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Resumen

RESUMEN

Las zonas humedas mediterraneas juegan un papel muy importante en los
ciclos biogeoquimicos, ya que la presencia de agua, de forma constante o
transitoria, favorece unas altas tasas metabdlicas. Respecto al ciclo del
carbono, los humedales mediterraneos se ven activamente involucrados en la
captacién o en la emision de gases de efecto invernadero carbonados (C-GEI)
hacia la atmdsfera, concretamente el dioxido de carbono y el metano. Esta
relevancia de los humedales en el ciclo del carbono se debe, en parte, a la
actividad de las comunidades de procariotas que habitan en el agua y en el
sedimento de las zonas humedas, puesto gque la abundancia y versatilidad
metabolica de los procariotas les otorgan el papel de actores principales en los
flujos de carbono de estos ecosistemas. No obstante, los humedales
mediterraneos no son homogéneos, sino que corresponden a diferentes tipos
gue muestran una serie de caracteristicas ecoldgicas especificas. El objetivo
principal de esta tesis ha consistido en determinar el papel que tienen las
caracteristicas ambientales que determinan cada tipo de humedal, junto a su
estado de conservacion, en la estructuracion y los metabolismos del carbono
de las comunidades de procariotas que habitan en las aguas y en los
sedimentos de lagunas representativas de las grandes categorias de humedales
mediterraneos. Los resultados de esta tesis demuestran que las caracteristicas
ecoldgicas de los diferentes tipos de humedales influyen profundamente en la
estructura de las comunidades de procariotas que los habitan, de forma que
cada tipo de humedal y estado de conservacion mostré una serie de taxones
caracteristicos de procariotas. La salinidad fue la variable ambiental que més
influencio la estructura de dichas comunidades, aunque otras variables como
la alcalinidad para las comunidades de procariotas del agua y el pH vy el
carbonato para las del sedimento también fueron relevantes. Por otra parte, y

ademas del tipo de humedal, la sinergia entre su estado de conservacion y la
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Resumen

estacionalidad fue determinante en la estructuracion de las comunidades de
procariotas del agua, pero ejercié un efecto mucho mas modesto en las
comunidades del sedimento, al ser este un ambiente mas estable. La relacion
entre las tasas de los principales metabolismos relacionados con el carbono y
la inferencia molecular de su potencial metabdlico fue compleja, ya que
dependi6 del balance entre diferentes metabolismos microbianos y la
abundancia relativa de los grupos de procariotas involucrados en dichos
metabolismos. Ademas, en esta tesis se determind experimentalmente la
influencia de la temperatura en el incremento de la actividad de las arqueas
metandgenas y consecuentemente en las emisiones de metano de los
humedales estudiados. Los resultados de esta tesis demuestran la importancia
de combinar medidas de la actividad metabdlica in situ con estudios
moleculares de las comunidades de procariotas para entender mejor los flujos
de carbono y de gases de efecto invernadero en los humedales mediterraneos,

y con ello su papel potencial en la mitigacion del cambio climatico.
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Resumen

RESUM

Les zones humides mediterranies desenvolupen un paper molt important als
cicles biogeoquimics, ja que la preseéncia d’aigua, de forma constant o
transitoria, afavorix unes altes taxes metaboliques. Pel que respecta al cicle
del carboni, les zones humides mediterranies es veuen activament
involucrades en la captacid o en ’emissi6 de gasos d’efecte hivernacle
carbonats (C-GEI) cap a I’atmosfera, concretament el dioxid de carboni i el
meta. Aquesta rellevancia de les zones humides en el cicle del carboni es deu,
en part, a ’activitat de les comunitats de procariotes que habiten a I’aigua i al
sediment de les zones humides, puix que 1’abundancia i la versatilitat
metabolica dels procariotes els atorguen el paper d’actors principals en els
fluxos de carboni d’aquestos ecosistemes. No obstant, les zones humides
mediterranies no sén homogenies, sin6 que corresponen a diferents tipus que
mostren una seérie de caracteristiques ecologiques especifiques. L’objectiu
principal d’aquesta tesi ha consistit en esbrinar el paper que tenen les
caracteristiques ambientals que determinen cada tipus de zona humida, junt al
seu estat de conservacid, en ’estructuracioé i els metabolismes del carboni de
les comunitats de procariotes que habiten a les aigues i als sediments de
llacunes representatives de les grans categories d’aiguamolls mediterranis. Els
resultats d’aquesta tesi demostren que les caracteristiques ecologiques dels
diferents tipus de zones humides influixen profundament en I’estructura de les
comunitats de procariotes que les habiten, de forma que cada tipus de zona
humida i d’estat de conservacié mostra una scrie de taxons caracteristics de
procariotes. La salinitat fou la variable ambiental que més influencia
I’estructura de dites comunitats, encara que altres variables com [’alcalinitat
per a les comunitats de procariotes de 1’aigua i el pH i el carbonat per a les del
sediment també foren rellevants. D’altra banda, i a més del tipus de zona

humida, la sinérgia entre el seu estat de conservacié i I’estacionalitat fou
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Resumen

determinant en 1’estructuracié de les comunitats de procariotes de 1’aigua,
perd exerci un efecte molt més modest en les comunitats del sediment, al ser
aquest un ambient més estable. La relacid entre les taxes dels principals
metabolismes relacionats amb el carboni i la inferéncia molecular del seu
potencial metabolic fou complexa, ja que depengué del balan¢ entre el
diferents metabolismes microbians i I’abundancia relativa dels grups de
procariotes involucrats en aquestos metabolismes. A més, en aquesta tesi es
determina experimentalment la influéncia de la temperatura en I’increment de
I’activitat dels arqueus metanogens i conseqiientment en les emissions de meta
dels aiguamolls estudiats. Els resultats d’aquesta tesi demostren la
importancia de combinar mesures de 1’activitat metabolica in Situ amb estudis
moleculars de les comunitats de procariotes per entendre millor els fluxos de
carboni i de gasos d’efecte hivernacle en les zones humides mediterranies, i

amb aixo el seu paper potencial en la mitigacié del canvi climatic.
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Resumen

ABSTRACT

Mediterranean wetlands play a very important role in biogeochemical cycles,
as the presence of water, either constantly or transiently, favours high
metabolic rates. Regarding the carbon cycle, Mediterranean wetlands are
actively involved in the uptake or emission of carbon-greenhouse gases (C-
GHGs) from/into the atmosphere, namely carbon dioxide and methane. This
relevance of wetlands in the carbon cycle is due, in part, to the activity of the
prokaryotic communities that inhabit the water and sediment of wetlands,
since the abundance and metabolic versatility of prokaryotes make them key
players in the carbon fluxes of these ecosystems. However, Mediterranean
wetlands are not all equal, but instead correspond to different ecological types
displaying a number of type-specific ecological characteristics. The main
objective of this thesis has been determining the role of the typical ecological
characteristics of each type of wetland, together with its conservation status,
in the structuration and carbon metabolisms of the prokaryote communities
inhabiting the waters and sediments of representative wetlands among the
different types of Mediterranean wetlands. The results of this thesis
demonstrate that the ecological characteristics of the different wetland types
deeply influence the structure of their prokaryotic communities, in such a way
that each wetland type and conservation status showed a series of
characteristic prokaryotic taxa. Salinity was the environmental variable that
most influenced the prokaryotic community structure, although other
variables such as alkalinity for water and pH and carbonate for sediments were
also relevant. On the other hand, in addition to the wetland type, the synergy
between wetland conservation status and seasonality was a determining factor
in structuring the water prokaryotic assemblages but had a much more modest
gffect on sediment communities, as this is a more stable environment. The

relationship between the rates of the main carbon-related metabolisms and the
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Resumen

molecular inference of their metabolic potential was complex, as it depended
on the balance between different microbial metabolisms and the relative
abundance of the groups of prokaryotes involved in these metabolisms.
Furthermore, in this thesis, the influence of temperature on the increase of the
activity of methanogenic archaea and consequently on methane emissions
from the studied wetlands was experimentally determined. The results of this
thesis demonstrate the importance of combining in situ measurements of
metabolic activity with molecular studies of prokaryotic communities to better
understand the carbon and greenhouse gases fluxes in Mediterranean
wetlands, and thus their potential role in climate change mitigation.
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Organizacion de la tesis

Objetivos de la tesis
Objetivo principal

El principal objetivo de esta tesis es desvelar la participacion de las
comunidades de procariotas en los procesos biogeoquimicos que ocurren en
los humedales mediterraneos, especialmente en el ciclo del carbono. Esto se
ha realizado mediante el uso de técnicas de secuenciacion masiva del gen que
codifica para la region V4 del 16S rRNA y el analisis de las secuencias de
ADN obtenidas mediante diferentes flujos de datos informaticos, que

permiten estudiar:

(1) La estructura de la comunidad de procariotas del agua y del sedimento de

los humedales.

(2) Los metabolismos potenciales relacionados con el carbono que estas

pueden llevar a cabo.

Para profundizar en la relacion entre la estructura y la funcién de la
comunidad, dichos cambios estructurales y predicciones metabdlicas se han
relacionado con las tasas metabdlicas reales medidas in situ para la produccion

primaria bruta (GPP), la respiracion aerobia y las emisiones de metano.
Obijetivos especificos

1. Determinar la estructura de la comunidad y los taxones de procariotas
caracteristicos de diferentes categorias de zonas himedas mediterraneas y de

los diferentes estados de conservacion que presentan (Capitulos 3 a 5).

2. Inferir el potencial metabdlico relacionado con el ciclo del carbono en las
diferentes categorias de zonas humedas y su relacién con el estado de
conservacion de los humedales y con las tasas metabdlicas medidas in situ
(Capitulos 3 a 5).
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Objetivos

3. Determinar las interacciones entre los miembros que forman las
comunidades de procariotas de las diferentes categorias de zonas himedas, los
factores que explican los patrones de interaccion y los miembros de las
comunidades mas relevantes para la organizacién de dichas interacciones
(Capitulos 3 a 5).

4. Resolver los factores que influyen en la estructura y en el metabolismo de
la comunidad de procariotas del agua y del sedimento de humedales
representativos de diferentes categorias de zonas humedas mediterraneas
(Capitulos 3 a 5).

5. Analizar experimentalmente el efecto a corto plazo de un incremento de la
temperatura en las emisiones de metano de diferentes humedales
representativos de las categorias de zonas himedas mediterrdneas y su
relacion con la expresion génica de los organismos que participan en la

produccion de metano (Capitulo 6).
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Organizacion de la tesis

Organizacion de la tesis

Esta tesis se ha organizado en una serie de capitulos formados por una
introduccidn, una descripcion de la metodologia de la tesis, unos resultados,
una discusion y unas conclusiones. Seguidamente, se encuentras las

referencias utilizadas y un anexo.
El capitulo 1 incluye la introduccion.

En el capitulo 2 se describen los lugares de estudio y la metodologia
utilizada para llevar a cabo esta tesis doctoral.

A partir del tercer capitulo se presentan los resultados de este trabajo. En los
tres primeros capitulos, se describen los resultados de las tres categorias de
humedales mediterraneos estudiadas en esta tesis: lagunas salinas de interior
(capitulo 3), lagunas deltaicas (capitulo 4) y lagunas no salinas de interior
(capitulo 5). El capitulo 6 esta dedicado al analisis de la expresién génica de

las arqueas metandgenas.

En el capitulo 7 se desarrolla la discusion general de esta tesis, y en el
capitulo 8 se encuentran las conclusiones. Finalmente, se listan las
referencias utilizadas en este trabajo y se adjunta un Anexo donde se
encuentran los datos en bruto de las variables ambientales del agua y del
sedimento de los humedales que se engloban en las tres categorias de

humedales estudiadas en esta tesis.
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Capitulo 1 - Introduccion

Capitulo 1. Introduccién

1.1. Las zonas humedas mediterraneas

Las zonas himedas o humedales son areas terrestres donde el agua cubre el
suelo, por encima de su superficie o de forma subsuperficial, o bien zonas
terrestres cuyo suelo se encuentra saturado de agua el tiempo suficiente para
gue se puedan llevar a cabo los diferentes procesos bioldgicos tipicos de los
ambientes acuaticos. El “Convenio Ramsar” define las zonas humedas como
“Extensiones de marismas, pantanos, turberas o aguas de régimen natural o
artificial, permanentes o temporales, estancadas o corrientes, dulces, salobres
o0 saladas, incluyendo las extensiones de agua marina cuya profundidad en

marea baja no exceda de seis metros”.

Existe una complejisima interaccion de procesos bioldgicos, geoldgicos y
quimicos por los que se intercambian y se reutilizan materiales y energia en la
superficie de la Tierra. Estos procesos interrelacionados son lo que conocemos
como ciclos biogeoquimicos, y operan a diferentes escalas temporales y
espaciales (Hedges 1992). En concreto, las zonas himedas ejercen un papel
muy importante en algunos de los ciclos biogeoquimicos mas relevantes en
los estudios sobre cambio climatico, especialmente en el ciclo del carbono
(Ciais et al. 2014), pero también en el ciclo del nitrogeno, el ciclo del fésforo
y el ciclo del azufre. Las zonas himedas estan activamente involucradas en la
dindmica de los gases de efecto invernadero carbonados (C-GEI), como el
dioxido de carbono (CO.) o el metano (CH.), puesto que presentan
metabolismos muy activos tanto asociados a la fijacion del CO, atmosférico,
y por lo tanto relacionados con la capacidad de estas zonas himedas como
sumideros de carbono, como metabolismos asociados a la emision de C-GEl,
como la respiracion y la emisién de metano (Sica et al. 2016; Camacho et al.

2017; Morant et al. 2020a). La informacion sobre la dindmica de estos
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Capitulo 1 - Introduccion

metabolismos en zonas himedas mediterrdneas es muy limitada y mas
teniendo en cuenta que la region mediterranea alberga una gran variedad de
zonas humedas, desde lagos interiores y pequefias charcas de aguas no salinas
a lagunas salinas de interior o a lagunas costeras (Britton y Crivelli 1993). Esta
variedad de lagunas se puede clasificar en diferentes tipos en base a su génesis,

morfologia, hidrologia y caracteristicas ecolégicas.

El comportamiento de los diferentes humedales mediterrdneos como
sumideros o emisores netos de carbono depende del balance entre los
metabolismos autotrofos, que fijan carbono, o de los heterétrofos, que lo
generan. Las tasas de estos metabolismos estan fuertemente influenciadas por
diferentes factores, como la salinidad, la variacion estacional, la temperatura
0 el estado de conservacién de las zonas himedas (Camacho et al. 2017,
Morant et al. 2020a,b). Por otra parte, los cambios en el patron de
precipitaciones y el aumento generalizado de temperaturas que se asocian al
cambio climéatico (IPCC 2014; MedECC 2020) pueden afectar de forma
importante a la biogeoguimica y a los balances de carbono de los humedales
mediterraneos. Por ejemplo, periodos prolongados de sequia tienen un gran
efecto en los procesos bioldgicos relacionados con la degradacion de la
materia organica (Gionchetta et al. 2019). Ademé&s, un aumento de la
temperatura o una alteracion del hidroperiodo en diferentes zonas humedas
mediterraneas se han asociado a incrementos en las emisiones de metano, que
alteran de forma importante el balance de carbono de los humedales y
potencian su actividad como emisores de C-GEI (Camacho et al. 2017,
Morant 2022).
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Capitulo 1 - Introduccion

1.2. Procariotas y metabolismos del carbono en las zonas hiumedas

Las comunidades de procariotas de las zonas himedas son una pieza clave en
el funcionamiento de estos ecosistemas, ya que estadn involucradas en los
principales procesos que conforman los ciclos biogeoquimicos (Andreote et
al. 2012). Por lo tanto, los factores que afectan a las comunidades de dichos
ecosistemas, especialmente a los grupos de procariotas que participan en las
diferentes etapas del ciclo del carbono, influyen notablemente en el balance
de carbono de las zonas himedas y en su comportamiento como sumideros o

emisores netos de carbono.

Los procesos de fijacion y de emision de carbono a la atmosfera que ocurren
en los humedales dependen en gran parte de la interaccion entre los grupos de
procariotas que participan en los principales metabolismos relacionados con
los C-GEI. Por una parte, las emisiones de CO; de los humedales son un
balance entre su produccién y su fijacion. Asi, el CO, se produce
principalmente por la respiracion de los microorganismos heterétrofos. En
presencia de oxigeno, la respiracion aerobia domina sobre los otros tipos de
respiraciones, y es la responsable de la remineralizacion de la mayor parte de
la materia orgénica, por lo que el papel de este metabolismo en el ciclo del
carbono es muy importante (Berg et al. 2022). Respecto a la fijacion del COp,
es llevada a cabo principalmente por metabolismos dependientes de la luz, que
solo pueden realizar determinados grupos de procariotas, entre los cuales
destacan por su abundancia y actividad las cianobacterias, capaces de realizar
la fotosintesis oxigénica, aunque en menor medida también se puede producir
la fijacion del CO, por otros metabolismos microbianos mas minoritarios
(Megonigal et al. 2004; Berg et al. 2010; Lliros et al. 2015).

Por otra parte, las emisiones de metano dependen del balance entre la

produccion de este gas por parte de las arqueas metandgenas y de su consumo
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por parte de grupos de procariotas aerobios, en concreto las bacterias
metanotrofas, o anaerobios, como las arqueas ANME (Bridgham et al. 2013;
Timmers et al. 2017). Los metandgenos o arqueas metandgenas, gue son
anaerobias estrictas, actian como descomponedores terminales en ambientes
carentes de oxigeno (Watanabe et al. 2009), y acoplan la produccién de
metano 0 metanogénesis a la obtencion de energia. Existen tres rutas
metanogénicas principales (Evans et al. 2019): (1) la metanogénesis
metilotrofica, que puede depender o no del hidrégeno, y que utiliza sustratos
metilados como las metilaminas; (2) la metanogénesis hidrogenotrofica,
basada en la reduccién del CO, mediante hidrogeno; y (3) la metanogénesis
acetoclastica, que utiliza acetato. Las tres rutas tienen en comin una enzima,
denominada mcr (methyl-coenzyme M reductase en inglés). Esta enzima
cataliza el altimo paso de la metanogénesis, liberando metano, y esta formada
por varias subunidades, siendo el gen que codifica para la subunidad alfa
(mcrA) ampliamente utilizado para estudiar tanto la diversidad como la
actividad transcripcional de los metan6genos (Watanabe et al. 2009; Wilkins
et al. 2015; Evans et al. 2019). No obstante, las tres rutas metanogénicas no
tienen la misma importancia relativa en todos los ecosistemas. La mayoria de
las rutas no se pueden llevar a cabo en altas salinidades (Oren 2011), ya que
se ven afectadas por la competicidn por sustratos metabélicos o por dadores
de electrones entre las arqueas metandgenas y las bacterias sulfatoreductoras
(SRB), que son mejores competidoras que las arqueas metandgenas en
ambientes con alta salinidad ya que en ellos la concentracion de sulfato, el
cual necesitan las SRB, es elevada. Asi, en ecosistemas salinos, donde hay una
gran actividad de las SRB, la metanogénesis metilotréfica prevalece frente a
las otras rutas metanogénicas, ya que es la Unica que no presenta una
competicién por sustratos con las SRB (Sorokin y McGenety 2019). Por otro

lado, las bacterias metandtrofas pueden utilizar el metano generado por los
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metanogenos como fuente de carbono y de energia (Zheng et al. 2008). Se han
descrito altas tasas de consumo de metano por parte de estos microorganismos
(Kolb et al. 2005), por lo que su papel en el control de las emisiones de metano

de las zonas humedas puede llegar a ser muy relevante.
1.3. Herramientas moleculares y su uso en ecologia microbiana

Debido a laimportancia de los microorganismos en los ciclos biogeoquimicos,
el estudio de los factores que afectan a la estructura y a los metabolismos de
las comunidades de procariotas es de especial importancia para entender los
procesos bioldgicos que gobiernan el ciclo del carbono en las zonas hlimedas.
La gran diversidad de procariotas existentes y la imposibilidad de obtener
cultivos axénicos de todos ellos hace que una de las herramientas mas
poderosas y a la vez de uso mas amplio que tiene la ecologia microbiana para
estudiar las comunidades de procariotas en el ambiente sea el metabarcoding
del ADN. El metabarcoding se basa en la determinacién de la secuencia,
mediante tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, de fragmentos
concretos de ADN (marcadores) que provienen directamente de las muestras
ambientales, sin necesidad de aislar organismos concretos (Porter y
Hajibabaei 2018). En el caso de los procariotas, el marcador que se utiliza es
el gen que codifica para el 16S rRNA (de ahora en adelante 16S), y en
concreto, alguna de las regiones hipervariables que lo componen, como la

region V4, que son taxondmicamente informativas.

Después de la secuenciacion, las secuencias de ADN se asignan a operational
taxonomic units (OTUs), que son secuencias con un 97% de similitud (Edgar
2017). No obstante, para evitar agrupar secuencias diferentes en un mismo
OTU, con el tiempo se desarrollaron flujos de trabajo (pipelines)
bioinforméaticos como USEARCH, que generan ZOTUs (zero-radius OTUs),

también conocidos como ESV (exact sequence variants) o ASV (amplicon
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sequence variants) (Porter y Hajibabaei 2018), que son secuencias con un
100% de identidad. A partir de estos ZOTUs, diferentes procedimientos
estadisticos y aplicaciones bioinformaticas permiten por un lado caracterizar
la estructura de la comunidad procariota y, por otro lado, desentrafar los
efectos de las variables ambientales en la estructura y funcion de las
comunidades de procariotas (Ju y Zhang 2015). Por ejemplo, se pueden
determinar los taxones de procariotas caracteristicos de los diferentes niveles
de variables categoricas de interés ecoldgico mediante andlisis como LEfSe
(Segata et al. 2011) o los indices IndVal (Dufréne y Legendre 1997), que
ademas de detectar estos taxones les asignan un valor (LDA score para el
LEfSe e indice R para IndVal) dependiendo de la capacidad discriminante de
dicho taxon.

Otra de estas aplicaciones es el PICRUSt2 (Douglas et al. 2020), que permite
profundizar en la relacidn entre estructura y funcion de las comunidades, ya
que infiere su potencial metabélico a partir de la abundancia relativa y la
clasificacion taxondmica de los diferentes miembros que las componen (Sang
etal. 2018; Douglas et al. 2020). Este flujo de trabajo (pipeline) extrae el perfil
taxondmico de las comunidades bajo estudio a partir de las secuencias de 16S
y lo compara con una base de datos construida a partir de la base IMG/M, que
recoge genomas microbianos. De este modo, conociendo la abundancia
relativa de los diferentes taxones de procariotas de la comunidad y el nimero
de copias de los genes que tienen sus representantes mas cercanos
filogenéticamente en la base de genomas, el PICRUSt2 puede inferir la
cantidad de copias de todos los genes 0 gene counts que contiene cada unidad

taxonémica de la comunidad de procariotas.

Por otra parte, las interacciones entre los miembros de las comunidades son

relevantes para entender el papel que los diferentes grupos de procariotas
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ejercen en la comunidad. Un método para inferir estas interacciones es la
construccidn de redes de coocurrencia, que detectan relaciones significativas
de presencia mutua o de exclusion entre los diferentes miembros de la
comunidad (Faust y Raes 2016), y ayudan a discernir patrones simples a partir
de conjuntos de datos complejos (Gobernay Verdu 2022). Las redes se pueden
representar graficamente, de forma que cada miembro de la red se simboliza
mediante un nodo Yy las relaciones entre los diferentes miembros (nodos) se
pueden representar mediante lineas que los conectan llamadas bordes (edges
en inglés). Existen diversos softwares para inferir las redes. Uno de ellos es
CoNet, que permite construir las redes mediante métodos basados en
correlaciones y que incorpora rutinas que mitigan el establecimiento de
correlaciones espurias entre los nodos (Faust et al. 2012; Faust y Raes 2016).
El analisis de la estructura de la red puede arrojar informacion relevante desde
un punto de vista ecoldgico. Uno de los parametros estructurales es el de
modularidad, que informa sobre el grado en que una red esta dividida en
diferentes subredes o modulos, los cuales estan formados por miembros que
tienen mas relaciones entre ellos que con los miembros de los otros médulos
(Khan et al. 2019). Por otra parte, el andlisis de las propiedades topolégicas
de los nodos, como el nimero de conexiones que un nodo tiene con otros
nodos (degree), puede servir para detectar los llamados keystone taxa, que se
supone que tienen un papel muy importante en la estructura y funcion de la
comunidad independientemente de su abundancia (Goberna y Verdd 2022).
Ademas, seglin sus caracteristicas topologicas, los nodos de la red se pueden
clasificar en 4 tipos (Olesen et al. 2007): nodos periféricos, que mantienen
pocas conexiones con el resto de los nodos; nodos conectores, los cuales
conectan modulos de la red y tienen una gran importancia para mantener la
red; nodos llamados module hubs, muy importantes para mantener la

organizacion del médulo del cual forman parte; y los nodos denominados
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como network hubs, que son importantes para mantener la coherencia tanto
del médulo donde se encuentran como de la red general. La pertenencia de un
nodo a uno de estos grupos determinados se establece calculando su
conectividad intramddulo (Z;) y su conectividad entre médulos (P;) (Olesen et
al. 2007), y se puede visualizar mediante un grafico Z;-P;, donde los nodos se
sitlan en 4 regiones, correspondientes a cada uno de los 4 posibles roles, en

base a sus valores de Pi y Zi.

Aparte de las metodologias anteriores, basadas en el analisis del ADN, el
estudio de la expresion génica de los procariotas en el ambiente puede arrojar
resultados interesantes a nivel ecoldgico, ya que los cambios en dicha
expresion estan fuertemente influenciados por los factores ambientales
(Gionchetta et al. 2020), por lo que los cambios en las condiciones
ambientales, como un aumento de la temperatura, pueden verse reflejados en
los patrones de expresidon génica de los microorganismos ambientales. La
expresion génica de las comunidades de procariotas se puede estudiar
mediante RT-gPCR. Para esto, se extrae el ARN total de toda la comunidad y
se retrotranscribe (RT) a ADN copia o cDNA, que es la secuencia de ADN
complementaria a dicho ARN (Porter y Hajibabaei 2018). A partir de este
cDNA, se pueden realizar PCR cuantitativas (qPCR) de genes marcadores de
determinados metabolismos o grupos microbianos, de forma que se puede
cuantificar el grado de participacion de los diferentes taxones microbianos en
metabolismos concretos (He et al. 2018) o el efecto de los cambios
ambientales en la expresion de dichos genes marcadores (Vigneron et al.
2019).

En esta tesis, se han determinado los factores ambientales que afectan a la
estructura y los metabolismos relacionados con el carbono de las comunidades

de procariotas que habitan en el agua y en el sedimento de humedales
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representativos de las grandes categorias de zonas himedas mediterraneas de
Espafia. Para ello, se han combinado técnicas moleculares con medidas in situ
de las tasas metabolicas de los principales metabolismos del carbono,
permitiendo profundizar en la relacion entre la estructura y la funcion de las
comunidades de procariotas y entender mejor los flujos de carbono y de C-

GEI en estos humedales.
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Capitulo 2. Material y Métodos

En este capitulo se describen los procedimientos metodoldgicos generales
aplicables a todos los capitulos de resultados de la tesis, asi como la
metodologia particular de cada capitulo, tanto de los lugares de estudio en los
gue se ha llevado a cabo esta tesis que por su complejidad requiere de un
desarrollo extenso, como los procedimientos seguidos para la toma de
muestras y la caracterizacion limnoldgica de los humedales de trabajo.
También se explica con detalle la metodologia seguida para extraer el ADN a
partir de las muestras ambientales y para su secuenciacion y el posterior
procesamiento de las secuencias, y también se describen los andlisis

estadisticos utilizados.

2.1. Lugares de estudio

En esta tesis se ha trabajado con un total de 43 humedales mediterraneos que
fueron clasificados en diferentes categorias de zonas himedas, ya que cada
humedal presentd una serie de caracteristicas limnoldgicas especificas que
permitié asignarlo a una determinada categoria de zona humeda (Anexo 1).
Ademas, estos humedales presentaron diferentes estados de conservacién. En
los capitulos 3 a 5 de esta tesis se ha trabajado con un total de 38 humedales,
clasificados en lagunas salinas de interior (Capitulo 3), lagunas deltaicas, que
se engloban dentro de la categoria de lagunas costeras (Capitulo 4), y lagunas
no salinas de interior (Capitulo 5). En el Capitulo 6, se trabaj6 ademas con 3
humedales representativos de la categoria de lagunas volcanicas y con otros 2
humedales costeros que no se incluyeron en el Capitulo 4. A continuacion, se
describiran las caracteristicas generales de estas categorias de zonas himedas
y de los humedales representativos de cada una de ellas con los cuales se ha

trabajado en esta tesis.
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Figura 2.1. Localizacion geografica de los diferentes humedales en los que se ha trabajado en
esta tesis. El color de los puntos que representan a los humedales indica la categoria de humedal
0 bien el tipo de humedal al cual pertenecen.

2.1.1 Lagunas salinas de interior

Para el tercer capitulo de esta tesis seleccionaron 15 lagunas salinas de interior
situadas en la region biogeografica mediterranea de Espafia (Tabla 2.1). Estas
lagunas se agruparon en 5 categorias de acuerdo con su salinidad: lagunas
bicarbonatado-sédicas, hiposalinas, mesosalinas e hipersalinas, todas ellas de
caracter temporal. La quinta categoria esta representada por la Unica laguna
hipersalina permanente de interior de Espafia, Salada de Chiprana, que debido
a alteraciones histéricas relacionadas con el desarrollo de la agricultura
mantiene una inundacion constante desde hace varios siglos, considerandose

de caracter permanente de forma natural (Valero-Garcés et al. 2000).
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Tabla 2.1. Principales caracteristicas de las lagunas salinas de interior estudiadas. H: alteracién
hidroldgica. T-H: alteracion trofica e hidroldgica.

Laguna Codigo  Categoria de salinidad coisst::’(\j/(;ggn Hidroperiodo

Laguna de Caballo Alba ALBA Bicarbonatado-sédica Conservada Temporal
Laguna de la Iglesia IGLE Bicarbonatado-sodica T-H Semipermanente
Laguna Grande de Villafranca GVIF Hiposalina H Permanente
Laguna de El Hito HITO Hiposalina Conservada Temporal
Laguna de Musco MUSC Hiposalina Restaurada Temporal
Laguna de Carralogrofio CLOG Mesosalina H Semipermanente
Laguna de Carravalseca CSEC Mesosalina Conservada Temporal
Laguna de Manjavacas MANJ Mesosalina T-H Semipermanente
Laguna de los Tollos TOLL Mesosalina Restaurada Semipermanente
Laguna Salada de Zorrilla ZORR Mesosalina Conservada Temporal
Laguna de Alcahozo ALCH Hipersalina Conservada Temporal
Laguna de Gallocanta GALL Hipersalina Conservada Temporal
Laguna de Salicor SALI Hipersalina Conservada Temporal
Laguna de Tirez TIRE Hipersalina Conservada Temporal
Laguna Salada de Chiprana CHIP Hipersalina permanente Conservada Permanente

La clasificacion utilizada considera la conductividad como una medida de la
salinidad, siguiendo el trabajo de Hammer (1986). En este estudio, se
clasificaron como lagunas hiposalinas las que presentaban conductividades
medias menores de 15 mS-cm*, como lagunas mesosalinas las que mostraron
conductividades medias entre 15-45 mS-cm™ y como lagunas hipersalinas las
que presentaban conductividades medias mayores de 45 mS-cm. Las lagunas
de Caballo Albay de la Iglesia, debido a sus altos niveles de carbonato sédico
y su pH elevado de forma permanente, se clasificaron como lagunas
bicarbonatado-sédicas. Por otra parte, considerando la naturaleza y los efectos
de los aportes de agua de origen humano sobre las caracteristicas ecoldgicas
de las lagunas, éstas se clasificaron en lagunas conservadas, en lagunas

alteradas hidroldgicamente (Carralogrofio y Grande de Villafranca) y en
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lagunas en las que la alteracién hidroldgica desembocé a su vez en alteracion
trofica (lagunas de Manjavacas e Iglesia). Entre las lagunas conservadas, dos
de ellas, Musco y Tollos, habian sido restauradas habiendo recuperado sus

caracteristicas naturales.
2.1.2. Humedales costeros (deltaicos)

Los humedales costeros tienen una gran diversidad en cuanto a estructura,
génesis y dindmica. En algunos la influencia del mar es muy elevada, sobre
todo en los humedales que estan conectados a él, mientras que los que no
mantienen una conexion fisica con el mar no se ven tan influidos por este. Para
el cuarto capitulo de esta tesis se seleccionaron 3 humedales representativos
de los principales tipos de zonas himedas que se encuentran en el delta del rio
Ebro (Catalunya, Espafia), y que a su vez son representativos de los principales
tipos de humedales costeros mediterraneos. La localizacion y las principales
caracteristicas de dichos humedales se describieron en Morant et al. (2020a).
Brevemente, y siguiendo un gradiente decreciente de salinidad, las marismas
de Alfacs (ALFA) son marismas micromareales parcialmente separadas del
mar Mediterraneo por una franja estrecha de arena y estan formadas por una
mezcla de zonas inundadas de forma permanente o temporal y cubiertas por
matas de plantas haldfitas del género Salicornia. Encanyissada (ENCA) es una
laguna costera salobre cuyo nivel de agua esta controlado por una red de
canales de riego artificiales que conectan con el mar. Las entradas de agua a
esta laguna son muy variables, por lo que presenta grandes fluctuaciones en la
conductividad de su agua, presentando normalmente aguas salobres. Por otra
parte, Filtre Biologic (FBIO) es un humedal costero de agua no salina (marjal)
situado en una zona de 43 hectareas anteriormente ocupadas por arrozales.
Actualmente, este humedal acttia como filtro bioldgico que reduce mediante

procesos naturales la concentracion de nutrientes del agua proveniente de la

40



Capitulo 2 — Material y Métodos

agricultura. Las entradas y salidas de agua de este humedal también estan
reguladas, manteniendo un nivel de inundacion constante. Ademas,

Encanyissada y Filtre Bioldgic tienen un estado tréfico mas alto que Alfacs.

Por otra parte, en el capitulo 6 de esta tesis se trabajé también con otros 2
humedales costeros, el Senillar de Moraira (SENI) y las Salinas del Cabo de
Gata (GATA). El Senillar de Moraira es un pequefio humedal costero salobre,
separado del mar por una franja de arena y una playa, y esta alimentado por
agua subterranea (este tipo de humedales alimentados por surgencias de agua
se conocen en valenciano como ullals). Las Salinas del Cabo de Gata son un
sistema costero actualmente no explotado, que fue modificado por la accion
humana para extraer sal a partir del agua del mar, y que se comporta como una

laguna costera salina.

2.1.3. Lagunas no salinas de interior

Para el quinto capitulo de esta tesis se seleccionaron 20 lagunas someras
representativas de los humedales no salinos de interior mediterraneos. Dichas
lagunas se agruparon en tres tipos: no salinas de aguas alcalinas, fluviales y
no salinas de baja alcalinidad. A su vez, estas lagunas presentaron diferentes

hidroperiodos y estados ecoldgicos en base al componente tréfico (Tabla 2.2).

Las lagunas no salinas de aguas alcalinas son originadas por diversos procesos
genéticos, principalmente por Karstificacion, ademas de por procesos
tectdnicos de pequefia incidencia. Estas lagunas, se asientan sobre suelos
carbonatados (calizas y dolomias), nunca sobre evaporitas. La mineralizacion
de sus aguas es la caracteristica de sistemas oligosalinos (<1 mS-cm?) a

subsalinos (1-3 mS-cm™).
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Tabla 2.2. Principales caracteristicas de las lagunas no salinas de interior estudiadas en esta
tesis. Al necesitarse parametros del agua, no se pudo determinar el componente tréfico del
estado ecolégico de JUDE, BURG y NAVAS al estar secas durante el periodo de estudio (n.d.

- no determinado).

Componente
Laguna Cadigo Tipo trofico del estado  Hidroperiodo
ecoldgico
Laguna de la Alcaparrosa ALCA  Aguasalcalinas  Muy bueno Temporal
Ullal de Baldovi BALD  Aguasalcalinas  Malo Permanente
Laguna de los Capellanes CAPE Aguas alcalinas  Muy bueno Semipermanente
Laguna de Judes JUDE Aguas alcalinas  n.d. Efimera
S:s!fr cigo de la Alfranca de ALFR Fluvial Muy bueno Permanente
Laguna del Arquillo ARQU  Fluvial Muy bueno Permanente
Galacho de El Burgo de Ebro  BURG  Fluvial n.d. Efimera
Llanos de la Herrada HERR Fluvial Muy bueno Semipermanente
Marquesado MARQ  Fluvial Muy bueno Permanente
Balsa de La Mueda MUED  Fluvial Muy bueno Temporal
Id_:g;erlzﬁ(;rande de la Puebla BELE Baja alcalinidad  Muy bueno Temporal
Laguna de EI Campillo CAMP  Bajaalcalinidad  Muy bueno Temporal
Laguna Grande Carcaboso CARC  Bajaalcalinidad Muy Malo Semipermanente
Laguna del Cristo CRIS Baja alcalinidad  Muy bueno Semipermanente
Charca del Monte MONT  Bajaalcalinidad Muy Malo Temporal
I(_lfllg':tg; de Fuentes de Nava NAVAN Baja alcalinidad  Muy bueno Temporal
I(_Sal?rL;nas de Fuentes de Nava NAVAS Bajaalcalinidad n.d. Efimera
Laguna Palancoso PALA Baja alcalinidad  Moderado Temporal
Laguna de Pradales PRAD Baja alcalinidad  Muy bueno Temporal
Laguna de Talayuelas TALA Baja alcalinidad  Muy bueno Temporal

Dentro del grupo de lagunas fluviales se incluyen los humedales, pequefios

estanques o lagunas situadas en una llanura de inundacion o en el curso de un

rio. Su régimen hidrico depende esencialmente del caudal del rio debido a una
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conexion superficial y/o a una conexién a través del acuifero en la llanura

aluvial.

