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“Whatever happens, happens”

-  Spike Spiegel
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RESUMEN

Título: Caracterización taxonómica de las bacterias y arqueas planctónicas de la Fosa de

Atacama

Autor: Francisca Olivares

Año: 2022

Profesor guía: Osvaldo Ulloa

Las fosas son angostas y extensas depresiones del fondo marino cuya profundidad excede los

6000 m bajo la superficie, lo que las convierte en los ecosistemas oceánicos más profundos e

inexplorados de la Tierra. Las fosas se consideran ambientes extremos, ya que la oscuridad es

total, las temperaturas son bajas (-1 - 4 ºC) y la presión hidrostática es muy elevada,

superando el equivalente a 600 atmósferas terrestres. Aunque estas condiciones podrían

parecer adversas para la vida, las fosas presentan una característica muy favorable y es que

sus pendientes pronunciadas actúan como un embudo que permite la acumulación de materia

orgánica en su interior. En estos ecosistemas recónditos los microorganismos, tales como

bacterias y arqueas, son el componente dominante, cumpliendo un rol fundamental en los

ciclos biogeoquímicos de las fosas oceánicas. Pero, pese a que su importancia es superlativa,

solo se conoce la identidad de las bacterias y arqueas planctónicas (i.e. procarioplancton) que

habitan en 4 de las 33 fosas que existen: la Fosa de Puerto Rico y, de forma más exhaustiva,

las fosas de las Marianas, Kermadec y Japón. Estudios recientes apuntan a la existencia de

una “biósfera hadal”, es decir, una comunidad procarionte en las fosas que es distinta a otros

ecosistemas oceánicos, incluyendo la zona abisal adyacente. También, se ha observado que

las comunidades procariontes, además, son diferentes en las distintas fosas. Estas

características se ha observado, tanto en el componente bentónico, como en el menos

estudiado componente pelágico, sin embargo, se requieren más estudios para saber si estas

características intra e inter-fosa se cumplen en otras fosas.

Hasta ahora, el conocimiento sobre las comunidades de bacterias y arqueas que habitan en la

columna de agua de la Fosa de Atacama es aún limitado, en comparación a los sedimentos.

Esta fosa es la única del Océano Pacífico Sur Oriental y tiene características muy

particulares, tales como la proximidad al continente (a solo 150 km de la costa de Perú y

Chile), la presencia del altamente productivo Sistema de Surgencia de Humboldt en la zona

fótica suprayacente y el desarrollo de una Zona Deficiente de Oxígeno en profundidades

intermedias (100 - 500 m).
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Por lo tanto, el propósito de este estudio es examinar el entorno pelágico poco explorado de

la Fosa de Atacama y caracterizar la composición taxonómica de las bacterias y arqueas

planctónicas, para luego hacer una comparación con otras zonas oceánicas adyacentes

(característica intra-fosa) y con otras fosas oceánicas (característica inter-fosas). De esta

forma, se contribuirá al entendimiento global de la ecología microbiana de las zonas hadales.

Para ello, se realizó un análisis de metabarcoding de la región V4-V5 del gen 16S ARNr de

Archaea y Bacteria con dos tipos de partidores (universales y específicos para arqueas)

aplicados a dos clases de tamaño (procariontes de vida libre y asociados a partículas) a partir

de ADN extraído de muestras de agua de la Fosa de Atacama y posteriormente secuenciado

mediante la plataforma Illumina HiSeq.

Se descubrió que las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama están

compuestas principalmente por arqueas típicamente autótrofas del phylum Thaumarchaeota y

por bacterias potencialmente heterótrofas de los taxa Bacteroidetes, Candidatus

Marinimicrobia, Pelagibacterales, Sphingomonadales, Alteromonadales y Oceanospirillales.

A pesar de que los mismos taxa dominantes fueron abundantes en toda la columna de agua,

los taxa raros fueron muy diversos y sugieren la existencia de una amplia variedad de

potencial funcional, versatilidad metabólica e interacciones biológicas. En cuanto a las

características intra-fosa, se confirmó la existencia de una biósfera hadal pelágica, ya que las

comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama son diferentes de las que habitan

en los sedimentos hadales óxicos y la zona abisopelágica adyacente. Además, una

característica nunca antes observada en otras fosas es que las comunidades

procarioplanctónicas de la zona hadal de la Fosa de Atacama se diferenciaron claramente

entre las que son estrictamente pelágicas y aquellas que habitan en la capa límite de fondo.

Por otro lado, la comparación inter-fosas evidenció que las comunidades procarioplanctónicas

de la Fosa de Atacama son distintas de las de las fosas de las Marianas y Kermadec. Lo

anterior resalta la idea de que cada fosa tiene una biósfera hadal única modulada por

condiciones ambientales particulares y compuesta por unos pocos taxa de procariontes

abundantes, pero por una gran cantidad de taxa raros que son claves en la contribución a las

diferencias inter-fosa. Sin embargo, se requieren más estudios que permitan relacionar estas

diferencias a las condiciones particulares de la Fosa de Atacama, como las altas

concentraciones de materia orgánica y la presencia de una Zona Deficiente de Oxígeno en

aguas suprayacentes.

2



ABSTRACT

Title: Taxonomic characterization of planktonic bacteria and archaea from the Atacama

Trench.

Author: Francisca Olivares

Year: 2022

Advisor: Osvaldo Ulloa

Trenches are elongated seabed depressions deeper than 6000 m below the surface, making

them the deepest and most unexplored oceanic ecosystems on Earth. Trenches are considered

extreme environments, as darkness is absolute, temperatures are low (-1 - 4 ºC) and

hydrostatic pressure is very high, exceeding the equivalent of 600 terrestrial atmospheres.

Although these conditions may seem adverse for life, trenches have a favorable feature and

that is that their steep slopes act as a funnel that allows the accumulation of organic matter.

Microorganisms, such as bacteria and archaea, are the dominant component in these deep-sea

ecosystems, playing a fundamental role in the biogeochemical cycles of oceanic trenches.

Despite their superlative importance, the identity of the planktonic bacteria and archaea (i.e.

prokaryoplankton) has been characterized only in 4 out of 33 trenches: the Puerto Rico

Trench and, more exhaustively, the Mariana, Kermadec and Japan trenches. Recent studies

suggest the existence of a "hadal biosphere", that is, prokaryotic communities in trenches that

are distinct from other oceanic ecosystems, including the adjacent abyssal zone. It has also

been observed that prokaryotic communities are also different in the individual trenches.

These characteristics have been observed not only in the benthic environment, but also in the

less studied pelagic counterpart; however, more studies are required to assess whether these

intra- and inter-trench features are met in other trenches.

So far, knowledge about the bacterial and archaeal communities inhabiting the water column

of the Atacama Trench is still limited compared to the benthic counterpart. This trench is the

only one in the Eastern South Pacific Ocean and has quite particular characteristics, such as

the proximity to the continent (only 150 km from the coast of Peru and Chile), the presence

of the highly productive Humboldt Upwelling System in the overlying photic zone and the

development of an Oxygen Deficient Zone at intermediate depths (100 - 500 m). Therefore,

the aim of this study is to examine the underexplored pelagic environment of the Atacama

Trench and to characterize the taxonomic composition of planktonic bacteria and archaea,
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and subsequently to compare it with other adjacent oceanic zones (intra-trench feature) and

with other oceanic trenches (inter-trench feature). Therefore, this study will contribute to the

global understanding of the microbial ecology of hadal zones. For this purpose, a

metabarcoding analysis of the V4-V5 region of the 16S rRNA gene of Archaea and Bacteria

was performed with two sets of primers (universal and archaea-specific) targeting two size

classes (free-living and particle-associated prokaryotes) to DNA extracted from water

samples of the Atacama Trench and subsequently sequenced using the Illumina HiSeq

platform. The prokaryoplanktonic communities of the Atacama Trench were composed

mainly of the typically autotrophic archaeal phylum Thaumarchaeota and the potentially

heterotrophic bacteria of the taxa Bacteroidetes, Candidatus Marinimicrobia,

Pelagibacterales, Sphingomonadales, Alteromonadales and Oceanospirillales. Although the

same dominant taxa were abundant throughout the water column, rare taxa were highly

diverse and suggest the existence of a wide variety of functional potential, metabolic

versatility and biological interactions. Regarding intra-trench features, the existence of a

pelagic hadal biosphere was confirmed, since the prokaryoplanktonic communities of the

Atacama Trench were different from those inhabiting the oxic hadal sediments and the

adjacent abyssopelagic zone. In addition, a feature never observed before in other trenches is

that the prokaryoplanktonic communities in the hadal zone of the Atacama Trench were

clearly differentiated between those that are strictly pelagic and those that inhabit the benthic

boundary layer. On the other hand, the inter-trench comparison revealed that the

protoplanktonic communities of the Atacama Trench were different from those of the

Mariana and Kermadec trenches. The aforementioned results highlight the idea that each

trench has a unique hadal biosphere modulated by its own particular environmental

conditions and composed of a few abundant prokaryotic taxa, but a large number of rare taxa

that are key contributors to the inter-trench differences. However, further research is needed

to link these differences to the specific conditions of the Atacama Trench, such as high

concentrations of organic matter and the presence of an Oxygen Deficient Zone in the

overlying waters.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Características del océano profundo y las zonas hadales

El océano profundo por debajo de los 1000 m es uno de los ecosistemas más inexplorados del

planeta y se caracteriza por presentar condiciones extremas, tales como la extinción total de

luz solar, la alta presión hidrostática (> 10 MPa; 100 atmósferas terrestres,

aproximadamente), la baja temperatura (-1 - 4 °C) y la escasez de alimentos (Jamieson et al.,

2010; Nunoura et al., 2015). Esta última característica se explica por la atenuación de la

materia orgánica en hundimiento que proviene de la producción biológica superficial

(Buesseler & Boyd, 2009). La zona hadal (> 6000 m) representa la parte más profunda y

menos estudiada del océano debido al desafío tecnológico que supone su exploración. Esta

zona está compuesta casi exclusivamente por fosas oceánicas que corresponden a alargadas

depresiones del fondo marino que están hidrotopográficamente aisladas unas de otras y se

producen en zonas de subducción de placas tectónicas. Actualmente, se conocen 33 fosas

océanicas distribuidas principalmente a lo largo del Anillo de Fuego del Pacífico (Figura 1.1).

