dinámica del ecosistema

océanico sumadas a las altas tasas reproductivas y de dispersión de sus

microorganismos podrían alterar la relación entre diversidad y productividad. De

acuerdo a la teoría ecológica, los mecanismos por los cuales la productividad de un

ecosistema podría aumentar a medida que aumenta la biodiversidad son tres:

complementariedad de nicho (usó diferencial de recursos), las interacciones

positivas entre especies, y el efecto de muestreo (si hay más especies, es más

probable encontrar una que sea muy productiva). En este trabajo de Tesis se evaluó

la relación biodiversidad-productividad por medio de aproximaciones

observacionales, así como los posibles mecanismos subyacentes. Para ello se

utilizaron diferentes datos de la expedición Tara Oceans (2009-2013), la cual

recolectó datos metagenómicos y fisicoquímicos en los océanos del planeta.

Nuestros resultados presentan evidencia preliminar, para el grupo de los autótrofos,

de una asociación significativa entre la abundancia de organismos y diversidad, y de

interacciones positivas en base a la fijación de nitrógeno. A su vez, nuestros análisis

basados en diversidad funcional proveen por primera vez evidencia preliminar de

complementariedad de nicho en el grupo de las bacterias heterótrofas marinas.

Palabras clave: Biodiversidad, Productividad, Ecosistemas, Plancton, Efecto de

muestreo, Complementariedad de Nicho, Interacciones positivas, Tara Oceans.



0.2. Abstract

Effects of plankton diversity on the functioning of the marine ecosystem

Understanding the relationship between biodiversity and productivity is still a major

challenge. Controlled experiments in terrestrial ecosystems have shown that the

primary productivity and the diversity of plants is positively associated, and that both

variables depend on the resources availability and environmental conditions. In

ocean ecosystems, the biodiversity and productivity are determined by the plankton

microscopic communities. The structure and dynamics of the ocean ecosystems,

together with the high reproductive and dispersion rates of microorganisms could

alter the biodiversity-productivity relationship. According to the theory of ecology,

there are three mechanisms by which productivity and biodiversity could be

positively correlated: niche complementarity (differential use of resources), positive

interactions between species, and sampling effect (if there are more species, it is

more likely to find one that is very productive). In this work, we evaluated the

biodiversity-productivity relationship and underlying mechanisms using

observational data. For this purpose, we used metagenomic and environmental data

from the Tara Oceans expeditions (2009-2013). Our results present preliminary

evidence, in the case of the autotrophs, of a positive association between abundance

of organisms and biodiversity, and of positive interaction based on Nitrogen fixation.

Moreover, our analysis based on functional diversity provides, for the very first time,

preliminary evidence of niche complementarity in the group of marine heterotrophic

bacteria.

Keywords: Biodiversity, Productivity, Ecosystems, Plankton, Sampling effect, Niche

Complementarity, Positive interactions, Tara Oceans.



Glosario

Capa / zona fótica Capa superficial de un cuerpo de agua donde penetra
suficiente luz para permitir que se produzca fotosíntesis

DAE Distribución de abundancia de especies

Filo Categoría taxonómica que se ubica por encima de la
clase y por debajo del reino.

Genoma ADN de una célula de una especie (incluyendo los genes

y las partes no codificantes)

Genotipo Constitución genética completa de un individuo

Metagenoma Conjunto de genes presentes en un sistema determinado

Metatranscriptoma Conjunto de genes transcritos en un sistema
determinado

MAG Metagenome-assembled genomes

mOTUs Phylogenetic marker gene based operational taxonomic

units

Productividad Producción de biomasa por unidad de tiempo y área

Productividad primaria Tasa de conversión de la energía solar en materia
orgánica mediante fotosíntesis
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Capítulo 1

Introducción

1.1. El ecosistema marino y su comunidad de microorganismos

El océano representa aproximadamente el 70 % de la superficie terrestre y contiene

el 97 % del agua de nuestro planeta. Allí, la vida es principalmente microscópica, o

microbiana. Enormes y diversas poblaciones de organismos unicelulares, virus y

animales diminutos, colectivamente como plancton, se trasladan pasivamente. De

acuerdo a su fuente de energía, los microorganismos se diferencian entre

heterótrofos, también llamados quimiótrofos por depender de la energía química, y

fotoautótrofos, que necesitan de la energía solar. Los metabolismos representados

en la comunidad microbiana global impactan directamente sobre el clima a través

de su contribución a los ciclos biogeoquímicos, es decir, a los movimientos de

materia y energía entre los distintos componentes del sistema Tierra. Los

microorganismos del plancton son responsables de cerca de la mitad de la

producción primaria neta a nivel mundial, y de exportar una parte de este carbono

fijado por fotosíntesis al océano profundo. Así, además, se convierten en la base de

la cadena alimenticia en el océano.1–4

Los factores abióticos juegan un rol crucial en la estructuración del ecosistema

marino. Entre los factores más importantes se encuentran los niveles de luz solar, la

temperatura, la salinidad, las concentraciones de oxígeno y nutrientes disueltos, y la

proximidad con el continente. Por ejemplo, según la cantidad de luz recibida, en la

columna de agua se diferencian tres zonas desde la superficie hasta el fondo: la

zona fótica, que concentra a la mayor parte de la vida marina y se extiende hasta los

200 metros desde la superficie; la zona disfótica, que va desde los 200 hasta los

1000 metros; y la zona afótica, sin luz solar.

1.2. Productividad de un ecosistema y su relación con la biodiversidad

https://paperpile.com/c/2XhjdY/ZYeJ+hy4t+S60q+eNZ6


La productividad (o tasa de generación de biomasa por unidad de superficie y

tiempo) es una manifestación central del funcionamiento de un ecosistema. La

misma se encuentra íntimamente ligada al ciclo de carbono, uno de los ciclos

biogeoquímicos más importantes por la magnitud de los flujos entre sus

componentes.5 Dado que la biota juega un rol principal en el ciclado de materia y el

flujo de energía, se espera que cambios en la biodiversidad alteren la productividad

en particular y el funcionamiento de los ecosistemas en general. En tiempos en que

las actividades humanas están produciendo cambios drásticos sobre el planeta,

resulta esencial comprender el rol de la biodiversidad sobre la productividad de los

ecosistemas.6

A veces, no se cuenta con mediciones precisas de la productividad (sobre todo en

ecosistemas marinos) y esta debe ser reemplazada por aproximaciones. Una de las

alternativas más comunes es utilizar la biomasa total presente una muestra, o en su

defecto, la abundancia total de organismos. Si se conoce la biomasa de cada

organismo, es posible inferir la biomasa total.

Un caso especial de productividad es la llamada productividad primaria, es decir, la

velocidad con la cuál la energía lumínica es convertida a sustancias orgánicas por

organismos fotosintéticos. En ecosistemas marinos, su medición requiere

incubaciones con radioisótopos a bordo de las embarcaciones. Se ha propuesto

también que la productividad primaria podría ser aproximada mediante la

concentración de clorofila, una variable que representa de alguna manera la biomasa

del fitoplancton. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que la concentración de

clorofila varía con la intensidad de luz solar.

Una de las hipótesis centrales en ecología que vincula la biodiversidad y el

funcionamiento de ecosistemas postula que a medida que aumenta la biodiversidad,

aumenta la tasa de funcionamiento de los ecosistemas (Figura 1.1.).7 Los

mecanismos biológicos para esta hipótesis son tres: (i) la complementariedad de

nicho, (ii) las interacciones positivas entre especies y (iii) el efecto de muestreo. La

complementariedad de nicho se refiere al uso diferencial de recursos por parte de

https://paperpile.com/c/2XhjdY/yCWAi
https://paperpile.com/c/2XhjdY/5t6NW
https://paperpile.com/c/2XhjdY/2YFMH


las especies o genotipos, por lo que en ecosistemas ricos en especies se utilizan

más recursos que en los ecosistemas pobres en especies, lo que resulta en mayores

tasas de funcionamiento.8 Las interacciones positivas como la simbiosis y la

facilitación aumentan la capacidad de producción de la/las especie/s involucrada/s.

Es decir, las especies que interactúan positivamente producen más cuando

coexisten que cuando están separadas.9,10 Un ejemplo clásico de facilitación es la

presencia de especies fijadoras de nitrógeno. Por último, el efecto de muestreo está

asociado con la existencia de especies con características que permiten hacer el

mayor uso de los recursos. En este caso, el aumento de la tasa de funcionamiento

se debe a que a medida que aumenta la diversidad de especies en un ecosistema es

más probable encontrar dicha especie.11

Figura 1.1. Tomada de Loreau et al., 2001.12 Mecanismos hipotéticos que correlacionan

positivamente biodiversidad con productividad. El efecto de muestreo está involucrado en el

ensamble de la comunidad, de modo que las comunidades con más especies tienen mayor

probabilidad de tener una especie muy productiva. La complementariedad se puede dar por

dos razones, debido al uso diferencial de recursos, o debido a la interacción positiva.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/SHAkP
https://paperpile.com/c/2XhjdY/Je4Mi+OlCf6
https://paperpile.com/c/2XhjdY/dRK64
https://paperpile.com/c/2XhjdY/al7M


Los mecanismos antes mencionados se pueden agrupar en dos clases. Por un lado,

la facilitación y diferenciación de nicho son procesos locales determinísticos que

incrementan la productividad de comunidades sobre lo esperado conforme a la

productividad de cada especie. Por otro lado, el efecto de muestreo involucra un

proceso estocástico en el cual la dominancia de especies altamente productivas

conlleva a un incremento en la productividad. Un sistema con más especies, tiene

más probabilidad de contener una especie altamente productiva, y por eso mayor

biodiversidad implica mayor productividad.11,13,14

Para poner a prueba estas hipótesis y los mecanismos subyacentes se han realizado

experimentos controlados—mayormente en comunidades vegetales de ecosistemas

terrestres—en los que se varía el número y la composición de especies y se

mantienen constante el resto de las variables. Un proyecto único de este estilo fue

BIODEPTH (Bio-Diversity and Ecological Processes in Terrestrial Herbaceous

ecosystems: experimental manipulations of plant communities), en el cual, a lo largo

de dos transectas que cruzan Europa, se crearon ocho comunidades artificiales de

plantas nativas con variaciones en la diversidad.15 El objetivo de la metodología era

generar un gradiente de especies que iba desde el monocultivo hasta el número de

especies esperado para un pastizal cercano sin manipular de 4 m2. Un posterior

análisis global multisitio reveló que las relaciones entre diversidad y productividad

variaban a de acuerdo al sitio, pero que existía un patrón general descripto por una

relación lineal entre la riqueza de especies (en escala logarítmica con base 2) y la

biomasa. 16 Además, hallaron efectos significativos de complementariedad pero no

del efecto de muestreo (presencia de especies dominantes).16

Otro experimento controlado que provee evidencia de complementariedad de nicho

y/o facilitación fue publicado por Jasper van Ruijven et al., 2005.17 Los autores

analizaron la relación biomasa-diversidad mediante el seguimiento de parcelas con

combinaciones de ocho plantas distintas (gramíneas y dicotiledóneas) a lo largo de

cuatro años. Como resultado, hallaron una asociación positiva entre ambas

variables a partir del segundo año y evidencia de “sobre rendimiento” (overyielding),

https://paperpile.com/c/2XhjdY/dRK64+sqC6+JEHW
https://paperpile.com/c/2XhjdY/44yB
https://paperpile.com/c/2XhjdY/ov0N
https://paperpile.com/c/2XhjdY/ov0N
https://paperpile.com/c/2XhjdY/Yz3b


es decir, de una mayor productividad de los cultivos mixtos respecto a la suma de

los monocultivos. A su vez, descubrieron para cinco especies una asociación

positiva entre la cantidad de biomasa por gramo de nitrógeno y el número de

especies totales, lo cual indica un uso más eficiente de recursos a mayor diversidad.