Las lagunas no salinas de aguas de baja alcalinidad se caracterizan por
asentarse en zonas deprimidas sobre materiales rocosos acidos (silicatos, rocas
paleozoicas, materiales duros y poco solubles en general), generando cuencas
poco profundas. La mineralizacion suele ser baja, estando la conductividad
eléctrica en periodos de maxima inundacion en el rango entre 0,05 y 0,30 (con
maximos puntuales de 0,50) mS-cm™, debido a la baja solubilidad de los

materiales de la cuenca.

Por otra parte, el componente tréfico del estado ecoldgico de las lagunas se
determind a partir de la concentracion de clorofila-a en el agua. Los datos de
clorofila para la determinacién de dicho estado, siguiendo los protocolos
establecidos en la normativa espafiola para seguir las directrices de la
Directiva Europea Marco del Agua (DMA) (BOE 2015), fueron los promedios
de dos muestreos durante el hidroperiodo, el primero al menos un mes después
del inicio del llenado, retrasado hasta finales de invierno siempre que sea
posible, y el segundo hacia mediados de primavera, antes del inicio del
periodo de desecacion estival. Los umbrales para la clasificacion del estado
(muy bueno, bueno, moderado, malo, y muy malo) se aplicaron segun la

evaluacion espafiola establecida para la DMA.
2.1.4. Lagunas volcanicas

Las lagunas volcanicas estan caracterizadas por estar emplazadas en antiguas
zonas volcanicas y su origen estd asociado generalmente a procesos
hidrovolcéanicos. Normalmente son lagunas someras, y en la Peninsula Ibérica
se encuentran localizadas en la comarca de Campo de Calatrava, en la
provincia de Ciudad Real. El aporte mayoritario de agua en estas lagunas

proviene de la lluvia y de la escorrentia superficial, y ninguna de estas lagunas
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presenta un caracter permanente. Para el capitulo 6 de esta tesis se
seleccionaron 3 lagunas de esta categoria: la Laguna de Fuentillejo (FUEN),
la Laguna de La Carrizosa (CARR) y la Laguna de Caracuel (CARA).

2.2. Muestreo y analisis fisicos y quimicos

En las campafias de muestreo se obtuvieron muestras de agua y de sedimento
en el mismo punto de cada laguna. Dichas campafias fueron realizadas durante
el periodo de llenado (otofio-invierno), el 6ptimo ecolégico (primavera) y la
fase de secado (verano) del ciclo hidrolégico 2016-17. Las muestras de agua
se recogieron en recipientes estériles que se mantuvieron en frio hasta la
llegada al laboratorio. El agua destinada a la obtencién del ADN total se filtré
por filtros de policarbonato de 0,22 um de tamafio de poro (Nucleopore,
Whatman), los cuales se conservaron a una temperatura de -20°C hasta la
extraccion del ADN. Para el andlisis de nutrientes disueltos, las muestras de
agua se filtraron por filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F), y el agua
filtrada se conservo en frio hasta su posterior andlisis. Las muestras de
sedimento se recogieron por triplicado en recipientes estériles y se
mantuvieron en frio hasta su procesamiento en el laboratorio, donde los
sedimentos fueron homogeneizados mezclandolos con una varilla metélica.
Las muestras destinadas a la extraccion del ADN se depositaron en tubos
Eppendorf de 1,5 ml que se mantuvieron a una temperatura de -20°C hasta la
extraccion. Para dicha extraccion, se utilizaron unos 300 mg de sedimento por

muestra.

Por lo que respecta al agua, el oxigeno disuelto, la temperatura, la profundidad
méaxima, la conductividad y el pH se midieron in situ. El oxigeno disuelto y la
temperatura se midieron mediante una sonda multiparamétrica WTW Multi
3140 con un sensor FDO 925, aplicandose (de ser necesario) una correccion

por salinidad a las medidas de oxigeno. La profundidad méxima se obtuvo
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mediante un limnimetro situado en el punto mas profundo de los lagos. La
conductividad se midid mediante un conductimetro WTW Tetracon® 925
IDS, y el pH mediante un medidor de pH Crison pH Basic 20. Por otra parte,
el andlisis de los nutrientes inorganicos disueltos y de las otras variables
ambientales del agua se realizd mayoritariamente siguiendo los métodos
estandar descritos en APHA (2017). Brevemente, la concentracion de nitrato
se determiné mediante el método de la segunda derivada por espectroscopia
UV/visible (APHA 4500 NOs C). EI amonio se obtuvo mediante el método
modificado basado en el método del azul de indofenol (Golterman 2007). El
ortofosfato reactivo soluble (SRP) se determiné mediante el método basado
en el método del acido ascdrbico y fosfomolibdico (APHA 4500 P E). La
concentracion de sulfato se obtuvo por precipitacion en forma de sulfato de
bario (APHA 4500 SOs* E). Los solidos suspendidos totales (TSS) se
determinaron mediante desecacion a 105°C (APHA 2540 B Solids). La
materia organica (LOI) se determind mediante ignicion a un atemperatura de
460°C durante 6 horas (Heiri et al. 2001). El carbono organico disuelto (DOC)
se midié mediante un analizador TOC-VCHS Shimadzu (Tokio, Japén). La
alcalinidad se midi6 por valoracion con é&cido clorhidrico utilizando
fenolftaleina como indicador de pH, y la clorofila-a (Chl-a) se cuantificd
filtrando las muestras de agua con filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F),
los cuales se sumergieron en acetona a una temperatura de -20°C para extraer
los pigmentos fotosintéticos. Una vez extraida, la concentracién de Chl-a se

obtuvo mediante el método descrito en Picazo et al. (2013).

En cuanto al sedimento, las diferentes medidas se realizaron por triplicado. El
pH y la conductividad se midieron mediante una dilucién 1/5 con agua
destilada (Rayment y Higginson 1992). La conductividad se obtuvo mediante
un conductimetro WTW LF-191 y el pH mediante un medidor de pH Crison

pH Basic 20. Ademas, el porcentaje de materia orgénica y de carbonatos se
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determind respectivamente mediante ignicion a 460°C durante 6 horas y a una
temperatura de 950°C durante 4 horas (Heiri et al. 2001).

Por otra parte, se midieron las tasas de produccion primaria bruta (GPP) y de
respiracion aerobia tanto para el plancton como para el bentos de las lagunas
estudiadas mediante medidas in situ de la variacion en la concentracion de
oxigeno en incubaciones en luz y en oscuridad, que se transformaron en
carbono asumiendo que un mol de O, generado o consumido implica un mol
de CO; consumido o generado (Morant 2022). En cuanto a las emisiones de
metano, que son un balance entre la produccién y consumo microbiano de este
gas, se determinaron mediante el procedimiento descrito en Camacho et al.
(2017), obteniendo para cada laguna y muestreo testigos de sedimento
mediante tubos transparentes de metacrilato que se incubaron en camaras
climéticas a una temperatura correspondiente a la del periodo de muestreo
durante 1 a 4 dias dependiendo del humedal. EI metano generado durante ese
tiempo se midi6 mediante cromatografia de gases o mediante un medidor de
metano Aeroqual Gas A200 CH, calibrado por cromatografia de gases
(Camacho et al. 2017; Morant 2022). Las medidas de concentracion de
metano se transformaron en tasas de emision de carbono por unidad de tiempo

mediante la ecuacion de la ley de los gases ideales (Morant 2022).
2.3. Extraccién de ADN, secuenciacion y asignacion taxonémica

La extraccion de ADN de los filtros de agua y del sedimento se llevo a cabo
mediante un kit comercial de extraccion de ADN (EZNA soil DNA isolation
kit, de Omega Bio-Tek). Posteriormente, del ADN extraido se secuencio la
region V4 del gen que codifica para el 16S rRNA con el sistema MiSeq (2x250
pb) de Illumina siguiendo el protocolo descrito en Picazo et al. (2019).
Brevemente, para cada muestra se obtuvieron librerias de la region V4

mediante el par de primers 515f/806r. Posteriormente, las librerias se
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normalizaron, se cuantificaron, se cargaron en una célula de flujo Illumina
MiSeq v2 y se secuenciaron en el formato 2x250 pb, obteniendo para cada
muestra las secuencias en formato FastQ, las cuales se depositaron en el NCBI
Sequence Read Archive en el BioProject ID PRINA819854.

Las secuencias correspondientes a cada capitulo de la tesis fueron procesadas
de forma independiente de las de los otros capitulos, todas con el mismo
procedimiento que se detalla a continuacion. Para dicho procesamiento se
utilizé un flujo de trabajo (pipeline) basado en UPARSE (Edgar 2013).
Después de la fusion de los pares de lecturas (reads) (2x250 pb), las
secuencias se filtraron con un error esperado maximo de 0,5 y las quimeras
fueron eliminadas mediante el algoritmo UCHIME. Estas secuencias filtradas
se agruparon en ZOTUs (zero-radius Operational Taxonomic Units), que son
secuencias con una identidad del 100%. La asignacion taxondmica se llevo a
cabo mediante el alineador SINA v.1.2.11 utilizando la base de datos SILVA
138.1 como referencia. En esta tesis, se han escrito en cursiva la clase y todos
los rangos taxondmicos mas bajos (Thines et al. 2020). Los ZOTUs con un
alineamiento menor del 90% o los que se clasificaron como mitocondrias o
cloroplastos fueron eliminados. La tabla de ZOTUs filtrados resultante se
dividié en una tabla de ZOTUs presentes sélo en el agua y otra de ZOTUs
presentes s6lo en el sedimento. Dichas tablas se rarefactaron a un umbral de
lecturas (reads) por muestra especifico para cada capitulo de la tesis. Si alguna
muestra no alcanzaba dicho umbral, se eliminaba del analisis. Las
rarefacciones se repitieron 100 veces para evitar la pérdida de los ZOTUs
menos abundantes (Caliz et al. 2015), y se unificaron en dos tablas de ZOTUs
rarefactadas, una para las muestras de agua y una para las muestras de
sedimento. Dado que el porcentaje de arqueas respecto al total de bacterias fue
muy bajo (aproximadamente un 1% en promedio), el nimero de lecturas de

arqueas disponibles para el anlisis era limitado. Para conseguir aumentar las
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lecturas se decidid tener en cuenta los singletones (secuencias con una Unica
lectura) y cambiar la base de datos de referencia de SILVA a RDP ya que
actualmente tiene mejor representado al dominio Archaea. Mediante la
herramienta RDP classifier 2.13 (Wang et al. 2007) se asigno la taxonomia a
todas las lecturas de los archivos FastQ R1-forward (de mayor calidad que los
R2-reverse en todas las muestras) tomando como referencia la base de datos
RDP version 11.5. Después, se filtraron solo aquellas lecturas con baja calidad
de alineamiento (cutoff 80%), obteniéndose una tabla de secuencias que se
rarefact6 a un umbral de lecturas por muestra especifico para cada capitulo de
la tesis. Esta tabla rarefactada fue la que se utiliz6 especificamente para los

analisis del dominio Archaea en sedimento.
2.4. Potencial metabdlico de comunidades de procariotas

La herramienta bioinformatica PICRUSt2 (phylogenetic investigation of
communities by reconstruction of unobserved states) (Douglas et al. 2020) fue
utilizada para determinar los metabolismos potenciales que podian llevar a
cabo las comunidades microbianas de procariotas del agua y del sedimento.
Para ello, se utilizd la tabla de ZOTUs previa a la filtracion y a la rarefaccion,
ya que el PICRUSt2 tiene su propio sistema de normalizacion.
Posteriormente, se seleccionaron los genes inferidos por esta herramienta que
participan en los metabolismos medidos en los muestreos. Asi, para todos los
capitulos de la tesis los genes inferidos seleccionados fueron el gen psbA para
la fotosintesis (Sander et al. 2010), el gen coxA para la respiracion aerobia
(Kessler et al. 2019), el gen pmoA para la metanotrofia aerobia (Chen et al.
2020) y el gen mcrA para la metanogénesis (Kessler et al. 2019; Chen et al.
2020). Ademas, también se determind la presencia o la ausencia de cada uno

de estos genes marcadores en cada uno de los ZOTUs.
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En el capitulo 3 también se seleccionaron los genes mtmB y mtbB
(metanogénesis metilotréfica), el gen ackA (metanogénesis acetoclastica) y el
gen mch (metanogénesis a partir de la reduccion del CO2) (Zhou et al. 2022).
En el capitulo 4 y en el capitulo 6 se selecciond también el gen dsrB, marcador

de la sulfatoreduccién desasimilatoria (Roy et al. 2018).
2.5. Redes de coocurrencia de procariotas

En los capitulos tres a cinco se construyeron dos redes de coocurrencia
diferentes con el software CoNet (Faust y Raes 2016), una para las muestras
de agua y otra para las de sedimento, en base a las respectivas tablas de ZOTUs

rarefactadas y con la asignacién taxonémica Silva 138.1.

En las redes de cada capitulo, a cada ZOTU se le asignd un nivel de los
factores categoria de humedal y estacion (otofio-invierno, primaveray verano)
si su abundancia en alguno de estos niveles era mayor del 70%. En cuanto a
los ZOTUs que no alcanzaban una abundancia minima del 70%, se dividieron
en dos clases. Por una parte, si dentro del factor categoria de humedal un
ZOTU presentaba lecturas en todos los niveles de ese factor, se le considero
cosmopolita (Cosmo). Si ocurria lo mismo en el factor estacion, presentando
lecturas en todas las estaciones, se le consider6 presente durante todo el afio
(C, de core en inglés). Por otra parte, si un ZOTU no presentd ninguna lectura
en alguno de los niveles de un factor, se le consideré no cosmopolita/no core
(NC). Las relaciones de coocurrencia y de coexclusion entre los nodos de la
red se dedujeron con distintas métricas en cada capitulo. En el andlisis se
incluyeron datos ambientales. Se consideraron hasta 1000 bordes (edges)

superiores e inferiores.

La significatividad de los bordes se evalu6 mediante una combinacién de
permutaciones y bootstraps generadas con 100 iteraciones y con una rutina de

renormalizacién para evitar el sesgo de composicionalidad y mitigar por tanto
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el establecimiento de correlaciones espurias entre los nodos. La
significatividad final de los bordes se obtuvo fusionando el valor p de los
bordes de cada métrica con el método de Brown y con una correccion de
pruebas multiples mediante el método de Benjamini-Hochberg. La red final
se visualizé mediante el software de visualizacidn de redes Cytoscape (Lopes
et al. 2010). En estas redes generales se determiné el clustering coefficient,
que da una medida de la complejidad de la red (Guo et al. 2022), y la
modularidad (con el algoritmo MCL), que informa sobre el grado en que una
red esta dividida en diferentes subredes o0 maédulos, los cuales estan formados
por miembros que tienen més relaciones entre ellos que con los miembros de

los otros médulos (Khan et al. 2019).

En el capitulo tres, los diferentes niveles del factor categoria de humedal
fueron las diferentes categorias de salinidad en que se agruparon las lagunas:
bicarbonatado-sddicas, hiposalinas, mesosalinas, hipersalinas temporales e
hipersalina permanente. En este capitulo también se incluyeron el factor
estado de conservacion, que se dividié en lagunas conservadas, restauradas,
con alteracion hidroldgica y con alteracion trofica e hidrol6gica, y el factor
laguna, dividido en 15 niveles correspondientes a cada una de las lagunas. La
abundancia minima de los ZOTUs que se tuvieron en cuenta para construir las
redes fue de 10 lecturas (reads) para el agua y de 4 lecturas para el sedimento.

La red se construy6 con disimilitud de Bray-Curtis.

En el capitulo 4, los diferentes niveles del factor humedal fueron cada uno de
los tres humedales que conforman el capitulo. La abundancia minima de los
ZOTUs que se tuvieron en cuenta para construir las redes fue de 20 lecturas
para el agua y de 50 lecturas para el sedimento. Las métricas utilizadas para

construir la red fueron la correlacion de Pearson y la disimilitud de Bray-
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Curtis para el agua y la correlacion de Pearson, la disimilitud de Bray-Curtis

y la Mutual Information (similaridad) para el sedimento.

En el capitulo 5, los diferentes niveles del factor categoria de humedal fueron
lagunas alcalinas, fluviales o de baja alcalinidad. La abundancia minima de
los ZOTUs que se tuvieron en cuenta para construir las redes fue de 25 lecturas
para el agua y de 80 lecturas para el sedimento. Las métricas utilizadas para
construir las dos redes fueron la correlacion de Pearson, la correlacion de

Spearman, la disimilitud de Bray-Curtis y la disimilitud de Kullback-Leibler.

Por otra parte, se calcularon los roles topoldgicos de los nodos individuales
gue formaron las redes segln la clasificacion simplificada de Olesen et al.
(2007), que los divide en 4 tipos: nodos periféricos, que mantienen pocas
conexiones con el resto de los nodos; nodos conectores, los cuales conectan
modulos de la red y tienen una gran importancia para mantener la red; nodos
Ilamados module hubs, muy importantes para mantener la organizacion de
maodulo del cual forman parte; y los nodos denominados como network hubs,
que son importantes para mantener la coherencia tanto del médulo donde se
encuentran como de la red general. La pertenencia de un nodo a uno de estos
grupos determinados se estableci6 calculando su conectividad intramddulo
(Zi) y su conectividad entre mddulos (Pi) (Olesen et al. 2007), y se pudo
visualizar el resultado mediante un grafico Zi-P;, donde los nodos se sitian en
4 regiones, correspondientes a cada uno de los 4 posibles roles, en base a sus
valores de Pi y Zi. Para este anélisis, se volvieron a construir las redes del
capitulo 4 y 5 pero teniendo en cuenta sélo las relaciones de copresencia y no
las de coexclusion. Las redes del capitulo 3 no se volvieron a construir porque
la disimilitud de Bray-Curtis sélo tiene en cuenta las copresencias de forma
inherente. Las redes del capitulo 4 se construyeron con las mismas distancias

y valores minimos de abundancias de ZOTUs. En el capitulo 5 se construyeron
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redes especificas para cada tipo de laguna, considerandose 10000 bordes
superiores e inferiores, y sélo se tuvieron en cuenta los ZOTUs con una

abundancia total minima de 10 lecturas para el agua y 20 para el sedimento.
2.6. Disefio experimental y expresion génica de arqueas metandgenas

Para estudiar el efecto a corto plazo de un incremento de temperatura en la
expresion genica de las arqueas metandgenas, se seleccionaron 16 lagunas
representativas de las principales categorias de humedales mediterraneos:
salinas de interior, costeras (incluyendo deltaicas), lagunas no salinas de
interior y lagunas volcanicas. Para estos experimentos, dichas lagunas fueron

muestreadas de forma Gnica en un periodo concreto del ciclo hidroldgico.

En cada una de estas lagunas, se recogieron réplicas de testigos de sedimento
en tubos de metacrilato con la misma metodologia descrita en el apartado 2.2
de este mismo capitulo. Se realizaron incubaciones de estos testigos a
diferentes temperaturas, 4°C, 14°C y 25°C en cdmaras climéticas. En cada
temperatura se incubaron 6 replicados durante 2-5 dias dependiendo de la
temperatura de incubacion. Una vez terminada la incubacion, se eligieron al
azar tres testigos. Estos tres testigos se destaparon y de cada uno se extrajo
una porcién de sedimento, que se homogeneizé con una varilla metalica y se
dispuso en un eppendorf, el cual se congelé inmediatamente mediante
nitrégeno liquido y se conservé a una temperatura de -80°C hasta el posterior

procesado y extraccion del material genético.

El proceso de recoleccion y congelacion de las muestras se realizé en menos
de un minuto para mantener el perfil de expresién génica de la comunidad de
procariotas, ya que la vida media del ARN es muy corta. A su vez,
inmediatamente después de destapar el testigo y de recoger la muestra de
sedimento se midio la concentracion de metano en cada uno de ellos como se

ha descrito en el apartado 2.2 de este mismo capitulo.
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De los tres replicados de sedimento de cada temperatura congelados, se
eligieron dos de cada temperatura al azar, de los cuales se extrajeron los acidos
nucleicos totales mediante el kit de extraccién Rneasy PowerSoil Total RNA
Kit, al cual se acopld el kit Rneasy PowerSoil DNA Elution Kit. De esta
forma, del mismo sedimento (aproximadamente 300 mg) se extrajo a la vez el
ADN y el ARN. EI ARN se digirié con una DNAsa para eliminar los posibles
restos de ADN mediante el kit TURBO DNA-free, y se retrotranscribio a
ADN copia o cDNA mediante el kit SuperScript Ill RT, que utiliza como
primers hexameros con secuencias al azar para asi retrotranscribir todo el
ARN a cDNA. Posteriormente, del ADN extraido y del cDNA se secuencio la
region V4 del gen que codifica para el 16S rRNA y se procesaron las
secuencias como se ha descrito en la seccion 2.3 de este capitulo.

La tabla de ZOTUs obtenida por el procesamiento de estas secuencias fue la
base para inferir el potencial metab6lico mediante PICRUSt2, como se ha
descrito en la seccion 2.4 de este capitulo. No obstante, los resultados de
inferencia metabolica inferidos por PICRUSt2 se normalizaron por copias de
gen recA, obtenidos en el propio analisis de PICRUSt2, ya que los procariotas
solo tienen una copia de este gen por genoma (Florindo et al. 2012) lo que

permite comparar los gene counts obtenidos.

Ademas, a partir de este cDNA se realizaron PCR cuantitativas (qQPCR) con
primers especificos (Tabla 2.3) para el gen 16S de arqueas metandgenas y para
el gen que codifica para la subunidad a de la enzima mcr (mcrA), que
interviene en el dltimo paso de la metanogénesis. Los dos sets de primers
tienen una buena cobertura de los diferentes grupos de metandgenos (Compte-
Port et al. 2018).
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Tabla 2.3. Primers y condiciones para las cuantificaciones mediante qPCR.

Gen diana Primer Secuencia (5’ - 3°) T2 annealing
§ Met 630F GGATTAGATACCCSGGTAGT
16S rRNA Metanogenos 62 °C
Met 803R GTTGARTCCAATTAAACCGCA
ME3MF ATGTCNGGTGGHGTMGGSTTYAC
Gen mcrA 57°C
ME3r’ TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT

Los estandares para la recta patron de la gPCR se realizaron a partir de ADN
gendmico extraido de un cultivo puro de Methanobacterium sp. para el gen
16S de metan6genos y de Methanosaeta sp. para el gen mcrA. Las copias
absolutas por pl del gen 16S de metandgenos y del gen mcrA se cuantificaron
mediante qPCR a partir del cDNA extraido. En cada muestra las qPCR se
hicieron por duplicado. Ademas, en cada gPCR se realizaron amplificaciones
por triplicado de muestras de agua sin material genético para verificar la
ausencia de contaminacion. Las mezclas reactivas para la qPCR se llevaron a
cabo mezclando cada par de primers (10 mM) con una hot start master mix
(LightCycler 480 de Roche) y con agua de biologia molecular hasta un
volumen final de 30 pl. Para el gen 16S de metandgenos, el ciclo de gPCR
consistié en un ciclo de 3 minutos a una temperatura de 95°C, seguido de 40
ciclos de 30 segundos a una temperatura de 95°C y 30 segundos a una
temperatura de 62°C. Para el gen mcrA, el ciclo de gPCR consistié en un ciclo
de 3 minutos a una temperatura de 94°C, seguido de 40 ciclos de 40 segundos
a una temperatura de 94°C y 30 segundos a una temperatura de 57°C. La
especificidad de las reacciones se comprobé mediante un analisis de la curva
de disociacion y mediante la posterior electroforesis de los productos de
gPCR, donde se comprobd que la banda que aparecia en el gel de agarosa
mostraba el peso molecular adecuado. Después de las cuantificaciones, se
calcul6 el nimero de transcritos de gen 16S de metandgenos o de gen mcrA

por gramo de peso seco de sedimento.
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2.7. Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con los programas Primer 7 y R. Dos
Principal Correspondence Analysis (PCO), uno para el agua y otro para el
sedimento, se realizaron con las matrices de distancias euclideas de las
variables ambientales transformadas y normalizadas con el fin de observar la
ordenacion de los humedales en base a sus variables ambientales. Por otra
parte, con las tablas de ZOTUs rarefactadas se efectuaron varios analisis. Asi,
a partir de ellas se llevo a cabo el andlisis LefSe (Segata et al. 2011) y se
calcularon los indices IndVal (Dufréne y Legendre 1997). Ademas, estas
tablas rarefactadas fueron estandarizadas y transformadas para después
obtener a partir de ellas las matrices de distancia de Bray-Curtis. Estas
matrices se utilizaron para comprobar las diferencias estadisticas entre las
comunidades de procariotas de las diferentes categorias de humedal y estados
de conservacién mediante un analisis PERMANOVA (999 permutaciones)
(Anderson 2001). Ademas, dichas matrices fueron la base para llevar a cabo
los andlisis de ordenacion distance-based redundancy Analysis (dbRDA)
(Legendre y Anderson 1999) y asi observar el efecto de las variables
ambientales en la ordenacion de las comunidades de procariotas del agua y del
sedimento. Previamente, las variables ambientales se transformaron y se
normalizaron. Tanto para el agua como para el sedimento, se incluyeron en la
matriz de variables ambientales las tasas de produccion primaria bruta (GPP),

de respiracion aerobia y de emisién de metano.

En el capitulo 3, para detectar los taxones caracteristicos de cada categoria de
salinidad y de cada estado de conservacion se utilizo el andlisis LefSe. En el
capitulo cuarto, para observar la relacion entre los humedales y los ZOTUs
maés importantes en cada uno de ellos, se realiz6 un HeatMap considerando

los ZOTUs con una abundancia total mayor del 0,5% para el agua y del 0,3%
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para el sedimento. En el capitulo 5, con el fin de detectar los taxones
caracteristicos para las diferentes categorias de humedal y estados de
conservacion se utilizaron los indices IndVal. Sélo se consideraron los ZOTUs
con un valor IndVal R > 0,7 y un p < 0,05. En el capitulo 7, con el fin de
detectar si habia diferencias significativas entre las comunidades de
procariotas de las grandes categorias de humedales estudiadas, se utilizé un
andlisis ANOSIM, que es un test no paramétrico cuyo estadistico asociado,
llamado R, se puede utilizar como una medida universal de effect size (de
forma similar a un coeficiente de correlacion), es decir, mide la magnitud del
cambio global de la comunidad asociada al factor que se estudia (Somerfield
et al. 2021), en este caso la categoria de humedal. Asi, cuanto mas elevado es
el valor de R, mas grande es ese cambio. Por otra parte, para determinar el
grado de similitud de las comunidades de procariotas entre los humedales que
conforman cada categoria de humedal, se utilizé un andlisis SIMPER (Clarke
1993), mediante el que se puede obtener la similitud entre las diferentes

muestras de una misma agrupacion, en este caso la categoria de humedal.
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Capitulo 3. Lagunas salinas de interior.

En este capitulo, se describen los factores que determinan la estructura y los
metabolismos relacionados con el carbono de las comunidades de procariotas
del agua y del sedimento de 15 lagunas representativas de las lagunas salinas
de interior de la region mediterranea espafiola. Estas lagunas se clasificaron
en 5 categorias segln su salinidad: lagunas bicarbonatado-sddicas, lagunas
hiposalinas, lagunas mesosalinas, lagunas hipersalinas temporales y laguna
hipersalina permanente. Ademaés, cada laguna presenté un estado de
conservacion diferente: conservada, restaurada, con alteracion hidrol6gica y

con alteracion tréfica e hidrologica.
3.1. Caracteristicas ambientales de las lagunas salinas de interior

Los valores de las principales variables ambientales del agua de las lagunas
estudiadas estan representados en la Tabla 3.1 Los valores de las demés

variables del agua y del sedimento se encuentran en el Anexo 1.

Esta categoria de lagunas presenta un marcado gradiente de salinidad, en el
extremo con conductividades menores se encuentran las lagunas
bicarbonatado-sédicas y las hiposalinas, que presentan valores promedio
bajos, como los 5,4 mS-cm™ en la laguna de Caballo Alba, mientras que las
conductividades mayores se observaron en las lagunas hipersalinas
temporales y permanentes con conductividades superiores a 60 mS-cm™. La
Laguna de Tirez presentd valores bajos de conductividad porque en el
momento del muestreo ain se encontraba en el principio de la fase de llenado.
Por otra parte, los valores més altos de pH y de alcalinidad se encontraron en
las lagunas bicarbonatado-sddicas, con pHs en torno a 9,5 y alcalinidades
mayores de 38 meq-L?, mientras que el resto de las categorias presentaron

valores de pH en torno a 8 y alcalinidades menores de 20 meq-L™.
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Tabla 3.1. Valores promedio (+ Desviacion Estandar) de las principales variables ambientales
del agua de las lagunas estudiadas. *: Alteracion hidrologica. **: Alteracion tréfica e
hidrolégica. Cond: Conductividad. Chl-a: Clorofila-a. LOI: materia organica. Alc: Alcalinidad.
(n.d. — no determinado)

Categoria Lake n Cond H Chl-a LOI Alc
salinidad (mS-cm™) P (ug-LY) (mg-L ™Y (meq-L )
ALBA 1 5,4+ n.d. 9,5+ n.d. 1,6+ n.d. 14.5+ n.d. 38,1+ n.d.

IGLE** | 3 8,1+4,4 96+01 231170 31,4+247 41517

Lagunas
Bicarbonatado -
sodicas

" 8 GVIF* 3 9,6 +0,5 85+0,6 21+04 45+0,2 2,7+0,1

%}‘i HITO 1 8,6+ n.d. 8,2+ n.d. 15,66+ n.d. 12,0+ n.d. 1,6+ n.d.
3

3 % MUSC 1 6,2+ n.d. 7,4+ n.d. 0,2+ n.d. 4,9+ n.d. 6,2+ n.d.

CLOG* | 3 289+16 8,3+0,3 33+32 16,6 £12,3 38+03

@ é CSEC 1 38,7+ n.d. 8,2+ n.d. 29,1+ n.d. 22,8+ n.d. 7,7+ n.d.

%g MANJ** | 3 429+185 831+04 225+193 179,9+1622 97%28

- § TOLL 3 39,2+22,7 82+0,87 05+0,1 41+23 2,2+0,2

ZORR 3 61,4+5544 83+0,9 78+41 50,7 £ 28,7 78+45

@ 0 ALCH | 2 1980+8,0 76+07 235+159 3022+2003 128%65

§ % E GALL | 2 | 197,2+1528 73+03 26,7+32 3830%3339 97%45

?é g SALI 2 643+273 81+0,3 640+95 2263+1524 9,7+48

Tr TIRE 1 19,6+ n.d. 8,8+ n.d. 4,6xn.d. 140,7+ n.d. 4,6xn.d.

CHIP 3 95,1+47,0 8,1+0,2 4,7+3,6 1135+1224 19,6 £8,6

Laguna
Hipersalina
Permanente

Los valores de materia organica del agua aumentaron a lo largo del gradiente
de salinidad alcanzando los valores maximos en las lagunas hipersalinas
temporales, y presentando a su vez valores elevados en las lagunas con
alteracion tréfica e hidroldgica. Ademas, la concentracion de clorofila-a
alcanzo las concentraciones mas altas en las lagunas hipersalinas temporales
y en las que presentaban alteracion trofica e hidroldgica, con valores por

encima de 20 pg-L*.
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Figura 3.1. PCO de las muestras de agua (A) y de sedimento (B) en base a sus variables
ambientales. Los codigos de las lagunas estan descritos en la Tabla 2.1. Los nimeros adyacentes
a los codigos de las lagunas indican los periodos de muestreo: 1 (llenado), 2 (6ptimo) y 3
(secado). Los colores de los simbolos que representan a las lagunas indican la categoria de
salinidad a la que pertenecen: lagunas bicarbonatado-sodicas (amarillo), lagunas hiposalinas
(azul), lagunas mesosalinas (verde), lagunas hipersalinas temporales (rojo) y laguna hipersalina
permanente (rosa). Variables ambientales: Chla (clorofila-a), Alc (alcalinidad), LOI (materia
orgéanica), DOC (carbono orgéanico disuelto), NHs (amonio), Oxi (Oxigeno), Temp
(Temperatura), SRP (ortofosfato reactivo soluble), Cond (conductividad), NOs (nitrato), SO4
(sulfato), Prof (profundidad), pH y Carb (carbonato).

Por lo que respecta a la ordenacion de las muestras de agua en base a sus

variables ambientales (Figura 3.1-A), la conductividad fue un factor ambiental
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clave para separar las diferentes categorias que agrupan las lagunas. Las
lagunas bicarbonatado-sédicas fueron las mas diferentes, puesto que se
encontraron separadas de las deméas debido a los altos valores de pH,
alcalinidad, SRP y oxigeno que presentaron. El resto de las categorias de
salinidad estuvieron parcialmente solapadas en la ordenacion, ya que
generalmente, y siguiendo el gradiente de salinidad de forma ascendente, las
lagunas con los valores més altos de conductividad dentro de una categoria
presentaron valores de conductividad similares a los de las lagunas con las
conductividades més bajas de la siguiente categoria de salinidad. A pesar de
esto, cada categoria de salinidad presentd caracteristicas especificas. Las
lagunas hipersalinas temporales y permanentes mostraron altos valores de
materia organica, sulfato y nitrato. Las lagunas mesosalinas presentaron unos
valores de materia organica mas moderados, mientras que las lagunas
hiposalinas mostraron los valores mas bajos de materia organica, sulfato,

nitrato y amonio.