Las características físicoquímicas de las zonas hadales son estables y similares a los valores

batiales (1000 - 4000 m) y abisales (4000 - 6000 m), como la temperatura (1.0 - 2.5 °C),

salinidad (34 - 35), pH (7.7 - 7.8), concentración de oxígeno disuelto (90 - 170 μM) y

concentración de nutrientes inorgánicos (e.g. nitrato, nitrito y fostato) (Taira et al., 2005;

Nunoura et al., 2015). Sin embargo, las fosas oceánicas están sometidas a las presiones

hidrostáticas más altas que puede experimentar la columna de agua (> 60 MPa; 600

atmósferas terrestres, aproximadamente) y, de forma contraintuitiva, presentan mayores

concentraciones de materia orgánica que las aguas profundas suprayacentes. Esto se debe a

que las escarpadas pendientes en forma de V de las fosas actúan como un embudo que

favorece el transporte y la posterior acumulación de material en su interior (Glud et al., 2013;

Ichino et al., 2015). Los deslizamientos del suelo marino pueden verse acrecentados por la

típica actividad sísmica que se produce en las zonas de subducción (Oguri et al., 2013). Las

fosas pueden clasificarse como eutróficas u oligotróficas según las ídem condiciones tróficas

de la zona eufótica suprayacente como una inferencia de la cantidad de materia orgánica que

estaría ingresando a ellas (Liu et al., 2018; Xu et al., 2021). Aunque las entradas de materia

orgánica tienen múltiples fuentes y el proceso de deposición es muy heterogéneo en el

espacio y el tiempo (Flores et al., 2022; Schauberger et al., 2021a, Xu et al., 2021, Zhang et

al., 2022). La principal fuente de materia orgánica particulada en el océano profundo es
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fitodetritus y nieve marina, aunque también existen otras fuentes como carcasas de

vertebrados, exoesqueletos de invertebrados, testas de organismos gelatinosos y transporte de

material a través de cañones submarinos (Stockton & DeLaca, 1982; Britton, & Morton,

1994; Canals et al., 2006; Lebrato et al., 2013; Bach et al., 2016). Otras fuentes importantes

son la materia orgánica terrígena (Xu et al., 2021) y la fijación autotrófica de carbono

(Fujikura et al., 1999; Nogi et al., 2002).

Figura 1.1. Anillo de Fuego del Pacífico. Anillo de Fuego del Pacífico demarcado por la

zona coloreada de rojo y la ubicación de algunas fosas oceánicas, incluyendo la Fosa de

Atacama en el Océano Pacífico Sur Oriental (Modificado de

https://es.wikipedia.org/wiki/Cinturón_de_fuego_del_Pacífico. Acceso: 25.03.2022).

1.2 Vida en las fosas oceánicas y la importancia de los procariontes

La creciente presión hidrostática, la proximidad a los márgenes continentales y la

disponibilidad de materia orgánica se han propuesto como algunos de los principales factores

ambientales que controlan la estructura y la distribución de las comunidades biológicas en el

océano profundo (Fujii et al., 2013; Woolley et al., 2016; Lacey et al., 2016). Sin embargo,

este tema es muy debatible, ya que puede haber múltiples factores que estén interactuando

(Jamieson et al., 2010). Además, las comunidades macroscópicas y microscópicas no parecen
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seguir los mismos patrones a medida que aumenta la profundidad. La tendencia ampliamente

conocida es que la abundancia y la diversidad de animales bentónicos disminuyen con la

profundidad y luego aumentan en la zona hadal, aunque la vida microbiana es un componente

dominante en toda la extensión vertical del océano (Rex et al., 2006; Schmidt & Arbizu,

2015). A pesar de las condiciones ambientales extremadamente adversas, el procarioplancton

(i.e. las bacterias y arqueas planctónicas) mantiene una abundancia numérica relativamente

constante por debajo de los 2000 m hasta el fondo (Nunoura et al., 2015; Nunoura et al.,

2016; Schauberger et al., 2021b). La alta presión hidrostática genera cambios en las

distancias intermoleculares que repercuten en las estructuras y procesos de las células, como

la desestabilización de las membranas, la desnaturalización de las proteínas y alteraciones en

la replicación, transcripción y traducción (Bartlett, 2002; Macgregor, 2002; Winter &

Jeworrek, 2009). Por esto, en un principio se creyó que los microorganismos del océano

profundo tendrían una mayor actividad metabólica al dejar de estar sometidos a altas

presiones y ser expuestos a la presión atmosférica, sin embargo, actualmente se sabe que no

necesariamente sucede así (Jannasch et al., 1976; Nagata et al., 2010; Tamburini et al.,,

2013). Para habitar y sobrevivir en condiciones de alta presión, las células microbianas deben

desplegar adaptaciones específicas para hacer frente al estrés ambiental, como una mayor

síntesis de lípidos insaturados para conferir fluidez a la membrana (DeLong & Yayanos,

1985), la acumulación de solutos para mantener la turgencia celular (Martin et al., 2002) y un

mayor repertorio de la maquinaria de reparación del ADN (Kerou et al., 2021). Los

procariontes que habitan en el océano profundo pueden clasificarse según su presión óptima

de crecimiento como: (a) piezotolerantes si su tasa máxima de crecimiento se produce por

debajo de 10 MPa, pero soportan presiones mayores, (b) piezófilos si su tasa de crecimiento

máxima se produce a 10 MPa o más e (c) hiperpiezófilos si su tasa de crecimiento máxima se

produce por encima de 50 MPa (Figura 1.2) (Fang et al., 2010). A pesar de que el

procarioplancton desempeña un rol fundamental en los ciclos biogeoquímicos globales

(Falkowski et al., 2008), los estudios con una perspectiva comunitaria en la mayoría de las

fosas son todavía muy parcelados debido a los desafíos logísticos, tecnológicos y económicos

que implica la toma de muestras. De las 33 fosas oceánicas que existen en el mundo, la

composición de la comunidad procarioplanctónica solo se ha caracterizado en 4 de ellas: la

Fosa de Puerto Rico (Eloe et al., 2011) en el Océano Atlántico Nor-occidental y, de forma

más exhaustiva, las fosas de las Marianas (Nunoura et al., 2015; Tarn et al., 2016; Peoples et

al., 2018), Kermadec (Peoples et al., 2018) y Japón (Nunoura et al., 2016) en el Océano

Pacífico Occidental. Estudios recientes sobre la ecología microbiana y la composición de las
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comunidades de las fosas han encontrado diferencias que apuntan a la existencia de una

"biósfera hadal" diferente a la de otros ecosistemas oceánicos y regulada por las condiciones

ambientales particulares de cada fosa (por ejemplo, las condiciones tróficas de la superficie,

la geomorfología de la fosa, el aislamiento geográfico, la ocurrencia de terremotos, etc.)

(Nunoura et al., 2016; Peoples et al., 2019; Hiraoka et al., 2020). Las fosas también han

mostrado comunidades procariontes distintas entre sí considerando las fracciones de tamaño

de vida libre (FL, del inglés “free-living”) y asociada a partículas (PA, del inglés

“particle-associated”) (Nunoura et al., 2015; Nunoura et al., 2016; Tarn et al., 2016; Peoples

et al., 2018). No obstante, una imagen más completa de los patrones ecológicos intra- e

inter-fosa sigue viéndose obstaculizada por la falta de investigación en la gran mayoría de

estos ecosistemas.

Figura 1.2. Curva de crecimiento de microorganismos según la presión hidrostática.

Curva esquemática del crecimiento óptimo de microorganismos (“Growth rate”) según la

presión hidrostática (“Hydrostatic pressure (MPa)”). La curva negra indica el crecimiento de

microorganismos piezosensibles, la curva cian de los piezotolerantes, la curva verde de los

piezófilos y la curva roja de los hiperpiezófilos o piezófilos estrictos (Salvador-Castell et al.,

2020).

8



1.3 Comunidades procariontes de la Fosa de Atacama

Hasta ahora el conocimiento sobre el componente planctónico de las comunidades

procariontes que habitan en la Fosa de Atacama es limitado, mientras que los estudios se han

restringido principalmente al componente bentónico (Danovaro et al., 2003, Danovaro et al.,

2016, Schauberger et al., 2021a). Esta fosa es el resultado de la subducción de la placa

oceánica de Nazca bajo la placa continental Sudamericana. También es conocida como la

Fosa Perú-Chile porque se encuentra a 150 km de la costa de estos países y es la única fosa

oceánica que existe en el Pacífico Sur Oriental, por lo que está más aislada geográfica e

hidrográficamente de otras fosas. La Fosa de Atacama es considerada como una fosa

eutrófica dado que se encuentra bajo el altamente productivo Sistema de Surgencia de

Humboldt en la superficie y una Zona de Mínimo Oxígeno (OMZ, del inglés “Oxygen

Minimum Zone”) a profundidades intermedias (100 - 500 m) (Ulloa et al., 2012). Además,

los sedimentos de la Fosa de Atacama presentan el mayor contenido de carbono orgánico

total y las penetraciones de oxígeno más superficiales encontradas en cualquier otra fosa

hasta ahora, lo que sugiere el desarrollo de una intensa actividad microbiana aeróbica

(Schauberger et al., 2021a; Zhang et al., 2022). Cuando se estudia un entorno inexplorado,

una cuestión natural a resolver es conocer lo que ahí habita. Por lo tanto, el propósito de este

estudio es caracterizar la composición taxonómica de las bacterias y arqueas planctónicas que

habitan en la Fosa de Atacama. Para ello, se amplificó la región hipervariable V4-V5 del gen

16S ARNr de bacterias y arqueas a partir de ADN extraído de muestras de agua de la Fosa de

Atacama y posteriormente se secuenció a través de la plataforma Illumina HiSeq. El objetivo

de este estudio es dilucidar la existencia de características intra- e inter-fosa mediante la

comparación de las comunidades procarioplanctónicas hadales de la Fosa de Atacama con: (i)

zonas oceánicas adyacentes y (ii) con las encontradas en otras fosas previamente estudiadas.

Este estudio contribuirá a la comprensión global de la dinámica ecológica de las comunidades

microbianas que habitan en la parte más remota del océano profundo.
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipótesis

H1: La estructura de las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama presentes

en la zona hadal difiere de la zona abisal suprayacente.

H2: La estructura de las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama es distinta

a lo documentado en las fosas oceánicas del Pacífico Occidental.

2.2 Objetivo general

Caracterizar taxonómicamente las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama.

2.3 Objetivos específicos

1. Caracterizar la estructura comunitaria del procarioplancton presente desde la zona

epipelágica hasta la zona hadal de la Fosa de Atacama.

2. Evaluar si existen diferencias en la estructura comunitaria del procarioplancton presente en

la zona hadal de la Fosa de Atacama en comparación con las zonas oceánicas suprayacentes y

los sedimentos hadales óxicos subyacentes.

3. Evaluar si existen diferencias en la estructura comunitaria del procarioplancton presente en

la Fosa de Atacama en comparación con lo documentado en fosas oceánicas del Pacífico

Occidental (i.e. fosas de las Marianas y Kermadec).
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1 Sitio de estudio y recolección de muestras

La Fosa de Atacama está situada en el Océano Pacífico Sur Oriental (Figura 3.1). Su

localización más profunda registrada hasta la fecha es frente a la costa de Antofagasta en

Chile a 8081 m bajo la superficie del mar (23,56º S, 71,517º W). Las muestras se recogieron

a bordo del R/V Cabo de Hornos durante la Expedición Atacamex (enero-febrero de 2018), y

del R/V Sonne durante la Expedición Hades-ERC Atacama Trench (marzo de 2018). Se

recogieron muestras de agua desde la superficie (85 m) hasta los 7000 m utilizando botellas

Niskin de 10 o 12 L sujetas a la roseta principal o a la roseta hadal, respectivamente. Se

desplegó un equipo denominado “lander” para recoger muestras de agua más cerca del fondo

de la fosa (7906 - 8081 m); descendiendo a través de la columna de agua mediante cambios

de flotabilidad y ascendiendo por la liberación de un peso muerto. Este instrumento contaba

con un CTD Seabird 19Plus para medir las variables hidrográficas (temperatura, salinidad,

profundidad y oxígeno disuelto) y dos botellas Niskin de 30 L para recolectar agua de mar.