Recientemente, se publicó una revisión de trabajos (review) que propone a la

facilitación como un factor crucial en el funcionamiento de los ecosistemas y, al

mismo tiempo, expone su extrema complejidad.18 Entre los trabajos que se

mencionan, se encuentra el de Mulder et al. (2001), donde testean explícitamente la

hipótesis de gradiente de estrés mediante el ensamblaje de comunidades de musgo

de Nueva Zelanda en condiciones de humedad limitante y exposición solar alta

(caso A), o humedad alta y baja exposición solar (caso B). 19,20 En el primer caso

(caso A) sí encontraron relaciones entre la diversidad y la productividad, pero no en

el segundo (caso B). Otro trabajo con conclusiones similares es el publicado por

Wright et al. (2021), que demuestra que las especies de pastizales sensibles a

sequía están protegidas de los impactos negativos de la sequía cuando crecen en

comunidades de mayor diversidad.21

También existen trabajos observacionales para investigar los mecanismos de

interés. Dichos trabajos en este contexto estudian la productividad en gradientes

naturales de biodiversidad, y observan otras variables asociadas que

frecuentemente co-varían con las primeras dos. El aporte de este tipo de

experimentos es que agregan realidad, aunque no es simple aislar efectos o

mecanismos. Un meta-análisis reciente sugirió que los estudios observacionales

también dan cuenta del efecto de la biodiversidad sobre la productividad en una

multiplicidad de ambientes que incluye pastizales, bosques y cuerpos de agua

dulce.22 Los estudios observacionales también permiten entender cuáles son los

principales mecanismos. En 2017, Flombaum et al. publicaron un artículo que

sugiere la existencia del efecto de muestreo en ecosistemas invadidos.23 Los

autores analizaron la relación entre productividad y diversidad en los bosques

subtropicales del noreste argentino que se encuentra invadido por la especie

Ligustrum lucidum (proveniente de Asia). Hallaron que los sistemas invadidos

https://paperpile.com/c/2XhjdY/qIQo
https://paperpile.com/c/2XhjdY/xyIo+FKDK
https://paperpile.com/c/2XhjdY/uMA0
https://paperpile.com/c/2XhjdY/5kYM
https://paperpile.com/c/2XhjdY/gbTZ


triplicaron su biomasa, sin importar el número de especies, y que los monocultivos

de L. lucidum eran más productivos que cualquiera de las comunidades vírgenes

ricas en especies.

Es importante notar que estos mecanismos interaccionan entre sí, y que la

productividad puede ser afectada a su vez por variables fisicoquímicas. En este

sentido, la productividad y biodiversidad son variables respuesta fuertemente

dependientes de las condiciones climáticas y toda relación correlacional se debe

suponer en principio no causal.24–28 Dicho de otra manera, los factores abióticos

suelen ser los principales impulsores de variaciones en procesos de los

ecosistemas a lo largo de gradientes ambientales.12

En ecosistemas marinos/oceánicos, en donde la productividad primaria está

determinada por el fitoplancton (microalgas unicelulares), la evidencia es muy

limitada.22 A pesar de que existen numerosos experimentos que ponen a prueba las

hipótesis mencionadas, los mismos pertenecen casi exclusivamente a ecosistemas

terrestres. Comprender la relación entre la biodiversidad y la productividad en

ecosistemas marinos es importante porque nos permite comprender si los

principales mecanismos observados en ecosistemas terrestres se repiten en el

ecosistema más grande del planeta, el océano, y con organismos unicelulares.

1.3. Ensamble de una comunidad

En ecología de comunidades, una de las preguntas fundamentales es qué factores

determinan la biodiversidad a nivel local. En definitiva, se trata de factores que

afectan el ensamble de la comunidad a diferentes escalas temporales. Se han

hipotetizado numerosos mecanismos al respecto, siendo todos agrupables en

cuatro procesos distintos, la selección ambiental, la deriva ecológica, la

diversificación in situ y la dispersión.29

El concepto de selección aplicado a especies en comunidades requiere dos cambios

de referencia respecto al marco tradicional. Primero, se define como población a la

https://paperpile.com/c/2XhjdY/71UX+Thff+1PBh+JrCt+3Lo8
https://paperpile.com/c/2XhjdY/al7M
https://paperpile.com/c/2XhjdY/5kYM
https://paperpile.com/c/2XhjdY/pp0c


comunidad que contiene individuos de muchas especies diferentes, y segundo, el

fenotipo bajo selección corresponde a la identidad de las especies. Así como la

selección puede favorecer el alelo “A” sobre el alelo “a” dentro de una población de

especies, la selección podría favorecer la especie “X” sobre la especie “Y” en una

comunidad. Existen tres formas relevantes de selección: constante, dependiente de

densidad, y temporal o espacialmente variable. La selección constante es simple, si

la aptitud relativa es constante en el tiempo e independiente de la densidad de las

especies, la especie con mayor aptitud predominará. La selección dependiente de

densidad implica que la aptitud de una dada especie depende parcialmente de la

densidad de dicha especie, así como también de la densidad de otras especies. Este

tipo de selección se relaciona con las posibles interacciones entre especies, que

incluyen la predación, competencia y mutualismo. Por último, dado que la aptitud

relativa de las especies depende de los factores abióticos, la selección puede variar

a lo largo del espacio o tiempo.

La deriva ecológica es un componente estocástico causado por el hecho de que una

comunidad posee un número finito de individuos, y el nacimiento y muerte de

nuevos integrantes son procesos no determinísticos. En una comunidad cerrada, si

todos los individuos fueran idénticos en aptitud, la deriva sería el único impulsor de

la dinámica comunitaria. La diversificación in situ, o especiación, se refiere a la

aparición de nuevos tipos de individuos. En el caso de los microbios, este proceso

requiere de escalas temporales cortas debido a sus altas tasas de crecimiento.30

Luego, la dispersión involucra el movimiento de individuos a lo largo del espacio y

posee un efecto que depende del tamaño y la composición de las comunidades

desde donde inmigran y hacia donde migran los individuos. Respecto a los tamaños

relativos de las comunidades fuente y receptora se distinguen dos extremos de

dispersión. Los modelos de islas continentales asumen dispersión direccional desde

una comunidad de tamaño infinito (continente) a una comunidad local (las islas)

más pequeña con una dinámica relativamente más rápida. Por el contrario, los

modelos de islas suponen una red de pequeñas comunidades vinculadas por la

dispersión entre ellas. Esta red de comunidades, denominada metacomunidad, es

probablemente el caso de las comunidades planctónicas.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/RwXY


1.4. Distribución de la abundancia de las especies en una comunidad

Uno de los patrones más documentados de diversidad microbiana en los últimos

años es la “biosfera rara”, que describe como la gran mayoría de los taxones en una

muestra ambiental están representados por pocos individuos.31,32 Este fenómeno

parece ser un patrón ecológico fundamental y se lo estudia dentro del marco de la

distribución de abundancia de especies (DAS , o SAD del inglés species abundance

distribution) .33

La DAE, uno de los descriptores más básicos de una comunidad ecológica, describe

la abundancia (número de individuos observados) para cada especie distinta dentro

de una comunidad (Figura 1.2.). Típicamente, si se grafica un histograma del número

de especies en el eje “y” contra la abundancia en el eje “x”, se observa una curva

hiperbólica, indicando unas pocas especies abundantes y muchas especies raras

(Figura 1.2. a). Esta ley parece ser universal, y no se conocen comunidades que la

contradigan, desde comunidades bentónicas marinas hasta de la selva amazónica.

Cuándo se grafica la abundancia transformada con logaritmo, aparece mayor

variabilidad en la forma (Figura 1.2. b). A menudo, la DAE se presenta como un

diagrama de ranking-abundancia, con lo cuál se evita perder información debido al

agrupamiento en clases (Figura 1.2. c, e). Una característica importante de la DAE es

que las especies no tienen clases, con lo cual se pueden comparar comunidades sin

especies en común.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/y6EV+139J
https://paperpile.com/c/2XhjdY/woBM


Figura 1.2. Tomada de McGill et al., 2007.33 Distintas maneras de graficar SADs. Los datos

de abundancia de árboles recolectados por Whittaker en las montañas Siskiyou son

graficados en tres formatos distintos. (a) Histograma del número de especies versus

abundancia en una escala aritmética. (b) Histograma con la abundancia en escala

logarítmica (de base 2). (c) Un gráfico de ranking-abundancia (RAD, rank-abundance

distribution) en escala logarítmica (base 10). (d) Distribución empírica acumulada (ECDF,

empiric cumulative distribution function) ajustada por regresión logística no lineal. (e) Un

gráfico de RAD para distintas elevaciones mostrando diferentes patrones. (f) Las mismas

tres elevaciones graficadas como ECDF.

La DAE es central para las teorías de biodiversidad y macroecología, que buscan

comprender los patrones en abundancia y distribución a lo largo de distintas escalas

espaciales y temporales.33 En efecto, algunas de estas teorías predicen patrones

intensivamente estudiados tales como la curva de especies-área que relaciona el

área de un hábitat con el número de especies presentes, o la relación

distancia-decaimiento, que implica que la similaridad biológica decrece con la

distancia. 34

https://paperpile.com/c/2XhjdY/woBM
https://paperpile.com/c/2XhjdY/woBM
https://paperpile.com/c/2XhjdY/t8we


Se han desarrollado más de 20 modelos para predecir la DAE, siendo algunos

puramente estadísticos y otros basados en principios de diversas teorías. 33,35–37 De

todos los modelos, los más exitosos poseen distribuciones lognormales (o de series

logarítmicas) y sirven como el estándar contra el cuál se prueban otros modelos.

Dicha distribución se caracteriza por una distribución de frecuencias sesgada a la

derecha que se vuelve normal cuando se aplica la transformación con logaritmo. Se

ha sugerido que la forma lognormal de la DAE resulta de procesos ecológicos

multiplicativos tales como el crecimiento y las interacciones estocásticas. 38

A pesar de que la curva lognormal es uno de los modelos más exitosos, no es

predicho por ninguna teoría general de biodiversidad y raramente se usa en estudios

microbianos.39–43 Por otra parte, la forma de series logarítmicas sí es predicha por

uno de las teorías más recientes de biodiversidad, llamada la “Teoría ecológica de

máxima entropía” (maximum entropy theory of ecology, METE).37 La METE establece

que el patrón ecológico esperado es aquel que puede ocurrir en el mayor número de

formas para un conjunto dado de restricciones y se basa en el principio de máxima

entropía.44 La METE usa solamente el número de especies y el número total de

individuos para predecir la DAE. Se ha demostrado, con datos a escala global de

plantas y animales, que la METE puede superar a la lognormal y explicar la variación

en abundancia entre y dentro de comunidades.45,46

Por otro lado, recientemente se evaluó la capacidad explicativa del modelo

lognormal, de las series logarítmicas y dos modelos bien conocidos: uno que

predice una forma muy desigual (distribución de Zipf), y uno que predice una forma

muy uniforme.47 Para ellos se utilizó una compilación de ARN ribosomal 16S de

20.000 ubicaciones geográficas únicas. En contraste con estudios anteriores, se

halló que la lognormal explicaba hasta el 94 % de la variación entre y dentro de las

DAE microbianas, comparado con un 91 % usando la distribución de Zipf y un 64 %

usando series lognormales predichas por la METE. Los autores propusieron como

explicación la manera en que se muestrean las comunidades de micro y

macroorganismos, dado que en el caso de los microbiomas, la escala espacial

https://paperpile.com/c/2XhjdY/Qh90+J3RR+ofrz+woBM
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utilizada excede largamente la escala de las interacciones y tiende a juntar taxones

ecológicamente muy distintos que no utilizan los mismos recursos o ocupan los

mismos microhabitats.