En cuanto a la ordenacion de las muestras de sedimento (Figura 3.1-B), éstas
siguieron unos patrones similares a los de las muestras de agua, mostrandose
la conductividad como la variable ambiental de mas peso para diferenciar las
diferentes categorias de salinidad. A su vez, las lagunas bicarbonatado-sddicas
fueron las mas diferentes mientras que las demas categorias de salinidad se
encontraron parcialmente solapadas debido a motivos similares a los de las
muestras de agua. No obstante, dichas categorias de salinidad también
mostraron caracteristicas especificas. Asi, las lagunas bicarbonatado-sédicas
presentaron elevados valores de pH, mientras que las lagunas hipersalinas
mostraron altos valores de materia organica y las lagunas mesosalinas tenian
valores de carbonato més elevados. Por otra parte, las lagunas hiposalinas no
formaron un grupo bien definido, pero tenian en comdn unos valores bajos o

moderados de conductividad.
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3.2. Patrones generales y taxones marcadores

La clasificacion taxonomica a partir de los amplicones del gen que codifica
para el 16S rRNA resulté en 55 filos para el agua y 66 para el sedimento. A
un nivel general (Figura 3.2), el filo més representado tanto en agua como en
sedimento fue Proteobacteria, al cual pertenece la familia Rhodobacteraceae,
que se encontro distribuida a lo largo de todo el gradiente de salinidad. Con
respecto al agua, otro filo dominante fue Cyanobacteria, pero en este caso su
abundancia se increment en los meses més calidos, especialmente en las
lagunas que presentaban alteracion trofica e hidrologica. En el sedimento el
filo Firmicutes mostré una gran representacion en las lagunas conservadas,
especialmente en las lagunas hipersalinas temporales y en la Laguna de El
Hito, debido a la gran abundancia relativa de la familia Streptococcaceae, la
cual se encuentra asociada a contaminacion fecal. Por lo que respecta a las
diferencias estadisticas entre las comunidades de procariotas de las diferentes
categorias de salinidad, tanto en el agua como en el sedimento las
comunidades de todas las categorias de salinidad fueron significativamente
diferentes entre ellas (p < 0,01). Respecto a las comunidades de los diferentes
estados de conservacion, tanto en agua como en sedimento también hubo

diferencias significativas entre ellas (p < 0,01).
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Figura 3.2. Abundancias relativas de las familias de procariotas del agua (A) y del sedimento
(B) de las lagunas estudiadas. Las familias estan agrupadas por filo. En el agua, las barras vacias
indican que en ese periodo de muestreo la laguna estaba seca. En la leyenda, “Otros” se refiere
a las familias que presentaron una abundancia relativa menor del 5%.
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Por otra parte, los resultados del analisis discriminante LefSe mostraron que
tanto en el agua como en el sedimento las diferentes categorias de salinidad y
estados de conservacién en que se agrupan las lagunas presentaron taxones
caracteristicos (Figuras 3.3 y 3.4). Ademas, esta especificidad de los taxones
(respecto al LDA score, cuanto mayor es su valor, mas capacidad
discriminante tiene el taxdn) no estaba directamente relacionada con un peso
grande de dichos taxones en el total de la comunidad de procariotas, ya que
algunos tuvieron una gran abundancia relativa mientras otros fueron poco
abundantes en la comunidad general. En el agua los taxones caracteristicos de
Bacteria estuvieron distribuidos por todas las categorias de salinidad, mientras
que los caracteristicos de Archaea se encontraron solamente en las de mayor
salinidad o mejor estado de conservacion. Ademas, algunos taxones
caracteristicos presentes en las lagunas alteradas tienen la capacidad de
degradar y utilizar compuestos complejos de carbono.
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Figura 3.3. Taxones caracteristicos obtenidos con el andlisis discriminante LefSe de las
diferentes categorias de salinidad en que se agrupan las lagunas para el agua (A) y el sedimento
(B). Se muestra el LDA score y la abundancia relativa promedio de cada taxdn. En las barras
apiladas, la abundancia del taxén de més alto nivel siempre corresponde a la barra més grande
mientras que la abundancia del taxon de nivel mas bajo, que es responsable de una parte de la
abundancia del taxén de nivel superior, se representa con una barra pequefia. Los taxones
cianobacterianos se han resaltado con un circulo verde y los de Archaea con un circulo morado.
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En el agua (Figura 3.3-A), el taxdn mas caracteristico de las lagunas
bicarbonatado-sddicas correspondié al género Candidatus Aquiluna, que
ademas mostré una gran abundancia relativa, mientras que los siguientes
taxones con mas peso diferencial correspondieron a organismos fotétrofos,
concretamente el género cianobacteriano Oscillatoria y el género bacteriano
fotétrofo Roseicyclus, ambos con una abundancia relativa pequefia. En las
lagunas hiposalinas, los taxones mas caracteristicos fueron la familia
Lactobacillaceae y el género Candidatus Pacebacteria dentro de la familia
Enterobacteriaceae, mientras que las lagunas mesosalinas fueron las que
menos taxones caracteristicos mostraron, los géneros Roseibacterium y
Yoonia-Loktanella. Los taxones que caracterizaron las lagunas hipersalinas
temporales fueron generalmente haldfilos, como el género Spiribacter.
Ademas, en estas lagunas las arqueas mostraron un papel relevante como
microorganismos caracteristicos, puesto que la clase Halobacteria, formada
por microorganismos haldfilos, fue el taxdn diferencial con una mayor
abundancia relativa. En cuanto a la laguna hipersalina permanente, las
cianobacterias destacaron como organismos caracteristicos, ya que dos
géneros, Synechococcus y Dactylococcopsis, mostraron una gran abundancia
relativa en esta laguna ademas de un gran peso como taxones caracteristicos,
mientras que el tercer organismo con mas peso como marcador, la arquea
halé6fila Halostagnicola, presentd una abundancia relativa muy baja. Por lo
que respecta al sedimento (Figura 3.3-B), el taxdn més caracteristico
correspondiente a las lagunas bicarbonatado-sddicas fue el orden

Longimicrobiales, con una gran abundancia relativa.
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Figura 3.4. Taxones caracteristicos obtenidos con el andlisis discriminante LefSe de los
diferentes estados de conservacion en que se agrupan las lagunas para el agua (A) y el sedimento
(B). Se muestra el LDA score y la abundancia relativa promedio de cada taxdn. En las barras
apiladas, la abundancia del taxén de mas alto nivel siempre corresponde a la barra mas grande
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mientras que la abundancia del taxén de nivel mas bajo, que es responsable de una parte de la
abundancia del taxén de nivel superior, se representa con una barra pequefia. Los taxones
cianobacterianos se han resaltado con un circulo verde, los de Arquea con un circulo morado y
los géneros con capacidad de metabolizar compuestos complejos de carbono con un circulo
negro.

En las lagunas hiposalinas, los taxones mas caracteristicos fueron tres érdenes
(Polyangiales, Caulobacterales y Chromatiales), que presentaron una
abundancia relativa moderada, mientras que las lagunas mesosalinas no
presentaron ningun taxon caracteristico. Por lo que respecta a las lagunas
hipersalinas temporales, el taxdn con mayor abundancia relativa fue la clase
bacteriana Halanaerobiia, mientras que en la laguna hipersalina permanente
el taxobn mas caracteristico fue el género cianobacteriano Coleofasciculus,
aunque la arquea haldfila Halostagnicola fue el segundo taxdén mas
caracteristico y la clase bacteriana Rhodothermia, formada mayoritariamente

por microorganismos hal6filos, mostré una gran abundancia relativa.

Por otra parte, en el agua (Figura 3.4-A) los taxones caracteristicos de las
lagunas con un buen estado de conservacién fueron el género bacteriano
Spiribacter y la clase arqueana Halobacteria. En cuanto a las lagunas
restauradas, la familia Vibrionaceae, que incluye organismos haldfilos,
presentd una gran abundancia relativa. Las lagunas con alteracién hidrol6gica
presentaron solo dos taxones caracteristicos, el género Aquiflexum y el orden
Erysipelotrichales, mientras que en las lagunas con alteracion trofica e
hidroldgica el orden Balneolales presenté la abundancia relativa mas elevada,
pero otros taxones relevantes fueron las cianobacterias, representadas por el
género Arthrospira, y el género Saprospira, el cual forma parte de la familia
Saprospiraceae (filo Bacteroidota), cuyos miembros son capaces de degradar
y utilizar compuestos complejos de carbono. En el sedimento (Figura 3.4-B),
las lagunas conservadas sélo mostraron un taxén caracteristico, el orden

Micrococcales, con una abundancia relativa baja. Las lagunas restauradas no
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mostraron ningun taxén caracteristico. En las lagunas alteradas
hidrolégicamente, la clase Desulfobacteria fue el taxén més caracteristico y a
su vez el que mayor abundancia relativa presentaba, aunque el género
cianobacteriano Lyngbya, a pesar de su baja abundancia relativa, tenia también
un importante peso como taxdn caracteristico. En las lagunas con alteracion
trofica e hidrologica la clase Actinobacteria fue el taxén con mayor
abundancia relativa, aunque otro taxon relevante fue el género Turneriella
(Filo Spirochaetota, familia Leptospiraceae), cuyas especies consumen acidos
grasos de cadena larga como principal fuente de carbono y energia.

3.3. Metanogénesis y Metanotrofia

La distribucion de las bacterias metanétrofas y de las arqueas metandgenas
mostré tendencias diferentes en las categorias de salinidad y en los estados de
conservacion (Figura 3.5). En cuanto a las bacterias metanotrofas del agua
(Figura 3.5-A), su abundancia relativa més elevada se encontro en las lagunas
bicarbonatado-sodicas, siendo significativamente mayor en estas lagunas en
comparacion con las hiposalinas, pero no se observaron diferencias con el
resto de lagunas mas salinas. Ademds, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a la abundancia relativa de las bacterias metanotrofas
del agua entre los diferentes estados de conservacién (Figura 3.5-C), aunque
las lagunas con alteracién hidrolégica mostraron una abundancia menor que
las otras lagunas. Respecto a las arqueas metandgenas del sedimento, su
abundancia relativa tendi6 a incrementarse a lo largo del gradiente de
salinidad (Figura 3.5-B), y la familia mayoritaria en todas las categorias de

salinidad y estados de conservacion fue la familia Methanomassiliicoccaceae.
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Figura 3.5. Diagramas de caja que muestran la distribucion de la abundancia relativa (en escala
logaritmica) de las bacterias metanotrofas del agua (A y C) y de las arqueas metandgenas del
sedimento (B y D) a lo largo de las diferentes categorias de salinidad y estados de conservacion.
La linea interna de cada diagrama de caja representa la mediana. El porcentaje de lecturas de la
familia Methanomassiliicoccaceae respecto al total de lecturas de metandgenos en cada
categoria de salinidad y estado de conservacién estd indicado al lado de los respectivos
diagramas de caja. Los valores atipicos (“outliers”) no se tuvieron en cuenta en los andlisis
estadisticos. *: p < 0,05 **: p < 0,01.

Las lagunas bicarbonatado-sodicas presentaron una abundancia baja de
metandgenos y se diferenciaron significativamente de las lagunas mesosalinas
y de las hipersalinas temporales. Por otra parte, la abundancia relativa de los
metandgenos del sedimento se mantuvo en niveles similares en todos los
diferentes estados de conservacion (Figura 3.5-D), sin presentar diferencias

significativas entre ellos.
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3.4. Metabolismos del carbono medidos in situ e inferencia molecular

Para la produccion primaria bruta (GPP) y la respiracion aerobia se observo
una correlacion positiva significativa entre las tasas reales promedio y gene
counts promedio de los respectivos genes marcadores (Figura 3.6-A'y B). No
obstante, de esta correlacion se excluyeron las lagunas alteradas puesto que
no presentaron una relacion directa entre las tasas medidas y la inferencia
génica. Por otra parte, las emisiones promedio de metano no mostraron una
correlacion significativa con gene counts promedio de los genes marcadores

de metanogénesis en el sedimento y de metanotrofia en el agua (Figura 3.6-C
y D).

A pesar de esto, la ratio de gene counts (pmoA/mcrA) fue mas alta en las
lagunas alteradas de baja salinidad, mientras que en las lagunas hipersalinas
esta relacion fue muy baja (Figura 3.6-E). Por lo que respecta a las diferentes
rutas metanogénicas potenciales, se encontraron pocos gene counts de los
genes marcadores de la metanogénesis metilotréfica (mtmB y mtbB), mientras
que la inferencia de gene counts de los genes marcadores de la metanogénesis
acetoclastica (ackA) y de la metanogénesis por reduccion del CO, (mch) dio
valores elevados tanto en el agua como en el sedimento, y en el caso del
sedimento no mostraron ninguna correlacion significativa con las emisiones

de metano.
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Figura 3.6. Regresiones entre los promedios por laguna de las tasas metabdlicas y de gene
counts de los respectivos genes marcadores obtenidos con PICRUSt2. Los colores de los
simbolos que representan a las lagunas indican la categoria de salinidad a la que pertenecen:
lagunas bicarbonatado-sédicas (amarillo), lagunas hiposalinas (azul), lagunas mesosalinas
(verde), lagunas hipersalinas temporales (rojo) y laguna hipersalina permanente (rosa). En Ay
B, los valores correspondientes a las lagunas alteradas (@) fueron eliminados del analisis. A:
regresion entre las tasas de GPP y gene counts del gen psbA de agua y sedimento. B: regresion
entre las tasas de respiracion aerobia y gene counts del gen coxA de agua y sedimento. C:
regresion entre las emisiones de metano y gene counts del gen mcrA del sedimento. D: regresion
entre las emisiones de metano y gene counts del gen pmoA del agua. E: ratio entre gene counts
del gen pmoA del agua y mcrA del sedimento. En E, la ausencia de barras en determinadas
lagunas es debida a que en éstas gene counts del gen mcrA fueron 0. *: p < 0,05 **: p < 0,01.
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3.5. Redes de coocurrencia de las comunidades de procariotas

Tanto en las redes de agua como de sedimento (Figuras 3.7 y 3.8), las
diferentes categorias de salinidad, estados de conservacion, periodos de
muestreo y lagos individuales mostraron ZOTUs especificos. La red del agua
presentd un clustering cofficient (que informa de la complejidad de la red) de
0,761y una modularidad (que informa del grado de compartimentalizacion de
la red) de 0,87, mostrando una mayor complejidad y compartimentalizacion
que la red del sedimento, que mostr6 un clustering coefficient de 0,682 y una
modularidad de 0,85.

En cuanto a las diferentes categorias de salinidad, tanto el agua como el
sedimento presentaron una serie de ZOTUs que fueron cosmopolitas y que
estuvieron presentes en todas las categorias de salinidad (Figura 3.9). Estos
ZOTUs pertenecieron a diferentes familias, siendo las familias
Moraxellaceae, Rhodobacteraceae y Streptococcaceae las mas abundantes.
El degree total de las familias mas abundantes se definié como la suma de los
degree (numero de conexiones) de los nodos individuales que fueron
asignados a dichas familias. La abundancia total de cada familia se calculd
sumando la abundancia de los nodos individuales que fueron asignados a cada
familia. Asi, los ZOTUs cosmopolitas a nivel de familia tuvieron una
abundancia total bastante elevada pero un degree total muy bajo. Por otra
parte, en el agua (Figura 3.9-A) los ZOTUs especificos de las diferentes
categorias de salinidad presentaron a nivel de familia o bien una abundancia
total baja pero un degree total alto o una abundancia total alta pero un degree
total bajo. Este patron se ejemplifico en las familias Cyanobiaceae y

Haloferacaceae.
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Figura 3.7. Red de coocurrencia de las comunidades de procariotas del agua. Los ZOTUs se
han representado como nodos y las interacciones entre ellos en forma de lineas (edges). En la
misma red se han representado las diferentes lagunas, categorias de salinidad, alteraciones y
estaciones. Los codigos de las lagunas estan descritos en la Tabla 2.1. En las leyendas, C se
aplica a los ZOTUs presentes en todos los niveles del factor representado en la red (categoria
de salinidad, estacion, laguna o alteracién). NC se aplica a los ZOTUs que estan presentes solo
en algunos niveles de dichos factores.

La familia Cyanobiaceae (filo Cyanobacteria), que estuvo presente en casi
todas las categorias de salinidad del agua, mostré una abundancia total muy
elevada pero un degree total muy bajo, mientras que la familia
Haloferacaceae (Archaea), que estuvo presente en las lagunas con mayor
salinidad, fue la familia menos abundante, pero con el degree total mas alto.

En comparacion, en el sedimento (Figura 3.9-B) la abundancia total de los
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ZOTUs especificos de las diferentes categorias de salinidad tuvieron a nivel
de familia una abundancia total menor que en el agua, pero un degree total
mas elevado. Ademas, en el sedimento los degrees totales mas elevados se

encontraron en las lagunas con menor salinidad.
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Figura 3.8. Red de coocurrencia de las comunidades de procariotas del sedimento. Los ZOTUs
se han representado como nodos y las interacciones entre ellos en forma de lineas (edges). En
la misma red se han representado las diferentes lagunas, categorias de salinidad, alteraciones y
estaciones. Los codigos de las lagunas estan descritos en la Tabla 2.1. En las leyendas, C se
aplica a los ZOTUs presentes en todos los niveles del factor representado en la red (categoria
de salinidad, estacion, laguna o alteracion). NC se aplica a los ZOTUs que estan presentes sdlo
en algunos niveles de dichos factores.
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Figura 3.9. Abundancia y degree totales de las 5 familias mas abundantes de las redes
especificas de cada categoria de salinidad para el agua (A) y el sedimento (B). Las familias de
cianobacterias se han resaltado con un circulo verde y las de arqueas con un circulo morado. C:
familias cuyos ZOTUs estuvieron presentes en todas las categorias de salinidad (cosmopolitas).
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Figura 3.10. Abundancia y degree totales de las 5 familias mas abundantes de las redes
especificas de cada estado de conservacion para el agua (A) y el sedimento (B). Las familias de
cianobacterias se han resaltado con un circulo verde y las de arqueas con un circulo morado. C:
familias cuyos ZOTUs estuvieron presentes en todos los estados de conservacion

(cosmopolitas).

Por otra parte, en los diferentes estados de conservacion se repitieron los

patrones descritos para el agua y el sedimento. Las familias a las que
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pertenecieron los ZOTUs cosmopolitas, que son los ZOTUs presentes en
todos los estados de conservacion, tuvieron una abundancia total muy elevada
pero un degree total muy bajo, sobre todo las familias Rhodobacteraceae y
Streptococcaceae. En el agua (Figura 3.10-A), las familias con una
abundancia total elevada presentaron un degree total bajo y viceversa, y los
patrones descritos anteriormente para las familias Haloferacaceae y
Cyanobiaceae se repitieron, siendo la familia Haloferacaceae la menos
abundante, pero con el mayor degree total en las lagunas conservadas mientras
que la familia Cyanobiaceae fue la méas abundante en las lagunas con
alteracion trofica e hidroldgica, pero a su vez la que mostr6 el menor degree
total.
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Figura 3.11. Distribucién del nimero de ZOTUs presentes durante todo el afio (C) y de los
ZOTUs especificos de cada periodo de muestreo en las redes de coocurrencia del agua y del
sedimento.

En cuanto al sedimento (Figura 3.10-B), al compararlo con el agua también se

observo que las familias pertenecientes a cada estado de conservacion
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presentaron una menor abundancia total en el sedimento que en el agua, pero
a su vez un mayor degree total respecto al agua. Ademas, tanto en el agua
como en el sedimento las lagunas conservadas o restauradas fueron las que

presentaron los degrees totales mas elevados.

Respecto a la distribucion de los ZOTUs en los diferentes periodos de
muestreo (Figura 3.11), en la red del sedimento el ndmero de ZOTUs
presentes en todos los periodos de muestreo (C) fue muy elevado en
comparacion con el agua, y ademas el nimero de estos ZOTUs fue mayor que
el nimero de ZOTUs especificos de cualquier periodo concreto, por lo que la
gran mayoria de ZOTUs del sedimento no fueron estacionales y estuvieron
siempre presentes a lo largo del tiempo, mientras que en el agua la mayoria de
ZOTUs fueron estacionales y con pocos ZOTUs presentes en todos los

periodos de muestreo (C).
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Figura 3.12. Gréfico Pi- Zi que muestra, para el agua y para el sedimento, la distribucién de los
nodos que forman las redes de coocurrencia en base a sus roles topologicos. El tamafio del
simbolo que representa a los nodos es proporcional a su abundancia en la red, y el color indica
cual de los siguientes genes esta presente en el ZOTU al que representa el nodo: amarillo (dsrB),
verde (psbA), azul (pmoA), negro (mcrA). Zi: conectividad intramddulo. Pi: conectividad entre
madulos.
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En cuanto al rol topoldgico de los nodos que conforman la red (Figura 3.12),
tanto en la red del agua como del sedimento la mayoria de los nodos se
clasificaron como periféricos. Ademas, algunos nodos periféricos mostraron
abundancias muy grandes, mientras la abundancia de otros nodos periféricos
fue baja. Sélo se encontraron nodos clasificados como module hubs en la red
del sedimento, los cuales se asignaron (Gltimo nivel taxondémico con
asignacion) a las familias Balneolaceae y Spirochaetaceae, a la clase
Anaerolineae y a los filos Gemmatimonadota y Planctomycetota. Respecto a
los genes relacionados con los metabolismos del carbono, tanto en el agua
como en el sedimento sélo se presentaron en los nodos periféricos. En el agua,
el gen mas representado fue el dsrB (presente en 93 nodos) seguido del gen
psbA (presente en 39 nodos). En el sedimento, el gen mas representado fue el
dsrB (presente en 326 nodos) seguido del gen psbA (presente en 69 nodos) y
del gen mcrA (presente en 19 nodos).

3.6. Estructura y funcién de las comunidades de procariotas

Las comunidades del agua estuvieron determinadas por una combinacion de
categoria de salinidad, estado de conservacion y estacionalidad (Figura 3.13-
A). La clasificacion de las lagunas salinas de interior en diferentes categorias
de salinidad se vio reflejada en los diferentes factores ambientales que
afectaron a las comunidades del agua. Asi, las comunidades de las lagunas
bicarbonatado-sodicas se vieron influenciadas por bajas conductividades y por
altos niveles de alcalinidad, y presentaron una mayor abundancia de las
familias Exiguobacteraceae y Salisediminibacteriaceae. Las comunidades de
las lagunas hiposalinas y mesosalinas se vieron determinadas por valores
bajos 0 medios de DOC y presentaron una mayor abundancia de las familias

Opitutaceae, Microcystaceae y Rhizobiaceae.
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Figura 3.13. dbRDA mostrando la ordenacién de las comunidades de procariotas del agua (A)
y del sedimento (B) en base a las variables ambientales. Los codigos de las lagunas estan
descritos en la Tabla 2.1. Los nimeros adyacentes a los codigos de las lagunas indican los
periodos de muestreo: 1 (llenado), 2 (6ptimo) y 3 (secado). El color de las elipses también indica
el periodo de muestreo: azul (llenado), verde (6ptimo) y rojo (secado). Los colores de los
simbolos que representan a las lagunas indican la categoria de salinidad a la que pertenecen:
lagunas bicarbonatado-sodicas (amarillo), lagunas hiposalinas (azul), lagunas mesosalinas
(verde), lagunas hipersalinas temporales (rojo) y laguna hipersalina permanente (rosa). La
forma de los simbolos que representan las lagunas indica el estado de conservacion en el que
se encuentran: conservadas (®), restauradas (m), con alteracion hidrologica (A ) o con alteracion
trofica e hidrologica (V). Variables ambientales: Chla (clorofila-a), Alc (alcalinidad), LOI
(materia organica), DOC (carbono organico disuelto), NHs (amonio), Oxi (oxigeno), Temp
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(temperatura), SRP (ortofosfato reactivo soluble), Cond (conductividad), NOs (nitrato), SO4
(sulfato), Prof (profundidad), pH y Carb (carbonato). Tasas metabdlicas: GPP (produccién
primaria bruta), Resp (respiracion aerobia), CH4 (emisiones de metano).

Las comunidades de las lagunas hipersalinas se vieron afectadas por altas
concentraciones de sulfato y materia orgéanica, y las familias
Thioalkalibacteraceae y Francisellaceae fueron las mas representadas en este
grupo de lagunas. Por otra parte, la estacionalidad fue un factor muy relevante
para la estructuracion de las comunidades acuéticas de las lagunas, ya que las
comunidades de los tres periodos de muestreo se encontraron separadas entre
si. Ademas, la combinacion de alteracion y estacionalidad se mostré como un
factor muy importante para la estructura de las comunidades del agua de las
lagunas alteradas, puesto que separd los muestreos mas calidos de estas
lagunas, relacionados con altas tasas de produccién primaria bruta (GPP) y de
emisiones de metano y con una gran abundancia de la familia Cyanobiaceae,

de sus respectivos muestreos mas frios.

En cuanto a las comunidades del sedimento (Figura 3.13-B), el efecto de la
alteracion o la estacionalidad en su estructuracion fue mas leve que en el agua,
y las comunidades de procariotas se vieron afectadas principalmente por la
categoria de salinidad a la que pertenecian las respectivas lagunas. Asi, las
comunidades de las lagunas bicarbonatado-sodicas estuvieron influenciadas
por bajas conductividades y valores de pH elevados, y las familias mas
abundantes fueron Weeksellaceae y Dethiobacteraceae. Las comunidades de
las lagunas hiposalinas y mesosalinas se vieron afectadas por altos valores de
carbonato, ademas de presentar tasas medias de GPP y de respiracion aerobia
y tasas altas de emisiones de metano. Las familias Puniceicoccaceae,
Thermaceae y Blastocatellaceae fueron las mas abundantes en estas
categorias de lagunas. Por otra parte, las comunidades de la laguna hipersalina

permanente (Salada de Chiprana) y la laguna de Gallocanta, que es hipersalina
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temporal, se vieron influenciadas por altos valores de materia organica y
mostraron tasas elevadas de GPP y de respiracion aerobia. Las familias méas
abundantes en sus comunidades fueron Bradymonadaceae Yy
Coleofasciculaceae. Las comunidades del resto de lagunas hipersalinas
temporales se mostraron poco afectadas por la conductividad y formaron un
grupo junto a las comunidades de la laguna hiposalina de El Hito. Estas
lagunas mostraron muy bajas emisiones de metano y una gran abundancia de

la familia Staphylococcaceae en sus comunidades.
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Capitulo 4. Lagunas costeras deltaicas.

En este capitulo, se han estudiado los factores que determinan la estructura y
los metabolismos del carbono de las comunidades de procariotas del agua y
del sedimento de 3 humedales representativos de las diferentes zonas himedas
gue se encuentran en del Delta del rio Ebro. A su vez, estos humedales son
representativos de los diferentes tipos de humedales costeros de la region
mediterranea espafiola. Los humedales estudiados se encontraron en un
gradiente de salinidad, desde Alfacs (ALFA), una marisma micromareal
conectada al mar, a Encanyissada (ENCA), una laguna de aguas generalmente
salobres, pero con grandes variaciones en su conductividad, y Filtre Biologic,
una laguna costera de aguas no salinas (marjal). Ademas, estos humedales
presentaron diferentes estados tréficos, siendo Encayissada y Filtre Biologic

los que presentaron un estado tréfico mas alto.
4.1. Caracteristicas ambientales de los humedales Deltaicos estudiados

Los valores de las principales variables ambientales del agua y del sedimento
estan representados en la Tabla 4.1, y el resto de los valores de las demas

variables ambientales se encuentran en el Anexo.

Las zonas himedas estudiadas estaban situadas a lo largo de un marcado
gradiente de salinidad. En el agua, los valores promedios de conductividad
més elevados se presentaron en Alfacs (53,4 mS-cm?) seguida de
Encanyissada (32,1 mS-cm), que mostré una gran variacién en los valores
de conductividad a lo largo de los diferentes muestreos, mientras que Filtre

Biologic presento los valores mas bajos (2,1 mS-cm™).
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Tabla 4.1. Valores promedio (x Desviacion Estandar) de las principales variables ambientales
del agua y del sedimento de los humedales estudiados. Los valores de materia organica del
sedimento (LOI) se han expresado en porcentaje de peso seco. ALFA: Alfacs. ENCA:
Encanyissada. FBIO: Filtre Biologic.

ALFA ENCA FBIO
© Conductividad (mS-cm™)  534+16,3 321+£201 21+03
3 Clorofi 1
2 orofila-a (ug-L™") 46+29 334+275 285+68

Sulfato (g-L™) 3405 24%09 01x01
(=]
é Conductividad (mS-cm?) 458 +154 36,2+168 17+0,7
£
& LOI (% p.s.) 268+138 259+73  3,6+03

Encayissada y Filtre Biologic mostraron un estado tréfico mayor que Alfacs,
con mayores concentraciones promedio de Chl-a (33,4 y 28,5 ug-L*
respectivamente), mientras que las concentraciones promedio de sulfato
fueron mas elevadas en Alfacs y Encanyissada (34 y 24 g-L*
respectivamente) y muy bajas en Filtre Bioldgic (0,1 g-L™). En cuanto al
sedimento, el patrén de conductividad fue el mismo que en el agua, siendo
Alfacs la que present6 los valores promedios mas elevados (45,8 mS-cm™) y
Filtre Biologic los mas bajos (1,7 mS-cm), mientras que los valores promedio
mas altos de materia orgéanica también se observaron en Alfacs (26,8%) y los

mas bajos en Filtre Biologic (3,6%).
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Figura 4.1. PCO de las muestras de agua (A) y sedimento (B) en base a sus variables
ambientales. Los simbolos que representan los muestreos de Alfacs estan en color rojo, los de
Encanyissada en azul y los de Filtre Biologic en verde. La estacion de muestreo se indica al
lado del nombre del humedal y también mediante la forma del simbolo que lo representa:
Invierno ('V), Primavera (®), Verano (A). Variables ambientales: Chla (Clorofila-a), Alc
(Alcalinidad), LOI (Materia orgénica), NH4 (Amonio), Oxi (Oxigeno), Temp (Temperatura),
SRP (Ortofosfato reactivo soluble), TSS (Sélidos suspendidos totales), Cond (Conductividad),
NO3 (Nitrato), SO4 (Sulfato), Prof (profundidad maxima), pH y Carbonato.

En cuanto a la ordenacion de las muestras de agua respecto a los valores de
variables ambientales (Figura 4.1-A), la salinidad fue el factor mas importante
para separar las zonas humedas, ya que Alfacs y Encanyissada estaban
influenciadas por altas conductividades pero también por concentraciones
elevadas de sulfato, al contrario que Filtre Bioldgic. Ademas, la estacionalidad
también fue un factor relevante, puesto que en cada zona humeda los
muestreos de verano estuvieron separados de los de invierno y relacionados
con temperaturas méas elevadas. En el sedimento (Figura 4.1-B), Alfacs y
Encanyissada estuvieron solapadas en la ordenacion pero separadas de Filtre
Biologic, ya que se mostraron afectadas por valores mas altos de
conductividad y materia org&nica mientras que los valores de estas variables

en Filtre Biologic fueron bajos. A su vez, en el sedimento la estacionalidad
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también fue relevante, ya que en cada zona hdmeda los muestreos de

primavera y verano estaban separados de los de invierno.
4.2. Estructura y dindmica de la comunidad procariota

En el agua, se encontraron 203 ZOTUs cosmopolitas que estuvieron presentes
en todas las zonas himedas (Figura 4.2 agua). Alfacs mostr6 el mayor nimero
de ZOTUs especificos, seguida de Filtre Biologic y Encanyissada. Filtre
Biologic se mostrd poco relacionada con las zonas himedas mas salinas ya
gue compartié muy pocos ZOTUs con Alfacs y Encanyissada, mientras que
estas dos tuvieron 487 ZOTUs en comun. En cuanto a la distribucion de los
ZOTUs entre los diferentes muestreos, se encontraron 575 ZOTUs que

estaban presentes en todas las estaciones.

Agua

FBIO Verano

348 165

Humedal Estacion

123 168

656 524
\ Invierno

“._ ALFA

Sedimento

FBIO Verano

28 Humedal &0 Estacion

90

419
ALFA

73 146
Invierno Primavera

Figura 4.2. Diagramas de Venn mostrando la distribucion de los ZOTUs en las muestras de

agua y sedimento entre los diferentes humedales y estaciones.
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El invierno fue la estacion que presentd mas ZOTUs especificos, seguida de
verano y primavera. A su vez, los muestreos de invierno y primavera
estuvieron mas relacionados entre si que con el de verano, ya que ambos
compartieron mas ZOTUs (399) que cada uno de ellos con el muestreo de

verano.

En el sedimento (Figura 4.2 sedimento), se encontraron 253 ZOTUs
cosmopolitas que estaban presentes en todas las zonas humedas. En
comparacion con el agua, el efecto del gradiente de salinidad fue mas evidente,
ya que Filtre Biologic compartié muy pocos ZOTUs (33) con Alfacs, la zona
himeda maés salada, mientras que Alfacs y Encanyissada compartieron 845
ZOTUs. En cuanto a cémo se distribuyeron los ZOTUs entre las diferentes
estaciones, el numero de ZOTUs que estuvieron presentes en todos los
muestreos fue mas elevado que en el agua, con 1831 ZOTUs, y a su vez el
verano fue la estacion que menos ZOTUs compartié con las demas,

especialmente con el invierno, con el cual mostr6 90 ZOTUs en comdn.

Por otra parte, la clasificacion taxonémica a partir de los amplicones del gen
que codifica para el 16S rRNA result6 en 43 filos para el agua y 54 para el
sedimento. En el agua (Figura 4.3-A), el filo mas abundante fue
Cyanobacteria, estando la familia Cyanobiaceae presente a lo largo de todo el
gradiente de salinidad pero presentando las mayores abundancias relativas
durante las estaciones mas calidas en las zonas humedas con mayor estado
tréfico, siendo esta familia la responsable del 25,1% de las lecturas
normalizadas en verano en Encanyissada y del 46,1% de las lecturas durante

la primavera en Filtre Biologic.
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Figura 4.3. Abundancias relativas de las familias de procariotas del agua (A) y del sedimento
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Los otros filos mas abundantes fueron Proteobacteria, representado
mayoritariamente por la familia Rhodobacteraceae, que estuvo presente a lo
largo de todo el gradiente de salinidad, y Actinobacteriota, debido a la gran
abundancia de la familia Microbacteriaceae en Encanyissada durante el
invierno (34,5% de las lecturas normalizadas). Contrariamente, en el
sedimento (Figura 4.3-B) no hubo ningun taxén con una gran abundancia
relativa. Los filos méas representados fueron Desulfobacterota, siendo la
familia Desulfosarcinaceae mas abundante en las zonas hiumedas mas salinas,
y Chloroflexi, con la familia Anaerolineaceae presentando las mayores
abundancias en Encanyissada y en Filtre Biologic (del 2,7 al 10,6% de las
lecturas normalizadas), que fueron las zonas humedas con conductividades

medias o bajas.

Por lo que respecta a las diferencias estadisticas entre las comunidades de
procariotas de las diferentes zonas himedas, el andlisis PERMANOVA
mostré que en el agua hubo diferencias significativas (p < 0,05) entre las
comunidades de Filtre Biologic y Encanyissada-Alfacs, pero no entre las de
Encanyissada y Alfacs. En cambio, en el sedimento si hubo diferencias

significativas (p < 0,05) entre las comunidades de todas las zonas himedas.

En cuanto a la relacion de las diferentes zonas himedas en base a sus
comunidades (Figura 4.4 y 4.5), tanto en el agua como en el sedimento Alfacs
y Encanyissada formaron un grupo y se separaron de Filtre Biologic. En el
agua (Figura 4.4), los diferentes muestreos estacionales de cada zona himeda
presentaron grandes diferencias en la composicion de la comunidad de

procariotas.
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Figura 4.4. Heatmap mostrando la relacion de las muestras de agua en base a la composicion
de sus comunidades. Sélo se tuvieron en cuenta los ZOTUs con una abundancia relativa total
mayor del 0,5% para el agua y mayor del 0,3% para el sedimento. 1: Invierno. 2: Primavera. 3:
Verano. Los ZOTUs del género Cyanobium se indican con un circulo verde claro y los del
género Synechococcus con un circulo verde oscuro.
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Figura 4.5. Heatmap mostrando la relacion de las muestras de sedimento en base a la
composicion de sus comunidades. Sélo se tuvieron en cuenta los ZOTUs con una abundancia
relativa total mayor del 0,5% para el agua y mayor del 0,3% para el sedimento. 1: Invierno. 2:
Primavera. 3: Verano. Los ZOTUs del filo Desulfobacterota se indican con un circulo amarillo
y los de la familia Anaerolineaceae con un circulo marrdn.

En Filtre Biologic, los muestreos de primavera y verano estuvieron agrupados
y se diferenciaron del muestreo de invierno, ya que presentaron una mayor
abundancia relativa de ZOTUs cianobacterianos clasificados como
Cyanobium, mientras que en el muestreo de invierno los ZOTUs
pertenecientes a las familias Rhodobacteraceae y Alcaligenaceae tuvieron

una mayor abundancia. Por otra parte, Alfacs y Encanyissada estuvieron
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solapadas y no formaron un grupo especifico de cada zona himeda. Este
solapamiento entre las comunidades de las dos zonas himedas se dio porque
sus muestreos de verano formaron un grupo debido a la gran abundancia de
un ZOTU cianobacteriano clasificado como Synechococcus. Ademas,
Encanyissada y el muestreo de verano de Alfacs se caracterizaron por la gran
abundancia relativa de ZOTUs de actinobacterias clasificados como
Microbacteriaceae y PeM15, mientras que en el resto de los muestreos de
Alfacs los ZOTUs més abundantes fueron de las familias Cyanobiaceae y
Rhodobacteraceae y del grupo de flavobacterias NS3a marine group.

Al contrario que en el agua, en el sedimento (Figura 4.5) los diferentes
muestreos de cada zona himeda fueron mas estables en el tiempo y no
presentaron grandes cambios estacionales. Esto llevé a una buena
diferenciacion de las comunidades de las zonas himedas, por lo que no hubo
solapamiento entre Alfacs y Encanyissada. En Filtre Biologic los ZOTUs con
mayor abundancia pertenecieron al género de proteobacterias Acinetobacter y
a la familia Anaerolineaceae, del filo Chloroflexi. Por otra parte, las familias
de SRB (que pertenecen al filo Desulfobacterota) se encontraron en las zonas
himedas maés saladas y no en FBIO. Uno de los ZOTUs mas abundantes de
Encanyissada perteneci6 a la familia de arqueas Nitrosopumilaceae, mientras
que en Alfacs los ZOTUs mas abundantes pertenecieron a la familia

Cyanobiaceae y al género Sulfurovum.
4.3. Metanogénesis y Metanotrofia en humedales Deltaicos

Por lo que respecta a la distribucion de las arqueas metandgenas y las bacterias
metandtrofas en los sitios estudiados (Figura 4.6), se observaron patrones

diferentes entre las zonas himedas relacionados con el gradiente de salinidad.
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Figura 4.6. Distribucion de la abundancia promedio de los microorganismos relacionados con
el metano en los humedales estudiados. A: Abundancia relativa de las familias de arqueas
metandgenas del sedimento. B: Abundancia relativa de las familias de bacterias metandtrofas
del agua. Se representa también la emision promedio de metano (triangulo rojo) de cada
humedal. C: Abundancia relativa de las familias de bacterias metanétrofas del sedimento. En B
y C se ha indicado la taxonomia de los microorganismos a nivel de género cuando éste estaba
asignado.

