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Resumen

Importancia de la comunidad desnitrificante ereeiclamiento del pD en la zona

de minimo oxigeno frente al norte de Chile

Maribeb Castro Gonzélez.
Programa de Doctorado en Oceanografia

Universidad de Concepcion, 2004

Dr. Osvaldo Ulloa, Director de Tesis

Dra. Laura Farias, Profesor Guia

La desnitrificacion es uno de los procesos miaidigicos que participan mas
activamente del reciclamiento degen las zonas de minimo oxigeno (ZMO) subyacentes
a areas de surgencia, como la encontrada frelate eostas de Chile. Las ZMO tienen
gran significancia global para el presupuesto tadiadel planeta, dado que pueden
contribuir hasta en un 70% a la produccion @ Nceanico. Esta tesis tuvo como objetivo
establecer la importancia de la desnitrificacion e¢nreciclaje del DO, asi como la
influencia de factores ambientales sobre dichoclaei y sobre la composicion de las
comunidades desnitrificantes en la ZMO frente agiggl (20°S) y Antofagasta (23°S). Para
esto, se determinaron las tasas de produccigddtl) y consumo (pDcd) de NO a través
de la desnitrificacion, en muestras de agua tomaalde oxiclina superior (entre 40 y 90 m
de profundidad) y en el nacleo de la ZMO, NZMO1@0 y 200 m) bajo diferentes
condiciones de ©(in situ, anoxia [0 uM] e hipoxia [~22.3 uM]) y disponikiid de
dadores (carbono orgéanico disuelto, COD) y aceptdezelectrones (NQ NO, y NO).
Dichas tasas fueron estimadas a partir de expeta®eue involucraron el uso combinado
de inhibidores de la desnitrificacion (acetilerd, la nitrificacion (aliltiodrea 6 anoxia) y
de la sintesis proteica (cloranfenicol). La conmgéa de la comunidad desnitrificante, fue
analizada a través del gen funcional de la redaati@snitritoed; (nirS), que cataliza la
reduccién de N@ a NO, un paso clave en la desnitrificacion, usa@daicas de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR), polimorfismoodefifagmentos largos de restriccion



terminal (PFLRT) y clonamiento del ADN bacterialod resultados mostraron que la
desnitrificacion parcial del X0 a N (0 N,Opd - NOcd >0), tuvo lugar en la oxiclina (40
m, 48.5 uM Q) a tasas de 0.47 uM‘dcontribuyendo en parte a la formacién del maximo
de NO subsuperficial usualmente observado en el areayg origen se ha atribuido
principalmente a la nitrificacion. La desnitrifi¢én total del NO a N (0 N,Opd - NOcd
<0) tuvo lugar en la base de la oxiclina, BO (8Qlth2 uM Q) y en el NZMO (100-200m
4.4-6.9 pM Q) a tasas de hasta 3.4 uM,dmanteniendo los bajos niveles deON
observados a esas profundidades. La anoxia disthienyn 75% la tasa de,Qpd tanto
en la BO como en el NZMO frente a Iquique. Comraente, incrementos en los niveles
de @ a~22.3 uM, doblaron la tasa degQyd en dicha estacion. La adicion de aceptores y
dadores de electrones limité levemente, la taseedelamiento neto del 40 (N.Opd +
N.Ocd) en la BO (a través del NOy COD) y en el NZMO (a través del COD,®ly
NOg3). Los resultados nos permiten concluir que, eiclamiento de NO es regulado
principalmente por el £y, en menor grado, por la disponibilidad de susssasiendo la
reduccion de N, el paso mas sensible a las fluctuaciones de slii@obores en esta area.
Los niveles de € NO,, NOs y N,O determinaron la composicion de la comunidad
desnitrificante en el area de estudio. La presedei genesirS comunes a la BO vy el
NZMO, sugirio la participacion de los mismos gruglesnitrificantes en la produccion y
consumo de BD. El andlisis filogenético arroj0 nuevas secuencile organismos
desnitrificantes en la ZMO chilena, indicando qaelésnitrificacion marina es llevada a
cabo por una comunidad bacteriana mas diversificadala considerada previamente, y
gue condiciones ambientales similares entre la Zd@DPacifico Sur oriental y Mar de
Arabia permitieron el desarrollo de desnitrificagkocon genotiposirS semejantes a pesar

de las distancias geogréficas.