La composición de la comunidad procarioplanctónica de la Fosa de Atacama se caracterizó

en cuatro estaciones frente al norte de Chile (La002, ST2, ST4 y ST5) en las que se

recogieron muestras de agua de mar a diferentes profundidades para caracterizar la totalidad

vertical de la columna de agua (desde la zona epipelágica hasta la hadopelágica) (Tabla 3.1).

Se filtraron aproximadamente de 10 a 45 L de agua de mar en cada lugar de muestreo y la

comunidad procarioplanctónica se concentró en una fracción de tamaño de 0,22 a 3 μm

(arqueas y bacterias de vida libre; filtros de polietersulfona, Sterivex; Millipore SVGP01050)

y de 3 a 20 μm (arqueas y bacterias asociadas a partículas; filtro de policarbonato, Millipore

TSTP04700). Las muestras se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su llegada al

laboratorio y se conservaron a -80 °C hasta su posterior análisis. Además, se obtuvieron

muestras de agua desde la zona mesopelágica hasta la hadopelágica de la Fosa de Kermadec a

bordo del R/V Tangaroa durante la Expedición Hades-ERC a la Fosa de Kermadec

(noviembre-diciembre de 2017) con botellas oceanográficas para complementar el conjunto

de datos (Tabla 3.1).
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Figura 3.1. Sitio de estudio. Ubicación de las estaciones en donde fueron recolectadas las

muestras de agua de la Fosa de Atacama.

Tabla 3.1. Información de las estaciones en donde fueron recolectadas las muestras de agua

de las fosas de Atacama y Kermadec.

Fosa Estación Latitud Longitud Expedición

Atacama La002 -23.53 -71.569 Atacamex

Atacama ST2 -21.98 -71.283 Hades-ERC Atacama Trench

Atacama ST4 -23.97 -71.492 Hades-ERC Atacama Trench

Atacama ST5 -23.97 -71.492 Hades-ERC Atacama Trench

Kermadec ST4 -31.14 -176.82 Hades-ERC Kermadec Trench

Kermadec ST5 -31.93 -177.29 Hades-ERC Kermadec Trench

Kermadec ST6 -32.16 -177.39 Hades-ERC Kermadec Trench

Kermadec ST7 -32.18 -176.56 Hades-ERC Kermadec Trench

3.2 Extracción de ADN, secuenciación y análisis de las secuencias

Las muestras contenidas en los filtros se entregaron al French National Sequencing Center -

Genoscope (Évry, Francia) para la extracción de ADN, amplificación y secuenciación de la

región V4-V5 del gen 16S ARNr utilizando los partidores universales 515F/926R para

bacterias y arqueas (Parada et al., 2015) y los partidores específicos para arqueas 517F/958R
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(https://vamps2.mbl.edu/resources/primers) utilizando la plataforma Illumina HiSeq 2500 (2

× 250 paired-end). Esta tecnología permite obtener lecturas de extremos pareados. El ADN

fue extraído siguiendo el protocolo de extracción de ADN/ARN del laboratorio Genoscope

descrito en Alberti et al. (2017).

Las lecturas de secuencias de extremos pareado obtenidas de las fosas de Atacama y

Kermadec con los dos tipos de partidores se combinaron de forma independiente y se

filtraron según su calidad con VSEARCH (versión 2.17.1) (Rognes et al., 2016), utilizando

los parámetros maxEE=0,5, una longitud mínima de 250 bp y una longitud máxima de 500

bp. Los partidores se detectaron y eliminaron con pTrimmer (versión 1.3.4) (Zhang et al.,

2019). Las secuencias que carecían de partidores fueron eliminadas. El mismo procedimiento

se aplicó a los datos originales de secuencias obtenidos con partidores específicos para

arqueas y a las secuencias obtenidas con partidores universales en estudios realizados

anteriormente en la columna de agua de las fosas de las Marianas y Kermadec (Peoples et al.,

2018) y de los sedimentos hadales óxicos de la Fosa de Atacama (Schauberger et al., 2021a).

Las secuencias obtenidas con partidores universales y específicos para arqueas se archivaron

por separado y las secuencias únicas de cada archivo se identificaron con VSEARCH.

A continuación, las secuencias resultantes de todo el conjunto de datos asociados a la región

V4-V5 se incluyeron en un único archivo para cada conjunto de cebadores, se determinaron

las secuencias únicas y se eliminaron las quimeras con VSEARCH, y se crearon las variantes

de secuencia de amplicón (ASV, del inglés “Amplicon Sequence Variants”).

Las ASVs se compararon como secuencias de nucleótidos utilizando Blastn (dc-megablast,

bitscore cutoff de 50) contra la base de datos SILVA (138.1) (Quast et al., 2013) para crear los

perfiles taxonómicos correspondientes. Por separado, se utilizó un proceso similar para

construir los perfiles taxonómicos a partir de las secuencias obtenidas con los partidores

específicos para arqueas. La taxonomía se asignó a nivel de phylum, excepto para Archaea y

Proteobacteria que recibieron una asignación taxonómica más detallada. Se eliminaron las

secuencias que coincidían con mitocondrias y cloroplastos. Los datos de las secuencias

utilizadas en este estudio se han enviado a NCBI y se puede acceder a ellos a través del

número de proyecto PRJNA856291.

3.3 Análisis de datos

Las matrices de datos resultantes con los datos de abundancia de ASVs y grupos taxonómicos

en cada muestra se utilizaron para realizar un análisis de escalamiento multidimensional no
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métrico (nMDS, del inglés “non-metric Multidimensional Scaling analysis”) de las

disimilitudes de Bray-Curtis con el fin de visualizar la disposición de las comunidades

procarioplanctónica y evaluar las diferencias entre las muestras. El análisis de similitudes

(ANOSIM, del inglés “Analysis of Similarities”) se utilizó para comprobar estadísticamente

la existencia de diferencias significativas entre los grupos de muestras (i.e. fosa en la que se

recolectó la muestra, zona oceánica y estilo de vida). Se utilizó un valor de significancia de p

< 0,05 como umbral para considerar las diferencias estadísticamente significativas. El análisis

de datos se realizó con R Studio empleando los paquetes vegan (Oksanen et al., 2020) y

ggplot2 (Ginestet, 2011). El Análisis de Especies Indicadoras se utilizó para identificar los

taxa procariontes que fueran representativos y proporcionaran información sobre el estado del

ecosistema hadal. Este análisis se realizó con R Studio y el paquete indicspecies (De Cáceres

et al., 2010).
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ABSTRACT

Trenches (> 6 000 m depth) are the deepest and most unexplored oceanic ecosystems on

Earth. Environmental conditions are extreme (no sunlight, near freezing and high hydrostatic

pressure), yet microbial life is rife. However, the combined planktonic bacterial and archaeal

community composition is known in only a few trenches, limiting our understanding of the

hadal microbial ecology. Here, we assessed the community composition of the planktonic

bacteria and archaea of the Atacama Trench, an ecosystem fueled by high levels of surface

primary production. We performed 16S rRNA metabarcoding with a universal and an

archaea-specific primer set applied to two filter size classes, representative of free-living and

particle-associated prokaryotes. The dominant archaeal taxon was the predominantly

autotrophic Thaumarchaeota and the most abundant bacterial taxa were the preponderant

heterotrophic Bacteroidetes, Candidatus Marinimicrobia, Alphaproteobacteria

(Pelagibacterales and Sphingomodales) and Gammaproteobacteria (Alteromonadales and

Oceanospirillales). The prokaryoplanktonic community composition of the Atacama Trench

was different from that of the overlying waters and the oxygenated surficial hadal sediments.

Moreover, it was distinct from the one of the benthic boundary layer. An inter-trench

comparison revealed that the prokaryoplanktonic communities of the Atacama Trench were

distinct from those of the other surveyed trenches, underpinning the idea that every trench has

a unique hadal biosphere. Although oceanic trenches share the few most abundant taxa with

apparently known carbon metabolisms, the less abundant or rare prokaryotes suggest a much

broader functional potential, including methane and sulfur cycling, and that might be key to

the inter-trench differences.
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INTRODUCTION

The ocean below 1000 m depth is characterized by the total absence of sunlight, high

hydrostatic pressure (> 10 MPa), low temperature (−1 - 4 °C) and food-scarcity [1, 2]. This

last characteristic is explained by the attenuation of sinking organic matter derived from

surface primary production [3]. The hadal zone (> 6 000 m) represents the deepest and least

explored portion of the ocean and is almost exclusively comprised by oceanic trenches. These

elongated seabed depressions are topographically isolated from each other and occur mainly

at subduction zones in convergent tectonic plate boundaries. Hadal hydrographic conditions

are stable and similar to those found at bathyal (1 000 - 4 000 m) and abyssal (4 000 - 6 000

m) depths [2]. However, trenches are subjected to the highest hydrostatic pressures (> 60

MPa) and, counterintuitively, their sediments exhibit higher organic matter concentration and

oxygen consumption rates than those in the near abyssal plains [4, 5]. The V-shaped steep

slopes of trenches act as a funnel that favors the downward transport and the subsequent

accumulation of material at the bottom [5, 6]. Landslides can be fostered by typical seismic

activity occurring at subduction zones [7]. Despite their similarities, trenches can be

classified from eutrophic to oligotrophic according to the levels of primary production in

their surface layers as a proxy for the organic matter falling into them [8, 9]. However,

organic matter inputs have multiple sources and deposition processes that are highly

heterogeneous in space and time [9–12].

The increasing hydrostatic pressure and availability of organic matter have been proposed as

some of the leading environmental factors controlling the structure and distribution of

biological communities in the deep ocean [13–15]. However, this is a highly debatable

subject, since multiple factors may be interacting [1]. Moreover, macroscopic and

microscopic communities do not seem to follow the same patterns as depth increases [16].

The widely accepted picture is that the abundance and diversity of benthic animals decrease

with depth and then increase in the hadal zone, yet microbial life is a dominant component

throughout the vertical extension of the ocean [17, 18]. In spite of the extremely harsh

environmental conditions, prokaryoplankton (i.e., planktonic bacteria and archaea) maintain a

relatively constant numerical abundance below 2 000 m to the bottom [2, 19, 20]. Even

though prokaryoplankton play a pivotal role in global biogeochemical cycles [21], a

community perspective in most trenches is still patchy due to sampling challenges. There are

27 trenches worldwide, however, the prokaryoplanktonic community composition has been
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characterized in only 4 of them: the Puerto Rico Trench in the Western North Atlantic Ocean

[22] and, more exhaustively, the Mariana [2, 23, 24], Kermadec [24] and Japan [19] trenches

in the Western Pacific Ocean. Recent studies highlight the existence of a “hadal biosphere”

different from that of other oceanic ecosystems and regulated by the particular environmental

conditions of each trench (e.g. surface trophic levels, trench geomorphology, geographical

isolation, earthquake occurrence, etc.) [19, 25, 26]. Trenches also have shown distinct

prokaryotic communities from one another considering the free-living and particle-associated

size fractions [2, 19, 23, 24]. Nevertheless, a fuller picture of intra- and inter-trench

ecological patterns is still hindered by the lack of research in most of these ecosystems.

Knowledge about the planktonic communities of prokaryotes inhabiting the Atacama Trench

is still very limited when compared to their benthic counterpart [4, 11, 27]. This trench is also

known as the Peru-Chile Trench because it is located along the coast of these countries.