Las arqueas metandgenas del sedimento (Figura 4.6-A) mostraron la mayor
abundancia relativa en Alfacs, mientras Encanyissada y Filtre Biologic
mostraron niveles similares. La familia Methanomasiliicoccaceae fue la
mayoritaria en todas las zonas himedas. Alfacs y Encanyissada presentaron
una comunidad de metan6genos muy similar, siendo las familias
Methanoregulaceae y Methanosarcinaceae las familias minoritarias mas
abundantes en ambos sitios. En cambio, las familias Methanopyraceae y

Methanobacteriaceae se encontraron sélo en Filtre Bioldgic. En cuanto a las
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bacterias metanotrofas (Figura 4.6 B-C), se encontraron patrones diferentes
entre el agua y el sedimento. En el agua, Filtre Bioldgic mostré la mayor
abundancia relativa, seguida de Alfacs y de Encayissada, que fue la zona
himeda con menor abundancia relativa de metanétrofos y a su vez la que
mayor emisién de metano presentd. Alfacs y Encanyissada mostraron
comunidades parecidas dominadas por la familia Methylococcaceae, mientras
que Filtre Biologic, aparte de presentar familias existentes también en las
zonas humedas de mayor salinidad, mostr6 una gran abundancia relativa de la
familia Methylocystaceae, solo presente en este humedal. En el sedimento,
Alfacs y Encanyissada, que fue la zona himeda con mayor abundancia relativa
de metanotrofos, mostraron comunidades similares dominadas por la familia
Methylococcaceae, mientras que en Filtre Biologic esta familia también fue la
mas abundante, seguida de la familia Beijerinckiaceae.

4.4. Metabolismos del carbono in situ e inferencia molecular

Las relaciones entre las tasas de los metabolismos del carbono medidos in situ
y la inferencia molecular de las cantidades génicas (gene counts) de sus
respectivos genes marcadores mostro patrones comunes y a su vez diferencias

entre el agua y el sedimento (Figura 4.7 y 4.8).

Tanto en el agua como en el sedimento hubo una correlacion significativa
entre las tasas de produccion primaria bruta (GPP) y gene counts del gen psbA,
pero no se encontrd una relacion entre las tasas de respiracion aerobia y gene
counts del gen coxA (Figura 4.7y 4.8 Ay B). En el agua, en los humedales
con un estado tréfico mas elevado se observo durante los meses més célidos
un gran incremento de la ratio entre las tasas de fotosintesis y respiracion con
respecto a la ratio entre gene counts de los respectivos genes marcadores
(Figura 4.7-C), lo que resultd en una correlacion lineal pero no significativa

entre ambas ratios (Figura 4.7-D).
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Figura 4.7. Comparacion de las tasas metabdlicas con los resultados obtenidos con PICRUSt2
en el agua. En las regresiones, los simbolos que representan los muestreos de Alfacs estan en
color rojo, los de Encanyissada en azul y los de Filtre Biologic en verde. A: regresion entre las
tasas de produccion primaria bruta (GPP) y gene counts del gen psbA. B: regresion entre las
tasas de respiracion y gene counts del gen coxA. C: comparacion entre las ratios de las tasas de
GPP y respiracion con las ratios de los gene counts de los genes psbA y coxA. D: regresion entre
las ratios de las tasas de GPP y respiracion con las ratios gene counts de los genes psbA y coxA.
E: Comparacion entre los promedios de gene counts del gen pmoA y el promedio de emision
de metano de los humedales. F: regresion entre la conductividad y la ratio de gene counts de
los genes dsrB y mcrA. G: regresion entre la materia organica (LOI) y gene counts de los genes
dsrB y pmoA. H: regresion entre la conductividad y gene counts de los genes dsrB y pmoA. **:
p <0,01.
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Figura 4.8. Comparacion de las tasas metabdlicas con los resultados obtenidos con PICRUSt2
en el sedimento. En las regresiones, los simbolos que representan los muestreos de Alfacs estan
en color rojo, los de Encanyissada en azul y los de Filtre Biologic en verde. A: regresion entre
las tasas de produccion primaria bruta (GPP) y gene counts del gen psbA. B: regresion entre las
tasas de respiracion y gene counts del gen coxA. C: comparacidn entre la ratio promedio de las
tasas de GPP y respiracion con la ratio promedio de gene counts de los genes pshA y coxA. D:
regresion entre las ratios de las tasas de GPP y respiracion con las ratios de gene counts de los
genes psbA y coxA. E: regresion entre las tasas de emision de metano y gene counts del gen
mcrA. F: regresion entre la conductividad y la ratio de gene counts de los genes dsrB y mcrA.
G: regresion entre la materia organica (LOI) y gene counts de los genes dsrB y mcrA. H:
regresion entre la conductividad y gene counts de los genes dsrB y mcrA. *: p < 0,05. **: p <
0,01.
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Contrariamente, en el sedimento si hubo una correlacion significativa entre
estas ratios, la cual decreci6 a lo largo del gradiente de salinidad (Figura 4.8
C y D). Por otra parte, el agua de Filtre Biologic mostré el mayor numero de
gene counts del gen pmoA, seguida de Alfacs y de Encanyissada, que fue la
gue presentd el menor nimero de gene counts de este gen y a su vez la mayor
emision de metano (Figura 4.7-E). No obstante, no se encontr6 una correlacion
significativa entre la ratio de gene counts de los genes dsrB y mcrA con la
conductividad ni de gene counts de los genes pmoA y dsrB con la
conductividad o la materia organica (Figura 4.7 F, G y H). En el sedimento no
hubo una correlacion entre la emision de metano y gene counts del gen mcrA
(Figura 4.8-E), pero si se observé una correlacion positiva significativa entre
la ratio de gene counts de los genes dsrB y mcrA con la conductividad (Figura
4.8-F). Ademas, gene counts del gen dsrB aumentaron significativamente con
la conductividad y la materia organica, mientras que gene counts del gen mcrA
se mantuvieron constantes independientemente de la salinidad o la cantidad

de materia organica presentes (Figura 4.8 G y H).
4.5. Redes de coocurrencia de las comunidades de procariotas

El andlisis de las interacciones de los miembros de las comunidades de
procariotas del agua y del sedimento resulté en una red de la comunidad del
agua formada por 340 nodos y 1259 bordes (Figura 4.9) y una red de la
comunidad del sedimento constituida por 458 nodos and 1910 bordes (Figura
4.10). La red del agua mostré un clustering coefficient (que informa de la
complejidad de la red) de 0,357 y una modularidad (que informa de la
compartimentalizacion de la red) de 0,827, mientras que la del sedimento
presentd un clustering coefficient de 0,315 y una modularidad de 0,693,
sugiriendo una mayor complejidad y compartimentalizacion de la red del agua

respecto a la del sedimento.
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Figura 4.9. Red de coocurrencia de las comunidades de procariotas del agua. Los ZOTUs se
han representado como nodos y las interacciones entre ellos en forma de lineas llamadas bordes
(edges). Los nodos que representan las variables ambientales estan coloreados en amarillo
(Cond: Conductividad, Chla: Clorofila-a). El color de las lineas que representan las
interacciones entre los nodos es verde si dicha interaccion es de presencia mutua y rojo si dicha
interaccion es de exclusién mutua. La forma del nodo indica la estacion en la que el ZOTU al
cual representa es mayoritario y el color del nodo el humedal en el que dicho ZOTU es
mayoritario. El tamafio del nodo indica su abundancia en nimero de lecturas. El color del borde
del nodo indica cual de los siguientes genes esta presente en el ZOTU al que representa:
amarillo (dsrB), verde (psbA), azul (pmoA). En la leyenda, C se aplica a los ZOTUs presentes
en todos los humedales (cosmopolitas) en la leyenda relativa a los humedales o bien en todas
las estaciones (core) en la leyenda relativa a la estacion. NC se aplica a los ZOTUs que estan
compartidos entre diferentes humedales o bien entre diferentes estaciones, pero sin estar en
todos ellos a la vez.
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Figura 4.10. Red de coocurrencia de las comunidades de procariotas del sedimento. Los
ZOTUs se han representado como nodos y las interacciones entre ellos en forma de lineas
Ilamadas bordes (edges). Los nodos que representan las variables ambientales estan coloreados
en amarillo (Cond: Conductividad, LOI: Materia organica). El color de las lineas que
representan las interacciones entre los nodos es verde si dicha interaccion es de presencia mutua
y rojo si dicha interaccion es de exclusion mutua. La forma del nodo indica la estacion en la
que el ZOTU al cual representa es mayoritario y el color del nodo el humedal en el que dicho
ZOTU es mayoritario. El tamafio del nodo indica su abundancia en nimero de lecturas. El color
del borde del nodo indica cual de los siguientes genes estd presente en el ZOTU al que
representa: amarillo (dsrB), verde (psbA), azul (pmoA/amoA). En la leyenda, C se aplica a los
ZOTUs presentes en todos los humedales (cosmopolitas) en la leyenda relativa a los humedales
o0 bien en todas las estaciones (core) en la leyenda relativa a la estacion. NC se aplica a los
ZOTUs que estan compartidos entre diferentes humedales o bien entre diferentes estaciones
pero sin estar en todos ellos a la vez.
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En ambas redes se observd un ndmero muy bajo de ZOTUs cosmopolitas
presentes en todos los humedales (17 en la red de agua y 12 en la de
sedimento), por lo que las comunidades que formaron las redes de las
diferentes zonas himedas estaban muy diferenciadas entre si. Ademas, las dos
redes mostraron ZOTUs presentes s6lo en estaciones especificas y ZOTUs
presentes en todos los muestreos (Figura 4.11), siendo estos ultimos mucho
maés abundantes en la red del sedimento que en la del agua. En la red del agua,
los ZOTUs especificos de Alfacs y a su vez presentes durante todo el afio en
este humedal estaban relacionados negativamente con la Chl-a, mientras que
los ZOTUs especificos de Filtre Biologic y también presentes en todos los
muestreos mostraron una relacion negativa con la conductividad. En la red de
sedimento, los ZOTUs especificos de Filtre Biologic y presentes en todos los
muestreos también estuvieron relacionados negativamente con la
conductividad y con la materia organica.
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Figura 4.11. Distribucién del nimero de ZOTUs presentes durante todo el afio (C de core) y
de los ZOTUs especificos de cada estacion de muestreo en las redes de coocurrencia del agua
y del sedimento.
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Con respecto a la abundancia y el degree total de los ZOTUs relacionados con
la fotosintesis (psbA), la sulfatoreduccién desasimilatoria (dsrB) y la
oxidacion aerobia del metano (pmoA) (Figura 4.12), en lared del agua (Figura
4.12 A-B) se observo que la gran mayoria de ZOTUs con gen psbA eran
especificos de cada humedal, y hubo pocos ZOTUs presentes en todas las

zonas himedas (cosmopolitas).

En Alfacs y Filtre Biologic se encontraron ZOTUs con psbA que estuvieron
presentes en todas las estaciones (C de core), pero la gran mayoria de ZOTUs
que tenian este gen eran estacionales y mas numerosos en las estaciones mas
calidas de Encanyissada y Filtre Bioldgic, los humedales con un estado tréfico
mayor y con mayores tasas de GPP. Por otra parte, el degree total de los genes
se definié como la suma de los degrees (nimero de conexiones) de los nodos
individuales que tenian dichos genes. Asi, el degree total de los ZOTUs con
gen psbA también fue mayor en las estaciones calidas de estos humedales.
Contrariamente, los ZOTUS con gen pmoA sélo se encontraron en Filtre
Biologic, el humedal menos salino, y mayoritariamente en ZOTUs presentes
durante todas las estaciones. No obstante, el mayor degree total de los ZOTUs

con este gen se observé en verano.
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Figura 4.12. Distribucion, en cada humedal y estacion, del nimero y del degree total de los
ZOTUs que presentaron genes relacionados con metabolismos del carbono en la red de
coocurrencia del agua (A-B) y del sedimento (C-D). Cosmo: ZOTUs presentes en todos los
humedales (cosmopolitas). C: dentro de cada humedal, ZOTUs que estaban en todas las
estaciones (core).
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En cuanto al sedimento (Figura 4.12 C-D), los ZOTUs con gen psbA sélo se
encontraron en Alfacs, y la gran mayoria estuvieron ZOTUs presentes durante
todo el afio, aungue también se observaron ZOTUs en verano con este gen
cuyo degree total fue comparable al de los ZOTUs presentes en todas las
estaciones. Por otra parte, los ZOTUs que tenian el gen dsrB se encontraron
en todas las zonas himedas (cosmopolitas) y la mayoria eran ZOTUs
presentes durante todas las estaciones (C). No obstante, la abundancia de
dichos ZOTUs creci6 a lo largo del gradiente de salinidad, siendo Filtre
Biologic el humedal con menor nimero de ZOTUs con gen dsrB y Alfacs el
que mas ZOTUs con este gen mostrd. Ademas, los mayores degrees totales de
los ZOTUs con dsrB se observaron en Alfacs, sobre todo en los ZOTUs

especificos de verano.
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Figura 4.13. Gréfico Pi- Zi que muestra, para el agua y para el sedimento, la distribucién de los
nodos que forman las redes de coocurrencia en base a sus roles topologicos. El tamafio del
simbolo que representa a los nodos es proporcional a su abundancia en la red, y el color indica
cual de los siguientes genes esta presente en el ZOTU al que representa el nodo: amarillo (dsrB),
verde (psbA), azul (pmoA). Zi: conectividad intramodulo. Pi: conectividad entre médulos.
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Los ZOTUs con gen pmoA del sedimento no se han mostrado en la figura
porgue corresponden a arqueas oxidantes del amonio, que en realidad no
presentan este gen sino el gen amoA. PICRUSt2 no es capaz de diferenciar
estos dos genes debido a su gran semejanza evolutiva, y asigna errbneamente

el gen pmoA a las arqueas oxidantes del amonio.

Por lo que respecta a los roles topoldgicos de los nodos en las redes de
coocurrencia del agua y del sedimento (Figura 4.13), en ambas redes la
mayoria de los nodos se clasificaron como periféricos, y sélo se encontraron
module hubs en la red de sedimento, que se asignaron a la familia
Sulfurovaceae v al filo Gemmatimonadota (asignacion hasta el ultimo rango
taxondmico definido). Los nodos periféricos mostraron abundancias relativas
muy dispares, siendo algunos muy abundantes y otros muy poco abundantes,
mientras que los nodos clasificados como module hubs presentaron
abundancias relativas bajas. En ambas redes, los nodos que presentaron genes
relacionados con los metabolismos del carbono eran todos periféricos. En el
agua, el nodo méas abundante posey6 el gen psbA, y se asigné al género
Synechococcus. En el sedimento, el nodo mas abundante con genes
relacionados con el metabolismo del carbono, en concreto el gen dsrB,

perteneci6 a la familia Hydrogenophilaceae.
4.6. Gradientes ambientales y ordenacion de las comunidades de procariotas

El gradiente de salinidad se mostr6 como el factor més relevante en la
ordenacion de las comunidades del agua (Figura 4.14-A) y del sedimento
(Figura 4.14-B) de los humedales, aunque las comunidades acuéticas también

se vieron afectadas por la estacionalidad.
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Figura 4.14. dbRDA de la ordenacién de las comunidades de procariotas del agua (A) y del
sedimento (B) en base a las variables ambientales. Los simbolos que representan los muestreos
de Alfacs estan en color rojo, los de Encanyissada en azul y los de Filtre Biologic en verde. Las
elipses que remarcan los muestreos de cada humedal mantienen el mismo cédigo de color. La
estacion de muestreo se indica al lado del nombre del humedal y también mediante la forma del
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simbolo que lo representa: Invierno ('V), Primavera (®), Verano (A ). Los puntos pequefios de
color azul claro representan los ZOTUs considerados en la dbRDA, pero sélo se muestra la
asignacion taxonoémica (hasta el Gltimo nivel con asignacion) de los ZOTUs con mayor
capacidad de discriminacion (cuadrados azul oscuro). Variables ambientales: Chla (Clorofila-
a), Alc (Alcalinidad), LOIl (Materia organica), NH4 (Amonio), Oxi (Oxigeno), Temp
(Temperatura), SRP (Ortofosfato reactivo soluble), TSS (Sélidos suspendidos totales), Cond
(Conductividad), NO3 (Nitrato), SO4 (Sulfato), Prof (profundidad maxima), pH y Carbonato.
Tasas metabdlicas: GPP (produccion primaria bruta), RESP (respiracion aerobia), CH4
(emisiones de metano).

En el agua, las comunidades de Alfacs y Encanyissada se vieron influenciadas
por una elevada conductividad y por altos niveles de sulfato y ademaés
mostraron cierto solapamiento, mientras que las comunidades de Filtre
Biologic  estuvieron determinadas por bajas conductividades 'y
concentraciones de sulfato y estuvieron claramente diferenciadas de las zonas
himedas mas salinas. En todos los humedales, la estacionalidad separ6 los
muestreos de invierno de los de primavera y verano, los cuales se vieron
afectados por temperaturas mas elevadas y concentraciones mayores de Chl-
a, y ademas se observaron mayores tasas de GPP en los humedales con mayor
estado trofico. Por otra parte, las comunidades de Alfacs mostraron mayores
abundancias de la familia Cyanobiaceae y de grupos halotolerantes como
NS3a marine group, mientras que en las comunidades de Encanyissada
destacaron el género Synechococcus, la familia Saprospiraceae y el taxon
PeM15. Ademas, esta zona humeda mostr6 las mayores emisiones de metano.
Por otra parte, en las comunidades de Filtre Biologic destacaron el género
Cyanobium, la familia Rhodobacteraceae y el taxdn GKS98 freshwater group.
En el sedimento, las comunidades de Alfacs y Encanyissada también se vieron
determinadas por la conductividad y la materia organica, pero al contrario que
en el agua estos humedales estaban claramente diferenciados entre si. Ademas,
la estacionalidad no fue un factor relevante en la estructuracion de las
comunidades del sedimento, puesto que los muestreos de los diferentes

humedales estaban muy cerca entre si en la ordenacion excepto en
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Encanyissada, donde el muestreo de verano estaba separado de los demas. En
Alfacs destacaron las familias Desulfobacteraceae y Cyanobiaceae y se
observaron las mayores tasas de GPP. En Encanyissada fueron mas relevantes
las familias Nitrosopumilaceae, Nitrosomonadaceae y Desulfobacteraceae, y
ademas este humedal mostré las mayores tasas de emision de metano. En
cambio, las comunidades de Filtre Bioldgic se vieron afectadas por bajas
conductividades y bajos niveles de materia organica, destacando la familia
Nitrososphaeraceae y el género Thiobacillus.
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Capitulo 5. Lagunas no salinas de interior.

En este capitulo, se han estudiado los factores mas relevantes en la
determinacion de la estructura y los metabolismos del carbono de las
comunidades de procariotas del agua y del sedimento de 20 lagunas someras

representativas de los humedales no salinos de interior mediterraneos.

Estas lagunas se agruparon en tres tipos: no salinas de aguas alcalinas,
fluviales y no salinas de baja alcalinidad. A su vez, dichas lagunas se pudieron
clasificar en diferentes estados ecoldgicos en base al componente tréfico: muy

bueno, moderado, malo y muy malo.
5.1. Caracteristicas ambientales de las lagunas no salinas de interior

Los valores de las principales variables ambientales del agua estan
representados en la Tabla 5.1, y el resto de los valores de las demas variables

ambientales, tanto del agua como del sedimento, se encuentran en el Anexo.

En coherencia con las caracteristicas limnoldgicas que definen el tipo de los
humedales estudiados en este capitulo, las lagunas estudiadas presentaron un
gradiente de alcalinidad muy acusado, siendo los valores de esta variable
mayores en las lagunas fluviales (5,24-7,82 meg-L?) y las no salinas de aguas
alcalinas (1,41-5,01 meq-L), mientras que las lagunas no salinas de baja
alcalinidad mostraron los valores mas bajos (0,45 meqg-L™). No obstante, las
lagunas no salinas de baja alcalinidad mostraron los valores mas altos de
materia organica, con valores de hasta 88,9 mg-L, mientras que los otros dos
tipos de lagunas mostraron concentraciones mas bajas, con valores minimos
de 3 mg-L* en las lagunas no salinas de aguas alcalinas y de 0,9 mg-Len las

fluviales.
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Tabla 5.1. Valores promedio (x Desviacion Estandar) de las principales variables ambientales
del agua de las lagunas estudiadas. Los cddigos de las lagunas se encuentran en la Tabla 2.2.
LOI: Materia organica. Chl-a: Clorofila-a. El estado ecolégico se determind en base al
componente tréfico (n.d. — no determinado).

Egﬁr?ae Laguna EE(iltggi(éo Alcalinidad (meg-L?) LOI(mg-L?Y) Chl-a(ug-L?)
P ALCA Muy Bueno 1,41#0,12 54+4.4 1,86+1,01
'rg BALD Malo 5,01+0,34 3,0¢1,2 8,13+5,58
< CAPE Muy Bueno 3,81+2,57 6,0£0,9 1,70+1,61

ALFR Muy Bueno 6,97+0,42 14,5+6,7 2,90+1,55
@ ARQU Muy Bueno 5,49+0,11 0,9+0,2 1,47+1,28
g HERR Muy Bueno 5,60+1,37 8,7+2,4 2,40+2,02
w MARQ Muy Bueno 5,24+0,17 1,8+0,7 1,03+0,33
MUED Muy Bueno 7,82+0,39 12,3+10,2 0,97+0,63
BELE Muy Bueno 1,08+n.d. 71,6+n.d. 0,054n.d.
CAMP Muy Bueno 0,94+0,43 16,1+13,7 8,40+4,06
3 CARC Muy Malo 1,79+0,67 3874204  167,03+101,17
% CRIS Muy Bueno 1,44+0,20 7,945,9 2,73%+2,55
< MONT Muy Malo 1,3320,20 88,9237  221,20+127,66
% NAVA Muy Bueno 2,20+0,97 3,4%1,6 0,53+0,47
PALA Moderado 0,45+0,28 40,0+3,7 8,4420,33
PRAD Muy Bueno 1,05+0,05 31,4+1538 10,34:8,78

En lo que respecta a la ordenacion de las muestras de agua en base a sus
variables ambientales (Figura 5.1-A), las lagunas no salinas de baja
alcalinidad fueron las mas diferenciadas debido a los mayores valores de
materia organica. Las lagunas fluviales estuvieron influenciadas por valores
medios de pH y conductividad, siendo las lagunas no salinas de aguas
alcalinas las que mayores valores de pH y conductividad mostraron. Ademas,
los muestreos de los meses més calidos de las lagunas con un estado ecoldgico
muy malo o moderado se encontraron separados de los respectivos muestreos
de otofio-invierno debido a mayores concentraciones de materia orgénica,

DOC y clorofila-a.
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Figura 5.1. PCO de la ordenacion de las muestras de agua (A) y de sedimento (B) en base a
sus variables ambientales. Los codigos de las lagunas se encuentran en la Tabla 2.2. Los
ntmeros adyacentes a los codigos de las lagunas indican los periodos de muestreo: 1 (otofio-
invierno), 2 (primavera) y 3 (verano). Los colores de los simbolos que representan a las lagunas
y los de las elipses que los rodean indican el tipo al que pertenecen: lagunas no salinas de aguas
alcalinas (azul), lagunas fluviales (rojo), lagunas no salinas de baja alcalinidad (verde).
Variables ambientales: Chla (clorofila-a), Alc (alcalinidad), LOI (materia organica), DOC
(carbono organico disuelto), NH4 (amonio), Oxi (oxigeno disuelto), Temp (temperatura), SRP
(ortofosfato reactivo soluble), Cond (conductividad), NO3 (nitrato), SO4 (sulfato), Prof
(profundidad), pH, Carb (Carbonato).
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En la ordenacion de las muestras de sedimento a partir de sus variables
ambientales (Figura 5.1-B), las lagunas no salinas de baja alcalinidad estaban
separadas de los otros tipos de lagunas y estaban relacionadas con pH y niveles
de carbonato bajos. Las agrupaciones correspondientes a las lagunas fluviales
y las no salinas de aguas alcalinas se encontraron solapadas en el PCO, y
estaban influenciadas por pH, niveles de carbonato y conductividades
elevadas. Por otra parte, en el sedimento no se encontré ningun patrén de
cambio estacional, y el efecto del estado ecolégico en base al componente

tréfico no fue tan evidente como en el agua.
5.2. Patrones generales y taxones marcadores

La asignacién taxonémica a partir de los amplicones del gen que codifica para
el 16S rRNA resulté en 58 filos para el agua y 62 para el sedimento (Figura
5.2). En el agua (Figura 5.2-A), el filo Proteobacteria fue el méas representado.
Dentro de este filo, las familias Rhodobacteraceae y Burkholderiaceae se
encontraron representadas en todos los tipos de humedales, pero las familias
Comamonadaceae y Beijerinckiaceae fueron mas abundantes en las lagunas
no salinas de baja alcalinidad. El segundo filo mas abundante fue
Actinobacteriota, debido a la familia Microbacteriaceae, que estuvo presente
en todos los tipos de lagunas, y por la familia Mycobacteriaceae, que fue mas
abundante en las lagunas fluviales y en las no salinas de baja alcalinidad. A su
vez, el filo Cyanobacteria mostr6 picos de abundancia relativa en las lagunas
con un estado trofico malo, pero al mismo tiempo también en las que
presentaron un estado ecol6gico bueno. En el sedimento (Figura 5.2-B), el filo
Chloroflexi fue el mas abundante debido a la familia Anaerolineaceae, que
estuvo presente en todos los tipos de lagunas. El filo Proteobacteria fue el
segundo mas abundante, estando las familias Sphingomonadaceae vy

Comamonadaceae repartidas por todos los tipos de lagunas.
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Figura 5.2. Abundancias relativas de las familias de procariotas del agua (arriba) y del
sedimento (abajo) de las lagunas estudiadas. Las familias estan agrupadas por filo. En el agua,
las barras vacias indican que en ese periodo de muestreo la laguna estaba seca. En el sedimento,
las barras vacias corresponden a las lagunas que se eliminaron de la rarefaccion. En la leyenda,
“Otros” se refiere a las familias que presentaron una abundancia relativa menor del 5%.

Por otra parte, los resultados del analisis IndVal (utilizado para detectar los

taxones caracteristicos) mostraron que los diferentes tipos de lagunas y a su
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vez la mayoria de los diferentes estados ecoldgicos presentaron taxones
indicadores (Figuras 5.3 y 5.4). No obstante, no se encontraron taxones
indicadores para el estado ecolégico alto, por lo que se decidié mostrar la
asignacion taxonomica de los ZOTUs que presentaron una abundancia relativa
mayor del 70% en las lagunas que tenian este estado ecolégico. En general,
tanto en el agua como en el sedimento las familias de bacterias relacionados
con el metabolismo del metano se encontraron entre los taxones indicadores
mas importantes, y mostraron mas ZOTUs en las categorias y estados

ecoldgicos con mayores emisiones de metano.

En cuanto a los taxones indicadores de los diferentes tipos de lagunas, en el
agua (Figura 5.3-A), los taxones discriminantes con mas ZOTUs en las
lagunas no salinas de aguas alcalinas correspondieron a las familias
Bacillaceae, Rhizobiaceae y Rhodobacteraceae. En las lagunas fluviales, la
familia Rhodobacteraceae también estuvo mas representada, junto a las
familias Legionellaceae y Mycobacteriaceae, mientras que en las lagunas no
salinas de baja alcalinidad los taxones discriminantes con mas ZOTUs fueron
la familia Comamonadaceae y el orden Rhizobiales, aunque la familia
Beijerinckiaceae, con miembros metanétrofos, también fue relevante. En el
sedimento (Figura 5.4-A), en las lagunas no salinas de aguas alcalinas solo se
encontré un ZOTU indicador correspondiente al orden Ardenticatenales del
filo Chloroflexi, mientras que en las lagunas fluviales los taxones
discriminantes fueron las familias Microscillaceae y Steroidobacteraceae. En
las lagunas no salinas de baja alcalinidad la familia Pedosphaeraceae fue la
que mas ZOTUs presentd, y al igual que en el agua la familia Beijerinckiaceae

también fue relevante en este tipo de lagunas.
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Figura 5.3. Taxonomia a nivel de familia de los taxones indicadores en el agua (ZOTUs con
IndVal R > 0,7 y p < 0,05) para los diferentes tipos de lagunas (A) y para los diferentes estados
ecolodgicos en base al componente tréfico (B) en los que se agrupan las lagunas estudiadas. Si
la asignacidn taxondmica no llegaba a nivel de familia, se ha mostrado el Gltimo nivel
taxonoémico con asignacion. Se muestran como maximo las 6 familias con mayor ndmero de
ZOTUs. Las familias relacionadas con el metabolismo del metano se han sefialado con un
circulo marron.
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Por lo que respecta a los taxones indicadores de los diferentes estados
ecologicos, en el agua (Figura 5.3-B), las familias con méas ZOTUs
indicadores para el estado ecol6gico muy malo fueron Beijerinckiaceae,
Pirellulaceae y la familia de metanotrofos Methylococcaceae. En el estado
ecologico malo, la familia Rhodobacteraceae fue la que mas ZOTUs presentd,
y en el estado ecologico moderado lo fue la familia Bacillaceae, aunque la
familia Beijerinckiaceae también presenté ZOTUs marcadores. Para el estado
ecolégico muy bueno, las familias con mas ZOTUs fueron Anaerolineaceae
(136) y Pirellulaceae (86). En el sedimento (Figura 5.4-B), para el estado
ecolégico muy malo las familias con mas ZOTUs indicadores fueron
Anaerolineaceae y Peptostreptococcaceae, y la familia Methylococcaceae
también fue relevante. En el estado ecoldgico malo, las familias indicadoras
con mas ZOTUs fueron Anaerolineaceae y Spirochaetaceae, mientras que en
el estado ecolégico moderado lo fueron las familias Pedosphaeraceae y
Ktedonobacteraceae. Para el estado ecoldégico muy bueno, las familias con
méas ZOTUs fueron Anaerolineaceae (270) y Rhodobacteraceae (128). Asi,
tanto en el agua como en el sedimento las familias de bacterias que estaban
relacionadas con el metabolismo del metano se encontraron sobre todo en el

estado ecoldgico muy malo.

Por otra parte, el analisis PERMANOVA mostr6 que en el agua las
comunidades de los diferentes tipos de laguna mostraron diferencias
significativas entre si (p < 0,05), y en lo respectivo a los diferentes estados
ecoldgicos en base al componente trofico, las comunidades también mostraron
diferencias significativas entre si (p < 0,05) excepto entre los estados Malo-
Moderado y Muy Malo-Moderado, que no mostraron diferencias entre ellos.
En el sedimento, todos los tipos de lagunas mostraron diferencias
significativas entre si (p <0,01) y también todos los estados ecolégicos (p <

0,01) excepto entre Muy Malo-Moderado, que no mostraron diferencias.
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Figura 5.4. Taxonomia a nivel de familia de los taxones indicadores en el sedimento (ZOTUs
con IndVal R > 0,7 y p < 0,05) para los diferentes tipos de lagunas (A) y para los diferentes
estados ecoldgicos en base al componente trofico (B) en los que se agrupan las lagunas
estudiadas. Si la asignacién taxondémica no llegaba a nivel de familia, se ha mostrado el Gltimo
nivel taxondmico con asignacion. Se muestran como maximo las 6 familias con mayor nimero
de ZOTUs. Las familias relacionadas con el metabolismo del metano se han sefialado con un
circulo marron.
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5.3. Metanogeénesis y metanotrofia en lagunas no salinas de interior

En cuanto a la distribucion de las diferentes familias de arqueas metandgenas
y de bacterias metanétrofas, se pudieron observar patrones diferentes entre los
tipos de lagunas y entre los estados ecoldgicos (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Distribucién de la abundancia relativa promedio de las arqueas metanogenas en el
sedimento (A-B) y de las bacterias metanétrofas en el agua (C-D) y en el sedimento (E-F) a lo
largo de los diferentes tipos de lagunas y estados ecoldgicos determinados en base al
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componente trofico. Se muestran la abundancia total de las arqueas metandgenas y de las
bacterias metandtrofas y a su vez la abundancia de las familias mas relevantes de cada uno de
estos grupos de microorganismos. En A y B, se muestra también el contenido promedio en
materia organica del sedimento (LOI). Total: abundancia total. Metbac: Familia
Methanobacteriaceae. Metmas: Familia Methanomassiliicoccaceae. Metcoc: Familia
Methylococcaceae. Metcys: Familia Methylocystaceae. Beij: Familia Beijerinckiaceae.

Respecto a las arqueas metandgenas del sedimento en los diferentes tipos de
lagunas (Figura 5.5-A), la menor abundancia relativa de metandgenos se
observé en las lagunas no salinas de aguas alcalinas y las mayores en las
lagunas fluviales. A su vez, la menor cantidad de materia organica en
sedimento se observo en las lagunas no salinas de aguas alcalinas, mientras
gue las lagunas fluviales y las no salinas de baja alcalinidad mostraron mas
cantidad de materia organica. Por otra parte, los tres tipos de lagunas
mostraron una comunidad de metanégenos taxonémicamente similar, pero
con diferencias en la abundancia relativa de las familias mayoritarias. Las
lagunas no salinas de aguas alcalinas y las lagunas fluviales presentaron una
comunidad de  metandgenos  parecida, siendo la  familia
Methanomassiliicoccaceae la que mostrd la mayor abundancia relativa. En
cambio, en las lagunas no salinas de baja alcalinidad la familia de
metandgenos mayoritaria fue Methanobacteriaceae, con una abundancia
significativamente mayor respecto a las lagunas alcalinas (p < 0,01) y fluviales
(p < 0,05). En lo concerniente a los estados ecolégicos determinados en base
al componente trofico (Figura 5.5-B), no se observaron tendencias
estadisticamente significativas, pero las arqueas metandgenas mostraron la
abundancia relativa més baja en las lagunas con un estado muy malo o
moderado, y su abundancia fue mayor en las lagunas con un estado malo o
muy bueno. Este mismo patron se repitid para la materia organica del
sedimento, siendo las lagunas con un estado muy malo o moderado las que
menor cantidad de materia orgénica en el sedimento presentaron y las lagunas

con un estado malo o muy bueno las que mas materia organica mostraron.
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Ademas, la familia Methanomassiliicoccaceae fue la mas abundante en las
lagunas con estados ecoldgicos malo, mientras que la familia
Methanobacteriaceae fue la mas abundante en las lagunas con estados

ecologicos muy malos o moderados.

En cuanto a las bacterias metanétrofas en el agua, las lagunas no salinas de
baja alcalinidad mostraron una abundancia relativa de metanétrofos
significativamente mas alta respecto a las lagunas de aguas alcalinas (p <
0,05), y las lagunas fluviales también mostraron una abundancia mayor
respecto a las lagunas de aguas alcalinas (p < 0,01) (Figura 5.5-C). Los
diferentes tipos de lagunas mostraron una comunidad de metanotrofos similar,
siendo la familia Methylococcaceae significativamente mas abundante en las
lagunas fluviales respecto a las alcalinas (p < 0,01) y las de baja alcalinidad
(p < 0,05). Respecto a los diferentes estados ecoldgicos determinados en base
al componente tréfico (Figura 5.5-D), la mayor abundancia relativa de
metanotrofos se observé en las lagunas con un estado ecoldgico muy malo,
con diferencias significativas con las lagunas con estado ecoldgico malo (p <
0,05) y muy bueno (p < 0,01). La familia Methylococcaceae se mostré como
las mas abundante en todos ellos excepto en el estado ecoldgico moderado,
sin diferencias significativas entre ellos. Las familias Methylocystaceae y
Beijerinckiaceae mostraron una abundancia relativa significativamente mayor
en las lagunas con estado ecol6gico muy malo respecto a las lagunas con
estado ecoldgico malo (p < 0,05) y muy bueno (p < 0,01). En el sedimento,
las lagunas fluviales y las lagunas no salinas de baja alcalinidad mostraron una
abundancia de metanotrofos similar, siendo las lagunas no salinas de aguas
alcalinas las que mostraron la abundancia més baja, significativamente menor
en comparacion con las de baja alcalinidad (p < 0,05) (Figura 5.5-E). Las
familias Methylococcaceae y Methylocystaceae fueron significativamente

maés abundantes en las lagunas fluviales (p < 0,01) y las de baja alcalinidad (p
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< 0,05) con respecto a las alcalinas. La familia Beijerinckiaceae fue mas
abundante en las lagunas de baja alcalinidad con respecto a las alcalinas (p <
0,05). Por otra parte, los estados de conservaciéon muy malo y moderado
presentaron las mayores abundancias (Figura 5.5-F), con diferencias
significativas entre muy malo-malo (p < 0,05), muy malo-muy bueno (p <
0,05), malo-muy bueno (p < 0,05) y moderado-muy bueno (p < 0,05). La
familia Methylococcaceae fue la que mayor abundancia relativa presentd, pero
sin diferencias significativas entre estados ecoldgicos, mientras que la familia
Methylocystaceae mostr6 diferencias entre los estados muy malo-moderado
(p < 0,05), muy malo-muy bueno (p < 0,05) y moderado-muy bueno (p <
0,01). La familia Beijerinckiaceae mostré diferencias entre los estados muy
malo-malo (p < 0,05), malo-muy bueno (p < 0,05) y moderado-muy bueno (p
<0,05).