1.5. Expedición Tara Oceans

En el ecosistema oceánico, la mayor parte de la biomasa, diversidad y abundancia

(número de individuos) se encuentra en el plancton. A la detección remota por

satélite y a las innumerables observaciones ópticas realizadas en cientos de

expediciones (e.g. microscopía, citometría de flujo), en la última década se ha

consolidado el estudio del plancton por medio de métodos basados en

secuenciación masiva de ADN. Aquellos denominados “metagenómicos” consisten

en recuperar el ADN total de una comunidad microbiana (es decir, el conjunto de

genomas, el metagenoma), fragmentarlo en pequeñas moléculas y secuenciarlas en

simultáneo o en paralelo. Este tipo de análisis está contribuyendo a la comprensión

de la diversidad y el funcionamiento de los diferentes componentes del plancton, su

rol ecológico dentro de la comunidad, y su posible devenir en ecosistemas

cambiantes.

Recientemente, un consorcio público-privado se propuso recolectar muestras

metagenómicas de forma estandarizada a una escala sin precedentes. 48 Entre 2009

y 2013, la goleta TARA surcó las aguas de todas las cuencas oceánicas (Figura 1.3.).

Además de realizar una caracterización exhaustiva del hábitat a lo largo de la

expedición, la estrategia consistió en separar la comunidad por tamaño mediante un

sistema de filtros. Es así que se lograron establecer fracciones enriquecidas en

virus, procariotas, y eucariotas unicelulares y multicelulares. El estudio de la fracción

enriquecida en procariotas de vida libre fue uno de los primeros en ser procesado y

ha resultado en la generación de un catálogo genético inmenso.49,50 Estos nuevos

recursos confirmaron en repetidas ocasiones como la temperatura es capaz de

estructurar esta comunidad.49–51 Asimismo, el análisis focalizado de genes

vinculados a la fotosíntesis permitió esclarecer la diversidad y biogeografía de

cianobacterias y asociarlos a patrones de luz y nutrientes.52,53 Por último, en el

https://paperpile.com/c/2XhjdY/aqMAz
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contexto de fenómenos oceanográficos singulares como la mezcla de aguas del

Índico con las del Atlántico, o en procesos de fertilización natural alrededor de islas

del Pacífico, este muestreo aclaró vías por las cuales las comunidades podrían estar

respondiendo ante variaciones físicas y/o biogeoquímicas .54,55

Figura 1.3. Tomada de Sunagawa et al. 2020.48 a) Ruta de la goleta TARA en la expedición

Tara Oceans desde 2009 hasta 2013, incluyendo 210 estaciones de muestreo. En total, más

de 35000 muestras fueron recolectadas y archivadas. b) La goleta TARA de 36 m con casco

de aluminio. c) Laboratorio montado dentro de la goleta para el muestreo del plancton.

1.6. Objetivos de la tesis

El objetivo del presente trabajo es estudiar, de forma observacional, el ensamble de

comunidades marinas, los patrones de biodiversidad (DAS) y la relación entre la

biodiversidad microbiana y el funcionamiento de ecosistemas en el ambiente

oceánico. La hipótesis principal de trabajo es que a medida que aumenta la

diversidad, aumentan los procesos del ecosistema, en particular para este trabajo, la

https://paperpile.com/c/2XhjdY/fzmsX+tkqWu
https://paperpile.com/c/2XhjdY/aqMAz


abundancia o el stock de biomasa de microorganismos. Los mecanismos detrás de

este aumento serían la complementariedad de nicho, la facilitación, y el efecto de

muestreo. Para poner a prueba esta hipótesis se propone utilizar datos

metagenómicos, de citometría de flujo, y contextuales asociados a procesos

ecosistémicos a lo largo de una transecta realizada en el océano global.

1.7. Organización de la Tesis

El muestreo global de Tara Oceans no fue diseñado para poner a prueba hipótesis de

diversidad de las comunidades y la productividad del ecosistema. Es por ello que la

Tesis presenta, en primera instancia, un análisis general de los datos en donde 1) se

estudia la asociación entre las variables contextuales (fisicoquímicas) y la variable

“objetivo” que consiste en la abundancia de microorganismos, 2) se valida la

convergencia en el muestreo de biodiversidad, y se remueven algunas estaciones del

análisis principal (ver siguiente párrafo), 3) se investigan los factores que

determinan el ensamblado de una comunidad, y 4) se evalúa la distribución de

abundancia de especies en cada muestra. Todo esto se desarrolla en el Capítulo 3.

En segunda instancia (Capítulo 4), se trabaja sobre la relación entre la biodiversidad

y el funcionamiento de los ecosistemas. 1) Se describe la relación entre la

biodiversidad y productividad para los autótrofos y heterótrofos, 2) se presenta

evidencia preliminar del mecanismo de facilitación mediante el análisis de genes

fijadores de nitrógeno, 3) se investiga la complementariedad de nicho usando un

índice de similaridad genómica, y 4) se busca comprender si el efecto de muestreo

se encuentra presente.
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Capítulo 2

Métodos

2.1. Descripción general de los datos

Este trabajo hizo foco en muestras tomadas del océano por el consorcio Tara

Oceans.49 Para estudiar el gradiente de biodiversidad del plancton marino se

utilizaron genomas ensamblados a partir de metagenomas (MAGs, del inglés

metagenome-assembled genomes) y unidades taxonómicas operacionales definidas

por medio de genes marcadores (mOTUs, del inglés phylogenetic marker gene

(MG)-based operational taxonomic units), también obtenidas de metagenomas.56,57

Por otro lado, el funcionamiento de los ecosistemas, que estaría representado por la

productividad primaria (cantidad de carbono fijado / hora, por ejemplo), fue

reemplazado por el conteo de células por citometría de flujo, considerado como una

aproximación. Además, el análisis del contenido genético de los MAGs y de datos

suplementarios provenientes de metatranscriptomas y variables contextuales de

cada lugar de muestreo permitió analizar cuál de los mecanismos domina en el

ecosistema marino. Nos centramos en las muestras de la superficie, aunque

algunas de las estaciones cuentan también con muestras más profundas a la altura

del valor máximo de concentración de clorofila. Ambas pertenecen a la capa fótica

del mar.

2.1.1. Genomas ensamblados a partir de metagenomas (Metagenome-Assembled

Genomes, MAGs)

El dataset consiste en 957 MAGs, de los cuales 820 son bacterianos, 72 MAGs de

picoeucariotas y 65 MAGs de arqueas. Los MAGs junto a su respectivo valor de

abundancia relativa en 93 muestras metagenómicas (61 a nivel superficial y 32 a un

nivel de profundidad mayor) fueron obtenidos por Delmont et al., 2018.56 La

clasificación taxonómica de los MAGs alcanza el nivel de Filo en un 93 % de los

casos, de Clase en un 78 %, de Orden en un 57 %, de Familia en un 33 %, y de género

https://paperpile.com/c/2XhjdY/15CXV
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en un 10 %. El 75 % de los MAGs tienen una completitud (estimada mediante el

software Anvio)58 mayor al 70 %.

2.1.2. Unidades taxonómicas operativas metagenómicas (Metagenomic operational

taxonomic units, mOTUs)

Para 81 muestras metagenómicas, se posee información de la abundancia relativa

de aproximadamente 4000 unidades operacionales taxonómicas. Las mismas

fueron obtenidas a partir de una base de datos de genes codificantes de tipo

housekeeping de copia única (Milanese et al., 2019).

2.1.3. Conteo celular por citometría de flujo

Las cuentas de abundancia celular por unidad de volumen están asociadas a tres

grupos de organismos distintos: heterótrofos (bacterias y arqueas), bacterias

autótrofas (fotoautótrofas, principalmente cianobacterias de los géneros

Prochlorococcus y Synechococcus) y picoeucariotas fotosintéticos. Por cada

estación de muestreo se usó solamente una fracción de tamaño (0.22-1.6 µm o

0.22-3 µm). Además, se cuenta, para algunas estaciones, con las abundancias de las

bacterias autótrofas separadas por grupo (Prochlorococcus y Synechococcus).51

2.1.4. Variables fisicoquímicas

Cada metagenoma está asociado a variables contextuales del punto de muestreo

que incluyen la latitud, longitud, temperatura, salinidad, concentración de clorofila,

nitrito/nitrato, oxígeno, entre otros (Tabla 2.1.).

Tabla 2.1. Descripción de las variables fisicoquímicas asociadas a cada muestra.

Parámetro Detalle

Temperatura En °C.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/LMnw
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Salinidad Propiedad basada en la conductividad del
agua. Medida en PSU (del inglés , Practical
Salinity Unit).

Oxígeno (O2) Concentración de O2 disuelto en µmol/kg.

Nitratos y nitritos (NO2
2- y NO3

3- ) Concentración de NO2
2- y NO3

3- disuelto en
µmol/L.

Fosfato (PO4) Concentración de PO4 disuelto en µmol/L.

Silica (SI) Concentración de SI disuelta en µmol/L.

Radiación fotosintética disponible (PAR,
Photosynthetically Available Radiation)

En Einsteins*metros-2*días-1. Cantidad de
luz con longitud de onda en el rango de los
400-700 nm.

Lyapunov En días-1. Relacionado con la dinámica del
agua.59

Okubo-Weiss En segundos-2. Relacionado con la
capacidad de mezclado y turbulencia.60

Grad SST adv En °C/100 km. Gradiente de temperatura de
la superficie del mar.

Eddy retention En días. Provee información acerca de la
permanencia de una partícula dentro de un
área de interés.61

MLD (Mean Depth MLD Sigma) En metros. Profundidad de la capa mixta.

Fluorescence En metros. Profundidad máxima en la cual
se detecta fluorescencia por clorofila.

BV (Mean Depth of the Maximum of

Brünt-Väisälä Frequency)

En metros. Relacionado con la estabilidad
de la columna de agua.

Max O2 En metros. Profundidad con la
concentración máxima de oxígeno disuelto.

Min O2 En metros. Profundidad con la
concentración mínima de oxígeno disuelto.

Nitraclina (Nitracline) En metros. Relacionado con el gradiente
vertical de nitrógeno. El suministro
ascendente de nitratos a la zona fótica es
un limitante de la productividad primaria en
una columna de agua estratificada. 62

ChlorophyllA Concentración de clorofila

https://paperpile.com/c/2XhjdY/mkwq
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2.2. Análisis de asociación entre variables

2.2.1. Variables fisicoquímicas

Para investigar la relación entre las variables abióticas, utilizamos el coeficiente Tau

de correlación de Kendall. Brevemente, este parámetro toma valores entre -1 y 1 y

valores positivos significan que el ranking de las variables se incrementa de modo

conjunto. La hipótesis nula es que no existe asociación entre las variables bajo

estudio.

Para estudiar relaciones no-monotónicas, calculamos la información mutua entre los

pares de variable que, para variables continuas, se calcula como

𝑚𝑖(𝑋, 𝑌) =  
𝑌
∫

𝑋
∫ 𝑝(𝑥, 𝑦) 𝑙𝑜𝑔 𝑝(𝑥,𝑦)

𝑝(𝑥)𝑝(𝑦)  𝑑𝑥 𝑑𝑦

dónde p(x,y) es la función de densidad de probabilidad conjunta de X e Y y p(x), p(y)

son las funciones de densidad de probabilidad marginal de X e Y, respectivamente.

De modo intuitivo, la información mutua mide en cuánto el conocimiento de una

variable reduce nuestra incertidumbre sobre la otra y permite captar tanto relaciones

lineales como no lineales. Dado que en la práctica no se conocen las distribuciones

antes mencionadas, la información mutua debe ser estimada.

Para evaluar la significancia del valor estimado de información mutua, empleamos

un test no paramétrico de permutación basado en que un p-valor es simplemente la

probabilidad de obtener cierta métrica (o un valor más extremo) asumiendo que la

hipótesis nula es verdadera. En este caso particular, el p-valor se calcula como la

proporción de veces en las cuales la muestra aleatorizada tuvo un valor de

información mutua mayor al estimado (una variable se deja fija, la otra variable se re

muestrea sin reposición). En una primera instancia, realizamos 200 repeticiones.