Palabras claves: Reciclamiento deDN\desnitrificacién, zonas de minimo oxigeno,

disponibilidad de sustratos, genes de nitrito reaBacqirS).



Abstract

Importance of denitrifying community on the®l cycling at the oxygen minimum zone off
northern Chile

Maribeb Castro Gonzalez
Oceanography Ph.D. Program

University of Concepcion, 2004

Dr. Osvaldo Ulloa, Thesis director

Dra. Laura Farias, Thesis advisor

Denitrification is one of the microbiological pesses that participate more actively
on the NO cycling in oxygen minimum zones (OMZ) underlyingwelling areas, like to
these found off Chilean coast. OMZ have global ificence for the planet's radiative
budget because they can contribute up to 70% ad¢kanic NO production. The goals of
this thesis were to determine the importance oftdication on the NO cycling, and the
role of environmental factors on such cycling amd the denitrifying communities
composition at the OMZ off Iquique (20°S) and Aafgdsta (23°S). 2D production
(N2Opd) and consumption @cd) rates through denitrification were measureseiawater
samples taken from the upper oxycline (between 90 m depth) and the OMZ core (to
100 and 200 m depth) under different condition®©ef (in situ, anoxia [OuM] e hypoxia
[~22.3 uM]) and electron’s acceptors (BIONO, and NO) and donors (organic carbon)
availability. Such rates were estimated from asslagscombined the use of denitrification
(acetylene), nitrification (allylthiourea) and peat synthesis (cloramphenicol) inhibitors.
Denitrifying community composition was analyzed ailngh of cytochromecd;-nitrite
reductase functional gene, which catalyzes thectemuof nitrite to nitric oxide, a key step
in denitrification. The terminal restriction fragnmtdength polymorphism analysis(T-RFLP)
and cloning of PCR amplifiediirS genes from bacterial DNA extracts obtained from

seawater samples of study area were used.

Xi



The results showed that at the mid-oxycline (40 eptd, 48.5 pM @), partial
denitrification of NO to N, (or NOpd - NOcd >0), took place to rates of 0.47 pM,d
contributing in part, to the formation of subsuda$O maximum observed usually in the
area, and whose origin has been attributed pritigipa nitrification. Whereas, at the
oxycline base (80 m depth, 14.2 pM)@nd the OMZ core (100-200 m depth, 4.4 - 6.9 uM
0O), total denitrification rates of XD to N, (or N.Opd - NNOcd<0),took place to rates up to
3.4 uM d*, maintaining the low BD levels observed in this layer. A decrease of 75%
the fraction of NOpd in the mid-oxycline and in the OMZ core offuique was produced
under anoxia. Conversely, increasinglévels to ~22.3 uM @©doubled the PDOpd into the
OMZ core in such station. The net®l recycling rates (pOpd + NOcd) were slightly
limited with the electron’s acceptor and donorsitaid at the BO (through N©and CO)
and the OMZ core (through CO,,® and NQ). These results indicated that theON
cycling is principally regulated by the,Oand in minor degree by substrates availability,
where NQ reduction to appear, is the most sensitive déication’s step to fluctuations of
such factors in this area.

The Q, NO, and NQ' levels determined the denitrifying community corsifion
in the study areaNirS genes common to the oxycline base and the OMZ soiggested
the participation of the same denitrifiers groupghe NO production and consumption.
The phylogenetic analysis indicated that novel saqas of denitrifiers in the chilean OMZ
are present, suggesting that marine denitrificaisocarried out by a microbial community
more diverse that it was previously believed, amat tsimilar environmental conditions
between the OMZ’s of eastern South Pacific and farabea triggering the development of

denitrifiers with relatedhir S genotypes despite large geographic distances.