5.4. Metabolismos del carbono in situ e inferencia molecular

Las regresiones entre las tasas promedio de produccion primaria bruta (GPP)
y de respiracion medidas in situ y la inferencia molecular de las cantidades
génicas (gene counts) promedio de sus respectivos genes marcadores
mostraron un patréon antagénico, mientras que las regresiones entre las
abundancias de las arqueas metandgenas y de las bacterias metanétrofas y las
regresiones de las emisiones de metano con la abundancia relativa de las

bacterias metandtrofas fueron positivas (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Regresiones entre los promedios por laguna de las tasas metabdlicas con gene
counts de los respectivos genes marcadores obtenidos con PICRUSt2, de la abundancia relativa
de las arqueas metandgenas con la abundancia relativa de las bacterias metanétrofas y de las
emisiones de metano con la abundancia relativa de las bacterias metandtrofas. A: regresion
entre las tasas de GPP y gene counts del gen psbA de agua y sedimento. B: regresion entre las
tasas de respiracion aerobia y gene counts del gen coxA de agua y sedimento. C: regresion entre
las abundancias relativas de las arqueas metandgenas y de las bacterias metanétrofas en el agua.
D: regresion entre las abundancias relativas de las arqueas metandgenas y de las bacterias
metanétrofas en el sedimento. E: regresion entre las tasas de emision de metano y las
abundancias relativas de las bacterias metandtrofas en el agua. F: regresion entre las tasas de
emision de metano y las abundancias relativas de las bacterias metanétrofas en el sedimento.
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La produccién primaria bruta (GPP) presentd una correlacion significativa
entre las tasas medidas y gene counts del gen psbA (Figura 5.6-A), pero la
respiracién no mostré una correlacion significativa entre las tasas medidas y
los gene counts del gen coxA (Figura 5.6-B). Por otra parte, tanto en agua
como en sedimento hubo una correlacién significativa entre las abundancias
relativas promedio de metandgenos y de metanétrofos (Figura 5.6-C y D), y
también hubo una correlacion significativa entre las abundancias relativas de
metandtrofos de agua y de sedimento con las emisiones de metano (Figura
5.6-E y F). No obstante, no se encontré ninguna correlacion entre gene counts
promedio del gen mcrA en sedimento y las emisiones promedio de metano
(R?: 0,03, p=0,47) ni entre las emisiones promedio de metano y la abundancia
promedio de metandgenos en sedimento (R% 0,09, p = 0,21). Tampoco se
encontro una correlacion entre la cantidad promedio de materia orgénica del
sedimento y la abundancia promedio de metanégenos (R% 0,17, p = 0,07). Por
otra parte, no se encontré ninguna correlacion entre las emisiones promedio
de metano ni con gene counts promedio de gen pmoA en agua (R% 0,18, p =
0,06) ni con los de sedimento (R?: 0,002, p = 0,87).

5.5. Redes de coocurrencia de las comunidades de procariotas

La inferencia de las interacciones entre los miembros de las comunidades de
procariotas resulté en una red para la comunidad del agua formada por 366
nodos y 1513 bordes (Figura 5.7-A) y una red de la comunidad de sedimento
compuesta por 441 nodos y 1902 bordes (Figura 5.7-B).
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Figura 5.7. Red de coocurrencia de las comunidades de procariotas del agua (A) y del
sedimento (B). Los ZOTUs se han representado como nodos y las interacciones entre ellos en
forma de lineas llamadas bordes (edges). El color de las lineas que representan las interacciones
entre los nodos es verde si dicha interaccion es de presencia mutua (coocurrencia) y rojo si
dicha interaccion es de exclusién mutua (coexclusion). La forma del nodo indica la estacion en
la que el ZOTU al cual representa es mayoritario y el color del nodo la laguna en el que dicho
ZOTU es mayoritario. Cosmo: ZOTUs presentes en todas las lagunas o cosmopolitas. Core:
ZOTUs presentes en todas las estaciones. Los ZOTUs que estan compartidos entre varias
lagunas, pero no estan en todas ellas se indican como NC, y los que estdn compartidos entre
varias estaciones pero no estan en todas ellas se indican como No Core.
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La red del agua presentd un clustering cofficient (que informa de la
complejidad de la red) de 0,595 y una modularidad (que informa del grado de
compartimentalizacion de la red) de 0,809, mostrando una mayor complejidad
y compartimentalizacion que la red del sedimento, que mostrd un clustering
coefficient de 0,498 y una modularidad de 0,722. A su vez, en la red del
sedimento el nodo que representa a la conductividad mostrd relaciones de
copresencia con los nodos asociados a la Laguna de Alcaparrosa, mientras que
el nodo que representa al pH mostro relaciones de exclusion con los nodos de

las lagunas no salinas de baja alcalinidad.
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Figura 5.8. Distribucién de los ZOTUs de las redes de coocurrencia del agua y del sedimento.
Se muestra el nimero de ZOTUs presentes en todos los tipos de lagunas o cosmopolitas
(Cosmo). Ademas, dentro de cada tipo de laguna, se muestra la distribucion de los ZOTUs
presentes en todas las estaciones (C) y de los ZOTUs especificos de cada estacion de muestreo.

Por otra parte, las redes del agua y del sedimento mostraron patrones muy
diferentes en cuanto a la distribucion de los ZOTUs entre los diferentes tipos
de lagunas y estaciones (Figura 5.8). La red del agua mostré un nimero muy

bajo de ZOTUs cosmopolitas (Cosmo), presentes en todos los tipos de
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lagunas, mientras que la red del sedimento mostr6 un nimero muy alto de
estos ZOTUs. Ademas, los diferentes tipos de lagunas tanto el agua como el
sedimento mostraron ZOTUs especificos de determinadas estaciones vy
ZOTUs presentes en todas las estaciones (C). No obstante, en el agua los
ZOTUs estacionales eran méas abundantes que los ZOTUs presentes en todas
las estaciones (C), mientras que en el sedimento ocurrié lo contrario, siendo
los ZOTUs presentes durante todas las estaciones (C) los mayoritarios en
todas las categorias de humedales y habiendo pocos ZOTUs estacionales.
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Figura 5.9. Gréfico Zi-Pi que muestra, para el agua y para el sedimento, la distribucion de los
nodos que forman las redes de coocurrencia especificas de cada tipo de laguna en base a sus
roles topologicos. El tamafio del simbolo que representa a los nodos es proporcional a su
abundancia en la red, y el color indica cual de los siguientes genes esta presente en el ZOTU al
que representa el nodo: amarillo (dsrB), verde (psbA), azul (pmoA), negro (mcrA). Zi
conectividad intramddulo. Pi: conectividad entre médulos.

En cuanto a los roles topolégicos de los nodos de las redes de coocurrencia de
cada tipo de laguna (Figura 5.9), tanto en las redes del agua como en las del

sedimento la mayoria de los nodos se clasificaron como periféricos. Ademas,
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muchos nodos periféricos fueron los que mostraron la abundancia relativa mas
grande de sus respectivas redes. Contrariamente, los nodos clasificados como

module hubs 0 como conectores mostraron una abundancia relativa baja.

En lared del agua de las lagunas fluviales, los nodos clasificados como module
hubs pertenecieron al orden Bacteroidales y a las familias
Syntrophobacteraceae y Rubritaleaceae. En el sedimento, los nodos de la red
de las lagunas fluviales clasificados como module hubs pertenecieron sobre
todo a familias relacionadas con el metabolismo del metano, como la familia
arqueana Methanobacteriaceae y las bacterianas Anaerolineaceae y
Methylococcaceae. En la red de sedimento de las lagunas no salinas de baja
alcalinidad, los module hubs pertenecieron mayoritariamente a las familias
Ktedonobacteraceae, Isosphaeraceae, Syntrophobacteraceae (que es una

familia de bacterias sulfatoreductoras), y Beijerinckiaceae.

Por otra parte, los nodos conectores sdlo se encontraron en las redes del agua.
En la red de las lagunas no salinas de aguas alcalinas, el Unico nodo conector
fue asignado a la familia Rhodobacteraceae. En la red de lagunas fluviales,
estos nodos pertenecieron a las familias Beijerinckiaceae, Legionellaceae,
Xanthobacteraceae, Comamonadaceae, Pseudomonadaceae,

Reyranellaceae, Pirellulaceae y al orden Rhizobiales.

En la red de las lagunas no salinas de baja alcalinidad, los nodos conectores
pertenecieron a las familias Mycobacteriaceae y Pirellulaceae. Por lo que
respecta a los genes relacionados con los metabolismos del carbono y del
azufre, tanto en el agua como en el sedimento estaban presentes
mayoritariamente en los nodos periféricos de las redes de todos los tipos de
lagunas. No obstante, estos genes también los presentaron algunos nodos
clasificados como module hubs, sobre todo en la red de las lagunas fluviales

del sedimento.
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5.6. Gradientes ambientales y ordenacion de las comunidades de procariotas

La alcalinidad, el pH y el contenido de carbonato se mostraron como las
variables ambientales mas relevantes en la ordenacion de las comunidades de

procariotas del agua (Figura 5.10-A) y del sedimento (Figura 5.10-B).
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Figura 5.10. dbRDA mostrando la ordenacién de las comunidades de procariotas del agua en
base a las variables ambientales. Los cédigos de las lagunas estan descritos en la Tabla 2.2. Los
numeros adyacentes a los codigos de las lagunas indican los periodos de muestreo: 1 (otofio-
invierno), 2 (primavera) y 3 (verano). Los colores de los simbolos que representan a las lagunas
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indican el tipo de laguna al que pertenecen: lagunas no salinas de aguas alcalinas (azul), lagunas
fluviales (rojo), lagunas no salinas de baja alcalinidad (verde). La forma de los simbolos que
representan las lagunas indica el estado ecoldgico en el que se encuentran: alto (A ), moderado
(#), pobre (o) y malo (V). Los puntos pequefios de color azul representan los ZOTUs
considerados en la dbRDA, pero s6lo se muestra la asignacién taxonémica (hasta el tltimo nivel
con asignacion) de los ZOTUs con mayor capacidad de discriminacién (cuadrados azul oscuro).
Variables ambientales: Chla (clorofila-a), Alc (alcalinidad), LOI (materia organica), DOC
(carbono organico disuelto), NH4 (amonio), Oxi (oxigeno disuelto), Temp (temperatura), SRP
(ortofosfato reactivo soluble), Cond (conductividad), NO3 (nitrato), SO4 (sulfato), Prof
(profundidad), pH y Carb (Carbonato). Tasas metabélicas: GPP (produccion primaria bruta),
RESP (respiracion aerobia), CH4 (emisiones de metano).

En el agua, las comunidades de las lagunas no salinas de baja alcalinidad se
relacionaron con mayores tasas de emision de metano, mayor contenido de
materia organica y con las familias Beijerinckiaceae, Comamonadaceae y
Burkholderiaceae. A su vez, estas lagunas formaron un grupo separado de las
comunidades de las lagunas fluviales y las no salinas de aguas alcalinas, que
se mostraron parcialmente solapadas y relacionadas con mayores niveles de
alcalinidad y pH. Las lagunas fluviales mostraron una mayor relevancia de las
familias Rhodobacteraceae, Rubritaleaceae y Sphingomonadaceae. Las
lagunas no salinas de aguas alcalinas no formaron un grupo homogébeo
porgue la laguna de Alcaparrosa se relacioné con conductividades altas. Este
tipo de lagunas present6 una mayor abundancia de las familias
Rhodobacteraceae (Alcaparrosa), Steroidobacteraceae y Devosiaceae. Por
otra parte, las lagunas con un estado ecoldgico (determinado en base al
componente tréfico) muy malo o moderado formaron un grupo durante los
muestreos de las estaciones mas calidas que estaba relacionado con niveles
méas elevados de Chl-a y DOC y con mayor relevancia de la familia
Beijerinckiaceae. Contrariamente, las lagunas con un estado ecolégico malo
0 muy bueno formaron grupos dispersos mas influenciados por la categoria de

humedal a la que pertenecian que por su estado ecoldgico.
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En el sedimento, las comunidades de procariotas de las lagunas no salinas de
baja alcalinidad formaron un grupo separado del resto de categorias de
humedales y se relacionaron con valores bajos de pH y de carbonato. Los
géneros mas relevantes en este grupo fueron Roseiarcus y Rhodomicrobium.
Las lagunas fluviales y las no salinas de aguas alcalinas formaron dos grupos
parcialmente solapados en la ordenacion, y se relacionaron con valores mas
altos de pH y carbonato. Las lagunas fluviales mostraron una mayor relevancia
de la familia Rhodocyclaceae, mientras que las lagunas no salinas de aguas
alcalinas formaron un grupo disperso debido a la mayor influencia de la
conductividad en la Laguna de Alcaparrosay en la Laguna de Capellanes, que
presentaron una mayor abundancia de las familias Steroidobacteraceae y
Balneolaceae y del género Thiohalophilus. EI Ullal de Baldovi y la Laguna
de Judes estuvieron solapados con las lagunas fluviales y mostraron una
mayor abundancia de las familias Rhodocyclaceae y Blastocatellaceae.
Contrariamente al agua, en el sedimento no se observd un efecto de la
estacionalidad ni del estado ecolégico (determinado en base al componente
trofico) muy malo en las comunidades de procariotas, ni en el caso de los

muestreos mas calidos.
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Capitulo 6. Efecto de la temperatura en la expresion
génica de las arqueas metandgenas

En este capitulo, se ha estudiado experimentalmente el efecto a corto plazo de
un incremento de la temperatura en las emisiones de metano y en la
transcripcion de los genes que codifican para el 16S rRNA de las arqueas
metandgenas y para la subunidad alfa de la enzima methyl-coenzyme M
reductase (mcrA) de estos microorganismos, la cual participa en el Gltimo paso
de la metanogénesis. El experimento se llevé a cabo con sedimento de
humedales representativos de las grandes categorias de zonas humedas
mediterraneas: lagunas salinas de interior, lagunas costeras, lagunas
volcanicas y lagunas no salinas de interior. Para este experimento, dichos
humedales fueron muestreados de forma Gnica en un periodo concreto del

ciclo hidroldgico.
6.1. Emisiones de metano y relacién con la temperatura

Los humedales estudiados en este capitulo presentaron una gran variacion en
la conductividad y el contenido en materia organica del sedimento (Tabla 6.1).
Las mayores conductividades se observaron en las lagunas salinas de interior
y en algunas de las costeras. En cuanto a la materia organica del sedimento,
en general los valores mas altos se observaron en las lagunas volcanicas y en
las no salinas de interior. Respecto a las salinas de interior, en estas se observé
un gradiente de salinidad, mostrando la laguna de Caballo Alba las
conductividades y la cantidad de materia organica mas baja, mientras que las
lagunas de Zorrilla y Salada de Chiprana mostraron las conductividades y
materia organica mas elevadas. En las lagunas costeras también se observé un
gradiente de salinidad muy marcado, siendo la Desembocadura del Bullent la
que mostré al mismo tiempo la menor conductividad y a su vez una cantidad

de materia organica muy baja, mientras que las mayores conductividades se
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observaron en Encayissada y las Salinas del Cabo de Gata. Las lagunas
volcanicas mostraron una cantidad de materia organica en el sedimento
elevada, excepto la laguna de Fuentillejo, que mostro los valores més bajos de

esta variable y a su vez la mayor conductividad.

Tabla 6.1. Valores de conductividad y de materia orgéanica (LOI, expresada en porcentaje de
peso seco) del sedimento de los humedales estudiados en este capitulo. Los codigos de las
lagunas se encuentran en el apartado de lugares de estudio del capitulo 2 y en las Tablas 2.1y
2.2.

Conductividad

o)
Categoria de humedal Humedal (ms-cm'?) LOI (%)
© ALBA 9,9 56
°© 5
g2 ZORR 51,0 12,6
c QO
= E
&= CHIP 785 14,4
. BULL 3,5 0,6
5 SENI 69 5.1
é ENCA 19,0 15,9
GATA 473 8.3
a CARR 0,5 15,5
(&}
£ CARA 06 10,5
o
S FUEN 4.9 65
BELE 0.1 11,7
3 MUED 1,5 12,3
) =
e -2 PRAD 05 11,4
= Q@
8 E ALCA 2,4 6.3
Z BALD 3,2 16,8
BURG 11,8 9.4

En cuanto a las lagunas no salinas de interior, las lagunas de Belefia, Balsa la
Mueda y Pradales mostraron las menores conductividades, pero una cantidad
de materia orgéanica elevada, mientras que las lagunas de Alcaparrosa, Ullal

de Baldovi y Burgo de Ebro mostraron unas conductividades elevadas, sobre
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todo el Burgo de Ebro, que es un humedal que normalmente se encuentra seco

y s6lo se inunda ocasionalmente durante las crecidas del rio Ebro.

Por otra parte, la influencia del incremento de la temperatura en las emisiones
de metano mostro patrones diferentes en cada categoria de humedal y a su vez
en cada laguna (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Emisiones de metano en cada laguna y su relacion con la temperatura. A)
Diagramas de caja que muestra las emisiones de metano de cada laguna medidas durante el
experimento de temperatura. Las lagunas se han agrupado en 4 categorias de humedales: salinas
de interior, costeras, volcénicas y no salinas de interior. En las lagunas salinas de interior y
costeras, se han ordenado las lagunas siguiendo un gradiente de salinidad ascendente. B)
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Correlacion entre las emisiones de metano y el incremento de temperatura en cada categoria de
humedal

En general, las mayores emisiones de metano se observaron en las lagunas no
salinas de interior y en las volcanicas, mientras que las lagunas costeras y las
salinas fueron las que mostraron una menor emisién de metano. No obstante,
dentro de cada categoria de humedal se observo una gran variabilidad en las
emisiones de metano, sobre todo en las lagunas no salinas de interior, donde
se midieron las mayores emisiones de metano de todo el estudio. En concreto,
la Laguna de Belefia, la Laguna de Pradales y la Balsa de la Mueda mostraron
las mayores emisiones, pero en el Ullal de Baldovi, la Laguna de Alcaparrosa
y el Galacho de El Burgo de Ebro se midieron emisiones de metano muy bajas.
Por otra parte, en las lagunas salinas y en las costeras se observé una
disminucién de las emisiones de metano a medida que aumentaron los valores
de conductividad del sedimento. Por lo que respecta a la relacion entre las
emisiones de metano y la temperatura, s6lo se observd una correlacién
positiva significativa entre el aumento de la temperatura y las emisiones de

metano en las lagunas volcanicas y en las no salinas de interior.

6.2. Influencia de la temperaturay de la categoria de humedal y la expresién

de los genes mcrA 'y 16S.

El incremento de la temperatura determiné la cantidad, detectada mediante
gPCR, de transcritos del gen mcrA (Figura 6.2). La variacion en las cantidades
de los transcritos de este gen dependio de la categoria de humedal en que se

clasificaron las lagunas, y a su vez mostré patrones especificos en cada laguna.

Las mayores cantidades de transcritos del gen mcrA detectadas por gPCR se
observaron en las lagunas no salinas de interior y en las volcanicas, mientras
que las lagunas costeras y las salinas de interior mostraron una cantidad baja

de transcritos de este gen, indetectables en la mayoria de las lagunas. A su vez,

136



Capitulo 6 — Experimento de expresion génica

en cada categoria de humedal se observé una gran variabilidad en la cantidad

de transcritos.
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Figura 6.2. Resultados de la cuantificacion por gPCR de los transcritos del gen mcrA. A)
Diagramas de caja que muestran la cantidad de transcritos del gen mcrA en cada laguna. Las
lagunas se han agrupado en 4 categorias de humedales: salinas de interior, costeras, volcanicas
y no salinas de interior. En las lagunas salinas de interior y costeras, se han ordenado las lagunas
siguiendo un gradiente de salinidad ascendente. B) Diagramas de caja que muestran la cantidad
de transcritos del gen mcrA en cada categoria de humedal y temperatura.

En las lagunas no salinas de interior, las mayores cantidades se observaron en
la Laguna de Belefia, la Laguna de Pradales y en la Balsa de la Mueda, pero
en el Ullal de Baldovi, la Laguna de Alcaparrosa y el Galacho de EI Burgo de
Ebro se detectaron cantidades muy bajas. En las lagunas volcanicas las
cantidades de transcritos fueron elevadas, y los valores mas bajos se
observaron en la Laguna de Fuentillejo. En las lagunas costeras s6lo se

detectaron transcritos del gen mcrA en El Senillar de Moraira, que es una
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surgencia o ullal de aguas salobres, mientras que el resto de las lagunas

costeras tuvieron una salinidad elevada.
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Figura 6.3. A) Correlacion global del incremento de la temperatura frente a la abundancia de
transcritos del gen mcrA estimados por qPCR. B) Correlacidn entre el incremento de la
temperatura y la abundancia de transcritos del gen mcrA estimados por gPCR en cada categoria
de humedal.
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En las lagunas salinas de interior s6lo se detectaron transcritos en la Laguna
de Caballo Alba, que fue la menos salina de todas las que formaron parte de
esta categoria. Al tener en cuenta las cantidades de transcrito por categoria de
humedal y temperatura (Figura 6.2-B), se observo que excepto en el Senillar
de Moraira (Gnica costera con transcritos de mcrA detectados), en todas las
categorias la cantidad de transcrito se incremento con la temperatura pero con
un patrén especifico para cada categoria de humedal. En las lagunas no salinas
de interior, el incremento de transcritos se dio entre 4°C y 14-25°C, pero no
hubo diferencia entre 14-25°C. En la Laguna del Caballo Alba (Unica salina
de interior con transcritos de mcrA detectados), el incremento fue lineal, y en
las lagunas volcénicas el incremento fue exponencial, registrandose un
incremento brusco de los transcritos en 25°C. Por otra parte, al tener en cuenta
todas las lagunas (Figura 6.3-A), se observé una correlacion positiva
significativa entre la temperatura y la cantidad de transcritos (R?: 0,126, p <
0,01). No obstante, al desglosar esta relacion entre las diferentes categorias de
humedal (Figura 6.3-B), la Laguna del Caballo Alba ((nica salina de interior
con transcritos de mcrA detectados) (R% 0,895, p < 0,01) y las volcanicas (R%
0,33, p < 0,05) fueron las Unicas que presentaron una correlacién positiva
significativa. Las lagunas no salinas de interior, al incluir al Ullal de Baldovi,
la Laguna de Alcaparrosa y el Galacho de El Burgo de Ebro, mostraron una
correlaciéon no significativa, mientras que el Senillar de Moraira, la Gnica
laguna costera donde se pudieron detectar transcritos del gen mcrA, mostrd
también una correlacién no significativa debido a las bajas cantidades de

transcritos detectadas.
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Figura 6.4. Resultados de la cuantificacion por gPCR de los transcritos del gen 16S de
metandgenos. A) Diagramas de caja que muestran la cantidad de transcritos del gen 16S en
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incremento de la temperatura y la cantidad de transcritos del gen 16S.

Al contrario que con los transcritos del gen mcrA, se pudieron detectar
transcritos del gen 16S de metandgenos mediante gPCR en todas las lagunas
estudiadas, pero con una gran variabilidad dentro de cada categoria de

humedal (Figura 6.4). La mayor cantidad de transcritos se detect6 en las
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lagunas no salinas de interior, en concreto en la Laguna de Belefia. No
obstante, en esta categoria también se detectaron cantidades bajas de
transcritos del gen 16S de metandgenos, sobre todo en la Laguna de
Alcaparrosa y en el Galacho de El Burgo de Ebro. En las lagunas volcanicas,
la mayor cantidad de transcritos se determind en la Laguna de Carrizosa,
mientras que las lagunas de Caracuel y Fuentillejo mostraron valores
similares. En las lagunas costeras, la cantidad de transcritos del gen 16S de
metandgenos decreci6 a medida que aumentaba la conductividad del
sedimento, mostrandose los valores mas bajos en las Salinas del Cabo de Gata
y en la desembocadura del rio Bullent que, aunque no presento
conductividades altas, si mostré una cantidad muy baja de materia organica
en el sedimento. En las lagunas salinas también se observd una relacion
negativa de la conductividad con la cantidad de transcritos del gen 16S de
metandgenos, ya que los valores mas altos se observaron en la Laguna del
Caballo Alba, que es la menos salina de su categoria de humedal, y los méas
bajos en la Salada de Chiprana, que es una laguna hipersalina. Por otra parte,
no se observé una correlacién significativa entre el incremento de la
temperatura y las cantidades de transcritos del gen 16S de metandgenos a nivel
global, y al desglosarlo por categoria de humedal (Figura 6.4-B) s6lo se
observé una correlacion positiva significativa en las lagunas volcanicas (R%
0,264, p < 0,05).

6.3. Emisiones de metano y expresion de los genes mcrAy 16S MTG:

La relacion entre las emisiones de metano y el nimero de transcritos
detectados por gPCR del gen mcrA'y del gen 16S de metandgenos mostré unos
patrones distintos al comparar a nivel global todas las lagunas y al separarlas

por categorias de salinidad (Figura 6.5y 6.6).
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Figura 6.5. Relacion de los transcritos de los genes mcrA cuantificados por gPCR con las
emisiones de metano. A) correlacion entre las emisiones de metano y la cantidad de transcritos
del gen mcrA. B) correlacion entre las emisiones de metano y la cantidad de transcritos del gen
mcrA en cada categoria de humedal.

Las emisiones de metano mostraron una correlacion positiva significativa con
la cantidad de transcritos cuantificada por gPCR de los genes mcrA (R?: 0,294,
p < 0,01) y 16S de metanégenos (R?: 0,318, p < 0,01). Al separar dicha
correlacion por categoria de humedal, para el gen mcrA (Figura 6.5-B) se

observo que todas las categorias mostraron una correlacion positiva elevada y
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significativa, excepto en las lagunas costeras y las salinas de interior. No
obstante, para el gen 16S de metandgenos (Figura 6.6-B) s6lo se observé una
correlacion significativa en las lagunas no salinas de interior (R?: 0,436, p <
0,01) y en las volcanicas (R% 0,863, p < 0,01).
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Figura 6.6. Relacion de los transcritos de los genes 16S de metandgenos cuantificados por
gPCR con las emisiones de metano. En el andlisis estadistico solo se incluyeron las muestras
donde se detectaron a la vez transcritos del gen mcrA y del gen 16S. A) correlacion entre las
emisiones de metano y la cantidad de transcritos del gen 16S. B) correlacion entre las emisiones
de metano y la cantidad de transcritos del gen 16S en cada categoria de humedal.
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Figura 6.7. Efecto del incremento de temperatura en la relaciéon entre las cantidades
determinadas por qPCR de los transcritos de los genes mcrA y 16S de metandgenos. Sélo se
incluyeron las muestras donde se detectaron a la vez transcritos del gen mcrA'y del gen 16S de
metandgenos. A) correlacion entre las cantidades de los transcritos de los genes mcrA y 16S.
B-L) Figuras de barras con los ratios entre la cantidad de transcritos del gen mcrA 'y del 16S por
laguna y temperatura.
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Por otra parte, las cantidades de transcritos de los genes mcrA y 16S de
metanogenos estuvieron relacionadas, pero el patrén de relacion entre ambas

cantidades se vio influenciado por el incremento de temperatura (Figura 6.7).

Las cantidades de transcritos detectadas por gPCR de los genes mcrA y 16S
de metandgenos presentaron una correlacion significativa (R% 0,735, p <
0,01). No obstante, la mayoria de las muestras de 25°C mostraron una cantidad
mayor de transcritos del gen mcrA de la que deberian tener para la cantidad de
transcritos del gen 16S de metandgenos que tenian, ya que los puntos que
representan a dichas muestras se situaron por debajo de la recta del ajuste. Al
observar la ratio entre las cantidades de transcritos de ambos genes, se pudo
determinar que a medida que aumentaba la temperatura también aumentaba la
cantidad de transcritos del gen mcrA por transcrito del gen 16S de
metandgenos. No obstante, dicha ratio mostré los valores mas elevados en las
lagunas volcanicas, donde a 25°C la cantidad de transcritos del gen mcrA era
casi la mitad que la de transcritos del gen 16S de metandgenos, y también en
las lagunas no salinas de interior que a su vez presentaron mayores emisiones
de metano (lagunas de Belefia, Pradales y la Balsa de la Mueda). Esta ratio
también fue elevada en la laguna de Caballo Alba (que tiene una salinidad
baja), la Unica laguna salina de interior donde se pudieron detectar transcritos
de mcrA y que también fue la que mayores emisiones de metano presento en
su categoria de humedal. El Ullal de Baldovi, la Laguna de Alcaparrosay el
Galacho de El Burgo de Ebro, las lagunas no salinas de interior donde se
midieron las emisiones de metano mas bajas, fueron las que presentaron
también una ratio de transcritos mcrA/16S de metandgenos mas baja que
apenas cambié con la temperatura, junto al Senillar de Moraira, que también
presentd bajas emisiones de metano. Por otra parte, el patron de incremento
de dicha ratio con la temperatura fue diferente segun la categoria de humedal.

Asi, en las lagunas no salinas de interior con mayores emisiones de metano y
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en la laguna de Caballo Alba, el aumento de la ratio con la temperatura fue
progresivo, mientras que en las lagunas volcanicas la ratio no cambi6 entre 4-

14°C pero se incrementd bruscamente a los 25°C.
6.4. Expresion del gen mcrA 'y potencial metabolico

La relacion entre las cantidades de los transcritos del gen mcrA detectadas por
gPCR y gene counts de este gen inferidos mediante PICRUSt2, vy la relacion
entre las emisiones de metano y gene counts del gen mcrA, fue diferente si la
inferencia se realiz6 a partir de las secuencias del 16S provenientes del ADN
o0 del cDNA, y vari6 segln la temperatura y la categoria de humedal (Figura
6.8).

No se observé una relacion significativa entre la cantidad de transcritos del
gen mcrA detectados por gPCR y gene counts inferidos por el PICRUSt2 a
partir del ADN, pero la cantidad de transcritos del gen mcrA detectados por
gPCR si presentd una correlacion positiva significativa con gene counts
inferidos a partir del cDNA (R% 0,439, p < 0,01). Ademas, esta Ultima
correlacion se mostré significativa en las lagunas no salinas de interior (R%
0,552, p < 0,01), en las volcénicas (R% 0,737, p < 0,01) y en la laguna de
Caballo Alba, la menos salina de las lagunas salinas de interior (R?: 0,446, p
<0,01), mientras que en El Senillar de Moraira (la Gnica costera con transcritos
de mcrA detectados por gPCR) no se observd ninguna correlacion. Por otra
parte, la correlacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA detectados
por gPCR y gene counts inferidos a partir del cDNA se mostrd positiva y
significativa en todas las temperaturas (valor minimo de R% 0,423, p < 0,01).
Ademds, tanto los gene counts del gen mcrA inferidos a partir del ADN (R?:
0,21, p < 0,05) como los inferidos a partir del cDNA (R?: 0,574, p < 0,01)
mostraron una correlacion positiva significativa con las emisiones de metano,

pero la correlacion basada en los gene counts a partir del cDNA mostré un R?
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mayor. Por lo tanto, la inferencia de los gene counts mediante PICRUSt2 tanto

a partir del ADN como del cDNA arrojo resultados fiables.
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Figura 6.8. Relacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA cuantificados por gPCR y
gene counts de dicho gen inferidos mediante PICRUSt2. En el andlisis estadistico sélo se
incluyeron las muestras donde se detectaron mediante qPCR transcritos del gen mcrA. A)
correlacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA y gene counts inferidos a partir del
ADN. B) correlacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA y gene counts inferidos a
partir del cDNA. C) correlacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA y gene counts
inferidos a partir del cDNA por categoria de humedal. D) correlacién entre la cantidad de
transcritos del gen mcrA y los gene counts inferidos a partir del cDNA por temperatura. E)
correlacion entre las emisiones de metano y gene counts del gen mcrA inferidos a partir del
ADN. F) correlacién entre las emisiones de metano y gene counts del gen mcrA inferidos a
partir del cDNA. *: p < 0,05. **: p< 0,01.
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Figura 6.9. A) Correlacion entre los transcritos de mcrA detectados por gPCR y gene counts
del gen dsrB inferidos a partir del ADN. B-L: Ratio entre los promedios por laguna de gene
counts obtenidos con PICRUSH2 a partir del cDNA para el gen mcrA y a partir del ADN para
el gen dsrB. Sélo se realizaron estas ratios en las lagunas donde se detectaron por qPCR
transcritos del gen mcrA. Se muestran los valores de dicha ratio en cada laguna y temperatura.
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Por otra parte, no se observo una correlacion entre los transcritos del gen mcrA
detectados por gPCR y gene counts del gen dsrB (marcador de
sulfatoreduccion desasimilatoria, llevada a cabo por las bacterias
sulfatoreductoras) obtenidos a partir del ADN mediante PICRUSt2 (Figura
6.9-correlacidon). No obstante, en lo que respecta a la relacion entre gene
counts del gen mcrA (inferidos a partir del PICRUSt2 realizado con el cDNA),
con gene counts del gen dsrB (inferidos a partir del PICRUSt2 realizado con
el ADN), se observ6 que en general esta ratio aumentd con la temperatura
(Figura 6.9). Al estar los datos del PICRUSt2 del gen dsrB normalizados por
copias del gen recA, (asumiendo que s6lo hay una copia del gen recA en el
genoma de los procariotas), observamos que el nimero de gene counts del gen
mcrA (cDNA) por gene count de gen dsrB (ADN), o lo que es lo mismo, el
nimero de gene counts del gen mcrA por individuo de bacteria
sulfatoreductora, aument6é con la temperatura. Asi, un aumento de la
temperatura favorecié a las arqueas metandgenas frente a las bacterias
sulfatoreductoras. Las lagunas no salinas de interior mostraron una gran
variabilidad en los valores de esta ratio, registrandose los més elevados en la
Laguna de Belefia, en la Laguna de Pradales y en la Balsa de la Mueda. En la
laguna de Alcaparrosa y en el Ullal de Baldovi la ratio no se increment6 con
la temperatura, mientras que en el Burgo de Ebro Unicamente lo hizo a 25°C.
Estas tres lagunas fueron las lagunas no salinas de interior que mostraron una
menor emision de metano. En las lagunas volcénicas y en la laguna de Caballo
Alba (Unica salina de interior con transcritos de mcrA detectados por qPCR)
esta ratio también se incrementd, mientras que en El Senillar de Moraira
(Unica costera con transcritos de mcrA detectados por gPCR), que mostr6 unas
emisiones de metano muy bajas, no se encontr6 ninguna relacién con la

temperatura. Por otra parte, el patron de incremento de dicha ratio fue
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diferente segin cada laguna, mostrandose progresivo en la mayoria excepto

en la laguna de Carrizosa, donde el incremento fue exponencial.
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Capitulo 7. Discusion General

En esta tesis se han estudiado los factores que determinan la estructura y la
funcion, en concreto los metabolismos relacionados con el carbono, de las
comunidades de procariotas del agua y del sedimento de un total de 43
humedales mediterraneos. Dichos humedales fueron clasificados en diferentes
categorias y presentaron distintos estados de conservacion, siendo ambos
factores muy relevantes tanto en la estructuracion de la comunidad como en
las tasas metabolicas y en el potencial metabolico de los diferentes
metabolismos relacionados con el carbono. Asi, en esta tesis se ha descrito la
estructura y los metabolismos del carbono asociados de las comunidades de
procariotas de lagunas salinas de interior, lagunas deltaicas y lagunas no
salinas de interior, ademas de estudiar el efecto a corto plazo de un incremento
de la temperatura en las emisiones de metano y en la expresion génica de las
arqueas metandgenas del sedimento de lagunas representativas de las grandes

categorias de lagunas mediterraneas.

7.1. Estructura de las comunidades de procariotas de las lagunas
salinas de interior y su relacion con los metabolismos del carbono

En el capitulo 3 se han estudiado los factores que determinan la estructura y
los metabolismos potenciales relacionados con el carbono de las comunidades
de procariotas que habitan el agua y el sedimento de 15 lagunas salinas de
interior mediterraneas. Estas lagunas se clasificaron en diferentes categorias
de salinidad y estados de conservacion que mostraron comunidades de

procariotas y taxones caracteristicos especificos.