Additionally, it is the only one that exists in the Eastern South Pacific Ocean. The Atacama

Trench is considered eutrophic, as it lies beneath the highly productive eastern boundary

Humboldt Current System and an oxygen minimum zone (OMZ) at intermediate depths (~90

- 450 m) [28, 29]. Furthermore, the sediments of the Atacama Trench exhibit highest content

of total organic carbon and the shallowest oxygen penetrations found in any trench so far,

suggesting the development of a hotspot of microbial activity [11, 12].

We surveyed the underexplored pelagic environment of the Atacama Trench and to

characterize the taxonomic composition of planktonic bacteria and archaea. To this end, the

hypervariable V4-V5 region of 16S rRNA gene of Bacteria and Archaea was amplified from

DNA extracted from water samples of the Atacama Trench and then sequenced using high

throughput technologies. The aim of this study was to shed light on the existence of intra- and

inter-trench features by comparing the hadal prokaryoplanktonic communities of the Atacama

Trench (i) with those found other depth levels and (ii) with those found in other previously

surveyed trenches. This study will contribute to the global understanding of the ecological

attributes of microbial communities inhabiting the most remote portion of the deep ocean.
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MATERIALS AND METHODS

Study area and sample collection

The Atacama Trench is located in the Eastern South Pacific Ocean (Figure 1). Its deepest

location registered to date is off the coast of Antofagasta in Chile (23.56º S, 71.517º W).

Samples were collected on board the R/V Cabo de Hornos during the “Atacamex Expedition”

(January-February 2018), and the R/V Sonne during the “Hades-ERC Atacama Trench

Expedition” (March 2018). Water samples from near the surface (85 m) to 6 000 m and from

6 000 to 7 500 m were collected using 20-L and 12-L Niskin bottles attached to the main

oceanographic rosette and the hadal rosette, respectively. An ocean lander was deployed to

collect water samples closer to the trench bottom (8 081 m); it descended through the water

column by buoyancy shifts and ascended by releasing a dead weight. The oceanographic

rosette had a Seabird SBE 911Plus conductivity-temperature-depth (CTD) sensor, while the

lander had a Seabird SBE 19Plus CTD. Two 30-L Niskin bottles were used to collect

seawater with the ocean lander. The prokaryoplanktonic community composition of the

Atacama Trench was characterized along the water column (from the epipelagic zone to the

hadopelagic zone) by combining samples from four stations along the trench axis (La002,

ST2, ST4 and ST5; Supplementary Table 1). Approximately 10 to 45 L of seawater from

each sampling depth were pre-filtered through a 20-mm mesh and then the

prokaryoplanktonic community was serially concentrated onto a 3-mm polycarbonate filter

(Millipore TSTP04700), the assumed particle-associated fraction, and onto a 0.22-mm

polyethersulfone filter (Sterivex; Millipore SVGP01050), the assumed free-living component,

respectively. The filters were stored in liquid nitrogen until the arrival to the laboratory and

then kept at −80 °C until further analysis. Additionally, water samples ranging from

mesopelagic to hadopelagic zone of Kermadec Trench were obtained on board R/V Tangaroa

during the “Hades-ERC Kermadec Trench Expedition” (November-December 2017) with

oceanographic bottles in order to complement the dataset (Supplementary Table 1).

DNA extraction, sequencing and sequence analysis

The samples contained in the filters were delivered to the French National Sequencing Center

- Genoscope (Évry, France) for DNA extraction, amplification and sequencing of the V4-V5

region of the 16S rRNA gene using the universal primers 515F/926R for bacteria and archaea

[30] and the archaea-specific primers 517F/958R (https://vamps2.mbl.edu/resources/primers)
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using the Illumina HiSeq 2500 platform (2 × 250 paired-end). DNA was extracted following

the Genoscope lab DNA/RNA extraction protocol described in Alberti et al. [31]. Paired-end

reads obtained from the Atacama and Kermadec trenches with the two sets of primers were

merged independently and quality filtered with VSEARCH (version 2.17.1) [32], using

parameters maxEE=0.5, minimum length of 250 bp and maximum length of 500 bp. Primers

were identified and removed with pTrimmer (version 1.3.4) [33]. Sequences that lacked

primers were discarded. The same procedure was applied to the sequence data from the

archaeal-specific primers and from the V4-V5 region of the 16S rRNA gene obtained in

previous studies of the water column of Mariana and Kermadec trenches [24] and the oxic

hadal sediments of the Atacama Trench [11] (Supplementary Table 2). The resulting

sequences from all datasets associated with the V4-V5 region were then put into a single file

for each primer set, and the unique sequences were determined and chimeras removed with

VSEARCH, and the Amplicon Sequence Variants (ASVs) were created. The ASVs were

compared as nucleotide sequences using BLASTn (parameter task dc-megablast, bitscore

cutoff of 50) against the SILVA database (138.1) to construct the corresponding taxonomic

profiles [34, 35]. Separately, a similar process was used to construct the taxonomic profiles

from sequences obtained with the archaea-specific primers. Taxonomy was assigned at the

phylum level, except for Archaea and Proteobacteria that received a more detailed taxonomic

assignation. Sequences that matched mitochondria and chloroplasts were removed. Novel

sequence data used in this study have been submitted to NCBI and can be accessed through

the project number PRJNA856291 (Supplementary Table 2).

Data analyses and statistics

The resulting ASV and taxonomy abundance data matrices were used to perform non-metric

Multidimensional Scaling analysis (nMDS) of Bray-Curtis dissimilarities in order to visualize

the prokaryoplanktonic community arrangements and to assess the differences between

samples. Analysis of Similarities (ANOSIM) was used to statistically test whether there were

significant differences between groups of samples (i.e., trench of collection, vertical oceanic

zone and lifestyle). A significance value of p < 0.05 was used as threshold for considering

statistically significant differences. Data analysis was performed with R Studio employing the

vegan and ggplot2 packages [36, 37]. Indicator Species Analysis was used to identify

prokaryotic taxa that were representative and provide comprehensive information on the
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condition of the hadal ecosystem. This analysis was performed with R Studio and the

indicspecies package [38].

RESULTS AND DISCUSSION

Dominant prokaryotic taxa in the Atacama Trench waters are typically autotrophic

archaea and heterotrophic bacteria

The dataset of the Atacama Trench using universal primers consists of 24 samples collected

from the surface ocean (85 m) to the benthic boundary layer (BBL; closer to the sediment

surface at 7 906 - 8 081 m) considering the free-living (FL) and particle-associated (PA)

lifestyles of prokaryoplankton. A total of 17 230 866 sequence reads of the V4-V5 region of

the 16S rRNA gene were clustered in 23 231 ASVs (Supplementary Table 3). The Atacama

Trench showed a typical structure of environmental microbial communities [39, 40],

comprised of a few abundant taxa and numerous rare taxa (Figure 2 and Supplementary Table

4). Taxa with a relative abundance equal to or higher than 1% of the total prokaryoplanktonic

community per sample were considered as abundant. The dominant archaeal taxon of the

water column and particularly in the hadal zone was Thaumarchaeota (Marine Group I [2.81 -

13.79%] and order Nitrosopumilales [1.83 - 6.36%]) (Figure 2). This taxon is one of the most

abundant prokaryotes in the ocean and is well-known for playing a significant role in the

carbon and nitrogen cycles through carbon fixation and most part of ammonia oxidation in

oxic marine environments [41, 42]. A previous study has shown that some genes related to

these Thaumarchaeota functions are being actively transcribed in the Mariana Trench [43].

On the other hand, the dominant bacterial taxa were Bacteroidetes (6.15 - 17.62%),

Candidatus (Ca.) Marinimicrobia (3.29 - 6.97%), Alphaproteobacteria (Pelagibacterales

[2.97 - 23.68%] and Sphingomonadales [2.39 - 13.45%]), and Gammaproteobacteria (Ca.

Thioglobus [0.48 - 6.79%], Alteromonadales [6.71 - 18.96%], Chromatiales [0.89 - 4.46%]

and Oceanospirillales [5.01 - 8.11%]) (Figure 2). Planctomycetes (2.08 - 4.56%),

Betaproteobacteria (Burkholderiales [0.41 - 4.35%]) and Other Deltaproteobacteria (2.23 -

10.33%) were more abundant in the deeper part of the Atacama Trench than in other parts of

the water column, while SAR324 (0.04 - 5.90%) was particularly abundant in the FL faction

at 7 000 m (Figure 2). These bacterial taxa are ubiquitous in pelagic environments and the

ones that comprise most of the relative abundance are well-known for being typically
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heterotrophs, as Bacteroidetes, Sphingomonadales, Alteromonadales, Oceanospirillales and

the dominant taxon in the global ocean: Pelagibacterales [44, 45]. Other taxa are

characterized for having autotrophic representatives, such as Ca. Marinimicrobia,

Deltaproteobacteria, Ca. Thioglobus and Chromatiales. Although the metabolic capacities of

Ca. Marinimicrobia remain quite elusive, some lineages of this taxon can fix carbon and use

different electron acceptors when oxygen is not present [46, 47]. However, consistent with

well-oxygenated and organic matter rich hadopelagic environments, no genes encoding for

autotrophic carbon fixation have been found in hadal genomes of Ca. Marinimicrobia,

suggesting a heterotrophic lifestyle in trenches [48, 49]. Ca. Marinimicrobia and

Pelagibacterales are also abundant in the overlaying OMZ of the Eastern South Pacific

Ocean, while the metabolically versatile SAR324 [50] and the sulfur-oxidizing Ca.

Thioglobus [51] are particularly enriched in this habitat [28]. Although these taxa are

ubiquitous in the dark ocean, part of their diversity in the Atacama Trench may be derived

from the OMZ, which may act as a seedbank, supplying microbial cells via sinking particles,

however, the potential connection between these two ecosystems has not been established [3,

52]. In contrast to our results and those reported for other trenches, Zhao et al. [53] found that

the phylum Firmicutes is dominant in the water column of the Atacama Trench. However,

this taxon is not characteristically abundant in pelagic environments [45, 54], but it is an

abundant component of the human microbiota and the digestive tract of other animals [55,

56]. The archaeal taxon Ca. Woesearchaeota exceeded 1% of relative abundance (1.43%)

only in the deepest sample of the PA fraction (7 928 m) (Figure 2). This taxon was found to

be abundant in the ultra-small FL fraction (0.1 - 0.2 μm) of the Mariana Trench [24], which is

reasonable when considering its small cell size. The latter size fraction was not considered in

this study, potentially underestimating the abundance of members of the small-sized archaeal

DPANN supergroup and the bacterial Candidate Phyla Radiation [57, 58]. Although its

metabolic capabilities are unclear, it has been proposed that Ca. Woesearchaeota is an

anaerobic fermentative heterotroph group [59]. The marked predominance of putative

autotrophic archaea and heterotrophic bacteria suggests the occurrence of active carbon

fixation and a substantial consumption of organic matter. Further genomic and transcriptomic

research, combined with geochemical (e.g., elemental and isotopic) approaches, including

rate measurements, will be required to complement these results.
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The pelagic rare biosphere of the Atacama Trench is taxonomically diverse with a

wide-ranging functional potential

The rare biosphere refers to the long tail of microbial taxa found in an ecosystem, but in low

abundances [39, 40]. Taxa with a relative abundance of less than 1% of the total

prokaryoplanktonic community per sample were considered rare and thus, part of the rare

biosphere (Supplementary Table 4). The rare taxa accounted for 6.89 to 15.69% of the total

prokaryoplanktonic community of the Atacama Trench dataset (Supplementary Table 3).