Luego, para aquellos resultados con ningún valor (o solo uno) de información mutua



de una muestra aleatorizada mayor o igual al de la muestra real nos extendemos

hasta 5000 repeticiones (de modo que el mínimo valor distinto de 0 sea2*10-4). Los

resultados con p-valores iguales o menores a 2*10-4 fueron explorados visualmente.

2.2.1. Variables fisicoquímicas y productividad

Con el fin de investigar la relación entre la abundancia de microorganismos

determinada por citometría de flujo (aquí nuestra variable proxy para la

productividad), y las variables fisicoquímicas, estimamos la información mutua entre

cada variable fisicoquímica y de abundancia. Luego, mediante el test de

permutación (600 repeticiones) calculamos el p-valor. Las posibles relaciones

significativas (p-valor < 0.1, previa corrección por False Discovery Rate) fueron

inspeccionadas visualmente.

2.3. Biodiversidad

2.3.1. Esfuerzo de muestreo

Para construir las curvas de acumulación de nuevos tipos de individuos versus

proporción de individuos muestreados, usando el dataset de mOTUs, seguimos el

siguiente protocolo.

1) Construir un vector donde cada mOTU aparece tantas veces como𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐

fue detectado. tiene largo .𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐 𝑛

2) Cambiar al azar el orden de los elementos dentro de .𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐

3) Construir dos vectores vacíos, y .𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐𝐷𝑖𝑓𝑓 𝑚𝑂𝑇𝑈𝑠𝑂𝑏𝑠𝑃𝑟𝑜𝑝

4) Arrancar un contador en 0.

5) Desde , tomar el elemento de y si no está presente en𝑖 = 1 ...  𝑛 𝑖 𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐

, agregarlo y sumar uno al contador. Si el elemento no está𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐𝐷𝑖𝑓𝑓

presente en , el contador no cambia. Luego, en la posición de𝑚𝑂𝑇𝑈𝑣𝑒𝑐𝐷𝑖𝑓𝑓 𝑖

se completa con el valor del contador.𝑚𝑂𝑇𝑈𝑠𝑂𝑏𝑠𝑃𝑟𝑜𝑝

6) Dividir por .𝑚𝑂𝑇𝑈𝑠𝑂𝑏𝑠𝑃𝑟𝑜𝑝 𝑛



Construir el vector con la proporción de individuos muestreados es trivial. Este

procedimiento se puede repetir varias veces para tener un error. En nuestro caso, lo

repetimos 15 veces para construir las curvas de la Figura 3.4, donde se denota que

el error es casi despreciable.

Para caracterizar analíticamente el esfuerzo de muestreo, ajustamos cada una de

las curvas de acumulación a una función del tipo

𝑦 = 𝑎𝑥
𝑥+𝑏

donde el parámetro es el valor de en el cual equivale a la mitad de su valor𝑏 𝑥 𝑦

máximo, y es el valor de la asíntota. En otras palabras, en qué proporción de𝑎

individuos muestreados ya no aparecen individuos de nuevos tipos. Entonces,

mientras más cercano el valor de a 0, mejor fue el muestreo.𝑏 

2.3.2. Índices de biodiversidad

Existen varias maneras de estimar la diversidad de una muestra.63 Entre ellas

encontramos a la riqueza, que es el número de especies distintas, el coeficiente de

Hill de orden 1 (exponente de la entropía de Shannon, donde la abundancia relativa

de cada especie es tenida en cuenta) o número efectivo de especies, el índice de

Pielou y el índice de dominancia de Berger-Parker.

Tabla 2.2. Índices de biodiversidad y fórmulas asociadas.

Nombre Fórmula

Riqueza Número de especies distintas

Hill (Número
efectivo de
especies distintas)

donde es la frecuencia relativa del tipo𝑒𝑥𝑝(−
𝑖=1

𝑅

∑ 𝑝
𝑖
𝑙𝑛(𝑝

𝑖
)) 𝑝

𝑖

de especie y es el número total de especies distintas𝑖 𝑅
(Riqueza)

https://paperpile.com/c/2XhjdY/Ibas


( ).
𝑖=1

𝑅

∑ 𝑝
𝑖

= 1

Pielou
(Equitatividad)

donde𝑆ℎ𝑎𝑛𝑛𝑜𝑛 * 𝑙𝑛(𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒𝑧𝑎) −1 

.𝑆ℎ𝑎𝑛𝑛𝑜𝑛 =  𝑙𝑛(𝐻𝑖𝑙𝑙) =  −
𝑖=1

𝑅

∑ 𝑝
𝑖
𝑙𝑛(𝑝

𝑖
)

Berger-Parker
(Dominancia)

, donde es el número de individuos de la 𝑁
𝑚𝑎𝑥 

/𝑁 𝑁
𝑚𝑎𝑥 

especie más abundante y el número total de individuos.𝑁

2.4. Modelos de distribución de abundancia de especies

Los siguientes modelos fueron ajustados a los datos mOTUS para investigar si

podían predecir las DAE microbianas observadas. Los tres modelos están basados

en la publicación de Shoemaker et al., 2017.47

Lognormal

Para evitar abundancias fraccionales y tener en cuenta el error de muestreo, se

utilizó un modelo de Poisson basado en un muestreo lognormal (Poisson

lognormal).64 La ecuación que da la probabilidad de que una especie elegida al azar

contenga n individuos está dada por p(n), donde

𝑝(𝑛) =
0

∞

∫ λ𝑛𝑒−λ𝑛−1𝑝
𝐿𝑁(λ)

𝑑λ

donde λ es un parámetro con una media (μ) y desvío estándar (σ) que se ajusta

mediante un estimador de máxima verosimilitud, y PLN es la probabilidad lognormal.65

Teoría de máxima entropía ecológica

El modelo METE utiliza dos parámetros empíricos como input para predecir la SAD:

la riqueza de especies S y la abundancia total de individuos N. Para predecir la SAD,

https://paperpile.com/c/2XhjdY/W2kb
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el modelo asume que la forma esperada es aquella que puede ocurrir en el mayor

número de maneras. La probabilidad de que la abundancia de una dada especie sea

n está dada por

Φ(𝑛|𝑆, 𝑁) = −  𝑒−β𝑛 / ( 𝑛𝑙𝑜𝑔(β))

donde β es un parámetro ajustado que representa un “coeficiente metabólico” y se

deriva de la optimización numérica de

𝑁 /  𝑆 =  ( 
𝑛=1

𝑁

∑ 𝑒−β𝑛 ) / (  
𝑛=1

𝑁

∑ 𝑒−β𝑛/𝑛 )

Es decir, β se obtiene minimizando :𝑓(β)

𝑓(β) =  | ( 
𝑛=1

𝑁

∑ 𝑒−β𝑛 ) / (  
𝑛=1

𝑁

∑ 𝑒−β𝑛/𝑛 ) −  𝑁/𝑆 |

Distribución de Zipf

La distribución de Zipf es una ley de potencias que predice una de las formas de

DAE con abundancias más desiguales. Está caracterizada por el parámetro γ, donde

la frecuencia de un elemento de rango k está dada por

𝑓(𝑘; γ, 𝑁) = (1 / 𝑘γ) / (
𝑛=1

𝑁

∑ (1/𝑛γ))

El parámetro γ se obtiene usando un estimador de máxima verosimilitud.65

Comparación de modelos

https://paperpile.com/c/2XhjdY/fiUv


Para evaluar el ajuste de los tres modelos propuestos utilizamos el criterio de

información de Akaike dado por

𝐴𝐼𝐶 =  2𝑘 −  2𝐿𝐿

donde LL es la probabilidad logarítmica (log-likelihood) de haber observado dichos

datos (abundancias absolutas) dado los parámetros ajustados, y k es la cantidad de

parámetros. En el caso de los modelos Poisson lognormal y Zipf, el valor de LL sale

de la optimización. Para el modelo METE, dada una muestra particular, LL se obtiene

usando

𝐿𝐿 =  
𝑖=1

𝑆

∑ 𝑙𝑜𝑔(Φ(𝑛
𝑖
))

donde S es el número total de especies, y ni es la abundancia observada para la

especie i. Si el valor de AIC de un modelo es dos o más unidades menor a otro, dicho

modelo se considera significativamente mejor.

2.4.  Expresión génica

Para 42 muestras se cuenta con datos metatranscriptómicos, es decir, con

información sobre la identidad y el nivel de expresión de genes de la comunidad

microbiana.50 En particular, utilizamos los datos provistos por Salazar et al., (2019)

que incluyen la abundancia genómica normalizada ( ), o número de copias de𝐺𝑛𝑜𝑟𝑚

un gen por célula, y la abundancia transcriptómica, o número de transcriptos de un

gen por célula ( ) de aproximadamente 9000 genes. Ambos valores fueron𝑇𝑛𝑜𝑟𝑚

preprocesados mediante transformación a cuentas, estabilización de varianza y

aplicación de logaritmo en base 2.50

2.5. Similitud funcional

https://paperpile.com/c/2XhjdY/W7Wfp
https://paperpile.com/c/2XhjdY/W7Wfp


Para poder comparar la similitud funcional entre pares de MAGs utilizamos el

coeficiente de Jaccard que tiene en cuenta presencia y ausencia de genes, y

solamente aquellos MAGs con completitud mayor al 70 % (anvio completeness). La

validación de este enfoque se realizó mediante la comparación entre clusters

obtenidos por similitud genómica y la filogenia. Primero, del dataset de MAGs se

seleccionaron todos aquellos correspondientes a filos (phyla) bacterianos con al

menos 4 MAGs, y se calcularon todas las distancias “genómicas” entre pares de

MAGs.

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎(𝐴, 𝐵) = 1 − 𝐽𝑎𝑐𝑐𝑎𝑟𝑑(𝐴, 𝐵) = 1 −  𝐴 ∩ 𝐵
𝐴 ∪ 𝐵

donde A y B son los dos MAGs del par, la intersección representa los genes en

común, y la unión los genes no compartidos más los genes compartidos. A partir de

la matriz simétrica de distancias de 618*618, se construyó un árbol jerárquico con el

método aglomerativo de ward.D2. La cantidad de clusters se seleccionó mediante

validación interna optimizando el índice de Dunn, que resultó en 11 clusters.66,67

Posteriormente verificamos que los clusters obtenidos de modo no supervisado

contengan elementos que concuerden con lo esperado de acuerdo a la taxonomía.

2.6. Ensamble de una comunidad planctónica

La similitud entre estaciones de muestreo se calculó mediante el índice de Jaccard,

pero esta vez con el dataset de mOTUs. Para evaluar la relación entre las

abundancias celulares de autótrofos y la composición (Figura 3.7), la matriz de

similitud fue transformada en una de distancias (1 - similitud) y posteriormente

reducida a 4 dimensiones usando escalamiento multidimensional métrico. El

coeficiente de correlación R2 de las distancias proyectadas usando las nuevas

dimensiones y las distancias originales fue de 0.81. Posteriormente, mediante

validación interna optimizando el índice de Dunn, cinco grupos fueron detectados

usando el algoritmo k-means. Finalmente, la distribuciones de abundancia de los

https://paperpile.com/c/2XhjdY/oJGM+Dp5t


diferentes grupos fueron comparadas usando ANOVA de Welch seguida del test

post-hoc Dunnett T3 para comparaciones múltiples.

2.7. Software

Los análisis y gráficos de este trabajo de Tesis fueron realizados en lenguaje de

programación R y por medio de los paquetes tidyverse, ggplot2, corrplot, varrank,

xlsx, reshape2, mpmi, poilog, ggpubr, broom, sads y minpack.lm.65,68–78

2.8 Disponibilidad de los datos

Diversas fuentes de datos fueron integradas. La descripción de las mismas se

presenta a continuación. Es importante tener en cuenta que en cada caso distintas

muestras fueron analizadas, con lo cual se pierde información al unir datasets.