En una vision general de las comunidades de procariotas de las lagunas salinas
de interior, destacan por su gran abundancia relativa y amplia distribucion las
familias Rhodobacteraceae y el filo Cyanobacteria en el agua y la familia

Streptococcaceae en el sedimento. En el agua de estas lagunas, la familia
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Rhodobacteraceae es cosmopolita y se encuentra a lo largo de todo el
gradiente de salinidad. Esta familia tiene una distribucién muy amplia y se
encuentra principalmente en ambientes marinos (Simon et al. 2017) pero
también se ha descrito en lagos salinos (Zhong et al. 2015). Ademas, sus
miembros poseen una gran versatilidad metabélica (Pujalte et al. 2014; Simon
et al. 2017), cosa que podria explicar su capacidad de adaptaciéon a las
diferentes condiciones presentes en las lagunas salinas de interior. Por otra
parte, el filo Cyanobacteria es abundante en el agua de las lagunas estudiadas,
sobre todo durante los meses célidos en las lagunas que estan alteradas trofica
e hidrolégicamente. Este tipo de alteracion conlleva una reduccién de la
salinidad, un incremento en la concentracion de fosforo y una elongacion
artificial del hidroperiodo (Corrales-Gonzélez et al. 2019), con agua rica en
nutrientes en los meses mas calidos del afio, cuando las lagunas deberian estar
secas de forma natural, lo que lleva a un gran crecimiento de las poblaciones
de cianobacterias acuaticas. Ademas, la gran carga de materia organica que
presentan las lagunas con esta alteracién, especialmente la Laguna de
Manjavacas, que recibe agua de una depuradora (Corrales-Gonzalez et al.
2019), explicaria el papel como taxones marcadores de estas lagunas de los
géneros Saprospira (filo Bacteroidota, familia Saprospiraceae) y Turneriella
(filo  Spirochaetota, familia Leptospiraceae), puesto que estos
microorganismos pueden metabolizar compuestos complejos de carbono
(Mcllroy y Nielsen, 2014), como &cidos grasos de cadena larga (Zuerner
2015), que posiblemente son muy abundantes en estas lagunas al recibir una
elevada carga de materia organica de forma artificial. Por otra parte, en el
sedimento la familia Streptococcaceae muestra una gran abundancia relativa
en muchas de las lagunas hiposalinas e hipersalinas temporales. Dichas
lagunas se encuentran en la Reserva de la Biosfera de la Mancha Himeda, uno

de los mayores conjuntos de humedales de la Peninsula Ibérica (Corrales-

154



Capitulo 7 — Discusién General

Gonzélez et al. 2019), y mantienen grandes poblaciones de aves migratorias
(Goncalves et al. 2018). Los Streptococcaceae podrian provenir de las heces
de las aves y acumularse en el sedimento de estas lagunas, tamponando por
tanto el efecto de la salinidad en la estructura de las comunidades de sus
sedimentos, como se ha podido comprobar en este trabajo. La importancia del
efecto de las aves acuaticas en el sedimento de las lagunas salinas endorreicas
estd muy subestimada, ya que s6lo unos pocos estudios han demostrado que
las agregaciones de aves acuaticas afectan profundamente a la dinamica de los
microorganismos y los nutrientes dichas lagunas (Batanero et al. 2017), y
deberia ser considerada en trabajos futuros en este tipo de ecosistemas.

En lo que respecta a los taxones caracteristicos (indicator taxa), su capacidad
para discriminar estadisticamente una determinada categoria de salinidad o
estado de conservacién no depende directamente de su peso en la comunidad
de procariotas, ya gque algunos taxones caracteristicos tienen una abundancia
relativa elevada mientras que la gran mayoria de estos son organismos
minoritarios en la comunidad. Este patrén se observa perfectamente en las
cianobacterias y las arqueas. Las cianobacterias que actlan como taxones
caracteristicos presentan una abundancia relativa muy dispar, siendo
mayoritarias en la laguna hipersalina permanente (Salada de Chiprana), donde
solo el género Synechococcus representa casi el 14% de las lecturas totales,
mientras que en las lagunas con alteracion tréfica e hidroldgica las
cianobacterias no son tan abundantes en la comunidad. En lo que respecta a
las arqueas, éstas generalmente si tienen un peso poblacional bajo, pero a su
vez son taxones clave para diferenciar entre categorias de salinidad y estados
de conservacion, especialmente en las comunidades acuaticas de las lagunas
estudiadas en este capitulo. De hecho, en este trabajo se muestra que las
arqueas, en concreto la clase Halobacteria, estdn mas representadas en las

comunidades acuaticas de las lagunas salinas bien conservadas, indicando que
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podrian ser un biomarcador de buen estado de conservacion en ecosistemas
salinos de interior. De hecho, esta clase de arqueas esta formada por los
organismos con los mayores requerimientos de sal y a su vez la mayor
capacidad de resistencia a la elevada salinidad del dominio Archaea (Cui y
Dyall-Smith 2021). Debido a que las alteraciones que sufren las lagunas
salinas de interior estudiadas implican una reduccion de su salinidad natural
debido a un aporte artificial de agua (Corrales-Gonzélez et al. 2019), podemos
asumir que esto afectara negativamente a esta clase de microorganismos que
necesitan elevadas cantidades de sal para vivir, y que la reduccion en la
abundancia de estos organismos en cualquier laguna salina puede indicar una
alteracion hidrologica de ésta y por lo tanto un estado de conservacion
mejorable. Por otra parte, las lagunas mesosalinas y las restauradas no
presentaron taxones caracteristicos, lo que puede indicar que, a pesar de estar
clasificadas dentro de una misma categoria de salinidad o estado de
conservacion, las comunidades de procariotas de las distintas lagunas de cada
uno de estos dos grupos son muy diferentes entre si y el analisis de taxones
caracteristicos no encuentra ningin taxén que sea significativamente mas
abundante en todas las lagunas mesosalinas o todas las restauradas. En el caso
de las lagunas mesosalinas, esto puede ser debido a las grandes diferencias de
salinidad que presentan las lagunas que forman este grupo, habiendo algunas
gue tienen una salinidad mas cercana a la de las lagunas hiposalinas, y otras
una salinidad mas cercana a la de las lagunas hipersalinas. Esto puede
provocar que las lagunas mesosalinas con conductividades menores tengan
una comunidad de procariotas diferente de las lagunas mesosalinas con
mayores conductividades, por lo que no es posible detectar taxones que sean
caracteristicos de todas las lagunas mesosalinas. En el caso de las dos lagunas
restauradas, su perfil taxondmico es tan diferente que tampoco es posible

detectar taxones comunes a ellas dos.
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En cuanto a los metabolismos relacionados con el carbono en las lagunas
estudiadas, al comparar las tasas metabolicas medidas en trabajos anteriores
(Camacho et al. 2017; Morant 2022) con las abundancias inferidas de sus
correspondientes genes marcadores, observamos una diferencia muy clara
entre la produccion primaria bruta (GPP) y la respiracion aerobia, que
presentan una correlacion significativa entre sus respectivas tasas metabolicas
y los genes marcadores, mientras que los metabolismos relacionados con el
metano, en concreto la metanogénesis y la metanotrofia aerobia, no muestran
una correlacién clara. Respecto a la metanogénesis, dicha falta de correlacion
puede ser debida a la falta de representacion de genomas del género
Methanomassiliicoccus en la base de genomas que utiliza el PICRUSt2 para
inferir las abundancias de genes (base de datos basada en la base IMG/M, que
recoge genomas microbianos), puesto que en dicha base s6lo hay dos genomas
de este género. Este es el (nico género conocido de la familia
Methanomassiliicoccaceae, la cual es a su vez la familia de metandgenos
mayoritaria en el sedimento de las lagunas salinas estudiadas, y la falta de mas
genomas correspondientes a especies por descubrir de esta familia tan
abundante en las lagunas salinas puede estar relacionada con el generalmente
bajo nimero de copias inferidas de este gen (mcrA) y por tanto con la falta de
correlacion obtenida entre éste y las emisiones de metano. Ademas, esto
también explicaria el bajo nimero de copias de los genes mtmB y mtbB, genes
marcadores de la metanogénesis metilotréfica, que es la que es capaz de
realizar la Unica especie descrita y cultivada en cultivo puro de la familia
Methanomassiliicoccaceae, Methanomassiliicoccus luminyensis (Dridi et al.
2012; Kroninger et al. 2017). Esta ruta metanogénica se ha descrito como
mayoritaria en ambientes salinos (Zhou et al. 2022), puesto que sus sustratos
son las metilaminas, compuestos abundantes en los ambientes salinos que

permiten la actividad de los metan6genos metilotréficos ya que estos no entran
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en competencia con las bacterias sulfatoreductoras, las cuales no utilizan
metilaminas (Sorokin y McGenety 2019). Por otra parte, el alto nimero de
copias inferidas de los genes marcadores de la metanogénesis acetoclastica
(ackA) y de la metanogénesis por reduccién del CO, (mch) en el agua, un
ambiente aerobio donde no se puede llevar a cabo la metanogénesis, indica
que el uso del gen mcrA, ampliamente avalado por la bibliografia, es mas
adecuado para estudiar la metanogénesis, ya que seguramente los genes ackA
y mch tienen tanta abundancia inferida en el agua porque no son tan
especificos como el gen mcrA y participan en otros metabolismos que no son
la metanogénesis. En cuanto a la metanotrofia aerobia potencial, aunque al
tener en cuenta todas las lagunas no mantiene una correlacion con las
emisiones de metano, en las lagunas alteradas de menor salinidad se observa
una mayor relacion de las abundancias génicas pmoA/mcrA, indicando que en
estas lagunas puede haber una mayor actividad de las bacterias metanétrofas
debido a un incremento de la metanogénesis por dicha alteracion. De hecho,
en trabajos previos en estas mismas lagunas se ha demostrado que la alteracion
antropica de las lagunas esta relacionada con mayores emisiones de metano
mientras que la salinidad elevada las reduce (Camacho et al. 2017; Morant
2022). La relacion de la metanogénesis con la salinidad es compleja, y podria
darse el caso de que en las lagunas salinas estudiadas la produccién de
metilaminas, el sustrato principal de la metanogénesis metilotréfica, sea
escasa. Esto conlleva que la produccion de metano en estas lagunas podria
depender mayoritariamente de la metanogénesis a partir de acetato 0 COp,
rutas que se ven activadas en las lagunas menos saladas y en las lagunas que
estan alteradas debido a una reduccion de la salinidad por la entrada de agua
poco mineralizada, lo que implica una menor competencia de los metandgenos
que utilizan estas dos rutas con las bacterias sulfatoreductoras, puesto que al

reducir la salinidad también se disminuye el sulfato que dichas bacterias
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necesitan. Ademas, en las lagunas con alteracion trofica e hidrolégica, esta
reduccidn de la salinidad por las entradas de agua se puede ver acompariada
de un incremento de nutrientes y de sustratos susceptibles de ser utilizados por
los metan6genos acetoclasticos o reductores del CO,, que por tanto aumentan

su actividad.

Aparte de sus efectos en la estructura de las comunidades de procariotas y en
los metabolismos relacionados con el carbono, la salinidad también es un
factor determinante para la organizacion de las comunidades de procariotas,
como se observa en las redes de coocurrencia (Wang et al. 2021; Yang et al.
2021). En las comunidades de las lagunas salinas estudiadas, tanto las
diferentes categorias de salinidad como los diferentes estados de conservacion
aparecen ZOTUs cosmopolitas, que muestran una gran abundancia, pero a su
vez muy poco degree (nimero de conexiones) con el resto de los miembros
de las redes. Esto se puede interpretar como que las diferentes categorias de
salinidad y los diferentes estados de conservacion presentan caracteristicas
ambientales tan diferentes que llevan a la coocurrencia de procariotas muy
especificos de cada categoria de salinidad y de cada estado de conservacion.
Por otra parte, y al contrario que en otros trabajos (Yang et al. 2021), en las
redes de sedimento los mayores degrees se observan en las lagunas menos
salinas, y tanto en agua como en sedimento las lagunas conservadas o
restauradas presentan un degree mayor. Por una parte, esta reduccién del
nimero de conexiones entre los miembros de las comunidades a medida que
aumenta la salinidad puede reflejar unas comunidades mas simples en las
lagunas mas salinas. Por otra parte, la contaminacién de origen humano ejerce
un importante efecto en la topologia de las redes de coocurrencia (Hu et al.
2017) y tiende a simplificarlas (Karimi et al. 2017), y puesto que el mayor
numero de conexiones entre los miembros de las comunidades de las lagunas

salinas se ha observado también en las lagunas mejor conservadas, podemos
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asumir que las presiones antropicas han llevado a una simplificacion de las
interacciones entre los microorganismos de las comunidades de las lagunas
salinas de interior alteradas. Recientemente, se esta desarrollando la idea de
utilizar las redes microbianas como marcadores de la calidad vy
funcionamiento del ecosistema (Karimi et al. 2017), pero previamente se ha
de obtener un conocimiento profundo de éstas en los ambientes mejor
conservados antes de desarrollar indices o marcadores de estado ecol6gico
basados en ellas, puesto que por ejemplo se podria llegar a pensar que un
menor ndmero de conexiones entre los miembros de las comunidades de las
lagunas més salinas es una consecuencia de la presion humana cuando en
realidad es una caracteristica natural. Aparte de esto, los diferentes grupos
taxonémicos en que se agrupan los miembros de las comunidades de
procariotas pueden tener un patron de interaccion diferente. En el caso de las
lagunas salinas, las cianobacterias y las arqueas siguen un patrén dispar. Asi,
las cianobacterias tienen una abundancia en la red muy elevada, pero a su vez
tienen muy poco degree, lo que resulta en poblaciones de cianobacterias muy
abundantes, pero poco conectadas con el resto de la comunidad, como se ha

observado en otros trabajos en lagos eutr6ficos (Zhao et al. 2016).

La cianobacterias, al ser organismos fotosintéticos, son autosuficientes y no
necesitan de ninguna relacion de sintrofia con otros microorganismos, y por
esto coocurren muy poco con el resto de los miembros de la comunidad. En
cuanto a las arqueas, éstas presentan una baja abundancia en la red de
coocurrencia, pero a su vez tienen un elevado degree. Este hecho remarca la
consideracion de las arqueas como miembros clave de las comunidades
microbianas (Moissl-Eichinger et al. 2018), y lleva a que las arqueas de las
lagunas salinas de interior tal vez puedan considerarse taxones clave (keystone
taxa), que son aquellos cuya eliminacién supuestamente puede provocar

efectos deletéreos muy grandes en la comunidad (Berry y Widder 2014;
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Goberna y Verdi 2022). Debido al gran nimero de conexiones que presentan
las arqueas dentro de las redes de coocurrencia, cualquier factor que las afecte
podria desencadenar grandes cambios en las interacciones entre los miembros

de las comunidades que se verian reflejados en las redes de coocurrencia.

Por otra parte, al considerar la interaccion entre las variables ambientales, las
tasas de los metabolismos relacionados con el carbono y las comunidades de
procariotas se han observado diferentes patrones entre el agua y el sedimento.
La estructuracion de las comunidades del agua es el resultado de la interaccién
entre la salinidad, la alteracién antrépica y la estacionalidad. La estacionalidad
influye profundamente en las tasas metabdlicas, ya que los muestreos en los
periodos mas calidos de las lagunas alteradas exhiben mayores tasas de
produccién primaria bruta. Esto concuerda con lo observado en otros trabajos,
donde la salinidad y la temperatura se muestran como factores muy
importantes en la estructura de las comunidades de fitoplancton (Lawrenz et
al. 2013; Lopez-Flores et al. 2014; Nche-Fambo et al. 2015), y remarca el
hecho de que cualquier alteracion del hidroperiodo o una entrada artificial de
nutrientes afecta profundamente la estructura y los metabolismos del carbono

de las comunidades de procariotas de las lagunas salinas de interior.

Ademas, la alta estacionalidad indica que las comunidades del agua tienen
poca estabilidad temporal, probablemente porque los cambios estacionales en
las variables ambientales del agua son mas acusados que en el sedimento,
provocando grandes diferencias estacionales en las comunidades de
procariotas acudticos. Contrariamente, las comunidades del sedimento son
maés estables a lo largo del tiempo y estdn mas influenciadas por las categorias
de salinidad que por el tipo de alteracion o la estacionalidad. No obstante, la
entrada de microrganismos exdgenos a traves de las aves acuaticas en las

lagunas hipersalinas temporales altera profundamente el efecto de la salinidad
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y deberia ser considerado como un factor que podria ser de gran importancia
en la estructuracion de las comunidades de procariotas del sedimento en
lagunas salinas de interior pequefias y con poblaciones importantes de este

tipo de aves.

En conclusion, los resultados del tercer capitulo de esta tesis muestran que las
comunidades de procariotas de las diferentes categorias de salinidad en las que
estan divididas las lagunas salinas de interior siguen unos patrones generales
en su estructuracion y sus metabolismos potenciales del carbono. Cada
categoria de salinidad y estado de conservacion muestran taxones microbianos
caracteristicos. La produccién primaria bruta (GPP) y la respiracion potencial
presentan una correlacién significativa con las respectivas tasas metabélicas,
mientras que la relacién entre las emisiones de metano y los metabolismos
potenciales relacionados con este gas es mas compleja. Ademas, se ha
demostrado que las alteraciones antrdpicas y la estacionalidad tienen un
impacto importante tanto en las comunidades de procariotas como en las tasas

de GPP, de respiracion aerobia y de emisiones de metano de las lagunas.

La complejidad de las interacciones entre estos factores remarca la
importancia de combinar estudios moleculares con medidas in situ de los
principales metabolismos relacionados con el carbono para obtener una buena
vision de conjunto de los factores que controlan los flujos de carbono en estos
tipos de ecosistemas y poder mejorar la gestion de las lagunas salinas de
interior en el escenario actual de cambio climético, potenciando su capacidad
de retencion de carbono a la vez que manteniendo la biodiversidad de este tipo

de zonas humedas.
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7.2. Patrones estructurales y metabolismos del carbono de las
comunidades de procariotas de lagunas del delta del Ebro

En el capitulo 4 se han estudiado los principales factores que afectan a la
estructura y los metabolismos potenciales relacionados con el carbono de las
comunidades de procariotas que habitan en el agua y en el sedimento de tres
humedales representativos de los principales tipos de zonas humedas del delta
del rio Ebro, representantes a su vez de los principales tipos de humedales
costeros mediterraneos. Los tres humedales se encontraban a lo largo de un
gradiente de salinidad y presentaron diferentes estados tréficos, ambos
factores que determinaron las comunidades especificas de cada humedal y la
relacion entre los diferentes grupos de procariotas involucrados en los

principales metabolismos relacionados con el carbono.

Las comunidades de procariotas del agua y del sedimento presentaron
patrones, tanto unos similares como otros divergentes. Como en otros
ecosistemas enmarcados en un gradiente de salinidad (Henriques et al. 2006;
Zhong et al. 2016), la salinidad fue un factor muy importante en la
estructuracion de las comunidades. Asi, Alfacs y Encanyissada, los humedales
mas salinos, estaban mas relacionados entre si y compartian mas ZOTUs en
comparacion con Filtre Biologic, el humedal de agua menos salina. Por el
contrario, el efecto de la estacionalidad fue diferente en el agua y en el
sedimento. EI mayor nimero de ZOTUs presentes de manera repetitiva
durante todas las estaciones en el sedimento indica que esta matriz puede
tamponar mas eficazmente que el agua los cambios estacionales en las
variables ambientales que afectan a las comunidades. La mayor estabilidad
del sedimento permite la presencia de una comunidad con pocos cambios
estacionales, pero también favorece una buena diferenciacion entre las

comunidades de las diferentes zonas himedas. Contrariamente, el agua esta
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maés afectada por los cambios temporales, especialmente en Encanyissada. El
flujo de agua en este humedal esta regulado por una red de canales de riego,
lo que provoca grandes variaciones en la salinidad del agua que acaban por
producir un solapamiento entre las comunidades de procariotas de este
humedal y las de Alfacs, que se encuentra muy influenciado por el agua del
mar al estar conectado a él. A su vez, la diferencia en la estabilidad del agua
y del sedimento se refleja en los patrones de estructuracion de sus
comunidades. En el agua, las grandes fluctuaciones en las variables
ambientales crean condiciones transitorias que benefician a los taxones que
pueden adaptarse rapidamente y acabar siendo muy abundantes durante un
corto periodo de tiempo. Este es el caso de las cianobacterias en los humedales
con un mayor estado tréfico, especialmente en Filtre Biologic, que como su
propio nombre indica actua como filtro recibiendo el agua rica en nutrientes
de los arrozales que lo rodean. Esta mayor concentracion de nutrientes lleva a
la dominancia de las cianobacterias en las comunidades acuaticas de Filtre
Biologic y de Encanyissada durante los meses mas calidos. Contrariamente,
en el sedimento las fluctuaciones temporales de las variables ambientales son
menores, permitiendo el desarrollo de comunidades estables sin grandes

abundancias de taxones especificos.

Por otra parte, y como se ha observado en el capitulo anterior de lagunas
salinas de interior, en el agua la familia Rhodobacteraceae fue abundante a lo
largo de todo el gradiente de salinidad. Esta familia manifiesta una gran
versatilidad metabdlica (Pujalte et al. 2014; Simon et al. 2017), lo que permite
a sus miembros adaptarse y ser abundantes en ambientes con salinidades tan
diferentes. A su vez, la salinidad se ha descrito como un factor muy relevante
en la distribuciéon de las cianobacterias (Liu et al. 2016), lo cual podria
explicar la distribucion diferencial de cianobacterias que se ha observado en

los humedales del delta, siendo el género Cyanobium mas representativo de
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Filtre Bioldgic y el género Synechococcus de los humedales mas salinos. En
el sedimento, la familia de bacterias sulfatoreductoras (SRB)
Desulfosarcinaceae (filo Desulfobacterota) fue méas abundante en los
humedales mas salinos, en conjuncion con lo observado en otros trabajos,
donde las SRB fueron maés activas y abundantes en ecosistemas de elevada
salinidad (Foti et al. 2007). Contrariamente, la familia de bacterias
Anaerolineaceae (filo Chloroflexi) fue més abundante en los humedales con
conductividades medias o bajas. Los miembros de la familia Anaerolineaceae
pueden establecer relaciones de sintrofia con las arqueas metandgenas (Liang
et al. 2015, Wang et al. 2018), y por tanto una mayor abundancia relativa de
los miembros de esta familia en el sedimento de determinados humedales
puede ser indicativo no tanto de la abundancia como de una mayor actividad
metanogénica de las arqueas metandgenas en dichas zonas himedas. Las
emisiones de metano en los humedales estudiados en este capitulo son
mayores en los que presentan conductividades medias o bajas (Encanyissada
y Filtre Biologic) (Morant et al. 2020a), indicando que la mayor abundancia
de la familia Anaerolineaceae en el sedimento de estos humedales podria estar
ligada a una mayor produccién de metano por parte de las argqueas

metandgenas respecto al humedal més salino (Alfacs).

En lo que respecta a los grupos de procariotas implicados en la produccion y
consumo de metano, un trabajo anterior en los mismos lugares de estudio
mostré que la abundancia total de metandgenos fue mayor en Alfacs, seguido
de Encanyissada y de Filtre Biologic (Morant et al. 2020a). Ademas, las
diferencias en las familias de metandgenos que hemos observado entre los
humedales mas salinos (Alfacs y Encayissada), que muestran una comunidad
de metandgenos parecida, y el humedal de aguas menos mineralizadas (Filtre
Biologic), con una comunidad mas diferente, estaran asociadas a la salinidad,

ya que dicho factor es uno de los méas importantes en la estructuracion de las
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comunidades de arqueas metandgenas (Webster et al. 2015). Por otra parte, la
familia Methanomassiliicoccaceae, que es la mas abundante en los humedales
estudiados, pertenece al orden Methanomassiliicoccales, que actualmente sélo
tiene un representante aislado en cultivo puro, Methanomassiliicoccus
luminyensis, el cual s6lo produce metano a partir de la reduccién de metanol
o0 de metilaminas con hidrégeno (Dridi et al. 2012; Kroninger et al. 2017). La
dependencia del hidrégeno que muestra este metandgeno para generar metano
contrasta con la gran abundancia de esta familia en Alfacs, el humedal més
salado, donde las rutas metanogénicas que dependen del hidrégeno se veran
restringidas por la actividad de las SRB, que es mayor en ambientes salinos
(Sorokin 'y McGenety 2019). No obstante, debido a que sélo hay un
representante en cultivo puro de esta familia, seguramente a medida que se
cultiven mas miembros de esta se descubra que tienen otras rutas
metanogénicas menos dependientes del hidrégeno, como la metanogénesis
metilotrofica sin participacion del hidrégeno, que es la ruta metanogénica mas
relevante en ecosistemas salinos porgue no entra en competencia con las SRB
(Sorokin y McGenety 2019). En cuanto a las bacterias metandtrofas, la
estructuracion de sus comunidades presenta el mismo patrén que las arqueas
metandgenas, donde el efecto de la salinidad, uno de los factores ambientales
gue mas controlan la distribucién de estos microorganismos (Ho et al. 2018;
Chen et al. 2020), se observa en la mayor semejanza de las comunidades de
bacterias metanotrofas entre los humedales méas salinos (Alfacs y
Encanyissada), siendo Filtre Biologic el que presenta la comunidad mas

diferente.

En cuanto a la relacién entre las tasas de produccion primaria bruta (GPP) y
de respiracion medidas y su relacion con gene counts inferidos de los
respectivos genes marcadores, al compararla con el capitulo anterior podemos

observar que tanto en las lagunas salinas de interior como en las deltaicas
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existe una buena correlacién entre las tasas de GPP y gene counts del gen psbA
(marcador de la fotosintesis oxigénica). No obstante, al contrario que en las
lagunas salinas de interior, en los humedales deltaicos no hay una buena
correlacidn entre la respiracion y gene counts del gen coxA (marcador de la
respiracion aerobia). Esto indica que las relaciones entre el metabolismo real
y el potencial pueden variar entre los diferentes tipos de humedales
mediterraneos. A su vez, en el agua, la correlacion entre la ratio de fotosintesis
y respiracion y la ratio de los genes psbA y coxA no es significativa, debido a
que en los meses mas calidos los humedales con un mayor estado tréfico ven
incrementadas sus tasas de GPP de forma no lineal. Sin embargo, en el
sedimento esta correlacion si es significativa. Esto demuestra el profundo
efecto que tienen las alteraciones antropicas en los metabolismos de las
comunidades acuéticas (Camacho et al. 2017; Morant et al. 2020a), mientras
que las comunidades del sedimento se ven menos afectadas por dichas

alteraciones.

A propésito de las emisiones de metano en los humedales estudiados, éstas
son un balance complejo entre la produccion y el consumo de este gas. En los
ambientes salinos, donde las concentraciones de sulfato son altas, las SRB
compiten con las arqueas metandgenas cuyas rutas metanogénicas dependen
del hidrégeno, ya que las SRB tienen mayor afinidad por los sustratos
metabdlicos que necesitan dichas arqueas y porque la sulfatoreduccion
desasimilatoria rinde mas energia que la metanogénesis (Sorokin y McGenety
2019). Los resultados de nuestro trabajo muestran que en las zonas humedas
deltaicas la produccion de metano esta fuertemente regulada por la salinidad,
ya que la competencia entre las SRB y las arqueas metandgenas favorece a un
grupo u otro de microorganismos dependiendo de los niveles de salinidad. Asi,
en Alfacs y Encanyissada las SRB se ven favorecidas por las altas

concentraciones de sulfato (que van ligadas a una alta salinidad), por lo que la
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produccién de metano seria muy baja, mientras que en Filtre Biologic ocurre
todo lo contrario. Ademas, gene counts del gen mcrA en sedimento se
mantuvieron constantes independientemente de la salinidad. Por lo tanto, el
potencial de producir metano de los metandgenos seria similar en todos los
humedales, independientemente de la estructura de la comunidad de arqueas
metanogenas, pero solo en Filtre Biologic los bajos niveles de salinidad (y por
tanto los bajos niveles de sulfato) permitieron una mayor produccién de
metano. No obstante, esto no se tradujo en una mayor emision de metano en
este humedal, puesto que los resultados de este trabajo muestran el importante
papel que tienen las bacterias metanotrofas del agua en el balance final de
emisiones de metano. Asi, la mayor produccion de metano en Filtre Biologic
permitiria una gran abundancia relativa y una mayor metanotrofia potencial
de las bacterias metanétrofas en el agua de este humedal, por lo cual la mayor
parte del metano producido por los metan6genos se consumiria por dichas
bacterias, lo que da como resultado unas bajas emisiones de metano a pesar
de ser un humedal de agua poco mineralizada. Sin embargo, en Encanyissada,
a pesar de que la produccion potencial de metano es menor debido a su mayor
salinidad, la baja abundancia relativa y la poca metanotrofia potencial de las
bacterias metanotrofas acuaticas presentes en este humedal provocaron que el
metano producido apenas fuera consumido y que pudiera escapar a la
atmosfera. En cambio, en Alfacs la sinergia entre una metanogénesis potencial
baja y el consumo por parte de las bacterias metano6trofas acuéticas del poco
metano que se ha podido generar producen el patron de bajas emisiones de
este gas que se ha observado en este humedal. Por lo tanto, esta gran
interdependencia entre diferentes procesos metabdlicos explica también la
falta de correlacién directa entre las emisiones de metano y gene counts del

gen mcrA en el sedimento de las zonas humedas estudiadas.

168



Capitulo 7 — Discusién General

La vision de conjunto de la interaccion entre las variables ambientales, los
metabolismos potenciales y las comunidades muestra patrones diferentes
entre el agua y el sedimento. Las comunidades del agua se ven afectadas por
una combinacién de factores como la salinidad, el estado tréfico y la
estacionalidad, mientras que las del sedimento se ven mayormente
influenciadas por la salinidad. La menor capacidad de tamponar los cambios
en las variables ambientales del agua genera redes de coocurrencia con
muchos ZOTUs temporales y muy pocos presentes a lo largo de todas las
estaciones. Esto puede explicar la mayor complejidad y
compartimentalizacion de la red de coocurrencia en el agua, ya que valores
altos de modularidad se relacionan con una mayor heterogeneidad del hébitat
(Olesen et al. 2007), debido a que la baja estabilidad del ambiente acuatico
genera un ambiente heterogéneo que favorece la presencia de comunidades
muy temporales de procariotas que responden a unas condiciones ambientales
transitorias. En el sedimento, los cambios temporales en las variables
ambientales son menos intensos, por lo que se generan comunidades mas
estables en el tiempo. Por otra parte, en la red de coocurrencia del agua de los
humedales deltaicos la mayor abundancia de ZOTUs con gen psbA y por tanto
con capacidad de hacer fotosintesis se encuentra en los humedales con mayor
estado tréfico durante los meses calidos, que registraron mayores tasas de GPP
(Morant et al. 2020a), pero en el sedimento este gen se encuentra solo en
Alfacs, lo que sugiere una mayor capacidad de realizar la fotosintesis en el
bentos de los humedales deltaicos con un estado tréfico bajo y que explicaria
las mayores tasas de GPP descritas en el bentos de este humedal en
comparacion con los bentos de los humedales de mayor estado tréfico (Morant
et al. 2020a). Los ZOTUs con gen dsrB, y por tanto con capacidad de realizar
sulfatoreduccion desasimilatoria, se encontraron mayoritariamente en el

sedimento de los humedales mas salinos (Alfacs y Encanyissada), puesto que
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sus mayores concentraciones de sulfato permiten una mayor actividad de las
SRB compitiendo con la metanogénesis, mientras que los ZOTUs con gen
pmoA, es decir, con capacidad de realizar la oxidacion aerobia de metano, se
encontraron sélo en el agua de Filtre Biologic, el humedal con mayor
abundancia relativa de bacterias metanétrofas en el agua, y que a su vez

presento bajas emisiones de metano.

En conclusidn, los resultados del capitulo 4 de esta tesis muestran la influencia
de la salinidad y del estado trofico en la estructura y metabolismos potenciales
relacionados con el carbono de las comunidades de procariotas del agua y del
sedimento de tres humedales representativos de los principales tipos de zonas
himedas del delta del rio Ebro. La salinidad determina la organizacién de las
comunidades y la metanogénesis en el sedimento. El estado trofico también
influencia la estructura de la comunidad y esta ligado a mayores tasas de GPP.
La complejidad de las interacciones entre la estructura y la funcién de las
comunidades de procariotas de los humedales deltaicos remarca la
importancia de los estudios que combinan mediciones metabdlicas in situ de
las tasas de los principales metabolismos relacionados con el carbono, con
aproximaciones moleculares, para entender mejor los procesos que

determinan el flujo de carbono en estos tipos de ecosistemas.

7.3. Relacion entre las diferentes estructuras de las comunidades de
procariotas y su asociacion con los metabolismos del carbono en
lagunas no salinas de interior

En el capitulo 5 se han estudiado la estructura y los metabolismos relacionados
con el carbono de las comunidades de procariotas que habitan en el agua 'y en
el sedimento de lagunas representativas de los humedales no salinos de
interior de la region biogeografica mediterrdnea. Estas lagunas estan

clasificadas en diferentes tipos y presentaron distintos estados de
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conservacion. Se ha comprobado que las caracteristicas limnoldgicas de los
diferentes tipos de humedal son el factor que méas peso tiene en la
estructuracion y los metabolismos potenciales de la comunidad de procariotas.
No obstante, especialmente en el agua, el efecto de la estacionalidad y del
estado de conservacion de las lagunas también afecta, aunque en menor

medida, a la estructura y la funcién de las comunidades.

Al igual que en otros ecosistemas interiores, como, por ejemplo, las lagunas
salinas de interior descritas en el tercer capitulo de esta tesis, las caracteristicas
limnoldgicas de las diferentes categorias de lagunas determinan la estructura
de la comunidad de procariotas, pero al mismo tiempo el impacto antropico
también ejerce una gran influencia. Como se ha visto en el trabajo de Morant
(2022), realizado en estas mismas lagunas durante el mismo periodo de
muestreo, las lagunas no salinas de interior presentan un gradiente de emisién
de metano, desde las lagunas no salinas de aguas alcalinas, con las emisiones
de metano mas bajas, a las lagunas fluviales y las no salinas de baja
alcalinidad, siendo esta Gltima categoria la que mayores emisiones de metano
presentd. Estas emisiones tan altas en comparacion a otros tipos de zonas
himedas estdn fuertemente asociadas a la estructura de las comunidades
microbianas de estas lagunas, puesto que al contrario que en los humedales
estudiados en los otros capitulos, en las lagunas no salinas de interior los
grupos de procariotas relacionados con el metabolismo del metano se
encuentran entre los mas abundantes de la comunidad. Asi, en el agua, la
familia bacteriana Beijerinckiaceae (filo Proteobacteria) mostré una gran
abundancia relativa, especialmente en el agua de las lagunas no salinas de baja
alcalinidad, donde también ejerce como taxdn caracteristico. Esta familia de
bacterias contiene miembros que son metanotrofos obligados o facultativos,
que en los sistemas estudiados son muy abundantes debido a la alta produccién

de metano. Por el mismo motivo en el sedimento la familia bacteriana
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Anaerolineaceae (filo Chloroflexi), cuyos miembros tienen una relacion de
sintrofia con las arqueas metandgenas (Liang et al. 2015, Wang et al. 2018),

fue una de las familias mas abundantes en todos los tipos de humedales.

En lo referente a los taxones caracteristicos (indicator taxa) de los diferentes
estados ecoldgicos, el hecho de que en las lagunas no salinas de interior el
estado ecoldgico muy bueno no presentara taxones caracteristicos mientras
que los demas estados ecoldgicos si los tuvieron podria indicar que en las
lagunas no salinas de interior la alteracion debido al impacto humano tiene un
mayor peso que las caracteristicas limnoldgicas de cada laguna y homogeneiza
las comunidades de procariotas de las diferentes lagunas alteradas, resultando
en una comunidad similar, con taxones caracteristicos como las familias
bacterianas Beijerinckiaceae o Methylococcaceae (ambas del filo
Proteobacteria), cuyos miembros son metanétrofos. En cambio, en las lagunas
no alteradas, las caracteristicas limnoldgicas de cada tipo de humedal ejercen
una gran influencia en las comunidades de procariotas que las habitan,
resultando en comunidades muy divergentes entre las categorias de lagunas,
sin taxones comunes a todas ellas que los analisis de taxones caracteristicos

puedan detectar.