Archaea accounted for 3.65 - 16.76%, Proteobacteria for 36.35 - 62.71% and other Bacteria

for 31.04 - 53.92% of the pelagic rare biosphere (Supplementary Figure 1). Taxonomic

composition of rare taxa was highly diverse and suggests the existence of a wide variety of

metabolic potential and ecological functions of prokaryotes. The typically anaerobic and

fermentative phylum Ca. Atribacteria was part of the rare biosphere in all hadal samples with

a maximum relative abundance of 0.35%. Schauberger et al. [11] reported this taxon as

abundant in the deeper ferruginous sediments of the Atacama Trench (reaching to 29% of the

prokaryotic community at 40 - 45 cm deep), but rare in the shallower nitrogenous and oxic

benthic conditions. They hypothesized that cells were supplied by pelagic seed stocks that

were then deposited and buried in sediments. Our results support that Ca. Atribacteria

flourishing in the Atacama Trench sediments when oxygen and nitrate are depleted comes

from the water column. This conveyance can also be true to the typically benthic archaeal

taxa Ca. Hydrotermarchaeota, Ca. Woesearchaeota, Crenarchaeota and the Asgard group, as

members of the rare pelagic biosphere (Supplementary Table 3), but reported to be more

abundant in the ferruginous portion of the sediments of the Atacama Trench [11]. Other

detected archaeal rare taxon was Ca. Heimdallarchaeota of the Asgard group, considered the

most likely ancestor of eukaryotes [60]. Rare taxa might be contributing directly to the

carbon cycle through the aerobic degradation of possibly abundant specific organic

compounds in trenches, like dimethylsulfoniopropionate by SAR116 (Alphaproteobacteria)

[61, 62], polycyclic aromatic hydrocarbons by Kordiimonadales (Alphaproteobacteria) and

Immundisolibacterales (Gammaproteobacteria) [63, 64] and cellulose and chitin by Ca.

Sumerlaeota [9, 65]. Potential methanogens, such as Methanomada and Stenosarchaea

(Euryaechaeota) [66, 67], and methanotrophs as Methylococcales (Gammaproteobacteria)

[68] and Ca. Methylomirabilis (candidate division NC10) [69] were detected, suggesting

active cycling of methane in anoxic microenvironments. Ca. Methylomirabilis is capable of

anaerobic methane oxidation coupled to nitrite reduction, linking methane to the nitrogen
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cycle [69]. The autotrophic nitrite-oxidizing bacteria Nitrospinae and Nitrospirae and

ammonia-oxidizing archaea Ca. Nitrosopelagicus (Thaumarchaeota) might be key

contributos not only to the nitrogen cycle, but to carbon fixation in the Atacama Trench [70,

71]. On the other hand, the presence of the sulfur-oxidizing proteobacterial class

Acidithiobacillia [72] and the gammaproteobacterial genus Ca. Thiolapillus [73] and the

OMZ-dwelling sulfate-reducing deltaproteobacterial orders Desulfobacterales and

Desulfovibrionales [74] suggest the occurrence of an active sulfur cycle in anoxic

microenvironments in the water column of the Atacama Trench. Other rare prokaryotes are

well-known for establishing close interactions with other organisms. For example,

Bacteriovorax (Oligoflexia) and Maricaulales (Alphaproteobacteria) are characterized for

preying on other bacteria [75]. Ca. Margulisbacteria are known for displaying symbiotic

relationships as endosymbionts of diverse eukaryotes [76, 77] and Chlamydiae as

endosymbionts of microbial eukaryotes, pathogens of animals and hypothetically free-living

[78–80]. Whether or not these functions are being performed in the Atacama Trench is still

shrouded in mystery, but further research in the field of meta-omics and single cell genomics

is required to disentangle the microbial ecology of the hadal zone.

Hadal prokaryotic communities of the Atacama Trench differ from their shallower

counterparts

Hadopelagic prokaryotic communities of the Atacama Trench were compared with those of

the overlying oceanic vertical zones (i.e., epipelagic, mesopelagic, bathypelagic and

abyssopelagic) and the underlying oxic hadal sediments. The prokaryotic communities of the

hadopelagic zone differed significantly from those of the adjacent abyssopelagic zone, the

other overlying vertical oceanic zones and the oxic hadal sediments, according to ASV (p <

0.05, R = 0.9652) and taxonomic composition (p < 0.05, R = 0.9244) (Figure 3 and

Supplementary Figure 2). The uniqueness of hadal biological communities compared to other

oceanic ecosystems is what defines the concept of "hadal biosphere" [2, 8], so these results

confirmed the existence of a unique pelagic hadal biosphere in the Atacama Trench. The

widely accepted global intra-trench pattern is that prokaryotic communities vary in distinct

vertical oceanic zones, highlighting the marked differences between the hadal and the

overlying zones, particularly considering the adjacent abyssal zone. This distinctness is true

for all of the prokaryoplanktonic communities of the trenches that have been exhaustively

studied so far: Mariana [2, 24], Kermadec [24] and Japan [19] trenches. Hadal benthic
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prokaryotic communities of the Izu-Ogasawara [26], Kermadec and Atacama [11] trenches

are also different from those of the abyssal plains. Differences between the hadal

communities of the Atacama Trench and those from the upper oceanic zones may be linked to

the distinct trophic conditions along the water column due to the attenuation of surface

primary production and the funneling of organic matter inside trenches, however more

detailed studies relating microbial communities and the availability of organic matter are

required [3, 9]. In addition, previous research has already highlighted the difference between

pelagic and benthic microbial communities since the conditions of the water column differ

from sediments that are characterized by an intense redox gradient [11] and the presence of

biofilms [81]. Hence the Atacama Trench exhibits a distinctive benthic hadal biosphere [11]

and a newly discovered pelagic hadal biosphere.

Two distinct prokaryoplanktonic communities reside inside the Atacama Trench

As evidenced in Figure 3, the hadal prokaryoplanktonic communities are clustered in two

discernibly subgroups that correspond to different sampling zones: the strictly pelagic zone (6

000 - 7 000 m) and the BBL. Both subgroups were treated separately in the prokaryotic

community comparison, according to ASV and taxonomic composition (Figure 3 and

Supplementary Figure 2). The prokarioplanktonic communities of the strictly hadopelagic

zone differed significantly from those of the BBL, according to ASV (p < 0.05, R = 0.9751)

and taxonomic composition (p < 0.05, R = 0.939). This difference is an unprecedented result,

as this intra-trench feature has never been observed in another trench. These results are

complementary to the existence of a pelagic hadal biosphere, as they indicate that the

prokaryoplanktonic communities of the Atacama Trench are not only different from those of

other oceanic ecosystems, but also exhibit an intra-trench pattern: Two distinct communities

(i.e., strictly hadopelagic vs. BBL) are present in the hadal waters.

Discrepancy between universal and archaea-specific primers in the characterization of

the archaeoplanktonic communities of the Atacama Trench

Universal primers are not as effective for archaea due to primer-template mismatch, resulting

in an underrepresentation of this domain in prokaryotic communities and in the non-detection

of specific archaeal phyla [82, 83]. Therefore, archaea-specific primers of the V4-V5 region

of 16S rRNA gene were used in this study to achieve a more exhaustive coverage of the

archaeal diversity in the water column of the Atacama Trench. A total of 22 428 816
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sequence reads were clustered in 2 080 ASVs. The archaeal community composition obtained

using the universal primers differed from that obtained using the archaea-specific primers

(Supplementary Table 6 and 7). Universal primers covered 20 taxa and archaea-specific

covered 13, while 11 taxa were covered by both primers in the Atacama Trench

(Supplementary Table 7). The dominant taxa of the archaeal community using the

domain-specific primers were Diaforarchaea (Euryarchaeota), Nitrosopumilales and Marine

Group I with relative abundances of 15.69 - 57.66%, 1.94 - 38.16% and 21.01 - 75.68%,

respectively (Supplementary Figure 3). Ca. Nitrosopelagicus (Thaumarchaeota) was only

dominant in the FL fraction of the 85 m sample (7.98%) (Supplementary Figure 3 and 4). The

dominant archaeal taxa were covered by both primers (Supplementary Table 5). The taxa

covered only by universal primers were Ca. Heimdallarchaeota from the Asgard group, Ca.

Altiarchaeota, Ca. Pacearchaeota and Ca. Woesearchaeota from the DPANN group and

Stenosarchaea and candidate division Sediment Archaea-1 from Euryarchaeota phylum

(Supplementary Table 7). On the other hand, the taxa covered only by archaea-specific

primers were Geothermarchaeota and the thaumarchaeotal class Nitrososphaeria (genera Ca.

Nitrosocaldus and Nitrososphaera) from the TACK group and Thermococci (Euryarchaeota).

Ca. Nitrosocaldus was present in the BBL of the Atacama Trench at very low relative

abundances (0.001 - 0.002%) (Supplementary Table 6 and 7). This genus is typically a

thermophilic ammonia-oxidizing inhabitant of hot springs [84, 85]. Genetic sequences related

to Ca. Nitrosocaldus were detected in the ocean for the first time by Zhong et al. [43],

however this genus had never been reported in an oceanic trench so far. The fact that the

archaea-specific primers did not match specific archaeal taxa that the universal primers did,

indicates that their specificity is not absolute. Combining different sets of universal and

domain-specific primers appears to be the best approach to obtain a fuller picture of archaeal

diversity. This finding highlights the issue of how poorly studied archaea are and the need to

design more rigorous primers for this domain as new archaeal taxa are discovered and the

archaeal 16S rRNA sequences are increasing in databases.