Tabla 2.3 Fuentes de datos asociadas a la expedicion Tara Oceans empleadas en

este trabajo.

Link Datos utilizados

http://ocean-microbiome.embl.de/data/
OM.CompanionTables.xlsx

Descripción de la muestras de Tara
Oceans. Variables fisicoquímicas
asociadas. Abundancias celulares de
heterótrofos, picoeucariotas y
autótrofos.49

https://www.ebi.ac.uk/biostudies/files/
S-BSST297/Files/OM-RGC_v2_functiona
l_profile_KEGG.tar.gz

Abundancia funcional del gen nifH. 50

https://prod-dcd-datasets-cache-zipfiles
.s3.eu-west-1.amazonaws.com/p9r9wtt
jkm-2.zip

Abundancias celulares de
Synechococcus y Prochlorococcus.51

https://static-content.springer.com/esm
/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9
/MediaObjects/41564_2018_176_MOES
M5_ESM.xlsx

Distribución, completitud, y clasificación
taxonómica de los 957 MAGs no
redundantes.56

https://static-content.springer.com/esm
/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9

Anotación funcional para los 1077
MAGs redundantes.56

https://paperpile.com/c/2XhjdY/fVo7+ZHcO+3k48+ctdx+ZYRp+n6Az+bbc6+isun+d9As+a66t+fiUv+CAE5
http://ocean-microbiome.embl.de/data/OM.CompanionTables.xlsx
http://ocean-microbiome.embl.de/data/OM.CompanionTables.xlsx
https://paperpile.com/c/2XhjdY/15CXV
https://www.ebi.ac.uk/biostudies/files/S-BSST297/Files/OM-RGC_v2_functional_profile_KEGG.tar.gz
https://www.ebi.ac.uk/biostudies/files/S-BSST297/Files/OM-RGC_v2_functional_profile_KEGG.tar.gz
https://www.ebi.ac.uk/biostudies/files/S-BSST297/Files/OM-RGC_v2_functional_profile_KEGG.tar.gz
https://paperpile.com/c/2XhjdY/W7Wfp
https://prod-dcd-datasets-cache-zipfiles.s3.eu-west-1.amazonaws.com/p9r9wttjkm-2.zip
https://prod-dcd-datasets-cache-zipfiles.s3.eu-west-1.amazonaws.com/p9r9wttjkm-2.zip
https://prod-dcd-datasets-cache-zipfiles.s3.eu-west-1.amazonaws.com/p9r9wttjkm-2.zip
https://paperpile.com/c/2XhjdY/MxOat
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM5_ESM.xlsx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM5_ESM.xlsx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM5_ESM.xlsx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM5_ESM.xlsx
https://paperpile.com/c/2XhjdY/1zpA
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM13_ESM.xlsx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM13_ESM.xlsx
https://paperpile.com/c/2XhjdY/1zpA


/MediaObjects/41564_2018_176_MOES
M13_ESM.xlsx

http://ocean-microbiome.embl.de/comp
anion.html

Abundancia y clasificación de los
mOTUs.

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM13_ESM.xlsx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41564-018-0176-9/MediaObjects/41564_2018_176_MOESM13_ESM.xlsx
http://ocean-microbiome.embl.de/companion.html
http://ocean-microbiome.embl.de/companion.html


Esta página se ha dejado en blanco intencionalmente



Capítulo 3

Comprensión de las comunidades microbianas marinas

3.1. Variables contextuales

Las muestras de comunidades planctónicas fueron recolectadas en diferentes

condiciones oceanográficas y ambientales que fueron capturadas por una serie de

variables contextuales de origen físico y químico. El registro de dichos parámetros

se fundamenta en el efecto que tienen sobre el desarrollo de los microorganismos

(por ejemplo, la disponibilidad de nutrientes y luz es crucial para los

microorganismos fotosintéticos; y la temperatura afecta el metabolismo de los

microorganismos en general). Aquí se evaluaron las posibles relaciones entre estas

variables así llamadas ‘explicativas’. En la Figura 3.1. presentamos el resultado de

calcular la dependencia monotónica entre ellas. En concordancia con los hallazgos

presentados por Sunagawa et al. (2015) para muestras epi pelágicas (es decir, de la

capa superficial del océano con mezcla vertical y que recibe luz solar), se

descubrieron asociaciones positivas entre la concentración de clorofila y la

salinidad, la concentración de fosfato (PO4) disuelto y la suma de nitratos y nitritos

(NO2+NO3) o el sílice (SI); la concentración de SI y NO2+NO3; la profundidad de la

capa de mezcla (MLD, Mixed Layer Depth; determina, entre otras cosa, la cantidad de

luz promedio recibida por los microorganismos marinos) y la profundidad de

frecuencia Brunt-Väisälä máxima (BV, Mean Depth of the Maximum of Brünt-Väisälä

Frequency; una medida de la estabilidad de la columna de agua); entre la

concentración de oxígeno disuelto y la profundidad con la máxima concentración de

oxígeno disuelto; entre otras.49 Por otra parte, existen asociaciones negativas entre

la temperatura y la concentración de oxígeno disuelto, la salinidad y la cantidad de

PO4, o SI; el tiempo de retención en remolinos y el parámetro de Okubo-Weiss,

vinculado con la capacidad de mezclado y turbulencia; entre otras.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/15CXV


Figura 3.1. Matriz de correlación usando el método de Kendall para las variables

fisicoquímicas. Solamente se muestran valores significativos (p-valor < 0.05 corregido por

False Discovery Rate).

Luego, dado que las variables podrían estar asociadas de un modo no monotónico,

para todas los pares de relaciones no significativas se estimó el valor de

información mutua. Brevemente, este método se basa en calcular el grado de

dependencia entre variables aleatorias usando las funciones de densidad de

probabilidad conjunta y marginal y sirve para cualquier tipo de relación. Las únicas

tres posibles asociaciones halladas no presentan patrones claros (Figura 3.2).



Figura 3.2. Pares de variables con valores de información mutua significativos. A) Silica

versus temperatura. B) Silica versus oxígeno. C) Concentración de clorofila predicha versus

temperatura.

3.2. Variables contextuales y abundancia

Como se dijo anteriormente, aquí consideramos a la abundancia de

microorganismos como un indicador de la productividad de un ecosistema. En la

expedición de Tara Oceans se diferenciaron tres grupos: (i) los autótrofos,

compuesto principalmente por bacterias del género Prochlorococcus y

Synechococcus, (ii) los heterótrofos, y (iii) los picoeucariotas. En la Figura 3.3.A se

observa la distribución de la variable de abundancia para cada grupo. Se destaca,

como era de esperar, que el número de bacterias autótrofas y heterótrofas es mayor

respecto a los picoeucariotas, y que la abundancia de heterótrofos es mayor a la de

los autótrofos. Además, la abundancia de heterótrofos está más concentrada y

posee menos varianza que la abundancia de autótrofos. Respecto al tamaño de filtro

utilizado, parece haber un marcado efecto sobre los picoeucariotas (lo cual afecta

los resultados de los análisis genómicos), detectándose mayor abundancia con un

filtro de 0.22-3 µm. Esto coincide con el hecho de que los mismos son

microorganismos de mayor tamaño. Por último, existe un valor de abundancia de

heterótrofos alrededor de 1*104 que será considerado como un outlier.



Figura 3.3. A) Distribución de la variable cuentas de citometría de flujo separado por grupos

de organismos. B) Par de variables con valor de información mutua significativo.

Abundancia de picoeucariotas versus nitratos y nitritos (NO2NO3). C) y D) Asociación

positiva entre la abundancia de autótrofos, y radiación fotosintética disponible,

respectivamente.

Para evaluar la relación entre las variables fisicoquímicas y la variable objetivo

aplicamos la metodología basada en la información mutua. Se priorizo esta técnica

respecto a la correlación de Kendall ya que en trabajos previos se mostró que el

número de especies distintas podría seguir una dependencia lineal (índice de



Shannon) pero también un de tipo “parabólica” (riqueza) respecto a la

temperatura.49,51 En la Figura 3.3, panel B, se muestra una de las dos asociaciones

significativas halladas. Según estos resultados, existe una clara relación entre la

cantidad de microorganismos picoeucariotas y la concentración de clorofila. Las

otras dos variables asociadas eran la abundancia de picoeucariotas y la

concentración de fosfato (PO4). Esto último era esperable ya que la concentración de

clorofila y la concentración de fosfato son dos variables correlacionadas entre sí

(Figura 3.1).

Es necesario mencionar que la productividad es una propiedad emergente del

ecosistema de causas multifactoriales. Los datos de Tara Oceans poseen muchas

variables contextuales que fluctúan en simultáneo, con lo cual, podría ocurrir que al

analizar la relación entre productividad y la diversidad no se observen asociaciones

significativas, que si existiría en caso de realizar un experimento controlado. Por lo

tanto, se considera en principio que la ausencia de evidencia de efecto no implica

evidencia de ausencia. Siguiendo esta línea argumental, la relación entre

temperatura y abundancia de autótrofos no mostró una relación significativa usando

información mutua, no obstante, tenemos indicios de que existe una asociación

positiva puesto que ajustar la ecuación de una recta a la curva

versus Temperatura, da un ajuste con una𝑙𝑜𝑔10(𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑢𝑡ó𝑡𝑟𝑜𝑓𝑜𝑠) 

pendiente significativamente distinta a 0 y positiva (0.033, p-valor de 0.0004 con la

hipótesis nula de que el valor es 0, R2 ajustado de 0.22) (Figura 3.3. C). De la misma

manera, la radiación fotosintética disponible (PAR) también parece estar relacionada

con la abundancia de autótrofos (pendiente igual a 0.013, p-valor 0.001) (Figura 3.3.

D). Estos resultados son consistentes con los principales controles de la

productividad en el océano. PAR, nutrientes y temperatura juegan un rol clave en la

abundancia de autótrofos, en particular en el rango de temperatura evaluado. 79–81

Por lo tanto, el patrón observado aquí es el esperado.

3.3. Biodiversidad

https://paperpile.com/c/2XhjdY/15CXV+MxOat
https://paperpile.com/c/2XhjdY/j65K+UJSY+ZvQ9f


Antes de comenzar a investigar la relación productividad-diversidad, es necesario

averiguar cuánta información acerca de la presencia de especies existe en los

metagenomas. Con este fin, se construyeron curvas de acumulación del número de

“especies” distintas (dataset mOTUs) versus el esfuerzo de muestreo, es decir,

número de individuos muestreados. Dado que todas las comunidades poseen un

número finito de especies, estas curvas deberían llegar eventualmente a una

asíntota. Mientras más cóncava hacia abajo es la curva, mejor muestreada está la

comunidad.82 En la Figura 3.4. se muestran las curvas de acumulación para dos

muestras distintas, una en la cual el número de mOTUs distintos presentes esta bien

estimado ya que luego de haber analizado el 30 % de los individuos, no aparecen

nuevos mOTUs (panel A), y otra curva donde pareciera que si seguimos

muestreando individuos (en este caso, más secuenciación), deberían aparecer

nuevos mOTUs (panel B).

Figura 3.4. Curvas de acumulación de nuevos tipos de individuos versus proporción de

individuos muestreados (mOTUs). A) Estación 11, tamaño de fracción 0.22-1.6 µm. B)

Estación 110, tamaño de fracción 0.22-3 µm. Ajustando las curvas a una función de tipo

michaeliana se observa que, en el panel A, la mitad de mOTUs distinto se consigue luego de

contar el 2-3 % de los individuos, mientras que en el panel B la mitad de mOTUs distinto se

consigue recién con un 67 % de los individuos.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/pGNa


Para cuantificar la esperanza de no hallar nuevos tipos de individuos al muestrear

(secuenciar) más, se ajustó cada curva de acumulación a una función hiperbólica y

se obtuvo un parámetro de ajuste que describe el valor de la proporción de

individuos contados en la cual se observaron la mitad de nuevos tipos de individuos.