Key words: NO cycling, denitrification, oxygen minimum zonesjbstrates

availability, nitrite reductase genasrQ).
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Influence of O, and substrate availability on N,O cycling by denitrification along the
upper oxycline off northern Chile

Maribeb Castro-Gonzalez_ aura Farias

Departamento de Oceanografia y Centro de inveshigaoceanografica (COPAS),
Universidad de Concepcion, Chile, Casilla 160-Ch¢apcion, Chile

*corresponding author: e-maiaribcas@udec.ctelephone (56-41) 203742; fax (56-41)
239900

ABSTRACT

Denitrification is one of the most active microlmgical processes participating in®l
cycling in the ocean’s oxygen minimum zones (OMH#)order to assess the importance of
denitrification in NO cycling and to determine the factors regulati3® cycling along
the upper oxycline off northern Chile, rates 0fCNproduction and consumption by
denitrification were measured with the acetylemeckhdge method, either under situ O,
conditions and anoxia, or after the addition of N@ NO;" plus electron donors. Partial
denitrification to NO took place within the middle oxycline waters (=@M O,),
whereas complete denitrification (totaj® reduction, up to M d™) was observed at the
base of the oxycline (~142M O, and anoxia). N@ and not N@ availability slightly
limited N,O cycling at the oxycline base. At this depth, \setNG, uptake by several
microorganisms seems to be responsible for its i@xylevels, unlike at the OMZ core,
where a high N@ accumulation is typically observed. Our resultggast that ©
fluctuations along the upper oxycline, more thabsstate availability, could greatly impact
the proportion of BMO/N; that is cycled through denitrification and coulel éffluxed into

the atmosphere.

KEY WORDS: Nitrous oxide cycling, oxygen minimum zones, defigation, O,



INTRODUCTION

Oxygen minimum zones (OMZ'’s) contribute 25-70% laé global NO coming from the
ocean (Nevison et al. 2004) which is consideredemne of the principal natural sources
of NoO. The NO is a greenhouse gas with important climatologefécts on both the
troposphere and the stratosphere (Crutzen 1970).dycling in the OMZ occurs through
nitrification and denitrification processes (Codis& Christensen 1985). Although,® is
consumed in the core of suboxic zones, denitrifienight be net producers at the
boundaries, since slight increases inddncentrations favor higher,@ yields (Firestone
& Tiedje 1979, Betlach & Tiedje 1981, Bonin et 4089, Wrage et al. 2001). Each
reduction step in the denitrification process isoaknown to be carried out by several
bacteria and independent enzymes, which are diffiatly sensitive to @ (Payne et al.
1971). Bonin & Gilewicz (1991) and Betlach & TiedjE981) have used cultures of marine
denitrifiers to show that ©concentrations between 8 and 60 uM inhibjONreduction
more than N@ or NGO, reduction, since the J reductase is strongly, and in some cases,
irreversibly inhibited. Although the composition @faseous and ionic denitrification
products depends on,@evels, nitrogen oxide acceptors, and organic arar@vailability
(Korner & Zumft 1989, Michotey & Bonin 1997), theay that these environmental factors
contribute to NO cycling through denitrification is not yet clear.

In the eastern South Pacific’'s OMZ, particularlyf abrthern Chile, a subsurface,®l
maximum (up to 0.4 pM) has been recorded (Castmoz&lez & Farias, in press, Farias et
al. unpubl. data) in association with the pycnaglithe nutricline (N@), and a marked
oxycline (20-70 m) in which dissolved,Qleclined from 250 to 2@M. The NO
maximum varies with time but these high, sharp guodsi-permanent peak constitute a
large NO source for the atmospheric pool. On the contratythe base of the upper
oxycline (with <15 uM @) and in the core of the OMZ,,8 consumption or depletion of
<0.01 pM has been observed; this is believed taltréom the denitrification process
(Elkins et al. 1978, Castro-Gonzélez & Farias, iresp). Likewise, a secondary
fluorescence peak (SFP) dominated by photosyntheyi@nobacteria and abundant