Hadal prokaryoplanktonic communities of the Atacama Trench are unique compared to

other trenches

Hadal prokaryoplanktonic communities of the Atacama Trench were compared with those of

the Kermadec and Mariana trenches. Part of the Kermadec Trench data analyzed was

generated in this study, while the other part, together with the Mariana Trench data, came
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from Peoples et al. [24]. The combined dataset of hadal samples from the Atacama,

Kermadec and Mariana trenches consists of 53 samples and 11 646 491 total sequence reads

of the V4-V5 region of the 16S rRNA gene clustered in 16 821 ASVs. The hadal ASV

richness in the Atacama Trench was higher compared with the Mariana (9 629) and

Kermadec (7 402) trenches (Figure 4B). Moreover, the number of core ASVs (i.e., ASVs

present in one trench, but not in the others) was also higher in the Atacama Trench (5 320) in

comparison with Kermadec (658) and Mariana (1 768) trenches. The Atacama Trench shared

13.86% of the total hadal ASVs with the Mariana Trench and 7.22% with the Kermadec

Trench (Figure 4B). The arrangement of hadal prokaryoplanktonic communities of the three

trenches was visualized according to ASV and taxonomic composition (Figure 4A and

Supplementary Table 3). The prokarioplanktonic communities of the hadal zone of the

Atacama Trench differed significantly from those of the Kermadec and Mariana trenches

according to ASV (p < 0.05, R = 0.6899) and taxonomic composition (p < 0.05, R = 0.5402)

(Figure 4A and Supplementary Figure 5). The communities of Kermadec and Mariana also

differed between them, matching the results obtained by Peoples et al. [24]. Schauberger et

al. [11] found a similar trend in hadal sediments, where benthic prokaryotic communities of

the Atacama Trench were also different from those of the Kermadec Trench. According to the

Indicator Species Analysis, 45 taxonomic classifications were considered environmentally

informative and representative of the Atacama Trench. A minor fraction of the indicator taxa

are abundant in the hadopelagic zone (Figure 2 and Supplementary Table 8), such as the

proteobacterial orders Oceanospirillales, Burkholderiales, Sphingomonadales and the

typically OMZ dwellers Pelagibacterales and Ca. Thioglobus. More than 90% of the indicator

taxa of the Atacama Trench are members of the pelagic rare biosphere, as the

thaumarchaeotal genus Ca. Nitrosopelagicus, the euryarchaeal taxa Marine Benthic Group A

and Stenosarchaea, Ca. Lokiarchaeota and Ca. Woesearchaeota. Some interesting indicator

bacterial taxa are the potentially pathogenic Fusobacteria [86], the potentially fermentative

Ca. Peregrinibacteria [87], the aerobic extremophile Deinococcus-Thermus [88], the

magnetotactic Magnetococcales [89] and the previously discussed Ca. Thiolapillus,

Kordiimonadales, Immundisolibacterales, Methylococcales and Ca. Atribacteria. The

differences between the Atacama Trench and the Kermadec and Mariana trenches may be

linked to their distinctive characteristics. In contrast to the oligotrophic Mariana and

Kermadec trenches, the Atacama Trench is considered a eutrophic trench due to the high

concentrations of organic matter presumably derived from the productive eastern boundary

Humboldt Current System. The higher input or organic matter falling into Atacama Trench
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may modulate the structure of prokaryoplanktonic communities [9]. Another relevant

characteristic is the development of an OMZ in the overlaying waters [28] that may be

possibly seeding indigenous prokaryotes to the hadal depths, as evidenced by the presence of

some typical OMZ dwellers as part of the dominant and rare taxa detected in the Atacama

Trench. These results confirmed the uniqueness of the prokaryoplanktonic communities of

the Atacama Trench and support the idea that every trench has a hadal biosphere with a

distinctive prokaryotic fingerprint.

CONCLUSIONS

The bacterial and archaeal communities of the Atacama Trench waters were characterized for

the first time in this study. These communities were mainly formed by typically pelagic taxa

of predominantly autotrophic archaea and preponderant heterotrophic bacteria, which play

important roles in the carbon and nitrogen cycles. Although the same dominant taxa were

abundant throughout the entire water column, the taxa comprising the rare biosphere were

highly diverse and suggest the existence of a broad variety of functional potential, metabolic

versatility and biological interactions. The prokaryoplanktonic communities of the Atacama

Trench were different from those inhabiting the adjacent abyssopelagic zone, probably due to

the distinct trophic conditions explained by the attenuation of surface-derived organic matter

with depth and its ulterior accumulation inside the trench. In addition, a novel intra-trench

insight was that communities of the hadopelagic waters were different from those of the BBL

and remarkably distinct from oxic sediments at the bottom of the trench. With respect to

archaea, some differences were evident in the characterization of their taxonomic

composition obtained with general and archaea-specific primers, so currently it is advisable

to use more than one set of primers to obtain a better coverage of their diversity. As a

significant inter-trench signature, the prokaryoplanktonic communities of the Atacama

Trench were distinct from those of the Mariana and Kermadec trenches. These differences

may be due to a higher input of organic matter into the Atacama Trench derived from the

productive eastern boundary Humboldt Current System, and perhaps the availability of other

electron donors (driving methane and sulfur cycling), as well as of yet unseen biological

interactions between prokaryotes and diverse eukaryotes, thus offering supplementary niches.

In addition, the overlaying OMZ of the Eastern South Pacific Ocean may be acting as a

supplier of microbial cells via sinking particles to the Atacama Trench. These findings
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highlight the idea that every trench has a unique hadal biosphere modulated by particular

environmental conditions and composed of a few abundant taxa and key rare prokaryotes that

contribute to the inter-trench differences.
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FIGURES

Figure 1. Sampling location. Pelagic stations for sample collection in the Atacama Trench.

Figure 2. Prokaryoplanktonic community composition along a vertical profile in the

Atacama Trench. Relative abundance of abundant bacterial and archaeal taxa (relative

abundance ≥ 1% of the community composition) in the water column of the Atacama Trench,

considering the free-living (0.22 - 3 μm) and the particle-associated (3 - 20 μm) size

fractions.
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Figure 3. Comparison of the prokaryotic communities between different vertical oceanic

zones of the Atacama Trench region considering the relative abundance of ASVs.

Non-metric multidimensional scaling (nMDS) of Bray-Curtis dissimilarities of all the

samples of the different vertical oceanic zones of the Atacama region highlighting the

distinctions between the strictly hadopelagic zone and the hadal benthic boundary layer

considering the relative abundance of ASVs.
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Figure 4. Comparison of the hadal prokaryoplanktonic communities between the

Atacama, Mariana and Kermadec trenches considering the abundance of ASVs

obtained with universal primers. A Non-metric multidimensional scaling (nMDS) of

Bray-Curtis dissimilarities of the hadal samples (> 6 000 m) of the three trenches considering

the relative abundance of ASVs. B Total number (number not in parenthesis) and unique

(number in parenthesis) ASVs detected in every trench and number of shared ASVs between

trenches (number in the intersections).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Figure 1. Relative abundance of the major groups of the pelagic rare

biosphere of the Atacama Trench region. Proportion of Archaea, Proteobacteria and other

Bacteria (i.e., different from Proteobacteria) composing the pelagic rare biosphere (i.e., taxa

comprising < 1% of the total community composition) of the Atacama Trench region,

considering the free-living (0.22 - 3 μm) and the particle-associated (3 - 20 μm) size

fractions.
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Supplementary Figure 2. Comparison of the prokaryoplanktonic communities between

different vertical oceanic zones of the Atacama Trench region considering the

abundance of taxa. Non-metric multidimensional scaling (nMDS) of Bray-Curtis

dissimilarities of all the samples of the different vertical oceanic zones of the Atacama Trench

region highlighting the distinctions between the strictly hadopelagic zone and the hadal

benthic boundary layer considering the relative abundance of taxa.
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Supplementary Figure 3. Archaeoplanktonic community composition of the Atacama

Trench. Relative abundance of abundant archaeal taxa (relative abundance > 1% of the

community composition) in the water column of the Atacama Trench region obtained with

archaea-specific primers, considering the free-living (0.22 - 3 μm) and the particle-associated

(3 - 20 μm) size fractions.
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Supplementary Figure 4. Archaeoplanktonic rare biosphere of the Atacama Trench.

Relative abundance of rare archaeal taxa (relative abundance < 1% of the community

composition) in the water column of the Atacama Trench region obtained with

archaea-specific primers, considering the free-living (0.22 - 3 μm) and the particle-associated

(3 - 20 μm) size fractions.
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Supplementary Figure 5. Comparison of the hadal prokaryoplanktonic communities

between the Atacama, Mariana and Kermadec trenches considering the abundance of

taxa. Non-metric multidimensional scaling (nMDS) of Bray-Curtis dissimilarities of the

hadal samples (> 6 000 m) between the Atacama, Mariana and Kermadec trenches,

considering the relative abundance of taxa.

Supplementary Table 1. Pelagic sample collection locations performed in the Atacama

Trench.

Supplementary Table 2. Information of the access to the genetic sequences stored in

public databases and used in this study.

Supplementary Table 3. Abundance of ASVs obtained with general primers with its

respective taxonomy according to SILVA Database in the samples used in this study.

Supplementary Table 4. Categorization of abundance of prokaryotic taxa in the samples

of the Atacama Trench. A taxon was considered abundant, rare or absent if its relative

abundance in the samples was ≥ 1%, < 1% or 0% of the total community composition per

sample.
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Supplementary Table 5. Categorization of samples used in this study according to

vertical oceanic zone of collection, depth and life style of prokaryotes.

Supplementary Table 6. Abundance of ASVs obtained with archaea-specific primers

with its respective taxonomy according to SILVA Database in the samples used in this

study.

Supplementary Table 7. Archaeal taxa detected with general and/or archaea-specific

primers.

Supplementary Table 8. Indicator species of the Atacama, Mariana and Kermadec

trenches according to Indicator Species Analysis.
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5. DISCUSIÓN

5.1 Procariontes dominantes de la columna de agua de la Fosa de Atacama

La Fosa de Atacama mostró una estructura típica de comunidades microbianas ambientales,

compuesta por unos pocos taxa abundantes y varios taxa raros (Sogin et al., 2006; Lynch &

Neufeld, 2015) (Figure 2). Los taxa con una abundancia relativa igual o superior al 1% del

total de la comunidad procarioplanctónica por muestra se consideraron abundantes. El taxon

arqueano dominante de la columna de agua y, en particular, en la zona hadal fue

Thaumarchaeota (Marine Group I [2,81 - 13,79%] y orden Nitrosopumilales [1,83 - 6,36%] )

(Figure 2). Este taxon es uno de los procariontes más abundantes en el océano y es bien

conocido por desempeñar un papel importante en los ciclos del carbono y del nitrógeno a

través de la fijación del carbono y de la mayor parte de la oxidación del amonio en los

ambientes marinos (Karner et al., 2001; Könneke et al., 2005). Estudios previos han

demostrado que los genes de Thaumarchaeota relacionados con estas funciones están siendo

activamente transcritos en la Fosa de las Marianas, lo que significa que este taxon es viable a

profundidades hadales (Zhong et al., 2020). Por otro lado, los taxa bacterianos dominantes

fueron Bacteroidetes (6,15 - 17,62%), Candidatus (Ca.) Marinimicrobia (3,29 - 6,97%),

Alphaproteobacteria (Pelagibacterales [2,97 - 23,68%] y Sphingomonadales [2,39 - 13,45%])

y Gammaproteobacteria (Ca. Thioglobus [0,48 - 6,79%], Alteromonadales [6,71 - 18,96%],

Chromatiales [0,89 - 4,46%] y Oceanospirillales [5,01 - 8,11%]) (Figure 2). Planctomycetes

(2,08 - 4,56%), Betaproteobacteria (Burkholderiales [0,41 - 4,35%]) y otras

Deltaproteobacteria (2,23 - 10,33%) fueron más abundantes en la parte más profunda de la

Fosa de Atacama, mientras que SAR324 (0,04 - 5,90%) fue particularmente abundante en la

facción FL a 7000 m (Figure 2). Estos taxa bacterianos son ubicuos en ambientes pelágicos y

aquellos que componen la mayor parte de la abundancia relativa son bien conocidos por ser

típicamente heterótrofos, como Bacteroidetes, Sphingomonadales, Alteromonadales,

Oceanospirillales y el taxon dominante en el océano global: Pelagibacterales (Morris et al.,

2002; Pommier et al., 2007). Otros taxa se caracterizan por tener representantes autótrofos,

como Ca. Marinimicrobia, Deltaproteobacteria, Ca. Thioglobus y Chromatiales. A pesar de

que las capacidades metabólicas de Ca. Marinimicrobia han sido poco estudiadas, los linajes

de este taxon pueden fijar carbono y utilizar diferentes aceptores de electrones cuando el

oxígeno no está presente (Bertagnolli et al., 2017; Hawley et al., 2017). Sin embargo, en

congruencia con los ambientes hadopelágicos caracterizados por estar bien oxigenados y con
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altas concentraciones de materia orgánica, no se han encontrado genes que codifiquen para la

fijación autotrófica del carbono en los genomas hadales de Ca. Marinimicrobia, lo que

sugiere un estilo de vida heterótrofo en las fosas (Gao et al., 2019; Huang & Wang, 2020).