La distribución de dicho parámetro se presenta en la Figura 3.5., de la cual se

concluye que para las futuras estimaciones de biodiversidad es mejor descartar a

las estaciones 128 y 110.

Figura 3.5. Valor del parámetro de ajuste de la función michaeliana a las curvas de𝑏

acumulación. Raw richness quality se calcula como .100 −  100 * 𝑏

La biodiversidad también se analizó desde la perspectiva del número de especies

efectivas (índice de Hill) por muestra. Dicho valor osciló entre las 300 y 20 especies

efectivas, con un outlier que corresponde a la estación 86. Al tratarse de una

estación de alta latitud sur es esperable que cuente con un muy bajo número de

especies, en especial en el rango de tamaño analizado. Por lo tanto, la estación 86

también fue excluida de análisis futuros.

3.4. Ensamble de una comunidad planctónica



En experimentos controlados diseñados para poner a prueba hipótesis de diversidad

y productividad de un ecosistema, las comunidades son ensambladas de forma

artificial. En cambio, en ecosistemas naturales, los microorganismos presentes en

un momento determinado dependen, como se dijo antes, de los procesos de

dispersión, selección, deriva y diversificación. Comprender los patrones de la

estructura comunitaria en las muestras de plancton en estudio puede representar un

primer paso para la exploración de los mecanismos detrás las relaciones

diversidad-productividad. En ese sentido, surge la pregunta acerca de si la

composición de una muestra particular es más similar a una muestra cercana

geográficamente, o cercana en el contexto ambiental (por ejemplo, con una

temperatura similar).

Para responder dicho interrogante calculamos la similitud (índice de Jaccard;

dataset mOTUs) entre 34 muestras de superficie con filtro de tamaño entre 0.22 y 3

µm. Luego seleccionamos las dos muestras más similares para cada muestra

(siempre y cuando el coeficiente de Jaccard fuera mayor a 0.5) y creamos la Figura

3.6. Se observa que, dada una muestra particular, la muestra más similar en

composición no es siempre la muestra geográficamente más cercana. Por ejemplo,

la estación 67 (costa oeste de Sudáfrica) es más similar a la estación 93 (costa de

Chile) que a las estaciones próximas 68 y 70, también del Atlántico Sur. Otro caso

claro es la similitud entre la estación 132 (océano pacífico norte) y la estación 78

(aguas cercanas al sur de Brasil). Más allá de que en el océano las distancias

geográficas no se corresponden con las distancias recorridas por el plancton

marcadas por el rumbo de las corrientes, estos resultados sugieren que la selección

o el filtrado por variables ambientales posee un rol más importante que la dispersión

en el ensamblado de las comunidades planctónicas.



Figura 3.6. Similitud en diversidad para las muestras de superficie con filtro de tamaño entre

0.22 y 3 µm. Cada muestra se encuentra asociada a las dos estaciones más similares

(siempre y cuando se cumpla el límite mínimo de similitud dado por Jaccard > 0.5).

Generalmente, los experimentos controlados que evalúan la biodiversidad y el

funcionamiento de los ecosistemas muestran relaciones consistentes.83–85 Por

ejemplo, en el trabajo de O'Connor et al. (2017) se analizaron 374 publicaciones y se

halló una asociación positiva entre la biomasa y la riqueza de especies. Sin

embargo, casi todos los estudios de este tipo se encuentran restringidos a escalas

espaciales y/o temporales pequeñas: 1 a 100 m2 y/o no más de 10 generaciones.

Surge entonces la pregunta, ¿hasta que punto las asociaciones entre diversidad y

funcionamiento dependen de la escala utilizada? Estudios más “realistas” deberían

variar a lo largo de diferentes tipos de ecosistemas y gradientes climáticos. Una

ventaja del océano —que se puede ver en este análisis observacional donde no se

controla la identidad de las especies—es que la circulación oceánica de superficie

homogeniza la distribución de especies. Incluso, el océano tropical se presenta

como un buen modelo ecológico para "scale up".86

Como se mencionó previamente, en algunos casos muestras recolectadas en

estaciones distantes comparten más taxones que muestras recolectadas en

estaciones cercanas. Para analizar si las diferentes composiciones podrían estar

https://paperpile.com/c/2XhjdY/6zgK+7Aei+ZbKJ
https://paperpile.com/c/2XhjdY/M8dr


asociadas con la abundancia celular, realizamos, exclusivamente para el grupo de

los autótrofos, el análisis de similitud seguido de agrupamiento. Una vez construida

la matriz de similitud, la misma fue transformada a distancias y reducida a 4

dimensiones relevantes mediante escalamiento multidimensional métrico (Figura

3.7A). Luego, en base al algoritmo k-means agrupamos las muestras cercanas y

calculamos la distribución de abundancia y temperatura para los grupos hallados

(Figura 3.7B y C). Como resultado, hallamos para el grupo 3 valores de abundancias

diferentes a todos los demás grupos. No obstante, esto se puede explicar debido a

la temperatura (Figura 3.7C). En cuanto a los grupos 1, 2 y 5, no se hallaron

diferencias significativas, lo cual implica que composiciones diferentes de

Synechococcus y Prochlorococcus pueden dar lugar a abundancias celulares

similares. Curiosamente, en el grupo 5 la temperatura de las muestras es

significativamente menor que en los grupos 1 y 2.

Figura 3.7. A) Proyección de la matriz de distancias en base a la composición taxonómica

(solamente mOTUs de autótrofos) usando multidimensional scaling (4 dimensiones) y

agrupación en base a clustering por k-means (5 centros). B) Distribución de abundancia de

autótrofos en los diferentes grupos. El grupo 4 fue excluido del análisis por no contar con

suficientes datos (n < 5). El grupo 3 posee diferencias significativas contra todos los demás

grupos. El análisis estadístico se llevó a cabo empleando la ANOVA de Welch seguida del



test post-hoc Dunnett T3 para comparaciones múltiples. C) Distribución de temperaturas en

los diferentes grupos.

3.5. Distribución de abundancia de especies

La distribución de abundancia de especies (DAS) siempre revela, tanto para especies

micro como macroscópicas, la existencia de pocas especies de mucha abundancia

y muchas especies de poca abundancia. Dicho fenómeno se corroboró en este

trabajo inspeccionando el dataset de mOTUs. A modo de ejemplo, en la Figura 3.8 se

presenta la DAE de la estación 60 de cuatro maneras características. Se observa que

existen, en este caso, casi 500 especies con abundancia menor o igual a 3 (Figura

3.8 B), que la especie más abundante tenía 1200 cuentas, y que la segunda más

abundante, 600 cuentas (Figura 3.8 A y C). Cuando se aplica la transformación

logarítmica, se visualiza un histograma con una forma similar a una distribución

normal truncada en el zero (Figura 3.8 B).



Figura 3.8. Distribución de abundancia de especies para la estación 60 (mOTUs). A)

Histograma del número de especies versus abundancia en una escala aritmética. B)

Histograma con la abundancia en escala logarítmica de base 10. C) Gráfico de

ranking-abundancia en escala logarítmica de base 10. D) Distribución empírica acumulada

para la abundancia de especies en escala logarítmica de base 10.

A modo descriptivo, en la Figura 3.9 se observa la distribución empírica acumulada

para la abundancia de especies para 15 estaciones elegidas al azar. De la misma se

concluye que, (i) en general, todas las muestras poseen una especie con una

abundancia relativa mayor al 5-10 %, (ii) y que dada una determinada muestra, más

del 50 % de las especies tienen una abundancia relativa menor al 0.1 %, y más del 75

% de las especies una abundancia relativa menor al 1 %. Curiosamente, a pesar de

existir especies “dominantes”, dichas especies son siempre distintas de acuerdo a la

muestra analizada.

Como ya se mencionó en la introducción, el efecto positivo de la biodiversidad sobre

la productividad primaria podría estar dado por un efecto de muestreo en el que a

mayor diversidad, mayor la probabilidad de contar con una especie altamente

productiva. A su vez, esta especie tiene que ser favorecida por ciertas condiciones

ambientales, lo que coincide con un estudio que propone que la productividad

primaria marina está guiada por un efecto de selección.87 En otras palabras, que la

biomasa de la comunidad se asemeja a la biomasa del monocultivo de la especie

más productiva. En este sentido, las distribuciones de abundancia asimétricas

observadas no contradicen dichos resultados.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/No7o


Figura 3.9. Distribución empírica acumulada para la abundancia de especies en escala

logarítmica de base 10 para 10 estaciones elegidas al azar.

Se ha observado utilizando muestras de RNA ribosomal 16S de 20.000

localizaciones que la distribución Poisson lognormal posee el mayor éxito en la

predicción de los patrones de abundancia de especies (usando la curva

ranking-abundancia).47 Para confirmar dicha observación y a su vez probar diversos

modelos de DAE, ajustamos los datos a tres modelos: Poisson lognormal, METE

(series logarítmicas), y distribución de Zipf, también llamada ley de potencias.

Basándonos en el criterio de información de akaike (AIC), el mejor modelo fue el

Poisson lognormal en 93 ocasiones, el de METE en solamente 4, y en 4 ocasiones el

valor de AIC era estadísticamente similar en el modelo Poisson lognormal y METE

(78 estaciones con tamaño de filtro 3 μM y 22 con tamaño de filtro 1.6 μm). Es

importante notar que el criterio de akaike permite elegir el “mejor” modelo entre

varios propuestos, pero no implica que dicho modelo describe efectivamente el

proceso generador de los datos. En ese sentido, una inspección visual de los

residuales reveló que, para algunas muestras, sería justificable seguir agregando

complejidad (Figura S1). A su vez, luego de ajustar el modelo Poisson lognormal es

posible construir las curvas predichas de distribución empírica acumulada (Figura

https://paperpile.com/c/2XhjdY/W2kb


3.8). Si comparamos para todas las muestras la proporción de especies con cierta

abundancia relativa predicha versus la observada, se detecta un sesgo en el modelo,

ya que el valor predicho es generalmente mayor al observado (Figura S2).

El modelo Poisson lognormal contiene dos parámetros llamados μ y σ que permiten

estimar la probabilidad de que una especie tomada al azar esté representada por n

individuos. Interesantemente, a pesar de que dichos modelos de distribución son

ampliamente utilizados en el campo de la ecología, no hallamos estudios

relacionando los valores de dichos parámetros con los índices más comunes de

diversidad (“Hill”, por ejemplo). Dado que nuestro objetivo es buscar factores que

expliquen la productividad de un ecosistema, y sobre todo, que se puedan

interpretar, simulamos muestras usando diferentes valores de μ a σ constante y

viceversa, y calculamos los índices de Hill (número de especies efectivo) y Pielou

(equitatividad). Como resultado, se obtuvo que a σ constante, μ se asocia

positivamente con el número efectivo de especies efectivo (índice de Hill) solo si σ

es menor a 1, y que μ no tiene un efecto sobre la equitatividad (índice de Pielou)

(Figura S3). Por otro lado, a μ constante, σ afecta tanto la diversidad como la

equitatividad: para cualquier μ , si σ aumenta, la diversidad y la equitatividad

decrecen (Figura S3).



Capítulo 4

Funcionamiento de los ecosistemas microbianos marinos

Este trabajo de Tesis busca comprender los efectos de la biodiversidad del plancton

sobre el funcionamiento del ecosistema marino. En particular, profundizamos en los

datos recolectados durante la expedición global Tara Oceans para buscar la

existencia de relaciones entre biodiversidad y abundancia para dos de los grupos de

organismos: bacterias autótrofas y heterótrofas, y evidencias de los tres

mecanismos postulados que vinculan la productividad de un sistema con la

variedad de especies presentes (Tabla 3.1).