unidentified bacteria (Ulloa et al. 2003), as weal genetically diverse uncultured



denitrifiers (Castro-Gonzalez et al. unpubl. data)l nitrifiers (Molina et al. unpubl. data)
has been observed at the oxycline’s base, whiolgetler could be participanting actively
in C and N cycling at this depth. All these biodesmical features enhance the area’s
importance in the global 0 budget and raise questions about the role oflémérifying
community in NO production/consumption. The goals of this studyrevto analyze the
role of denitrification in NO cycling along the upper oxycline and to study ¢fffects of
decreasing @levels and substrate availability on this proc@$sese results are compared

with previously collected pO cycling data from the same area of the OMZ core.

METHODS

Study area and sampling

This study was carried out during the December 2D0nido cruise (R/V Purihaalar) off
Antofagasta (235) and during the March 2003 Chups Cruise (R/V Abslblina) off
Iquique (20S); both study sites are well-known centers of ipst coastal upwelling off
northern Chile. Two stations were located withink8® of the coast (CHBGQ and ABGQ)
and a third was 200 km offshore (CH120). The laratand biogeochemical (BGC)
characteristics of this study area were describeglipusly by Castro-Gonzalez & Farias
(in press); however, relevant BGC data for eacldistl station are shown in Table 1.
Seawater samples were collected from the upperioeywith 5 | Niskin bottles attached to

a rosette sampler, and then dispensed — avoidiygemation — into 1 | bottles.

Deter mination of N,O cycling ratesthrough denitrification (N,Od)
Experimental design: A combination of 15% (v/v) acetylene (FirestonelT&dje 1979),
250 mM Allylthiourea, ATU (Ginestet et al. 1998)chanoxia were used for these assays.
The acetylene, an inhibitor of . reductase, and ammonium monooxygenase (AMO)
avoided NO production by nitrification and its reduction tgnitrification. Therefore, the
rate of NO produced by denitrificatioN;Opd) in all the experiments corresponded to the
rate of NO accumulated after inhibition with acetylene. A@bld anoxia both ammonium

oxidation inhibitors, were used to evaluate ngDNycling of denitrification (st N.Od),



-which equalegroduction minus consumption by denitrifiers-, unifesitu O, levels and
anoxia, respectively. The rate op@ consumed by denitrificatiomN¢Ocd) was estimated
from the rates measured in experiments with aceg¢y{&Opd) minus those quantified in
the ATU experiment (undein situ O,) or in the experiment without acetylene (under
anoxia).

For the “potential experiments”, DOC (sodium acgtdtimM and glucose, 1mM), NaNO
(5uM) or KNO; (1mM), and cloramphenicol (0.1g) were added. Although the control
experiments were denominated “natural”’, clorampt@nivas added to prevede novo
synthesis in both experiments, assuring that thaitycobserved reflected then situ
metabolic rate with the enzymes present at the ihsampling (Murray & Knowles 1999).
N-Opd, net NOd, and NOcd rates were measured undesitu O, levels and anoxia in
waters from the middle (40m) and the base (80 nthjepf the oxycline at CHBGQ.
Potential NOpd, net NOd, and NOcd rates, on the other hand, were quantified itersa
from the base of oxycline at CH120 (90 m depth) &RGQ (50 m depth), where,
respectively, N@ and NQ' levels were very low.

Sample manipulation: The seawater samples (1l) were maintained unt\graamosphere
to avoid altering the ©content of the i situ” experiment set. Bubbling with ;N20
minutes) was used to maintain @vels attD uM within the anoxic experiment set; these
were then left to re-equilibrate for another 30 ub@s. Thereafter, all the samples were
distributed in 50 ml bottles, which were sealedhwat rubber stopper and metallic caps.
After this, acetylene or N(in the controls) was slowly injected into theskka, which were
placed in the dark at thm situ temperature (1C). Three bottles were collected for
analysis at 0, 6, and 12 h. After incubation, was used to displace 5 ml of water from
each flask; these subsamples were filtered anérfréar NQ and NQ  analyses. The rest
of the sample (40 ml) was treated with a HgS&ilution and MO was measured from the
headspace at the laboratory. For the “potentiaberents”, substrates were added to 1 |
bottles before dispensing into 50 ml bottles fauipation.