Ca. Marinimicrobia y Pelagibacterales también son abundantes en la OMZ suprayacente del

Océano Pacífico Sur Oriental, mientras que el metabólicamente versátil SAR324 (Sheik et

al., 2014) y el oxidante del azufre Ca. Thioglobus (Marshall & Morris, 2013) están

particularmente enriquecidos en este hábitat (Ulloa et al., 2012). Aunque estos taxones son

ubicuos en el océano, parte de su diversidad en la Fosa de Atacama podría provenir de la

ZMO, que podría actuar como un banco de semillas, suministrando células microbianas a

través de partículas que se hunden, sin embargo, la conexión potencial entre estos dos

ecosistemas no ha sido establecida (Buesseler & Boyd., 2009; Xu et al., 2021). En contraste

con nuestros resultados y los reportados para otras fosas, Zhao et al. (2022) encontraron que

el phylum Firmicutes es dominante en la columna de agua de la Fosa de Atacama. Sin

embargo, este taxón no es característicamente abundante en ambientes pelágicos (Pommier et

al., 2007; Sunagawa et al., 2015), pero es un componente abundante de la microbiota humana

y del tracto digestivo de otros animales, por lo que es altamente indicativo de contaminación

(The Human Microbiome Project Consortium, 2012; Ikeda-Ohtsubo et al., 2018). El taxon

arqueano Ca. Woesearchaeota superó el 1% de abundancia relativa (1,43%) sólo en la

muestra más profunda de la fracción PA (7928 m) (Figure 2). Este taxon es más abundante en

la fracción FL ultrapequeña (0,1 - 0,2 μm) de la Fosa de las Marianas (Peoples et al., 2018),

lo cual es razonable si se tiene en cuenta su pequeño tamaño celular. Esta última fracción de

tamaño no fue considerada en este estudio, por lo que es posible que se esté subestimando la

abundancia de arqueas de pequeño tamaño del supergrupo DPANN y de bacterias del grupo

Candidate Phyla Radiation (Rinke et al., 2013; Nakai, 2020). Aunque sus capacidades

metabólicas no están claras, se ha propuesto que Ca. Woesearchaeota es un heterótrofo

fermentador anaeróbico (Huang et al., 2021). El marcado predominio de arqueas autótrofas y

taxa bacterianos heterótrofos sugiere la ocurrencia de una activa fijación de carbono y un

intenso consumo de materia orgánica. Para complementar estos resultados serán necesarias

más estudios genómicos y transcriptómicos, combinados con aproximaciones geoquímicas

que permitan conocer la composición elemental e isotópica del ambiente.
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5.2 La biósfera rara pelágica de la Fosa de Atacama

La biósfera rara se refiere al gran número de taxa microbianos que se encuentran en un

ecosistema, pero en bajas abundancias (Sogin et al., 2006; Lynch & Neufeld, 2015). Los taxa

con una abundancia relativa inferior al 1% del total de la comunidad procarioplanctónica por

muestra se consideraron raros y, por tanto, parte de la biósfera rara. Los taxa raros

representaron entre el 6,89 y el 15,69% del total de la comunidad procarioplanctónica del

conjunto de datos de la Fosa de Atacama. Las arqueas representaron entre el 3,65 y el

16,76%, Proteobacteria entre el 36,35 y el 62,71% y otras Bacterias entre el 31,04 y el

53,92% de la biósfera rara pelágica (Supplementary Figure 1). La composición de los taxa

raros resultó ser sumamente diversa y sugiere la existencia de una amplia variedad de

potencial metabólico y funciones ecológicas de los procariontes. El phylum Ca. Atribacteria

formó parte de la biósfera rara en todas las muestras hadales con una abundancia relativa

máxima del 0,35%. Schauberger et al. (2021a) informaron de que este taxon era abundante en

los sedimentos ferruginosos más profundos de la Fosa de Atacama, alcanzando el 29% de la

comunidad procarionte a 40 - 45 cm de profundidad, pero era raro en las condiciones

bentónicas nitrogenadas y óxicas más superficiales. Estos autores plantearon que las células

eran suministradas por bancos de semillas pelágicos que luego se depositaban y enterraban en

los sedimentos. Nuestros resultados apoyan que Ca. Atribacteria que prolifera en los

sedimentos de la Fosa de Atacama cuando el oxígeno y el nitrato están agotados procede de

la columna de agua. Esto también puede ser cierto para los taxa arqueanos típicamente

bentónicos Ca. Hydrotermarchaeota, Ca. Woesearchaeota, Crenarchaeota y el grupo Asgard,

que son miembros de la rara biósfera pelágica, pero que se ha reportado que son más

abundantes en la sección ferruginosa de los sedimentos de la Fosa de Atacama (Schauberger

et al. 2021a). Otro taxon arqueano raro detectado fue Ca. Heimdallarchaeota del grupo

Asgard, el ancestro más probable de los eucariontes hasta la fecha (Zaremba-Niedzwiedzka et

al., 2017). Los taxa raros podrían estar contribuyendo directamente al ciclo del carbono a

través de la degradación aeróbica de compuestos orgánicos específicos y posiblemente

abundantes en las fosas, como el dimetilsulfoniopropionato por parte de SAR116

(Alphaproteobacteria) (Zheng et al., 2020, Roda-Garcia et al., 2021), hidrocarburos

aromáticos policíclicos por Kordiimonadales (Alphaproteobacteria) e Immundisolibacterales

(Gammaproteobacteria) (Kwon et al., 2005; Corteselli et al., 2017) y celulosa y quitina por

Ca. Sumerlaeota (Fang et al., 2021; Xu et al., 2021). Se detectaron potenciales metanógenos,

como Methanomada y Stenosarchaea (Euryaechaeota) (Balch et al., 1979; Aouad et al.,
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2018), y metanótrofos como Methylococcales (Gammaproteobacteria) (Whittenbury et al.,

1970) y Ca. Methylomirabilis (división candidata NC10) (Ettwig et al., 2010), lo que sugiere

la existencia de un ciclo activo del metano en microambientes anóxicos. Ca.

Methylomirabilis es capaz de realizar la oxidación anaeróbica del metano acoplada a la

reducción del nitrito, vinculando el metano al ciclo del nitrógeno (Ettwig et al., 2010). Las

bacterias autótrofas oxidantes del nitrito Nitrospinae y Nitrospirae y la arquea oxidante del

amonio Ca. Nitrosopelagicus (Thaumarchaeota) podrían ser agentes clave no solo del ciclo

del nitrógeno, sino de la fijación de carbono en la Fosa de Atacama (Lücker et al., 2013;

Santoro et al., 2015). Por otro lado, la presencia de la clase de Proteobacteria oxidante del

azufre Acidithiobacillia (Wang et al., 2019) y el género de Gammaproteobacteria Ca.

Thiolapillus (Nunoura et al., 2014) y los órdenes de Deltaproteobacteria reductores de sulfato

que habitan en la OMZ, Desulfobacterales y Desulfovibrionales (Canfield et al., 2010),

sugieren la existencia de un ciclo activo del azufre en microambientes anóxicos en la

columna de agua de la Fosa de Atacama. Otros procariontes raros son bien conocidos por

establecer estrechas interacciones con otros organismos. Por ejemplo, Bacteriovorax

(Oligoflexia) y Maricaulales (Alphaproteobacteria) se caracterizan por depredar otras

bacterias (Chen et al., 2012). Ca. Margulisbacteria es conocida por entablar relaciones

simbióticas como endosimbiontes de eucariontes macro y microscópicos (Gruber-Vodicka et

al., 2019, Utami et al., 2019) y Chlamydiae como endosimbiontes de eucariontes

microbianos, patógenos de animales e hipotéticamente de vida libre (Horn, 2008; Dharamshi

et al., 2020; Fuerst, 2020). No obstante, el hecho de que estas funciones se estén llevando a

cabo en la Fosa de Atacama sigue siendo un misterio, pero es necesario seguir investigando

en el ámbito de las meta-ómicas y la genómica de célula única para poder desenmarañar la

ecología microbiana de la zona hadal.

5.3 Caracterterísticas intra-fosa de la Fosa de Atacama

El patrón intra-fosa ampliamente aceptado hasta ahora es que las comunidades procariontes

varían en las distintas zonas oceánicas, destacando las marcadas diferencias entre la zona

hadal y las zonas suprayacentes, especialmente considerando la zona abisal adyacente. Esto

es cierto para las comunidades procarioplanctónicas de todas las demás fosas estudiadas

exhaustivamente: las Marianas (Nunoura et al., 2015; Peoples et al., 2018), Kermadec

(Peoples et al., 2018) y Japón (Nunoura et al., 2016). Las comunidades procariontes

bentónicas hadales de las fosas de Izu-Ogasawara (Hiraoka et al., 2020), Kermadec y
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Atacama (Schauberger et al., 2021a) también son diferentes a las de las planicies abisales.

Este carácter único de las comunidades biológicas hadales en comparación con otros

ecosistemas oceánicos es lo que define el concepto de "biósfera hadal" (Nunoura et al., 2015,

Liu et al., 2018). En la Fosa de Atacama, las comunidades procarioplanctónicas de la zona

hadal difirieron significativamente de las de la zona abisal y de las otras zonas oceánicas

suprayacentes (i.e. zonas epipelágica, mesopelágica y batipelágica) y también con las

comunidades procariobentónicas de los sedimentos hadales óxicos, según la composición de

ASVs (p < 0,05, R = 0,9652) y la composición taxonómica (p < 0,05, R = 0,9244) (Figure 3 y

Supplementary Figure 2). Estos resultados han confirmado la existencia de una biósfera hadal

pelágica única en la Fosa de Atacama. Las diferencias entre las comunidades hadales y las de

las zonas oceánicas suprayacentes pueden estar relacionadas con las distintas condiciones

tróficas a lo largo de la columna de agua debido a la atenuación de la productividad primaria

superficial y a la canalización de la materia orgánica en el interior de las fosas, aunque se

requieren estudios más detallados que relacionen las comunidades microbianas pelagicas y la

disponibilidad de materia orgánica (Buesseler & Boyd., 2009; Xu et al., 2021). También,

investigaciones anteriores ya han puesto de manifiesto la diferencia entre las comunidades

microbianas pelágicas y bentónicas, ya que las condiciones de la columna de agua difieren

notablemente de las de los sedimentos, que se caracterizan por un intenso gradiente redox

(Schauberger et al., 2021a) y por la presencia de biopelículas (Flemming & Wingender,

2010). Por lo tanto, la Fosa de Atacama alberga una biósfera hadal bentónica distintiva y una

biósfera hadal pelágica recientemente descubierta.