Dado que las altas salinidades, y por tanto las altas concentraciones de sulfato,
inhiben la metanogénesis (Oren 2011, Sorokin y McGenety 2019), los bajos
valores de estas variables ambientales en las lagunas no salinas de interior
permiten una gran actividad de las arqueas metandgenas y explican las
mayores emisiones de metano de las lagunas no salinas de interior respecto a
otros tipos de lagunas mediterraneas (Morant 2022). Por otra parte, la gran
abundancia relativa de la familia Methanobacteriaceae en las lagunas no
salinas de baja alcalinidad contrasta con el resto de los tipos de lagunas no

salinas de interior e incluso con la tendencia general del resto de tipos de zonas
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himedas mediterraneas analizadas en los anteriores capitulos, donde la
familia Methanomassiliicoccaceae es en general la familia de metanégenos
con mayor abundancia relativa. Por lo tanto, las lagunas no salinas de baja
alcalinidad son el tipo de laguna mediterrdnea con la estructura de la
comunidad de metandgenos mas diferente de todos los humedales
mediterraneos  estudiados. La mayor prevalencia de la familia
Methanobacteriaceae en las lagunas no salinas de baja alcalinidad podria estar
relacionada con sus mayores emisiones de metano en comparacion a los otros
tipos de lagunas no salinas de interior. Los miembros de esta familia realizan
la metanogénesis basada en la reduccion del CO., mediante hidrogeno
(Granada et al. 2018). Esta dependencia del hidrégeno indica que, en las
lagunas no salinas de baja alcalinidad, puede haber una elevada produccién de
hidrogeno gracias a la degradacion de la materia organica del sedimento, que
se encuentra en cantidades elevadas en este tipo de lagunas (Capitulo 5, Figura
5.6). Esta gran cantidad de materia organica probablemente sea aportada por
los macréfitos que habitan en ellas, ya que la gran mayoria de las lagunas de
este tipo tienen una cobertura de macrofitos mayor del 70% (Morant 2022).
Esta mayor produccion de hidrogeno podria estar relacionada con una mayor
abundancia relativa y actividad de los metan6genos de la familia
Methanobacteriaceae. Esta mayor actividad metabolica también puede
ocurrir en las lagunas con un estado ecoldgico muy malo, donde esta familia
de metandgenos también es muy abundante. A pesar de tener una cantidad de
materia organica en el sedimento baja, donde estarian los sustratos
susceptibles de ser metabolizados por los metandgenos, estas lagunas
presentaron mayores emisiones de metano que las que tenian un estado
ecolégico mejor (Morant 2022). La eutrofizacion se ha relacionado con un
incremento en la metanogénesis y una predominancia de la metanogénesis

basada en la reduccion del CO, mediante hidrégeno, siendo los aportes de
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carbono un factor importante en el control de la produccién de metano (Yang
et al. 2020). Como se ha discutido en el capitulo de lagunas salinas de interior,
la alteracion antrdpica puede aportar sustratos metabdlicos que normalmente
estan ausentes 0 en poca concentracion si el estado ecoldgico fuera optimo.
Este aporte de nutrientes y sustratos en las lagunas alteradas puede
incrementar la produccion de hidrogeno por parte de los microorganismos y
desembocar en una mayor relevancia y actividad metanogénica de la familia
Methanobacteriaceae en la comunidad de metandgenos de las lagunas no
salinas de interior con un estado ecol6gico muy malo, incrementandose por
tanto las emisiones de metano a pesar de los relativamente bajos niveles de
materia organica en el sedimento de estas lagunas. Por otra parte, los
resultados de este capitulo sugieren que en las lagunas estudiadas la
comunidad de arqueas metandgenas controla la abundancia de bacterias
metandtrofas, que son mas abundantes en las lagunas con mayores emisiones
de metano, como en las lagunas mas alteradas. De hecho, como se ha sefialado,
en estas lagunas algunas familias de bacterias metanétrofas ejercen de taxén
caracteristico. No obstante, a pesar de que en el capitulo de los humedales
deltaicos se observd que las bacterias metandtrofas podian reducir las
emisiones finales de metano en los humedales con mayor produccion de este
gas, en las lagunas no salinas de interior estudiadas no ocurre asi,
probablemente porque la produccion de metano es tan grande que las bacterias

metandtrofas no son capaces de mitigar su emision a la atmosfera.

Por otra parte, al igual que en los anteriores capitulos, el nivel de alteracion
tiene un papel importante en la determinacion de las tasas de produccion
primaria bruta (GPP) de los humedales no salinos de interior estudiados en
este capitulo, ya que las lagunas con peores estados ecol6gicos se asocian a
mayores tasas de GPP (Morant 2022). Generalmente estas mayores tasas de

GPP se han asociado con mayores relevancias de las cianobacterias acuaticas
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en las lagunas alteradas. No obstante, la gran abundancia relativa de
cianobacterias en las lagunas no salinas de interior con buen estado ecolégico
y con menores tasas de GPP indica que no siempre se pueden ligar los
resultados taxonémicos con la funcién metabdlica, por lo que las herramientas
bioinformaéticas como el PICRUSt2 pueden ayudar a mejorar el conocimiento
de larelacion estructura-funcion de las comunidades de procariotas. De hecho,
una abundancia de cianobacterias relativamente elevada en el agua no tiene
por qué estar ligada a un mal estado ecoldgico, ya que la sinergia entre un
aporte de nutrientes y temperaturas calidas puede favorecer su crecimiento,
aunque este es mas exacerbado en los humedales eutroficos (Ewing et al.
2020).

En general, en todos los tipos de humedales estudiados en esta tesis se ha
observado una buena relacién entre las tasas de GPP y gene counts inferidos
del gen psbA, por lo que la inferencia molecular de este metabolismo arroja
unos resultados que se aproximan bastante a las tasas reales. No obstante, en
general dicha correlacion presenta un ajuste bajo pero significativo. Esto
puede ser debido a que la fotosintesis es llevada a cabo tanto por algas
eucariotas como por cianobacterias, pero el PICRUSt2 s6lo infiere el potencial
metabdlico de éstas Gltimas, por lo que no tiene en cuenta a las algas
eucariotas, cosa que explicaria el bajo ajuste observado en las correlaciones.
Por otra parte, no se ha observado una relacidn significativa entre las tasas de
respiracion o de emision de metano y gene counts inferidos por PICRUSt2 de
los respectivos genes marcadores. La relacion entre el metabolismo potencial
y el real es compleja, y las tasas metabdlicas de respiracion y de emision de
metano que se han medido son un balance entre distintos procesos llevados a
cabo por grupos de microorganismos diferentes que pueden dificultar
encontrar una relacion entre dichas tasas y su inferencia mediante flujos de

trabajo (pipelines) bioinformaticos. En concreto, al igual que pasa con la
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relacién de las tasas de GPP y gene counts del gen psbA, el PICRUSt2 sélo
puede inferir la respiracion potencial de las comunidades de procariotas, y
puede no estar considerando el resto de los organismos que pueden estar
respirando activamente y contribuyendo a las tasas de respiracion medidas. En
cuanto a las emisiones de metano, dependen tanto de la accion de las arqueas
metandgenas y de su posible inhibicibn por competencia con otros
microorganismos, como de la actividad de las bacterias metandétrofas, por lo
que vincular unas emisiones de metano que son un balance entre su
produccion y consumo con los respectivos metabolismos potenciales puede
arrojar unas correlaciones con un ajuste bajo o inexistente. No obstante, si que
se han obtenido correlaciones positivas significativas, y con un ajuste alto,
entre las abundancias de los metanétrofos y los metandgenos y entre la
abundancia de los metanétrofos y las emisiones de metano. Por tanto, para
obtener una buena vision global de la relacién entre la estructura de las
comunidades y los metabolismos del carbono, es necesaria una combinacion
de andlisis de estructura de la comunidad y de potencial metabélico, puesto
gue ambos tipos de aproximaciones son complementarias y arrojan mejores

resultados al combinarlas que de forma individual.

En un intento de esclarecer las complejas relaciones dentro de la comunidad
microbiana, el estudio de redes de coocurrencia y los parametros asociados a
ellas ha resultado de gran utilidad. En la red de coocurrencia de sedimento, el
gran nimero de ZOTUs cosmopolitas presentes en todos los tipos de lagunas
contrasta con las redes de coocurrencia de los otros tipos de lagunas
mediterraneas estudiados en los anteriores capitulos, donde el nimero de estos
ZOTUs era muy bajo, por lo que las redes de cada tipo laguna estaban muy
diferenciadas entre si. No obstante, la gran cantidad de estos ZOTUs en la red
de sedimento de las lagunas no salinas de interior indica una baja

diferenciacion de las redes de cada tipo, sugiriendo que las comunidades del
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sedimento de las lagunas no salinas de interior tienen un alto grado de
homogeneidad en comparacion a los otros tipos de humedales mediterraneos.
En contraposicidn, la red de coocurrencia de las comunidades del agua tiene
un comportamiento parecido a las redes de coocurrencia del agua de los otros
tipos de humedales mediterraneos estudiados, ya que estaba méas afectada por
la estacionalidad, y a su vez mostraba una mayor complejidad y

compartimentalizacion que la del sedimento.

El efecto de la estacionalidad en las redes de coocurrencia se ha observado en
otros trabajos (Liu et al. 2020, Wang et al. 2021), como también una mayor
complejidad de la red del agua que la del sedimento (Yang et al. 2021). Esto
puede deberse a que los procariotas acuaticos son mas sensibles a los factores
ambientales que los del sedimento porque las condiciones del agua son mas
fluctuantes (Wei et al. 2016), y esta fluctuacion puede generar un habitat mas
heterogéneo que se reflejaria en la mayor modularidad de la red del agua
(Olesen et al. 2007). Esta diferencia en la estabilidad entre agua y sedimento
explicaria por qué las comunidades de procariotas acuaticos estan
influenciadas por una combinacion de estacionalidad, estado ecoldgico y tipo
de humedal, mientras que las comunidades del sedimento se ven afectadas

mayoritariamente por este ultimo factor.

Por lo que respecta al rol topoldgico de los nodos de las redes, aquellos
clasificados como conectores o como module hubs, que son claves para la
estructura de la red (Olesen et al. 2007), mostraron una baja abundancia,
indicando la gran importancia de los taxones raros para mantener la
funcionalidad y la estabilidad de la comunidad (Gong et al. 2022). Al mismo
tiempo, en las redes analizadas algunos module hubs, organismos clave en la
organizacion del modulo de la red al que pertenecen, tienen un papel relevante

en los diferentes metabolismos implicados en el ciclo del carbono. Como las
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capacidades metabdlicas de los organismos clave de las comunidades
sustentan la estabilidad de la comunidad general (Xun et al. 2021), cualquier
cambio que afecte a estos module hubs podria suponer un gran impacto en la

estructura de las redes y en el balance de carbono de las lagunas estudiadas.

En conclusion, este capitulo ha determinado los factores que afectan a la
estructura y a los metabolismos del carbono de las comunidades de procariotas
de lagunas representativas de humedales no salinos de interior mediterraneos.
La alcalinidad, el pH y el carbonato determinan la estructura de dichas
comunidades, que a su vez esta influenciada por el estado ecoldgico de las
lagunas, que también afecta a la comunidad de arqueas metandgenas y a las
tasas de emision de metano. La complejidad de estudiar la relacién entre
estructura y funcion de la comunidad de procariotas remarca la necesidad de
combinar métodos moleculares con medidas in situ de los principales
metabolismos del carbono para entender los balances de carbono y los flujos
de gases de efecto invernadero carbonados (C-GEI) en los ecosistemas no
salinos y asi poder mejorar su gestion con una perspectiva climatica,
minimizando los metabolismos que emiten carbono y favoreciendo los que lo

fijan a la vez que se mantiene la biodiversidad de este tipo de zonas himedas.

7.4. Efecto a corto plazo de un incremento de la temperatura en la
actividad de las arqueas metanogenas y las emisiones de metano
asociadas en diferentes humedales mediterraneos

En este capitulo se ha estudiado el efecto a corto plazo de un incremento de la
temperatura en la expresion génica de las arqueas metandgenas del sedimento
de 16 lagunas representativas de diferentes tipos de humedales mediterraneos.
Se ha comprobado que el aumento de la temperatura promueve una mayor
expresion génica del gen mcrA, que codifica para una enzima implicada en el

altimo paso de la metanogénesis, y se ha relacionado este aumento de la
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expresion génica con el incremento de las emisiones de metano con la
temperatura. Ademas, se ha observado que el incremento de la temperatura
favorece una mayor actividad de las arqueas metandgenas respecto a unos de

sus competidores, las bacterias sulfatoreductoras (SRB).

En los tres primeros capitulos de esta tesis, se ha observado como las
caracteristicas ecoldgicas de los humedales influyen notablemente en la
estructura y el metabolismo potencial de las comunidades de procariotas. En
este capitulo, se ha determinado que las lagunas no salinas de interior, que
presentan tasas altas de emisiones de metano (Morant 2022), son las que a su
vez tienen en general mayor expresion del gen mcrA, debido a la cantidad de
materia organica que presentan en el sedimento (Capitulo 5, Figura 5.6) y a
los bajos niveles de conductividad (y por tanto de sulfato), que reducen la
competencia de los metandgenos con las SRB. No obstante, las caracteristicas
limnoldgicas particulares de cada laguna matizan este patron general de los
humedales no salinos de interior. Asi, el Galacho de El Burgo de Ebro, a pesar
de que presenta una cantidad importante de materia organica en el sedimento,
en general es un humedal que se encuentra seco y so6lo se inunda
ocasionalmente debido a crecidas del rio Ebro (Morant 2022). La adaptacién
a un sedimento casi permanentemente seco y con elevada conductividad
produce que sus comunidades de metan6genos tengan una actividad muy baja,
lo que explica las bajas cantidades detectadas de transcritos y por tanto las
bajas emisiones de metano. El Ullal de Baldovi y la Laguna de Alcaparrosa
son humedales alcalinos, y a pesar de que también poseen cantidades
relevantes de materia organica en el sedimento, debe haber una serie de
factores ambientales que frenan la actividad de sus metandgenos. Por ejemplo,
estas dos lagunas presentan conductividades relativamente altas (y por tanto
mayores concentraciones de sulfato) (Tabla 6.1), por lo que la baja actividad

de sus metandgenos podria deberse a la competencia con las bacterias
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sulfatoreductoras (SRB), las cuales se ven favorecidas por dichas cantidades
de sulfato relativamente elevadas. Por otra parte, en el caso de las lagunas
costeras, las altas salinidades (y por tanto las altas concentraciones de sulfato)
en humedales como Encanyissada o las Salinas del Cabo de Gata explican la
baja actividad de sus comunidades de metandgenos, como ya se ha discutido
en los dos primeros capitulos de esta tesis. Un caso especial es la
desembocadura del rio Bullent, cuya cantidad de materia organica en el
sedimento es muy baja, lo que causa a su vez una baja actividad de las arqueas

metandgenas.

Aunque el incremento de las cantidades de transcritos del gen mcrA con la
temperatura es comun a casi todas las categorias de humedales mediterraneos
analizadas, cada una de ellas sigue un patrén caracteristico de cambios en la
cantidad de transcritos. Como se ha determinado a lo largo de los capitulos
anteriores de esta tesis, la gran mayoria de tipos de lagunas presentan
comunidades de metandgenos especificas, que se pueden diferenciar entre
ellas bien por la abundancia relativa total de los metandgenos o bien por la
clasificacion taxondmica de los taxones més abundantes. La abundancia de las
diferentes familias de metandgenos puede variar con la temperatura, habiendo
taxones que dominan a bajas temperaturas mientras que otros son mas
abundantes a temperaturas mas altas (Fu et al. 2015). Ademas, un incremento
de la temperatura puede promover un cambio en la ruta metanogénica
dominante (Fu et al. 2015). La mayor o menor abundancia relativa de cada
grupo de metanégenos en los humedales estudiados podria explicar los
diferentes patrones observados de incremento de transcritos del gen mcrA, de
forma que en determinadas categorias de humedales puede haber
metandgenos adaptados a temperaturas mas elevadas mientras que en otras
puede haber metandgenos adaptados tanto a temperaturas medias como altas.

Ademas, este incremento de temperatura puede haber provocado un cambio
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en la ruta metanogénica dominante. Teniendo en cuenta que en las redes de
coocurrencia de las lagunas fluviales estudiadas en el capitulo de lagunas no
salinas de interior los metandgenos actian como module hubs, es decir, actlan
como nexo de conexion con el resto de los microorganismos que forman parte
de su modulo, un aumento de la temperatura en estos ecosistemas que afecte
a la dominancia relativa de las rutas metanogénicas puede provocar un efecto
muy importante en la estructura y los metabolismos relacionados con el
carbono de las comunidades de procariotas de las lagunas fluviales, ya que las
capacidades metabolicas de los organismos claves de las comunidades
controlan la estabilidad de la comunidad general (Xun et al. 2021).

Un caso particular es el de las lagunas salinas de interior, donde el nimero de
transcritos del gen mcrA era tan bajo en todas las temperaturas estudiadas que
no se pudo cuantificar por gPCR, excepto en la laguna de Caballo Alba, que
de todas ellas es la menos salina, ya que es una laguna bicarbonatado-sédica.
Esto mismo sucedi6 con las lagunas costeras con salinidades mas elevadas,
como Encanyissada o las salinas de Cabo de Gata. En las lagunas salinas de
interior y en lagunas deltaicas, el incremento en la salinidad se relacion6 con
un decrecimiento de las emisiones de metano (Camacho et al. 2017; Morant
2022). Teniendo en cuenta el bajo numero de transcritos de gen mcrA
observados en las lagunas mas salinas, podemos concluir que las bajas
emisiones de metano que se observan en las lagunas mediterraneas con
salinidades elevadas, tanto de interior como costeras, son debidas a una baja
produccion de metano por parte de las arqueas metandgenas y no tanto a su
consumo por parte de las bacterias metandtrofas. Por otra parte, en los
ambientes salinos la metanogénesis metilotréfica es la ruta metanogénica
mayoritaria (Zhou et al. 2022), debido a la presencia de metilaminas,
compuestos abundantes en estos ambientes que permiten la actividad de los

metandgenos metilotroficos ya que no entran en competencia con las bacterias
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sulfatoreductoras (SRB), las cuales no utilizan metilaminas (Sorokin y
McGenety 2019). No obstante, en el capitulo de las lagunas salinas de interior
ya se discutié que tal vez la presencia de metilaminas en las lagunas salinas
estudiadas sea baja, por lo que la produccién de metano podria depender en
gran parte de la metanogénesis acetoclastica y la basada en la reduccion del
CO,, las cuales se ven inhibidas a altas salinidades (Oren 2011). La baja
cantidad de transcritos del gen mcrA en las lagunas con mayores salinidades
parece apoyar esto Ultimo. A pesar de que la cantidad de transcritos de mcrA
en estas lagunas es muy baja, si que se detectan transcritos del gen que codifica
para el 16S rRNA de metandgenos, a veces en cantidades comparables a
lagunas de tipos menos salinos. Esto permite suponer que en las lagunas
salinas las arqueas metandgenas estan activas pero no son capaces de realizar
metanogénesis. Por lo tanto, los metandgenos que habitan en estas lagunas
deben obtener energia por medio de otros metabolismos que no implican a la
metanogénesis 0 bien porque mantienen relaciones simbidticas con otros
microorganismos. De hecho, se ha especulado que tedricamente, los
metandgenos podrian vivir conservando la energia mediante reacciones
catalizadas por la luz, ya que pueden sintetizar moléculas fotoactivas que se
podrian acoplar a un transporte transmembrana de iones (Buan 2018). Por otra
parte, las relaciones conocidas de sintrofia de las arqueas metandgenas con
otros microorganismos implican produccion de metano (Saha et al. 2020), por
lo que tal vez en los ecosistemas salinos se producen relaciones de sintrofia
aun no estudiadas que permiten que las arqueas metandgenas estén activas sin

necesidad de producir metano.

La correlacion positiva entre las emisiones de metano y la cantidad de
transcritos del gen mcrA y del gen que codifica para el 16S rRNA de
metandgenos indica que el aumento de las emisiones de metano con la

temperatura puede ser debido o bien a un aumento de la abundancia de las

182



Capitulo 7 — Discusién General

arqueas metandgenas o bien debido a un aumento de la expresién del gen
mcrA. No obstante, la falta de correlacion entre la cantidad de transcritos del
gen 16S de metandgenos con la temperatura 'y el aumento de la ratio mcrA/16S
de metandgenos con la temperatura indica que dicho aumento de las emisiones
de metano se debe a un incremento de la expresion génica del gen mcrA'y por
tanto de la produccién de metano por parte de los metandgenos. El objetivo
de este capitulo era evaluar la respuesta rapida de las arqueas metandgenas a
un incremento de temperatura, por lo que el tiempo de incubacién de las
muestras de sedimento a diferentes temperaturas fue corto. Asi,
probablemente no pasé el tiempo suficiente para que se pudiese dar un
aumento significativo de la abundancia de arqueas metandgenas. No obstante,
en experimentos donde se ha analizado el efecto de un incremento de la
temperatura a largo plazo en las comunidades de metandgenos y en las
emisiones de metano si se observo que las temperaturas altas promovieron un
aumento de la abundancia de metandégenos, lo que a su vez se relacion6 con

una mayor produccion de metano (Zhu et al. 2020).

En cuanto a la relacion entre la cantidad de transcritos del gen mcrA
determinada por gPCR y gene counts obtenidos mediante PICRUSt2, hemos
determinado que la inferencia de gene counts mediante el cDNA es mas
semejante con la actividad real de los metan6genos y esta mas relacionada con
las emisiones de metano que la inferencia de gene counts mediante el ADN.
Esta divergencia de resultados entre las dos inferencias puede ser debida a que
el PICRUSt2 basado en el cDNA s6lo tiene en cuenta a los microorganismos
que estan activos y por tanto con una cantidad apreciable de transcritos del
gen mcrA, mientras que el PICRUSt2 basado en el DNA tiene en cuenta sélo
las copias del gen mcrA que se encuentran en el cromosoma, y que son pocas
en comparacioén a la cantidad de sus respectivos transcritos. Por lo tanto, el

PICRUSt2 basado en el DNA estd mas relacionado con el potencial
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metabolico de las comunidades de procariotas, mientras que el PICRUSt2
basado en el cDNA es més indicativo de las tasas metabolicas reales. Debido
a esto, y a la buena correlacidn con los resultados de la qPCR, en la gran
mayoria de categorias de humedales mediterraneos se pueden utilizar gene
counts inferidos mediante PICRUSt2 basado en el cDNA como un buen
indicador de la actividad metanogénica de las arqueas metandgenas sin
necesidad de realizar gqPCR. No obstante, los gene counts del gen mcrA
obtenidos mediante el PICRUSt2 basado en el ADN también mostraron una
correlacion positiva significativa con las emisiones de metano, por lo que esta
herramienta bioinformética es de gran utilidad para indagar en el potencial
metabdlico de las comunidades de procariotas también a partir de las muestras
de ADN y no sélo de cDNA.

Respecto a la relacion de competencia entre las arqueas metandgenas y las
bacterias sulfatoreductoras (SRB), en ambientes salinos las SRB son mejores
competidoras que las arqueas metandgenas que realizan la metanogénesis
acetoclastica o la basada en la reduccion del CO- (Sorokin y McGenety 2019).
No obstante, los resultados de este capitulo indican que un incremento de la
temperatura invierte esta relacion de competencia, favoreciendo la actividad
potencial de las arqueas metandgenas respecto a la de las SRB. Por lo tanto,
en ambientes salinos como los descritos en los capitulos de lagunas salinas de
interior y de lagunas deltaicas, el incremento de la temperatura que indican las
predicciones sobre el cambio climatico (IPCC 2014; MedECC 2020) puede
disminuir la inhibicién de la metanogénesis por parte de las SRB y resultar en
un incremento relevante de las emisiones de metano de estos humedales,
donde de forma natural son bajas (Camacho et al. 2017; Morant et al. 2020a).
Ademas, teniendo en cuenta que en los ecosistemas salinos que se han
estudiado en esta tesis la cantidad de materia organica en el sedimento es

elevada, la menor competencia de las SRB con las arqueas metandgenas a
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temperaturas elevadas puede hacer que los sustratos metabdlicos que utilizan
las SRB y que forman parte de dicha materia organica pasen a ser utilizados
por las arqueas metandgenas, por lo que probablemente las emisiones de
metano de estos ambientes ricos en materia organica tengan un aumento
exponencial con el incremento de la temperatura, como ya se ha demostrado
en las lagunas salinas de interior (Camacho et al. 2017). Por otra parte,
nuestros resultados apuntan a que, en las lagunas no salinas de interior, donde
las emisiones de metano son de forma natural elevadas (Morant 2022), un
incremento de la temperatura favorece ain mas a las arqueas metandgenas
frente a las SRB, por lo que en un escenario de cambio climético, con un
aumento generalizado de las temperaturas, las emisiones de metano en este
tipo de ecosistemas pueden aumentar de forma muy relevante y afectar de
forma notable a sus balances de carbono. Ademas, como se ha observado en
el capitulo de las lagunas no salinas de interior, en las lagunas de baja
alcalinidad las SRB tienen un papel muy relevante en las redes de
coocurrencia de procariotas del sedimento, ya que actian como module hubs.
Los metabolismos de los organismos clave de las comunidades sustentan la
estabilidad de la comunidad general (Xun et al. 2021). Asi, si como se ha
observado, un aumento de la temperatura perjudica a las SRB, el incremento
de temperaturas que se espera debido al cambio climatico (IPCC 2014;
MedECC 2020) puede afectar de forma importante a estos microorganismos,
lo que podria alterar profundamente la estructura y funcion de la comunidad
de procariotas, afectando en ultima instancia al balance de carbono de este

tipo de ecosistemas.

En conclusion, en el capitulo 6 se ha estimado el efecto a corto plazo de un
incremento de la temperatura en las emisiones de metano y en la expresion
génica de las arqueas metandgenas presentes en el sedimento de 16 lagunas

representativas de varias categorias de humedales mediterraneos. Se ha
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observado un aumento de las emisiones de metano a medida que se incrementa
la temperatura, lo cual se ha relacionado con una mayor expresién génica de
las arqueas metandgenas. Ademas, se ha determinado que hay una correlacion
significativa entre la inferencia metabdlica de los microorganismos activos y
la expresién génica analizada mediante qPCR, y se ha observado que el
incremento de la temperatura favorece la actividad potencial de las arqueas
metanogenas frente a la de las SRB. Los resultados de este capitulo permiten
inferir el efecto que tendra el cambio climético en las emisiones de metano y
en la actividad de los microorganismos asociados a éstas en los humedales
mediterraneos, y pueden ayudar a disefiar medidas de gestion de dichos

humedales con una perspectiva climatica.

7.5. Patrones estructurales de las comunidades de procariotas y su
relacion con los metabolismos del carbono en humedales
mediterraneos

A lo largo de esta tesis, hemos demostrado como las caracteristicas
limnoldgicas que definen los diferentes tipos de lagunas determinan la
estructura y los metabolismos del carbono de las comunidades de procariotas
que habitan en dichas zonas himedas. Al comparar las grandes categorias de
humedales mediterrdneos estudiadas en esta tesis entre si (Figura 7.1),
volvemos a comprobar que, tanto en agua como en sedimento, los diferentes
gradientes ambientales condicionaron la estructura de las comunidades de
procariotas, y que la clasificacion de los humedales en diferentes tipos se vio

reflejada en sus comunidades microbianas.
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Figura 7.1 dbRDA mostrando la ordenacion de las comunidades de procariotas del agua (A) y
del sedimento (B) de las tres categorias de humedales estudiadas en base a las variables
ambientales. Los codigos de las lagunas estan descritos en el apartado de lugares de estudio del
Capitulo 2. Los colores de los simbolos que representan a las lagunas indican las categorias de
humedales a las que pertenecen: lagunas salinas de interior (Rojo), lagunas deltaicas (Azul) y
lagunas no salinas de interior (Verde). Los numeros adyacentes a los cddigos de las lagunas
indican la estacion: 1 (otofio-invierno), 2 (primavera) y 3 (verano). Las familias de procariotas
con mayor capacidad de discriminacidn se han marcado con cuadrados de color azul ocsuro.
Variables ambientales: Chla (clorofila-a), Alc (alcalinidad), LOI (materia orgénica), NHa
(amonio), Oxi (oxigeno), Temp (temperatura), SRP (ortofosfato reactivo soluble), Cond
(conductividad), NOz (nitrato), SO4 (sulfato), Prof (profundidad), pH y Carb (carbonato). Tasas
metabdlicas: GPP (produccion primaria bruta), Resp (respiracion aerobia), CH4 (emisiones de

metano).
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Las comunidades de procariotas de las tres grandes categorias de humedales
estudiadas mostraron diferencias significativas entre cada una de ellas, tanto
en agua (ANOSIM, R: 0,69, p < 0,01) como en sedimento (ANOSIM, R:
0,619, p < 0,01), siendo la fuerza del factor categoria de humedal (R en el
ANOSIM, a un R més alto mayor es el efecto del factor) similar en ambas
matrices. El gradiente de salinidad se revel6 como la variable mas importante
para diferenciar la estructura de las comunidades de procariotas de los
humedales mediterraneos (Figura 7.1), reafirmando la importancia de la
salinidad en la determinacion de la composicion de las comunidades
microbianas (Rath et al. 2019). Asi, tanto en el agua como en el sedimento,
las comunidades de las lagunas no salinas de interior fueron las mas diferentes
de las tres grandes categorias de humedales estudiadas, ya que mostraron el R
(ANOSIM) més elevado en las comparaciones por pares, sobre todo con las
lagunas salinas de interior (Tabla 7.1).

Tabla 7.1 Resultados de la comparacion por pares (ANOSIM) de las diferencias estadisticas en

la estructura de las comunidades de procariotas del agua y del sedimento entre las diferentes
categorias de humedal estudiadas.

R P
Deltaicas-Salinas 0,467 <0,01
Agua Deltaicas-No salinas 0,650 <0,01
Salinas-No salinas 0,745 <0,01
Deltaicas-Salinas 0,339 <0,01
Sedimento Deltaicas-No salinas 0,582 <0,01
Salinas-No salinas 0,660 <0,01

Ademas, se ratifica que la salinidad influy6 negativamente en las tasas de los
metabolismos del carbono, especialmente en las emisiones de metano (Figura
7.1), registrandose las tasas mas bajas de produccién primaria bruta (GPP),
respiracion aerobia y metanogénesis en las lagunas salinas de interior (Morant

2022). No obstante, los resultados de los diferentes capitulos de esta tesis han
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mostrado que las comunidades del agua y del sedimento también mostraron
patrones especificos (Figura 7.1). Asi, la sinergia entre la estacionalidad y el
estado tréfico elevado fue relevante en las comunidades del agua, ya que
durante la estaciébn méas célida se registraron las mayores tasas de GPP
(asociadas a mayores concentraciones de clorofila), de respiracion y de
emisiones de metano, especialmente en los humedales no salinos de interior.
En las comunidades del sedimento, la estacionalidad o el estado trofico no
fueron tan relevantes como en el agua, siendo la salinidad el principal factor
que afectd a su estructura y metabolismos del carbono, especialmente a las
emisiones de metano, que fueron mayores en los humedales no salinos de
interior.

Tabla 7.2 Resultados de similitud de la comunidad de procariotas, para agua y sedimento, de
cada categoria de humedal obtenidos mediante un analisis SIMPER a nivel de familia.

Salinas Deltaicas No salinas
Agua 41,32 47,96 48,79
Sedimento 44,43 57,81 53,25

Cada gran categoria de humedal mostr6 unas comunidades de procariotas
especificas determinadas por las variables ambientales, que ademas se pueden
relacionar con las tasas de los metabolismos del carbono (Figura 7.1). En el
agua, las lagunas salinas de interior y, dentro de las deltaicas, las que
mostraron conductividades mas altas, se asociaron con una mayor relevancia
de familias haléfilas como Halomonadaceae, y de otras familias como
Rhodobacteraceae o Balneolaceae. Por otra parte, las lagunas no salinas de
interior se asociaron con familias como Burkholderiaceae 0
Comamonadaceae, pero también fueron relevantes la familia bacteriana de
metandétrofos Methylococcaceae, relacionada con los altos flujos de metano

de las lagunas no salinas de interior. Ademas, durante la estacion més célida,
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los humedales con mayor estado trofico se relacionaron con mayores
abundancias de la familia de cianobacterias Cyanobiaceae, que a su vez se
relaciona con las mayores tasas de GPP medidas en estos humedales. En el
sedimento, las lagunas salinas de interior y, dentro de las deltaicas, las que
mostraron conductividades mas altas, se relacionaron con mayores
abundancias de bacterias sulfatoreductoras (SRB), sobre todo de las familias
Desulfosarcinaceae y Desulfatiglandaceae, cuya mayor relevancia en este
tipo de humedales puede explicar las bajas emisiones de metano medidas en
ellos debido a la competencia de las SRB con las arqueas metandgenas.
Ademas, la familia Streptococcaceae también es relevante en los humedales
salinos de interior, probablemente debido a las grandes cantidades de aves
acuaticas que habitan en estas lagunas, las cuales pueden afectar de forma
notable a la dindmica de los microorganismos y de los nutrientes de este tipo
de ecosistemas (Batanero et al. 2017). En las lagunas no salinas de interior
fueron relevantes las bacterias metanotrofas, especialmente la familia
Methylomonadaceae, que se asocia a las mayores emisiones de metano
medidas en estas lagunas. Por otra parte, como se ha discutido a lo largo de
esta tesis, los diferentes tipos de humedales que conforman las lagunas salinas
de interior, las deltaicas y las no salinas de interior, también presentaron
diferencias en la estructura de sus comunidades de procariotas y en los
metabolismos del carbono asociados, debido a la influencia de las variables
ambientales y del estado de conservacion de las lagunas. A causa de esto, las
lagunas salinas de interior, las deltaicas y las no salinas de interior no son
homogéneas y no presentan una similitud muy elevada (Tabla 7.2, analisis
SIMPER, mediante el que se puede obtener la similitud entre las diferentes
muestras de una misma agrupacion, en este caso la categoria de humedal), ya
que, como hemos observado, aunque estas tres grandes categorias de lagunas

presentan taxones especificos, a su vez los tipos de lagunas que forman cada
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una de estas tres grandes categorias de humedales también presentan taxones

marcadores, que se han descrito y discutido en los respectivos capitulos de
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Figura 7.2. Diagramas de caja mostrando la distribucidn, en el agua y en el sedimento de cada
categoria de humedal, gene counts inferidos mediante PICRUSt2 para los genes marcadores de
los diferentes metabolismos asociados con el carbono. A y C) gene counts del gen pshA
(fotosintesis). Notar la diferencia en la escala del eje de las ordenadas entre los dos gréaficos. B)
gene counts del gen pmoA (metanotrofia aerobia). D) gene counts del gen dsrB
(sulfatoreduccion desasimilatoria). E) gene counts del gen mcrA (metanogénesis). En estos
graficos no se han representado los outliers, los cuales si se han tenido en cuenta en los anélisis
estadisticos. *: p < 0,05. **: p < 0,01.

Los cambios estructurales que generan las diferentes condiciones ambientales
que caracterizan a los humedales estudiados en sus comunidades de
procariotas comportan diferencias en los metabolismos potenciales que dichas
comunidades pueden llevar a cabo (Figura 7.2). El potencial de realizar la
fotosintesis fue mayor en el agua que en el sedimento. Teniendo en cuenta que

en los diferentes tipos de lagunas estudiados en esta tesis siempre se ha
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encontrado una correlacién significativa entre gene counts del gen psbA y las
tasas de produccion primaria bruta (GPP), el mayor potencial de GPP en el
agua podria explicar que el compartimento plancténico de los humedales
estudiados muestre mayores tasas de GPP que el benténico (Morant 2022).
Ademas, este potencial fotosintético fue mayor en el agua de las lagunas
deltaicas que en el resto de los humedales, debido seguramente al alto grado

de eutrofizacion de las lagunas de Encanyissada y Filtre Biologic.

Por otra parte, se ha discutido anteriormente que la salinidad influye
negativamente en las emisiones de metano, lo que explica que en el agua de
las lagunas salinas de interior fue donde se registr6 un menor potencial de
metanotrofia aerobia, ya que la baja produccién de metano en estos humedales
no puede sustentar tasas altas de metanotrofia. A su vez, la relacion negativa
de la salinidad con las emisiones de metano se aprecia claramente en el patrén
de potencial de metanogénesis de las lagunas estudiadas, siendo las lagunas
salinas de interior las que menos gene counts del gen mcrA presentaron y las

no salinas de interior las que mayor potencial de metanogénesis tuvieron.

En esta tesis no se han podido relacionar directamente las emisiones de metano
con el potencial de metanogénesis. Esto puede ser debido a que dichas
emisiones no son una produccidn directa de metano, sino que son un balance
entre los metabolismos que producen el metano y los que lo consumen o
reducen su produccién, como la sulfatoreduccién desasimilatoria. De hecho,
el potencial de sulfatoreduccion desasimilatoria fue mayor en las lagunas
deltaicas y en las salinas de interior respecto a las lagunas no salinas de
interior, donde alcanza su valor més bajo, coincidiendo con el mayor potencial
de metanogénesis y a su vez las mayores emisiones de metano que presentan

este tipo de humedales.
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Figura 7.3. Diagramas de caja que muestran la abundancia relativa de las arqueas metandgenas
del sedimento (A) y de las bacterias metanétrofas del agua (B) en cada categoria de humedal.
En estos graficos no se han representado los outliers, los cuales si se han tenido en cuenta en
los anélisis estadisticos. **: p < 0,01.

El patron de potencial de metanogénesis observado se ve reflejado en la
abundancia relativa de las arqueas metanogenas del sedimento y las bacterias
metanotrofas del agua (Figura 7.3). Asi, las lagunas salinas de interior son las
que presentan una menor abundancia relativa de estos dos grupos de
microorganismos. Generalmente, en esta tesis no se ha podido relacionar la
abundancia relativa de estos procariotas con las emisiones de metano, sobre
todo respecto a las arqueas metandgenas. Esto puede ser debido a varios
factores. Como se ha sefialado anteriormente, en esta tesis no se ha medido
una produccion directa de metano, sino las emisiones de este gas, que son un
balance entre varios metabolismos. Por tanto, puede haber un desacople entre
estas emisiones de metano y la abundancia relativa de las arqueas. Por otra
parte, como se ha demostrado en el capitulo de expresion génica, las emisiones
de metano de los humedales estudiados estan muy relacionadas con la
actividad de las arqueas metandgenas, en concreto con la expresion del gen
mcrA. Asi, una mayor abundancia relativa de metandgenos no tiene por qué

traducirse en una mayor emision de metano porque muchos de estos
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metanogenos pueden estar muertos o bien en un estado durmiente. Esta misma
explicacion también puede aplicarse a la falta de correlacion de los gene
counts del gen mcrA con las emisiones de metano, ya que como se ha
observado en el capitulo de expresion génica, la inferencia del potencial de
metanogénesis a partir de secuencias de ADN no tiene en cuenta la actividad
real de los metandgenos, mientras que la inferencia a partir de las secuencias
de cDNA si que estd mas relacionada con la actividad real de los metandgenos
y presenta una correlacion positiva y con un ajuste alto con las emisiones de

metano.