Grupo Relación con
biodiversidad

Evidencia de mecanismo

Facilitación Efecto de
muestreo

Complementariedad
de nicho

Autótrofos Si Si NA NA

Heterótrofos No NA No Si

Tabla 4.1. Relaciones exploradas en este trabajo de Tesis. “Si”, “No” y “NA” implican

respectivamente que existe evidencia de asociación, que no, o que dado los datos

disponibles, no se halló una manera de probarlo.

4.1 Biodiversidad y productividad

Luego del análisis exploratorio de los datos de productividad y biodiversidad se

prosiguió a explorar la relación entre ambas variables. No se analizó la abundancia

de picoeucariotas debido al sesgo en el tamaño de filtro utilizado que afecta el

muestreo metagenómico y por ende las estimaciones de diversidad (Figura 3.3 A).

Usando el dataset de mOTUs o MAGs, las curvas de abundancia de heterótrofos no

muestran una clara relación con el índice de biodiversidad de Hill (Figura 4.1 B y C).

Por otra parte, usando un subset de los mOTUs correspondientes a bacterias



fotosintéticas dominantes/mayoritarias del tipo Synechococcus y Prochlorococcus,

la abundancia de autótrofos sí muestra una asociación positiva con la biodiversidad

(Figura 4.1 A). También se evaluó utilizar a la concentración de clorofila como proxy

de productividad, pero en dicho caso no se hallaron relaciones relevantes.

Figura 4.1. Productividad y biodiversidad. Abundancia medida por citometría de flujo (FC,

flow cytometry) versus número efectivo de especies usando A) los mOTUs de

Synechococcus y Prochlorococcus, B) todos los mOTUs excepto los de Synechococcus y

Prochlorococcus, y  C) todos los MAGs excepto los picoeucariotas y del filo Cyanobacteria.

Previamente se demostró que el modelo log normal explica parcialmente la

distribución de abundancia de especies (DAE) observadas para 100 estaciones.

Surge entonces la pregunta, acerca de si los parámetros ajustados de dicho modelo

- media (μ) y desvío estándar (σ) - se relacionan con la productividad. En este

aspecto, no se hallaron relaciones significativas usando la correlación de kendall tau

entre la abundancia de heterótrofos/autótrofos, y los valores estimados de μ/σ.

Interesantemente, se encontró una asociación (débil) entre la diversidad de

autótrofos (mOTUs) y σ (Tau -0.3, p-valor 0.02). Esto último coincide con las

simulaciones realizadas en el Capítulo 3 (Figura S3). En trabajos futuros, con mayor

disponibilidad de datos, se podrían ajustar las DAE usando subgrupos (por ejemplo



con los autótrofos) y buscar asociaciones entre productividad y μ con σ casi

constante, y viceversa.

La productividad del grupo de los autótrofos muestra una asociación débil positiva

con la temperatura y con la radiación fotosintética disponible, y una fuerte

asociación positiva con la biodiversidad de organismos autótrofos procarióticos

(Figura 3.1 y 4.1). Estos resultados son coherentes con los patrones encontrados en

ecosistemas terrestres usando experimentos observacionales.22 Es importante

resaltar que se trata de un estudio de campo y por ende las correlaciones podrían

surgir espuriamente como efectos secundarios de las condiciones ambientales que

simultáneamente mejoran diversidad y productividad.22 Los microorganismos

heterótrofos, en cambio, no mostraron una asociación particular. En ecosistemas

terrestres, los descomponedores, un grupo similar a los heterótrofos marinos aquí

analizado, tampoco muestran una clara relación entre la biodiversidad y el

funcionamiento de los ecosistemas (estimada como la descomposición de la

hojarasca, o basadas en tipos de basura estándar tales como bolsitas de té, celulosa

o madera).88

4.2. Facilitación

Uno de los mecanismos que vincula un incremento de biodiversidad con un

incremento de productividad es la complementariedad por interacción positiva. Un

ejemplo clásico en ecosistemas terrestres es la simbiosis entre organismos

fijadores de nitrógeno atmosférico y las plantas. En esta interacción, las plantas

proveen de los azúcares necesarios a los microorganismos fijadores, y estos a

cambio convierten el nitrógeno gaseoso (N2) a una forma asimilable por las plantas

(NO3-). Para poner a prueba la posible existencia de este mecanismo con el grupo de

las bacterias autótrofas, decidimos explorar la abundancia de genes fijadores de

nitrógeno en la comunidad microbiana de cada sitio. En particular nos centramos en

el gen nifH, que codifica para la enzima nitrogenasa que cataliza la fijación de N2.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/5kYM
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Primero, se validó el dataset de abundancia de genes mediante la verificación de la

función de todos los genes correlacionados con la abundancia de autótrofos. Al

hallarse una correlación positiva entre la abundancia de genes involucrados en el

metabolismo de la clorofila —un pigmento solamente presente en el grupo de los

autótrofos— se continuó con el análisis específico para fijación de nitrógeno (Figura

S4). En la Figura 3.10 se presentan las relaciones entre las variables abundancia de

autótrofos, Synechococcus y Prochlorococcus versus la abundancia del gen nifH o la

temperatura. Esta última variable se limitó al rango de los 12 a 25 °C para

desacoplar la relación con la abundancia de autótrofos y temperatura. Encontramos

una asociación entre la abundancia de autótrofos y el número de veces que se

detectó el gen nifH en una muestra (Figura 4.2 A), lo cual sugiere que el mecanismo

de facilitación podría ser una explicación para el aumento de la abundancia con la

diversidad. A su vez, la abundancia del gen nifH depende débilmente de la

temperatura (Figura S5) y, con este subconjunto de datos, no hay asociación entre la

temperatura y la abundancia de autótrofos.



Figura 4.2. Relación entre la abundancia celular y la del gen fijador de N2 como evidencia de

mecanismos de facilitación en el rango de temperatura de 12 a 25 grados. A), B) y C)

Abundancia de autótrofos, Synechococcus y Prochlorococcus versus abundancia del gen

nifH. Los datos de abundancia de autótrofos provienen de Sunagawa et. al, 201549 y los de

abundancia de Synechococcus y Prochlorococcus de Ibarbalz et. al, 2019.51

Se destaca que no parece existir una asociación entre la abundancia del gen NifH y

cada grupo de autótrofos por separado. Además, el mismo análisis fue repetido para

los autótrofos usando temperaturas mayores a 25 grados, no obstante, no se

encontró una asociación entre las variables. A nivel global, la abundancia de

Prochlorococcus y Synechococcus mostraron un efecto relativamente pequeño ante

https://paperpile.com/c/2XhjdY/15CXV
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la concentración de nitrato, lo que sería consistente con la falta de respuesta a la

facilitación por N aquí explorada para estos dos grupos.81,89

En relación con el mecanismo de facilitación y los heterótrofos, se analizó la relación

de la abundancia de los mismos contra la diversidad de los autótrofos. Es decir, se

evaluó si a medida que se incrementa la diversidad de autótrofos, también se

incrementa la abundancia de heterótrofos. A priori, contrario a lo esperado, podría

llegar a existir una asociación negativa (Kendall tau: -0.2, p-valor 0.075) y a mayor

diversidad de los autótrofos menor abundancia de heterótrofos (Figura S6).

4.3. Complementariedad de nicho

Otro de los mecanismos que vincula un incremento de biodiversidad con un

incremento de productividad es la complementariedad de nicho. En este caso, existe

un mayor funcionamiento del sistema debido a que las especies presentes explotan

distintos recursos. Para explorar esta hipótesis se utilizó el dataset de MAGs, el cual

cuenta con información acerca de la presencia o ausencia de miles de genes para

957 MAGs distintos. Al igual que en los análisis previos, es necesario validar los

datos. En ese sentido, no todos los genomas ensamblados a partir de los

metagenomas están completos, incluso para algunos se cuenta solo con 10 % o

menos del genoma correspondiente.

Explorar la funcionalidad en base a comparar presencia y/o ausencia de genes

usando genomas tan incompletos probablemente resulte en conclusiones erróneas.

Por lo tanto, exploramos el uso de distintos puntajes de corte para completitud y

decidimos proseguir solo con aquellos MAGs con una completitud mayor o igual al

70 % (anvio completeness; 693 en total). Esta línea de corte verifica una

correspondencia entre la agrupación por similitud de los MAGs en base a la

funcionalidad genómica y la filogenia (Figura 4.3). Dicha conclusión se desprende de

la tabla de la Figura 4.3., donde se observa que en general los clusters contienen

MAGs de un único filo (clusters 1, 2, 5, 8, 9, 10, 11), excepto contadas excepciones,

como por ejemplo el cluster 6 que agrupa todas las bacterias del filo chloroflexi,

https://paperpile.com/c/2XhjdY/ZvQ9f+p27n


cuatro de las cinco cianobacterias, algunas actinobacterias, y algunas

proteobacterias. Vale recordar que el filo Proteobacteria es altamente diverso y que

al menos 3 de sus 5 clases poseen diversidad comparable con otros filos.

Figura 4.3. Izquierda: Matriz de frecuencia de clusters obtenidos por similitud genómica

(numerados desde el 1 a 11) y 8 niveles taxonómicos a nivel de filo (Phylum) para el

dominio Bacteria. Los clusters se consiguieron mediante un algoritmo jerárquico

aglomerativo. Ver la sección de Métodos para más detalles.

Ya validada nuestra métrica de similitud funcional entre MAGs y línea de corte para

la completitud, proseguimos a explorar la posible evidencia de complementariedad

de nicho. Para cada muestra, quitamos los MAGs eucariotas y de cianobacterias, y

todos aquellos con baja completitud, y calculamos la similitud funcional como el

promedio de la similitud entre todos los pares de MAGs presentes. Mientras menor

es el índice de similitud funcional, más alta es la diversidad funcional. Hallamos que

la similitud funcional presenta una tendencia a una asociación negativa con la

abundancia de heterótrofos aunque con un p > 0.05 (Figura 4.4 A). Como era de

esperar, en el grupo de los heterótrofos, mientras menor es la similitud genómica,

mayor es la diversidad de especies (Figura 4.4 B), no obstante, en concordancia con

los resultados hallados con el dataset de mOTUs, la diversidad per se no se asocia

con la productividad (Figura 4.4 C). Es interesante destacar que si en nuestro

procedimiento tenemos en cuenta las bacterias del filo Cyanobacteria, la asociación

entre diversidad funcional y la abundancia de los heterótrofos es aún mayor y

significativa (Figura S7).



Figura 4.4. A menor similitud funciona (es decir, mayor diversidad) se observa una mayor

abundancia de heterótrofos y una mayor diversidad. Los cambios en diversidad no explican

los cambios en abundancia. A) Similitud funcional (MAGs) versus abundancia de

heterótrofos. B) Diversidad (índice de Hill, MAGs) versus similitud funcional (MAGs). C)

Diversidad (índice de Hill, MAGs) versus abundancia de heterótrofos. Para obtener esta

figura se tuvieron en cuenta todos los MAGs bacterianos, excepto los pertenecientes al filo

Cyanobacteria.

Este análisis sugiere que la diversidad estimada como número de especies efectivas

no tendría un efecto sobre la abundancia de heterótrofos. En cambio, la diversidad

funcional, o la existencia de especies capaces de explotar recursos diferentes, se

asocia positivamente con la abundancia. Resultados similares se encontraron

analizando especies de zooplancton (malla de 0.33 mm) presentes en estanques. 90

4.4. Efecto de muestreo

Se ha propuesto que el funcionamiento de un ecosistema podría depender de otro

componente de la diversidad, llamado equitatividad (evenness). La misma se estima

mediante el índice de Pielou, va desde 0 a 1 y pondera la contribución relativa de

https://paperpile.com/c/2XhjdY/SYck


cada especie al número total de individuos. 91–93 Una mayor equitatividad indica que

la abundancia relativa de las especies es similar. A modo de ejemplo, si en una

muestra tuviéramos tres especies, todas con el mismo número de individuos, la

equitatividad sería igual a uno.