Chemical and statistical analysis: N,O analysis was achieved by Helium equilibration in
the vial (McAullife 1971), followed by BO quantification with a gas chromatograph

Varian 3380 using an electron capture detector tai@ied at 350°C (Castro-Gonzéalez &



Farias, in press). The dissolvedONconcentration was calculated in accordance with
Weiss and Price (1980) and the dissolvedsN&hd NQ was measured by standard
colorimetric methods following the procedure ddsed by Grasshoff & Koroleff (1983).
Production/consumption rates of,@® NO;, and NQ were calculated by a lineal
regression analysis of the concentration changesuned in three replicates at each
sampling time (0, 6, and 12 h). The ratgM(d™) were calculated from the slope and the
rate uncertaintiestf were calculated from the errors in the linearr@egion estimation.
Positive values represented@or nutrient accumulation through time, whereagatige
values indicated their consumption. Studemitest was used to evaluate the significant

differences between the slopes.
RESULTSAND DISCUSSION

Effect of O, level changes on N>Od cycling along the upper oxycline
Table 2 shows the results of experiments carried abu4d0 (mid-oxycline) and 80 m
(oxycline base) depth undar situ O, levels (48.5uM) and anoxia at CHBGQ. Undan
situ O, levels, NO was produced by denitrification to a rate of A\ d™*; only 21.5% of
the NN Opd was reduced by denitrification. When Bvels became anoxic, the same
community increased JD production by denitrification (}Opd) fivefold (t): 0.05),
reaching rates up to 2jM d™. In this case, 77% of the,® should have been reduced to
N,. Although similar net B{Od rates were observed for both conditions, the tagtween
N2O production/consumption decreased from a value Hida situ O,) to a value near 1.3
(anoxia), (Fig. 1).
The experiments carried out at 80 m depth umdesitu O, conditions (14.2uM) did not
show significant differences in the,®pd rates with respect to those observed at 40 m
depth. Nonetheless, 100% of theQyd was reduced by denitrification, which led to an
89% decrease in the,® production/consumption ratio at this depth (Fiy. When this
community was subject to anoxia, botaQywd and NOcd decreased fourfold,@: 0.05)
with respect to those observediatitu O, levels. Although this allowed less negative net



N.Od rates, the PO production/consumption ratio (~0.5) was similarthat observed
underin situ O, at this depth (Fig. 1).

The data show Oevels differentially regulating #D cycling through denitrification in the
upper oxycline. In this sense, laboratory studegelshown @to be the principal regulator
of denitrifying reductases (Kérner & Zumft 1989)x the NO reductase is the most
sensitive to @ (Betlach & Tiedje 1981). Bonin & Gilewicz (1991pund that, in pure
cultures changes in the,@vels above ca. 16 uM can inhibit@ reductase, producing
incomplete denitrification. Later, Bonin et al. @) found partial denitrification to be the
main source of PD in oxygenated estuarine waters. In suboxic areal; have been
reported NO production through incomplete denitrificationda. 22uM O, in the Baltic
Sea (Ronner & Sérensson 1985) and the Indian @Katjvi et al. 2000). In our case,®l
production through partial denitrification took péaat Q levels of ca. 48.5 uM in the
upper oxycline of the Chilean OMZ. This result icate that denitrifiers in the OMZ can
produce higher PpD/N, ratios when the ©levels increase, like to reported with pure
cultures (Bonin et al. 1989, Wrage et al. 2001)wkeer, the @ inhibition of N,O
reductase in this case was reversible, and completdrification took place when O
levels decreased to anoxia. Thus, a quasi balanoaintained between the production and
consumption of BO under anoxia, with only a small surplus (30%ih&t depth.