Además, como se evidencia en la Figure 3, las comunidades procarioplanctónicas hadales se

concentran en dos subgrupos claramente distinguibles que corresponden a zonas de muestreo

diferentes: la zona estrictamente pelágica (6 000 - 7 000 m) y la capa límite de fondo (BBL,

del inglés “benthic boundary layer”; 7906 - 8081 m). Ambos subgrupos se trataron por

separado en la comparación de las comunidades procariontes mediante nMDS de las

disimilitudes de Bray-Curtis según la composición de ASVs y la composición taxonómica

(Figure 3 y Supplementary Figure 2). ANOSIM indicó que las comunidades

procarioplanctónicas de la zona estrictamente hadopelágica diferían significativamente de las

de la BBL, según ASV (p < 0,05, R = 0,9751) y composición taxonómica (p < 0,05, R =

0,939). Se trata de un resultado sin precedentes, ya que esta característica intra-fosa nunca se

había observado en otra fosa. Estos resultados son complementarios a la existencia de una

biósfera hadal pelágica, ya que implican que las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa

de Atacama no sólo son diferentes de las de otros ecosistemas oceánicos, sino que además
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presentan un patrón intra-fosa de dos subgrupos comunitarios distintos (i.e. la comunidad

estrictamente hadopelágica vs. BBL) que no ha sido descrito en ninguna otra fosa hasta la

fecha.

5.4 Discrepancia entre partidores universales y específicos para arqueas

Los partidores universales no son tan eficaces en la detección de arqueas debido a la falta de

correspondencia con la hebra molde, lo que puede resultar en una subestimación de este

dominio en las comunidades procariontes y en la no detección de ciertos phyla arqueanos

(Baker et al., 2003; Hoshino et al., 2020). Por lo tanto, en este estudio se utilizaron partidores

específicos para arqueas de la región V4-V5 del gen 16S ARNr para lograr una cobertura más

exhaustiva de la diversidad arqueana en la columna de agua de la Fosa de Atacama. La

composición de la comunidad de arqueas obtenida con los partidores universales difirió de la

obtenida con los partidores específicos para arqueas (Supplementary Table 7). Los partidores

universales abarcaron 20 taxa y los específicos para arqueas abarcaron 13, mientras que 11

taxa fueron cubiertos por ambos partidores en la Fosa de Atacama (Supplementary Table 7).

Los taxa dominantes de la comunidad arqueana utilizando los partidores específicos para

arqueas fueron Diaforarchaea (Euryarchaeota), Nitrosopumilales y Marine Group I con

abundancias relativas de 15,69 - 57,66%, 1,94 - 38,16% y 21,01 - 75,68%, respectivamente

(Supplementary Figure 4). Ca. Nitrosopelagicus (Thaumarchaeota) únicamente fue

dominante en la fracción FL de la muestra de 85 m (7,98%) (Supplementary Figure 4 y 5).

Los taxa arqueanos dominantes fueron cubiertos por ambos partidores. Los taxa cubiertos

exclusivamente por los partidores universales fueron Ca. Heimdallarchaeota del grupo

Asgard, Ca. Altiarchaeota, Ca. Pacearchaeota y Ca. Woesearchaeota del grupo DPANN y

Stenosarchaea y candidate division Sediment Archaea-1 del phylum Euryarchaeota

(Supplementary Table 7). Por otro lado, los taxa que fueron abarcados exclusivamente por

partidores específicos para arqueas fueron Geothermarchaeota y la clase Nitrososphaeria

(géneros Ca. Nitrosocaldus y Nitrososphaera) del grupo TACK y Thermococci

(Euryarchaeota). Ca. Nitrosocaldus se detectó en la BBL de la Fosa de Atacama en

abundancias relativas muy bajas (0,001 - 0,002%). Este género es típicamente un habitante de

aguas termales, termófilo y oxidante del amonio (De la Torre et al., 2008; Daebeler et al.,

2018). Las secuencias genéticas relacionadas con Ca. Nitrosocaldus fueron detectadas en el

océano por primera vez por Zhong et al. (2020), sin embargo este género nunca había sido

reportado en una fosa oceánica hasta ahora. El hecho de que los partidores específicos para
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arqueas no coincidieran con ciertos taxa arqueanos que sí lo hicieron con los partidores

universales, indica que su especificidad no es absoluta. Combinar diferentes conjuntos de

partidores universales y específicos para arqueas parece ser el mejor enfoque para obtener

una visión más completa de la diversidad arqueana. Esto pone de manifiesto lo poco

estudiadas que están las arqueas y la necesidad de diseñar partidores más rigurosos para este

dominio a medida que se descubren nuevos taxa y las secuencias de 16S ARNr de arqueas

aumentan en las bases de datos.

5.5 Características inter-fosa de la Fosa de Atacama en comparación a otras fosas

Las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama se compararon con las de las

fosas de Kermadec y de las Marianas. Parte de los datos de la Fosa de Kermadec son nuevos

y otra parte ha sido revisitada del trabajo de Peoples et al. (2018) junto con los datos de la

Fosa de las Marianas. El conjunto de datos combinados de muestras hadales de las fosas de

Atacama, Kermadec y las Marianas consta de 53 muestras y y un total de 16821 ASVs. La

riqueza de ASVs hadales en la fosa de Atacama fue mayor en comparación con las fosas de

las Marianas (9629) y Kermadec (7402) (Figure 4B). Además, el número de ASVs únicos

(i.e. ASVs presentes en una fosa, pero no en las otras) fue también mayor en la Fosa de

Atacama (5320) en comparación con las fosas de Kermadec (658) y las Marianas (1768). La

Fosa de Atacama compartió el 13,86% del total de ASVs hadales con la Fosa de las Marianas

y el 7,22% con la Fosa de Kermadec (Figure 4B). Las comunidades procarioplanctónicas de

la zona hadal de la Fosa de Atacama difieren significativamente de las de las fosas de

Kermadec y las Marianas según la composición de ASVs (p < 0,05, R = 0,6899) y la

composición taxonómica (p < 0,05, R = 0,5402) (Figure 4A y Supplementary Figure 6). Las

comunidades de Kermadec y las Marianas también difieren entre sí, coincidiendo con los

resultados obtenidos por Peoples et al. (2018). Schauberger et al. (2021a) encontraron una

tendencia comparable en los sedimentos hadales, donde las comunidades procariontes

bentónicas de la Fosa de Atacama también fueron diferentes a las de la Fosa de Kermadec.

Para evaluar qué taxa son representativos de la Fosa de Atacama en contraste con las otras

fosas, se aplicó el Análisis de Especies Indicadoras. Según este análisis, 45 clasificaciones

taxonómicas fueron consideradas indicadoras de la Fosa de Atacama. Una fracción menor de

los taxa indicadores son abundantes en la zona hadopelágica (Figure 2), como

Oceanospirillales, Burkholderiales, Sphingomonadales y los habitantes típicos de la OMZ

Pelagibacterales y Ca. Thioglobus. Más del 90% de los taxa indicadores de la Fosa de
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Atacama son miembros de la biósfera rara pelágica, como las arqueas Ca. Nitrosopelagicus,

Marine Benthic Group A, Stenosarchaea, Ca. Lokiarchaeota y Ca. Woesearchaeota. Algunos

taxa bacterianos indicadores interesantes son los potenciales patógenos Fusobacteria (Bennett

& Eley, 1993), las potencialmente fermentadoras Ca. Peregrinibacteria (Anantharaman et al.,

2016), los extremófilos aeróbicos Deinococcus-Thermus (Garrity et al., 2001), los

magnetotácticos Magnetococcales (Bazylinski & Frankel, 2004) y los previamente discutidos

Ca. Thiolapillus, Kordiimonadales, Immundisolibacterales, Methylococcales y Ca.

Atribacteria. Las diferencias entre la Fosa de Atacama y las fosas de Kermadec y las

Marianas pueden estar relacionadas con sus características distintivas, como la profundidad y

las condiciones tróficas. Las fosas de Kermadec y las Marianas están sometidas a una mayor

presión hidrostática en el fondo porque son más de 2000 m más profundas que la Fosa de

Atacama. Además, a diferencia de las fosas de las Marianas y Kermadec, que son

oligotróficas, la Fosa de Atacama se considera una fosa eutrófica debido a las altas

concentraciones de materia orgánica presumiblemente procedentes del productivo Sistema de

Surgencia de Humboldt. El mayor aporte de materia orgánica que ingresa a la Fosa de

Atacama puede estar modulando la estructura de las comunidades procariontes (Xu et al.,

2021). Otra característica relevante es el desarrollo de una OMZ en las aguas suprayacentes

(Ulloa et al., 2012) que posiblemente esté proporcionando procariontes propios hacia las

profundidades hadales, tal y como demuestra la presencia de algunos habitantes típicos de la

OMZ como parte de los taxa tanto dominantes como raros detectados en la Fosa de Atacama.

Estos resultados confirman el carácter único de las comunidades procarioplanctónicas de la

Fosa de Atacama y apoyan la idea de que cada fosa tiene una biósfera hadal con una impronta

procarionte distintiva.

6.    CONCLUSIONES

En este estudio se han caracterizado por primera vez las comunidades procarioplanctónicas

de la Fosa de Atacama, sus características intra-fosa y la comparación inter-fosa con las

comunidades de las fosas de las Marianas y Kermadec. En consideración de los resultados

obtenidos en este estudio se puede concluir lo siguiente:

54



1. Las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama están compuestas

principalmente por bacterias y arqueas reconocidas por sus hábitos pelágicos en el

océano global.

2. Las arqueas dominantes en la Fosa de Atacama corresponden al phylum típicamente

autótrofo y oxidante del amonio: Thaumarchaeota. Por otro lado, las bacterias

dominantes corresponden a los taxa potencialmente heterótrofos: Bacteroidetes, Ca.

Marinimicrobia, Pelagibacterales, Sphingomonadales, Alteromonadales y

Oceanospirillales. La presencia de estos taxa indica el activo desarrollo de los ciclos

del carbono y del nitrógeno en la Fosa de Atacama.

3. Los taxa que componen la biósfera rara pelágica de la Fosa de Atacama son

sumamente diversos y sugieren la existencia de una amplia variedad de potencial

funcional, versatilidad metabólica e interacciones biológicas, incluso con organismos

del dominio Eukarya.

4. Las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama son diferentes de las

que habitan en los sedimentos hadales óxicos subyacentes y las zonas oceánicas

suprayacentes, incluyendo la zona abisopelágica adyacente. Lo anterior confirma la

existencia de una biósfera hadal pelágica en la Fosa de Atacama.

5. Una característica sin precedentes en fosas oceánicas es que las comunidades

procarioplanctónicas de la zona hadal de la Fosa de Atacama se diferencian

claramente entre las que son estrictamente pelágicas y aquellas que habitan en la

BBL. Lo anterior indica que la biósfera hadal de la Fosa de Atacama está conformada

por dos subgrupos enfrentados a condiciones distintas dentro de un mismo ambiente.

6. Las comunidades procarioplanctónicas de la Fosa de Atacama son distintas de las de

las fosas de las Marianas y Kermadec. Lo anterior resalta la idea de que cada fosa

tiene una biósfera hadal única modulada por condiciones ambientales particulares y

compuesta por unos pocos taxa de procariontes abundantes, pero por una gran

cantidad de taxa raros que son claves en la contribución a las diferencias inter-fosa.

En concordancia con los resultados expuestos en la presente investigación, se aceptan las

hipótesis planteadas.
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