En los paneles A y B de la Figura 4.5 se muestran las relaciones entre el número de

especies efectivas y la equitatividad usando todos los mOTUs o una selección que

incluye solamente aquellos del género Prochlorococcus y Synechococcus. En ambos

casos, existe una asociación positiva significativa, de lo cual se deduce que un

incremento en el número de especies se ve acompañado por una mayor

equitatividad, es decir mOTUs con frecuencias relativas similares.

Sorprendentemente, a pesar de la relación hallada entre el número efectivo de

especies (de los mOTUs de Prochlorococcus y Synechococcus) y la abundancia de

autótrofos (Figura 3.6. D), y la equitatividad, no existe una relación entre estas

últimas dos variables. En otras palabras, el número efectivo de especies de

Prochlorococcus y Synechococcus tiene un efecto sobre la abundancia de

autótrofos, pero no así las frecuencias relativas de las especies. En el caso de los

heterótrofos, la abundancia es también independiente de la equitatividad (Figura 4.5

C). No es posible debido al bajo número de datos evaluar la relación entre

productividad y equitatividad usando un número constante de especies (por ejemplo,

restringir entre el panel C solamente a aquellos puntos que en el panel A caen en el

rango 190-210 del índice de Hill). Además, vale la pena señalar que en el caso de los

heterótrofos (Figura 4.5 C), incluso cuando los valores de equitatividad son bajos,

sigue habiendo alta abundancia.

La evidencia que encontramos sugiere que el efecto de muestreo no sería un

mecanismo tan relevante. Si una especie fuera altamente dominante esperaríamos

encontrar que los sitios con menor equitatividad son los de mayor abundancia. El

patrón sugiere lo contrario por lo que este mecanismo, si bien no puede ser

descartado, no parece ser el más importante para el bacterioplancton. Sin embargo,

el efecto de muestreo parece ocurrir en ecosistemas naturales, como en

ecosistemas naturales altamente invadidos o dominados por una única especie.23

https://paperpile.com/c/2XhjdY/2xjG+esum+Sqol
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En este sentido, las floraciones extensas que se observan a lo largo de la plataforma

patagónica podrían ser un ejemplo en el ecosistema marino.94

Figura 4.5. Relación entre la equitatividad y el número de especies o abundancia. A) Número

efectivo de especies (Hill index) versus equitatividad usando todos los mOTUs. Kendall tau

de 0.26, p-valor 0.04. B) Número efectivo de especies (Hill index) versus equitatividad

usando solo los mOTUs correspondientes al género Prochlorococcus y Synechococcus.

Kendall tau de 0.43, p-valor 0.0004. C) Abundancia de heterótrofos versus equitatividad

usando todos los mOTUs. Kendall tau no significativo. D) Abundancia de autótrofos versus

equitatividad usando solo los mOTUs correspondientes al género Prochlorococcus y

Synechococcus. Kendall tau no significativo.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/JnAV


En investigaciones previas, Cermeño et al, 2016, probaron usando medidas de la

comunidad de fitoplancton (sin filtro de tamaño), flujos de nitrato y productividad

determinada con carbono radioactivo, que para un ecosistema costero templado la

productividad primaria se puede explicar por un efecto de selección.87 De hecho,

encontraron una asociación positiva entre la dominancia (índice de Berger-Parker en

término de la biomasa de Carbono) de una muestra y la biomasa total. Dicho de otro

modo, mientras mayor era la biomasa, mayor era la proporción explicada por una

sola especie. Nuestros resultados usando el índice de equitatividad de Pielou no

corroboran dichas observaciones. Más aún, si analizamos el número de especies

necesarias para explicar al menos el 80 % del número total de individuos

observados, encontramos en el caso de las bacterias autótrofas que mientras mayor

es la biomasa (estimada mediante abundancia total por citometría de flujo), esta se

encuentra distribuida entre más especies (Figura 4.6). Estos resultados sugieren que

el picofitoplancton bacteriano (picocianobacterias) no está sujeto a las mismas

leyes que el nano y microfitoplancton, que sí suelen lograr grandes floraciones.

Figura 4.6. Abundancia medida por citometría de flujo versus número de especies distintas

cuyo número de individuos combinados representa el 80 % de los individuos observados

https://paperpile.com/c/2XhjdY/No7o


(dataset mOTUs). A) Grupo de autótrofos (Prochlorococcus y Synechococcus). B) Grupo de

heterótrofos.



Capítulo 5

Conclusiones

Se prevé que las actividades antropogénicas continúen produciendo cambios

ambientales irreversibles y pérdidas de biodiversidad en las siguientes décadas.95

Es menester entender los factores que afectan el funcionamiento de un ecosistema

para poder anticiparnos e incrementar nuestras posibilidades de adaptación a

nuevas condiciones. El plancton marino es esencial para la vida en el planeta y el

funcionamiento de los ciclos biogeoquímicos, y sus comunidades no están exentas

a los efectos del cambio global. En ecosistemas terrestres, la relación positiva entre

diversidad y productividad cuenta con numerosos estudios que la avalan, pero en

ecosistemas marinos la evidencia es escasa.

En este trabajo de Tesis, se hizo provecho de los datos a nivel de abundancia de

grupos, de datos genómicos y datos físico químicos para evaluar la relación entre la

diversidad del plancton y la productividad y los mecanismos asociados: la

facilitación, el efecto de muestreo, y la complementariedad de nicho. El hecho de

contar con datos moleculares de ADN representa una gran ventaja ya que ofrece alta

resolución taxonómica y permite tener información de genes con funciones de

impacto ecosistémico. En principio, hallamos una débil (pero significativa)

asociación entre la diversidad y abundancia de autótrofos y ninguna asociación en el

caso de los heterótrofos. En los siguientes párrafos se discuten las conclusiones de

los análisis pertinentes y las posibles causas.

A la hora de investigar las relaciones entre la abundancia y la diversidad se deben

considerar varios factores. Por un lado, es importante asegurarse que los valores de

diversidad y abundancia provengan de un muestreo homogéneo y que el mismo

capture de forma representativa el estado de la comunidad. Debido a este motivo,

fue necesario remover del análisis a los picoeucariotas por el sesgo en el tamaño de

filtro utilizado, y remover también dos muestras con comunidades sub-muestreadas

https://paperpile.com/c/2XhjdY/y7Gg


(ver Capítulo 3). Además, se debe verificar que no existan covariables asociadas a

las variables de estudio. Por ejemplo, se demostró una fuerte relación entre la

biodiversidad y la abundancia para el grupo de los autótrofos. No obstante, dicha

asociación puede ser explicada en parte por la temperatura. De hecho, se ha

propuesto que los factores abióticos son dominantes sobre los procesos

ecosistémicos, pero que, de forma secundaria, cambios en la biodiversidad traerán

aparejados cambios en la biogeoquímica marina. En el caso de los heterótrofos, los

valores de abundancia resultaron ser independientes de la diversidad medida como

el número efectivo de especies.

Respecto a los factores que gobiernan el ensamblado de las comunidades marinas,

y por lo tanto influyen en la biodiversidad de las mismas, el análisis de similitud entre

estaciones sugiere que el océano es un gran reservorio interconectado y de alta

dispersión microbiana, y que las condiciones ambientales son el principal factor de

selección. Luego, las distribuciones de abundancia revelan la presencia de pocas

especies muy abundantes (y muchas especies poco abundantes) y pueden ser

parcialmente explicadas por el modelo Poisson log-normal. El hecho de que la

especie dominante difiere siempre entre muestras sugiere que existe un proceso de

selección transiente y cambiante. Probablemente, de repetirse el muestreo de Tara

Oceans en las mismas ubicaciones y momentos del año, nuevamente las especies

dominantes sean diferentes a las previamente observadas.

En cuanto a los mecanismos biológicos que explican asociaciones positivas entre la

diversidad y la abundancia, hallamos evidencia preliminar de facilitación en el grupo

de los autótrofos basándonos en el análisis metagenómico del gen nifH (fijación de

N2). Por otra parte, y de forma separada del análisis diversidad-abundancia, en el

grupo de los heterótrofos se encontró evidencia potencial para el mecanismo de

complementariedad de nicho cuando se analizó la diversidad funcional en diferentes

grupos bacterianos. El contenido genético que diferencia a los taxones bacterianos

del océano sugiere fuertemente que existen especies que explotan diferentes

nichos. Por último, basándonos en nuestro análisis, no hay evidencia suficiente para



postular al efecto de muestreo como un mecanismo que estructura las

comunidades de plancton marino.

Las limitaciones del conjunto de datos son varias, ya que no se trata de un muestreo

diseñado para poner a prueba esta hipótesis, el número de muestras es reducido, no

se cuenta con datos de productividad real (tasa de generación de biomasa por

unidad de tiempo y superficie) sino con una aproximación vía abundancias celulares,

y ninguna de las variables analizadas fue controlada (estudio observacional). A

pesar de las limitaciones mencionadas, este trabajo representa un primer esfuerzo

para avanzar en la comprensión del efecto de la diversidad en el funcionamiento de

los ecosistemas microbianos marinos a escala global. Futuros experimentos

controlados en estaciones de mesocosmos permitirán establecer patrones y

mecanismos con mayor claridad.



Información suplementaria

Figura S1. A) Probabilidad observada para la abundancia de especies (mOTUs) versus

probabilidad predicha por el ajuste del modelo Poisson lognormal. B) Residuales

estandarizados.

Figura S2. Diferencia entre la proporción acumulada de individuos con cierta abundancia

relativa predicha por el modelo Poisson lognormal versus la observada.



Figura S3. Efecto de los parámetros mu y sigma sobre la diversidad y equitatividad de una

muestra. Todas las curvas fueron simuladas usando 2200 especies diferentes. A) Número

efectivo de especies (índice de Hill) versus mu a distintos valores de sigma constante. B)

Número efectivo de especies versus sigma a distintos valores de mu constante. C)

Equitatividad (índice de Pielou) versus mu a distintos valores de sigma constante. D)

Equitatividad versus sigma a distintos valores de mu constante.



Figura S4. Genes cuya abundancia se hallaba asociada positivamente con la abundancia de

autótrofos contados por citometría de flujo. Primero, se calculó para 9000 genes el

coeficiente de correlación de Tau y el p-valor bajo la hipótesis nula de que el coeficiente es

igual a 0. Luego de corregir por False Discovery Rate, se buscó en la base de datos de KEGG,

en qué vía metabólica participan todos aquellos genes con p-valor < 0.03. 96–98 Finalmente,

para lograr la figura, se representaron como un grafo bipartito la vía metabólica (izquierda) y

los genes (derecha), usando todas las vías metabólicas con al menos 3 genes

correlacionados.

https://paperpile.com/c/2XhjdY/5n6A+5EY9+O5WL


Figura S5. Temperatura versus abundancia del gen nifH

Figura S6. Abundancia de heterótrofos (citometría de flujo) versus diversidad de autótrofos

(MAGs). Kendall tau: -0.2, p-valor 0.075.



Figura S7. Mayor diversidad genómica implica una mayor abundancia de heterótrofos y una

mayor diversidad. Los cambios en diversidad no explican los cambios en abundancia. A)

Similitud funcional (MAGs) versus abundancia de heterótrofos. B) Similitud funcional

(MAGs) versus diversidad (índice de Hill, MAGs). C) Diversidad (índice de Hill, MAGs)

(MAGs) versus abundancia de heterótrofos. Para obtener esta figura se tuvieron en cuenta

todos los MAGs bacterianos.
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