En conclusién, las diferentes categorias de humedales mediterraneos
estudiadas presentan grandes diferencias entre si a nivel microbiolégico, de
metabolismos reales y de metabolismos potenciales. Por lo tanto, para mejorar
las predicciones del papel de los humedales mediterraneos en el cambio
climético y de los posibles efectos adversos que este cambio provogue en
dichos humedales, es necesario entender que los humedales mediterraneos no
son homogéneos y que tendran respuestas y patrones diferentes en funcion de
la categoria de humedal en la que estén clasificados y de su estado de

conservacion.

194



Conclusiones







Capitulo 8 - Conclusiones

Capitulo 8. Conclusiones

1. Cada tipo de humedal estudiado mostré unas caracteristicas ecoldgicas
diferenciales que determinaron la estructura y los metabolismos relacionados
con el carbono de sus comunidades de procariotas. La salinidad fue la variable
ambiental mdas importante en la estructuracion y en los metabolismos
potenciales de las comunidades de procariotas del agua y del sedimento de los
humedales mediterraneos, asi como en las tasas metabodlicas asociadas. Otras
variables ambientales, como la alcalinidad en el agua o el pH y el carbonato
en el sedimento, también se relacionaron con cambios en la estructuracion de

las comunidades.

2. La estructura y funcion de las comunidades acuaticas de procariotas se
vieron influenciadas por una sinergia entre el tipo de humedal, su estado de
conservacion, y la estacionalidad. Las comunidades del sedimento fueron mas
estables y se vieron menos afectadas por el estado de conservacion del
humedal y por la estacionalidad, siendo el tipo de humedal el factor de mayor

peso en la determinacion de su estructura y funcion.

3. Las tasas de produccion primaria bruta mostraron una correlacion positiva
significativa con el nimero de copias inferidas por PICRUSt2 del gen
marcador de este metabolismo (psbA). En general, no se ha podido determinar
una correlacion significativa entre las tasas de respiracion aerobia y las de
emision de metano con el nimero de copias inferidas mediante PICRUSt2 de
los respectivos genes marcadores, debido a que estas tasas son el resultado de
un balance entre distintos metabolismos llevados a cabo por microorganismos
diferentes, lo que dificulta obtener una correlacion significativa entre dichas
tasas y el potencial metabdlico inferido mediante un flujo de trabajo

bioinformatico.
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4. Las interacciones entre los miembros de las comunidades de procariotas del
agua mostraron una mayor complejidad y grado de compartimentalizacion que
las de los sedimentos. Ambas comunidades presentaron taxones que
desempefian un papel clave en la organizacion de las interacciones entre sus
miembros. Algunos de estos taxones mostraron genes asociados con los
metabolismos relacionados con el carbono, por lo que los procesos que afecten
a dichos taxones pueden acarrear grandes cambios en la estructura de las
comunidades microbianas y repercutir en el balance global de carbono de los

humedales.

5. En las lagunas salinas de interior, la mayoria de los diferentes tipos de
lagunas, clasificadas en funcion de su salinidad, y también la mayoria de sus
estados de conservacion, mostraron taxones caracteristicos. La abundancia
relativa de las arqueas metandgenas tendi6 a incrementarse a lo largo del
gradiente de salinidad, y no mostré cambios entre los diferentes estados de
conservacion. A pesar del aumento de la abundancia relativa de las arqueas
metandgenas con la salinidad, esto no se relacion6 con mayores tasas de
emisiones de metano debido a la poca actividad metanogénica que presentaron
dada su competencia con las bacterias sulfatoreductoras, que se ven
favorecidas en ambientes salinos por la alta concentracion de sulfato que estos
presentan. La abundancia relativa de las bacterias metandtrofas fue mayor en
las lagunas menos salinas, y no presentd cambios entre los diferentes estados
de conservacion. La mayor abundancia relativa de las bacterias metanotrofas
en las lagunas menos salinas apoya el hecho que las arqueas metandgenas
estdn menos activas a altas salinidades. No se encontraron correlaciones
significativas entre las emisiones de metano con las copias inferidas mediante
PICRUSt2 de los genes marcadores de metanogénesis (mcrd) y de

metanotrofia (pmoA).
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6. En las lagunas salinas de interior, las arqueas mostraron un papel relevante
en la organizacion de las interacciones entre los procariotas, y fueron
marcadores de un buen estado de conservacion. La salinidad, junto a la
estacionalidad y el estado de conservacion, fueron los factores mas
importantes en la estructuracion de las comunidades del agua. Las
comunidades del sedimento no se vieron apenas afectadas por la
estacionalidad o el estado de conservacion, pero si por la salinidad y por la

presencia de aves acuaticas.

7. Los tres humedales deltaicos mostraron taxones caracteristicos
especificamente mas abundantes en cada uno de ellos, y la similitud entre los
humedales en base a la estructura de sus comunidades estuvo influenciada por
la salinidad que estos presentaron. Las tasas de produccioén primaria bruta
fueron las tnicas que mostraron una correlacion positiva significativa con las

copias inferidas mediante PICRUSt2 para su gen marcador (psbA).

8. En los humedales deltaicos, las arqueas metanogenas mostraron una
abundancia relativa mas elevada en el humedal mas salino, mientras que las
bacterias metandtrofas del agua mostraron la abundancia relativa mas baja en
el humedal con mayores emisiones de metano. Las emisiones de metano en
los humedales deltaicos fueron el resultado de un balance complejo que
dependi6 de la competencia de las arqueas metanogenas con las bacterias
sulfatoreductoras, que estuvo regulada por la salinidad, y de la abundancia

relativa y la actividad de las bacterias metanotrofas del agua.

9. Las caracteristicas ecologicas y los patrones de las tasas metabolicas de los
diferentes humedales deltaicos se vieron reflejadas en el niimero y en las
interacciones de los procariotas que presentaron genes que participan en los
metabolismos relacionados con el carbono. En estos tipos de humedales, la

interaccion entra la salinidad, la estacionalidad y el estado troéfico determind
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la estructura de las comunidades de procariotas del agua, mientras que las del

sedimento se vieron determinadas mayormente por la salinidad.

10. Los diferentes tipos de lagunas no salinas de interior y la mayoria de los
estados ecologicos mostraron taxones caracteristicos, estando algunos de estos
relacionados con el metabolismo del metano. Las lagunas no salinas de baja
alcalinidad y las que presentaron estados ecoloégicos muy malos mostraron una
comunidad de arqueas metanogenas diferentes respecto a la de los otros tipos
y estados ecologicos, lo que se relacion6 con las mayores emisiones de metano
observadas en ellas. Las bacterias metanotrofas del agua y del sedimento
mostraron la mayor abundancia relativa en las lagunas no salinas de baja
alcalinidad y en las que presentaron estados ecoldgicos muy malos, puesto que
la mayor produccion de metano en estas lagunas permitid mantener una

elevada abundancia de bacterias metanotrofas.

11. En las lagunas no salinas de interior, las Unicas tasas metabolicas que
mostraron una correlacion positiva significativa con las copias inferidas de su
gen marcador (pshb4) mediante PICRUSt2 fueron las de la produccion
primaria bruta. Las emisiones de metano presentaron una correlacion positiva
significativa con la abundancia relativa de las bacterias metanétrofas del agua
y con la abundancia de las bacterias metanétrofas del sedimento, lo que
refuerza la idea que la mayor produccion de metano en estas lagunas permite

mantener una abundancia relativa de bacterias metanétrofas elevada.

12. En las lagunas no salinas de interior, los taxones de procariotas
relacionados con los metabolismos del carbono mostraron un papel relevante
en la organizacion de las interacciones entre los miembros de las comunidades
de procariotas. La alcalinidad, la estacionalidad y el estado ecologico

determinaron la estructura de las comunidades de procariotas del agua,
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mientras que en el sedimento el carbonato y el pH fueron las variables mas

importantes en la estructuraciéon de las comunidades.

13. Se realizaron experimentos para determinar el efecto a corto plazo de un
incremento de la temperatura en las emisiones de metano y en la expresion
génica de las arqueas metanogenas del sedimento de diferentes lagunas
representativas de los grandes tipos de humedales mediterraneos. El
incremento de la temperatura provoco un aumento de las emisiones de metano
ligado a la observacion de un aumento de la transcripcion del gen mcrA de las
arqueas metanogenas. La no deteccion de transcritos de este gen en las lagunas
mas salinas demostrd que las bajas emisiones de metano en los humedales
salinos se deben a una baja produccion de este gas por parte de las arqueas
metandgenas y no a una alta tasa de consumo del metano por parte de las

bacterias metanotrofas.

14. El incremento de la temperatura invierte la relacion de competencia entre
las arqueas metandgenas y las bacterias sulfatoreductoras, promoviendo una
mayor actividad de las arqueas metandgenas a medida que aumenta la
temperatura. Las bacterias sulfatoreductoras tienen un papel relevante en la
organizacion de las interacciones entre los procariotas de las lagunas no
salinas de interior. El incremento de la temperatura debido al cambio climatico
puede perjudicar a las bacterias sulfatoreductoras y afectar a la estructura de
las comunidades de procariotas y en ultima instancia a los balances de carbono
de este tipo de ecosistemas, favoreciendo a los metandgenos y con ello el

incremento de las emisiones de metano.

15. Los diferentes tipos de humedales mediterraneos muestran comunidades
especificas de procariotas, asi como patrones concretos de metabolismos
potenciales y de tasas metabdlicas. Por lo tanto, para mejorar las predicciones

de los efectos que tendra el cambio climatico en los humedales mediterraneos

201



Conclusiones

y el papel de estos en los flujos de carbono, es necesario entender que dichos
humedales no son homogéneos y que tendran diferentes respuestas a nivel
microbiologico y de metabolismo global en funcion del tipo de humedal al

que pertenecen y de su estado de conservacion.
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Anexo

Tabla 1. Variables ambientales promedio del agua de todos los humedales considerados en esta
tesis. Se han utilizado los datos correspondientes a los ciclos hidrolégicos 2016-17 y 2017-18.
SD: Desviacion estandar. Cond: Conductividad. Chl-a: Clorofila-a. SST: Sélidos Suspendidos
Totales. LOI: Materia Organica. DOC: Carbono Orgéanico Disuelto. Alc: Alcalinidad. SRP:
Ortofosfato Reactivo Soluble.

Humedat| €0 so | ool pn s | SST O oD Lot gp
(mS/cm) (ng/L) (mg/L) (mg/L)
ALCA 34 08 10 11 83 11 249 96 70 39
BALD 29 02 63 53 75 06 48 22 23 12
CAPE 25 02 16 16 78 02 188 31 56 11
_ AR 27 01 37 28 75 01 633 456 106 77
S ARQU 05 01 12 13 80 02 103 80 14 10
& HERR 06 04 16 19 76 04 78 82 51 46
£ MARQ 04 01 08 05 79 03 25 12 14 08
3 MUED 11 04 14 10 78 04 165 173 109 105
§ BELE 01 00 00 00 69 11 476 632 371 488
= CAWP 02 02 51 50 67 13 106 155 87 133
S cARC 03 01 115 w6 | 72 06 600 293 363 247
Z  CRIS 03 01 38 33 73 04 80 58 55 52
MONT 02 01 133 1625 | 74 14 752 631 509 484
NAVA 03 02 17 22 81 03 78 47 30 17
PALA 02 02 132 82 70 09 1330 56,1 452 97
PRAD 03 04 75 87 72 08 252 217 207 202
ALBA 37 15 06 08 | 100 05 123 140 60 74
IGLE 58 49 163 260 | 92 06 530 714 200 25
GVIF 99 25 25 28 84 04 129 73 54 34
HITO 86 44 157 00 | 81 01 609 429 264 203
S MusC 40 30 07 09 75 01 89 54 48 01
& cLoG 357 206 18 21 81 03 499 573 134 139
£ csec 387 292 98 167 | 89 767 604 153 106
3 MANJ 353 23 21 238 | 85 04 2265 3167 937 1233
&  ToLL 290 230 03 02 84 07 29 124 42 31
% ZORR 352 518 38 45 81 08 1728 1735 314 313
&  ALCH 530 533 109 122 | 81 05 2862 278 1020 1327
GALL 1238 1554 148 141 | 8o 11 6202 10796 2020 3439
SALI %09 753 401 289 | 84 04 6385 686.1 1906 1848
TIRE 93 992 69 40 83 03 11998 26010 2081 6192
CHIP 87,0 507 33 33 83 03 1978 3554 614 1107
@ ALFA 566 167 50 25 81 03 703 205 190 52
o
8 ENCA 313 22 25 208 80 02 614 05 23 161
8 a0 20 05 196 88 79 03 299 106 86 31
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Anexo

Tabla 1. (continuacion).

Humedal boc SD Alc SD SRP SD NO3 SD NFi4 SD
(mg/L) (meg/L) (M) (M) (M)

ALCA 171 102 18 04 04 01 1292 2319 76 119

BALD 06 04 56 14 03 03 7153 513 15 16

CAPE 203 83 43 27 00 00 22 103 27 17

N ALFR 26 29 66 06 06 04 2293 415 69 76

o ARQU 17 04 64 20 08 15 125 132 14 02

5 HERR 237 22 36 25 15 16 339 147 19 03

£ MARQ 17 04 53 03 05 03 59 40 13 01

3 MUED 179 115 78 05 24 781 900 71 68

§ BELE 523 290 09 03 11 09 314 244 294 396

= CAMP 145 48 06 06 05 02 1190 209,1 194 385

2 CARC 187 55 14 08 11 05 989 1785 27 25

z CRIS 129 32 13 06 10 14 298 76 17 07

MONT 240 54 09 06 63 97 1975 258,7 34 30

NAVA 43 42 23 10 03 01 42 19 09 01

PALA 258 126 05 03 49 56 535 699 35 27

PRAD 256 106 09 03 03 02 350 216 41 57

ALBA 342 184 264 166 21 06 478 128 87 73

IGLE 594 339 356 120 32 22 1381 1029 160 116

GVIF 198 75 30 07 06 10 523 312 127 101

N HITO 130 83 14 02 02 01 149 115 87 59

o MusC 240 08 62 10 05 294 163 95 01

3 CLOG 648 66,5 48 20 03 03 1843 1513 194 120

£ CSEC 217 249 63 20 10 15 884 531 %63 1211

3 MANJ 77 581 109 79 27 42 219,1 2450 246 24

§ TOLL 170 68 17 08 02 01 54,7 325 100 58

= ZORR 637 855 48 49 05 05 1831 2577 170 25

%) ALCH 561 873 65 64 03 02 982 720 354 24

GALL 1584 159,7 81 52 06 06 4994 4445 1056 1231

SALI 593 211 76 43 44 102 1076 589 431 609

TIRE 474 522 92 15 41 58 653 429 254 203

CHIP 999 345 171 74 06 05 4400 1758 833 481

< ALFA 61 35 40 18 03 03 337 6.1 133 47
o

k= ENCA 68 23 42 20 02 03 266 81 194 122

a FBIO 80 30 42 09 02 03 95 26 78 65
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Anexo

Tabla 2. Variables ambientales del agua de las lagunas salinas de interior consideradas en esta
tesis. LOI: Materia Organica. DOC: Carbono Organico Disuelto. SRP: Ortofosfato Reactivo
Soluble. *: la Laguna de Tirez presentd valores bajos de conductividad porque en el momento
del muestreo se encontraba al principio de la fase de Ilenado.

Tipo Laguna Estacién Profundidad  Oxige 20 T Q) Conducti\{ilciad Clorofilj-a
(cm) (mg-L™) (ms-cm™) (ug-L™)
.g ALBA  Otofio-Invierno 4 10,7 98 54 95 16
g é IGLE  Otofio-Invierno 50 17,0 53 88 95 453
§ § IGLE Primavera 50 124 202 23 9,6 42
EE IGLE Verano 40 145 26,0 131 97 198
GVIF Otofio-Invierno 73 94 85 94 8,6 19
§ GVIF Primavera 103 9.2 19,2 92 91 17
E GVIF Verano 106 49 23,1 103 77 26
.rIg_ HITO  Otofio-Invierno 5 109 6,0 8,6 82 304
MUSC Primavera 8 81 11,6 6,2 74 0.2
CLOG  Otofio-Invierno 90 6,9 55 309 82 10
CLOG Primavera 40 54 129 28,7 8,0 11
CLOG Verano 7 96 296 270 86 78
CSEC  Otofio-Invierno 10 88 55 38,7 82 29,1
MANJ  Otofio-Invierno 20 77 40 68,0 88 498
8 MANJ Primavera 4 66 162 36,7 84 95
% MANJ Verano 20 69 237 239 78 84
g TOLL  Otofio-Invierno 30 97 16,8 350 70 04
TOLL Primavera 20 78 26,2 138 88 05
TOLL Verano 30 86 135 68,9 89 06
ZORR  Otofio-Invierno 15 125 16,5 328 70 78
ZORR Primavera 15 10,0 194 125 86 128
ZORR Verano 15 82 329 1389 92 2,7
A ALCH  Otofio-Invierno 2 70 63 190,0 84 76
g ALCH Primavera 31 6,8 158 206,0 69 394
g GALL  Otofio-Invierno 5 8,6 12,7 444 75 236
Q GALL Primavera 5 58 259 350,0 70 29,9
% SALI Otofio-Invierno 3 76 16,0 370 84 734
g’_ SALI Primavera 2 84 104 915 78 545
I TIRE  Otofio-Invierno 10 95 100 196 88 46
< 8 CHIP Otofio-Invierno 40 16,8 245 158,7 82 9,6
52
g g CHIP Primavera 40 137 234 80,0 82 10
£z
CHIP Verano 30 111 291 46,6 78 34
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Anexo

Tabla 2. (continuacion).

LOI DOC  Alcalinidad  SRP NO; NH,; SO,

Tipo Laguna Estacion (mgLy  (mM) (meq-L?) (uM) ©M) (M) (LY
.g ALBA Otofio-Invierno 145 46 381 25 478 87 14
§ § IGLE Otofio-Invierno 9.2 88 40,3 6,5 2630 198 14
§ g IGLE Primavera 191 51 439 38 1369 346 09
5 IGLE Verano 659 64 404 33 2169 114 20
GVIF Otofio-Invierno 45 14 25 03 399 288 57
8 GVIF Primavera 42 14 28 00 249 71 57
g GVIF Verano 47 14 2,7 09 35,6 282 57
"fl HITO Otofio-Invierno 120 06 16 02 68 45 14
MUSC Primavera 49 20 6.2 13 409 9,6 24
CLOG Otofio-Invierno 81 25 38 00 843 43 84
CLOG Primavera 77 32 41 05 1006 182 90
CLOG Verano 340 153 34 02 2738 372 65
CSEC Otofio-Invierno 228 41 7 01 1114 1820 53
MANJ Otofio-Invierno 4014 68 97 11 3981 141 124
§ MANJ Primavera 1206 58 131 05 1804 237 124
g MANJ Verano 176 45 6.2 6.2 832 172 124
2
§ TOLL Otofio-Invierno 44 17 21 02 720 175 45
TOLL Primavera 11 0,7 25 0,0 314 91 40
TOLL Verano 6,7 23 21 02 106,1 94 68
ZORR Otofio-Invierno 75,7 52 46 01 1769 68 101
ZORR Primavera 106 19 46 01 69,5 83 59
ZORR Verano 659 195 141 14 6984 624 411
2 ALCH Otofio-Invierno 1019 39 63 01 776 338 44
g ALCH Primavera 5025 278 19,2 03 2942 39,2 44
g GALL Otofio-Invierno 49,1 48 52 03 1615 2745 89
8
a GALL Primavera 7169 305 141 03 10030 1195 382
'T§ SALI Otofio-Invierno 739 47 49 02 70,6 276 129
g)_ SALI Primavera 3787 79 144 49 2212 2339 129
I TIRE Otofio-Invierno 140,7 31 46 07 684 125 91
o 8 CHIP Otofio-Invierno 2843 134 317 01 7599 425 68,2
5B
g g CHIP Primavera 40 58 132 01 4430 1365 356
£
CHIP Verano 521 68 139 02 2830 1455 332
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Anexo

Tabla 3. Variables ambientales del sedimento de las lagunas salinas de interior consideradas
en esta tesis. LOI: Materia Organica.

Tipo Laguna Estacion ___Conductividad (mS-cm™) pH LOI (%peso seco) Carbonato (%peso seco)
8 ALBA  Otofio-Invierno 79 97 147 129
§ ALBA Primavera 99 838 56 136
% ALBA Verano 97 98 57 134
g IGLE Otofio-Invierno 110 97 72 75
g IGLE Primavera 44 82 57 81
'c% IGLE Verano 94 95 6,8 74

GVIF Otofio-Invierno 242 71 140 44
GVIF Primavera 23,1 71 85 54
GVIF Verano 254 72 150 64
é HITO Otofio-Invierno 10,0 79 158 14
3 HITO Primavera 360 82 184 25
Q
T HITO Verano 434 89 134 33
MUSC Otofio-Invierno 36 82 82 230
MUSC Primavera 54 72 38 235
MUSC Verano 97 78 75 214
CLOG Otofio-Invierno 16,8 83 177 20,6
CLOG Primavera 176 79 59 230
CLOG Verano 263 80 82 215
CSEC Otofio-Invierno 499 82 113 175
CSEC Primavera 3156 81 110 17,2
o CSEC Verano 874 82 12,7 177
'% MANJ Primavera 1949 8,6 221 56
% MANJ Verano 427 85 173 6,1
= TOLL  Otofio-Invierno 213 86 55 21
TOLL Primavera 72 86 46 218
TOLL Verano 26,3 838 36 343
ZORR Otofio-Invierno 18,0 87 128 16,9
ZORR Primavera 345 81 41 284
ZORR Verano 510 82 126 16,2
ALCH Otofio-Invierno 237 91 213 37
ALCH Primavera 70,7 91 20,2 6,2
ALCH Verano 412 8,7 131 8,7
% GALL Otofio-Invierno 32,1 71 273 69
g GALL Primavera 1444 77 318 6,3
g GALL Verano 256,8 83 251 91
é SALI Otofio-Invierno 27,2 8,6 156 26
2 SALI Primavera 389 87 170 28
% SALI Verano 740 86 10,7 31
TIRE Otofio-Invierno 223 85 15,2 05
TIRE Primavera 51,5 87 149 30
TIRE Verano 68,6 84 96 54

_E g CHIP Otofio-Invierno 883 83 295 25

g g CHIP Primavera 449 75 241 64

I E)- CHIP Verano 588 74 144 72
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Anexo

Tabla 4. Variables ambientales del agua de las lagunas deltaicas consideradas en esta tesis.
TSS: Sélidos Suspendidos Totales. LOI: Materia Orgénica. SRP: ortofosfato reactivo soluble.
1: Invierno. 2: Primavera. 3: Verano.

ALFAl ALFA2 ALFA3
Profundidad (cm) 100 100 100
Oxigeno (mg-L™) 10,6 99 19
Temperatura (°C) 81 123 279
Conductividad (mS-cm™) 628 345 62,8
pH 82 83 7
Clorofila-a (ug-L™) 2 4 77
TSS (mg-L™) 64,7 798 788
LOI (%) 259 295 29,2
Alcalinidad (meg-L™?) 32 32 42
SRP (UM) 0 094 1,88
Nitrato (M) 409 415 394
Amonio (M) 76 149 12,7
Sulfato (g-L™) 33 4 3
ENCA1 ENCA2 ENCA3
Profundidad (cm) 20 20 15
Oxigeno (mg-L™) 10,9 52 29
Temperatura (°C) 43 15 29,2
Conductividad (mS-cm™) 107 50,7 35
pH 8 8 79
Clorofila-a (ug-L™) 54 346 60,3
TSS (mg-L™) 395 137,9 786
LOI (%) 29,7 27,7 384
Alcalinidad (meg-L™) 38 38 39
SRP (UM) 0,07 098 1,89
Nitrato (uM) 298 378 351
Amonio (M) 395 116 94
Sulfato (g-L™) 15 33 22
FBIO1 FB102 FBI10O3
Profundidad (cm) 50 50 50
Oxigeno (mg-L™) 116 64 44
Temperatura (°C) 54 148 287
Conductividad (mS-cm™) 22 24 17
pH 82 77 74
Clorofila-a (ug-L™) 25,6 237 36,3
TSS (mg-L™) 181 364 28
LOI (%) 07 26,2 285
Alcalinidad (meg-L™?) 38 34 4
SRP (UM) 0,01 033 065
Nitrato (LM) 9.2 0 108
Amonio (UM) 124 21 19
Sulfato (g-L™) 03 01 01
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Anexo

Tabla 5. Variables ambientales del sedimento de las lagunas deltaicas consideradas en esta
tesis. LOI: Materia Organica. 1: Invierno. 2: Primavera. 3: Verano.

ALFAl ALFA2 ALFA3

Conductividad (mS-cm™) 35,2 65,7 36,4
pH 83 79 17

LOI (% peso seco) 139 459 20,6
Carbonato (% peso seco) 20,3 159 104

ENCA1 ENCA2 ENCA3

Conductividad (mS-cm™) 190 54,6 350
pH 79 76 73

LOI (% peso seco) 159 329 288
Carbonato (% peso seco) 211 15,5 149

FBIO1 FBIO2 FBIO3

Conductividad (mS-cm™) 09 18 23
pH 81 72 73

LOI (% peso seco) 41 35 32
Carbonato (% peso seco) 15,8 15,5 159
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Anexo

Tabla 6. Variables ambientales del agua de las lagunas no salinas de interior consideradas en
esta tesis. LOI: Materia Orgénica. DOC: Dissolved Organic Carbon. SRP: ortofosfato reactivo
soluble. *: Los valores de conductividad de ALCA fueron mas elevados de lo usual al ser el
muy seco el ciclo hidrolégico durante el que se hicieron los muestreos.

. ” Profundidad  Oxigeno T2 Conductividad Clorofila-a
Tipo Laguna Estacion 1 o 1 pH 1
(cm) (mg-LH (C)  (mS-cm?h) (ug-L?h
ALCA  Otofio-Invierno 20 13,9 18,2 30,0 8,9 2,9
ALCA Primavera 20 11,7 19,0 18,7 10,0 0,9
§ BALD Otofo-Invierno 50 4,7 20,0 2,7 7,1 0,3
g BALD Primavera 50 7,0 20,0 3,0 6,9 12,6
< BALD Verano 50 4,6 20,0 2,9 7,2 11,5
CAPE Otofo-Invierno 40 12,1 9,6 2,3 7,9 3,3
CAPE Primavera 40 13,1 18,5 2,7 8,0 0,1
ALFR Otofio-Invierno 50 12,5 18,2 2,9 7,5 51
ALFR Primavera 50 13,5 23,2 2,6 7,5 1,6
ALFR Verano 50 10,2 29,1 2,5 7,6 2,0
ARQU Otoflo-Invierno 35 8,0 14,9 0,5 8,1 0,6
ARQU Primavera 35 8,2 18,0 0,4 81 0,6
3 ARQU Verano 35 8,38 2,7 0,5 7,6 33
g HERR Otofo-Invierno 5 7,1 3,9 0,3 7,9 4,4
= HERR Primavera 10 3,4 8,9 0,6 7,0 0,4
MARQ  Otofio-Invierno 20 9,5 7,8 0,2 7,9 0,6
MARQ Primavera 20 8,5 12,9 0,4 8,1 1,0
MARQ Verano 20 7,3 18,0 0,4 73 1,5
MUED  Otoio-Invierno 55 7,0 9,0 1,3 7,5 1,6
MUED Primavera 55 11,4 22,3 1,4 8,2 0,3
BELE Primavera 15 8,4 23,2 0,1 6,1 0,0
CAMP Otoflo-Invierno 100 3,1 9,3 0,1 6,7 4,3
CAMP Primavera 55 6,2 17,6 0,3 8,6 7,0
CAMP Verano 5 4,6 19,3 0,1 6,1 13,9
CARC  Otofio-Invierno 50 10,0 35 0,3 7,5 51,0
CARC Primavera 50 7,6 23,5 0,3 6,2 152,5
CARC Verano 28 15,1 30,0 0,2 73 297,5
E CRIS Otofo-Invierno 40 10,3 1,7 0,2 7,4 2,0
:§ CRIS Primavera 40 3,7 12,4 0,3 6,8 0,1
E CRIS Verano 40 2,2 20,8 0,3 7,3 6,2
.: MONT  Otofio-Invierno 30 18,8 5,0 0,2 93 348,9
E MONT Primavera 30 9,9 26,8 0,3 6,1 93,5
NAVA Otoflo-Invierno 22 8,0 50 0,1 83 1,0
NAVA Primavera 15 13,1 26,2 0,4 8,2 0,1
PALA Otofo-Invierno 20 13,2 9,7 0,5 6,8 8,8
PALA Primavera 10 12,7 31,2 0,2 6,3 81
PRAD Otofo-Invierno 26 6,5 8,9 0,2 6,8 4.4
PRAD Primavera 26 3,2 14,9 0,1 81 22,7
PRAD Verano 5 31 16,9 0,2 6,4 3,8
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Anexo

Tabla 6. (continuacion).

) iy LOI DOC  Alcalinidad  SRP NO, NH, SO,

Tipo Laguna Estacion 1 4 By
(mg-L™)  (MM)  (meqLh) (M) @M)  @uM) (gL

ALCA Otofio-Invierno 9,8 2,9 1,5 0,4 543,0 28,4 33

ALCA Primavera 0,9 1,5 1,3 0,4 52,3 6,2 3,5

§ BALD Otofio-Invierno 1,5 0,0 5,5 0,2 643,0 0,2 0,1

}—5 BALD Primavera 4,5 0,1 4,8 0,1 695,3 1,2 0,3

< BALD Verano 3,0 0,1 4,7 0,2 715,3 1,0 0,2

CAPE Otofo-Invierno 6,9 2,5 6,4 0,0 21,2 4,7 1,2

CAPE Primavera 51 1,5 1,2 0,1 32,9 1,6 1,4

ALFR Otofo-Invierno 11,5 0,1 7,5 0,4 271,4 4,8 0,4

ALFR Primavera 23,9 0,1 6,5 1,3 236,3 2,1 0,4

ALFR Verano 83 0,7 7,0 0,3 142,1 4,0 0,4

ARQU Otofo-Invierno 0,7 0,1 5,6 0,0 3,7 1,2 <0,1

ARQU Primavera 1,2 0,1 5,6 3,9 4,6 1,4 <0,1

9 ARQU Verano 0,7 0,1 5,3 0,5 2,8 1,4 <0,1

E HERR Otofio-Invierno 11,1 1,9 7,0 38 22,5 2,1 0,1

E HERR Primavera 6,3 2,2 4,2 0,1 47,7 1,7 <0,1

MARQ  Otofio-Invierno 2,5 0,1 53 0,0 2,5 1,2 <0,1

MARQ Primavera 0,8 0,2 5,4 0,2 2,5 1,1 <0,1

MARQ Verano 2,1 0,1 5,0 0,8 8,9 1,4 <0,1

MUED Otofo-Invierno 2,2 0,8 8,2 2,4 181,8 3,4 <0,1

MUED Primavera 22,5 2,6 7,4 2,4 32,0 2,9 <0,1

BELE Primavera 71,6 6,1 1,1 1,7 14,2 57,4 <0,1

CAMP Otofno-Invierno 9,2 0,7 1,1 0,1 1,2 14,3 <0,1

CAMP Primavera 3,8 0,9 1,3 0,6 10,2 1,1 <0,1

CAMP Verano 35,2 1,5 0,3 0,5 32,6 1,3 <0,1

CARC Otofo-Invierno 9,9 1,1 1,4 15 23,1 7,0 <0,1

CARC Primavera 54,3 1,8 2,7 0,6 28,9 1,1 <0,1

CARC Verano 52,0 1,5 1,3 1,5 19,1 1,2 <0,1

E CRIS Otofo-Invierno 6,2 0,8 1,1 0,1 25,5 2,8 <0,1

s CRIS Primavera 1,6 1,1 1,6 0,9 28,0 1,7 <0,1

B CRIS Verano 15,8 14 16 03 39,7 18 <0,1

.: MONT  Otofio-Invierno 65,2 2,1 1,5 0,2 67,4 1,0 <0,1

c'.? MONT Primavera 112,6 2,6 1,1 20,8 116,3 7,1 <0,1

NAVA  Otofio-Invierno 1,8 0,1 1,2 0,3 4,0 0,9 <0,1

NAVA Primavera 4,9 0,2 3,2 0,4 2,5 0,8 <0,1

PALA Otofio-Invierno 43,6 0,9 0,2 0,2 10,5 6,5 <0,1

PALA Primavera 36,3 2,6 0,7 3,4 134,1 2,2 <0,1

PRAD Otofo-Invierno 53,5 1,3 1,1 0,0 34,5 12,7 <0,1

PRAD Primavera 17,6 1,4 1,0 0,3 25,8 1,1 <0,1

PRAD Verano 23,1 2,6 1,1 0,4 71,4 1,3 <0,1
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Anexo

Tabla 7. Variables ambientales del sedimento de las lagunas no salinas de interior consideradas
en esta tesis. LOI: Materia Organica. *: Los valores de conductividad de ALCA fueron mas
elevados de lo usual al ser el muy seco el ciclo hidrolégico durante el que se hicieron los
muestreos.

Tipo Laguna Estacion Conductividad (mS-cm™) pH LOI (% peso seco)  Carbonato (% peso seco)
ALCA Otofo-Invierno 38,6 7,9 18,6 34,3
ALCA Primavera 14,8 7,5 11,7 19,0
ALCA Verano 68,3 78 18,7 17,3
BALD Otofo-Invierno 2,4 7,7 20,8 10,2
BALD Primavera 2,0 7,2 16,8 13,6

Alcalinas BALD )/eram.) 19 74 22,5 10,9
JUDE Otofo-Invierno 0,2 7,1 11,7 21,8
JUDE Primavera 0,2 71 17,5 21,0
JUDE Verano 0,1 8,3 10,8 21,4
CAPE Otofo-Invierno 5,2 7,2 13,3 31,3
CAPE Primavera 3,6 7,1 14,1 30,3
CAPE Verano 3,5 7,7 14,5 30,7
ALFR Otofio-Invierno 2,2 73 13,3 20,6
ALFR Primavera 1,7 7,1 3,5 16,3
ALFR Verano 11 76 52 15,7
ARQU Otofio-Invierno 0,7 81 58 37,6
ARQU Primavera 1,5 82 4,0 39,1
ARQU Verano 0,7 7,7 4,0 39,3
BURG Otofo-Invierno 7,3 7,6 16,1 9,4
BURG Primavera 11,8 7,1 9,4 8,1

Fluviales BURG )/eran&‘) 58 78 15,8 8,5
HERR Otofio-Invierno 0,6 7,2 9,0 0,8
HERR Primavera 0,9 6,3 20,7 0,6
HERR Verano 11 6,7 18,8 0,7
MARQ Otofio-Invierno 0,4 7,2 76,6 6,3
MARQ Primavera 0,5 6,1 84,4 3,6
MARQ Verano 2,2 7,0 76,5 7,8
MUED Otofio-Invierno 1,0 7,9 6,0 16,7
MUED Primavera 1,7 7,2 12,3 11,8
MUED Verano 2,9 8,1 8,2 13,2
BELE Otofo-Invierno 0,1 5,0 29,6 2,3
BELE Primavera 0,1 50 11,7 24
BELE Verano 0,5 6,1 29,4 3,0
CAMP Otofo-Invierno 0,1 58 73,9 1,0
CAMP Primavera 0,3 51 20,9 1,7
CAMP Verano 0,8 58 24,9 0,7
CARC Otofio-Invierno 0,3 7,3 3,7 0,8
CARC Primavera 0,4 6,1 3,4 1,1
CARC Verano 0,8 6,7 4,5 0,7
CRIS Otofo-Invierno 0,3 6,3 25,2 1,0
CRIS Primavera 0,9 59 48,1 0,9
CRIS Verano 2,0 6,2 68,4 1,5
MONT Otofo-Invierno 0,1 6,6 3,0 2,5
MONT Primavera 0,7 6,0 4,8 3,0

Baja Alcalinidad MONT )/eran&l) 0,2 52 9,0 2,8
NAVAN Otofo-Invierno 0,8 71 13,9 3,0
NAVAN Primavera 1,0 6,1 7,3 4,3
NAVAN Verano 1,0 76 42,8 29
NAVAS Otofo-Invierno 0,3 7,1 67,1 2,2
NAVAS Primavera 0,3 7,0 9,5 4,3
NAVAS Verano 0,9 7,0 8,9 4,4
PALA Otofo-Invierno 0,1 5,6 83 1,5
PALA Primavera 0,2 51 7,4 14
PALA Verano 0,2 4,9 4,0 0,7
PRAD Otofo-Invierno 0,2 6,0 26,2 2,6
PRAD Primavera 0,5 4,9 11,4 1,5
PRAD Verano 0,6 55 16,5 1,1
TALA Otofo-Invierno 3,4 7,8 17,8 4,2
TALA Primavera 0,4 6,1 3,2 0,6
TALA Verano 1,5 6,7 2,5 0,5
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