The high (up to 314 nM) and quasi permanent, aljhovery time-variable, PO peak
observed in the oxycline at the study area (Fatas. unpubl. data, Castro-Gonzalez &
Farias, in press) can be explained by partial décégtion, but doubtless also by
nitrification at the same depth. In fact, activérification (rates up to 0.62 uM™ has
been measured in the same area (Molina et al. Wngata) and in the Peruvian OMZ
(Ward et al. 1989). Likewise, geochemical approadi@rias et al. unpubl. data, Nevison
et al. 2003), theoretical models (Codispoti etl@B9), and isotopic measurements (Kim &
Craig 1990) herald nitrification as the principalusce of NO in low-oxygen regions.
These results support the idea of a tight coupbegveen nitrifying and denitrifying
communities participating in JO production to low oxygen levels (Naqvi & Noronha
1991, Naqvi et al. 1998).



In contrast with net pO production observed at mid-oxycline, the resals® suggest that
the principal fate of BD at the oxycline base could be its reduction tpds was observed
in the OMZ core during the same cruise (Castro-@lmzz& Farias in press). This partially
explains the BO depletion usually observed between 100-400 mhdiepthe studied area
(Castro-Gonzélez & Farias in press) and supportidba that NO is used as electron
acceptor in low oxygen waters (Codispoti & Chmsten 1985, Elkins et al. 1978). In fact,
the denitrification rates measured at the oxychase and at the OMZ core were similar
between them (0.09-1)iM d™), and to those reported for other suboxic aré¢has:Arabian
Sea, 0.13uM d* (Nagqvi et al. 1993), the Indian Shelf, B d* (Naqvi et al. 2000), and
the Baltic Sea, 0.14M d™* (Brettar & Rheinheimer 1992).

Effect of O, level changes on NO3 reduction along the upper oxycline
The data shown in Table 2 indicate that ithesitu O, levels of the upper oxycline were
responsible for N@ reduction rates up to 29.6M d*, resulting in higher N®
accumulation rates at 80 m depth (@B d™) than at 40 m depth. On the contrary,
although the N@ reduction rates under anoxia were not signifiyadifferent from those
observed unden situ O, levels, no N@ accumulation was produced. Likewise, the results
showed that, under anoxia, NQ@eduction to rates of 0 @M d™* favored NOpd at 40 m
depth, but significantly {: 0.05) higher rates of NOreduction (up to 5.8M d™?) did not
lead to greater YOpd at 80 m depth. Both these results suggestthieaprocess of NO
reduction in the upper oxycline is very sensitiee@ fluctuations, as previously was
observed in the OMZ core in the same area (Castrez@ez & Farias in press) and as has
been reported within experiments with pure cultyfésestone & Tiedje 1979, Kérner &
Zumft 1989). Likewise, the strong nitrate reducaugivity could be partially responsible
for the presence of a subsurface Neak (up to 1uM) between 70-400 m depth in the
area (Castro-Gonzéalez & Farias in press). Additigneapid NO,” cycling would explain
the low rates observed in our experiments despgh NO; reduction rates. Similarly,
additional assimilative or dissimilative microbipathways that use NOor NGO, could
also be in place at the base of upper oxyclinenptagiing low NQ' levels, unlike the high

NO, accumulation observed in the OMZ core. For exantpkese pathways can be used as



electron acceptors under anaerobic conditions fwoifier denitrification (Wrage et al.
2001) or nitrate ammonification [also reported ialt® (Samuelsson & Ronner 1982,
Ronner & Soérensson 1985) and Mediterranean Seah@Wg & Bonin 1997) waters] as
well as for anammox reaction [only reported forxdnacosystems such as the Black Sea
(Kuypers et al. 2003) and Costa Rica’s Golfo Dyelsgaard et al. 2003)]. At any rate,
we must take into account that the differentiapoese among communities in the upper
oxycline can also depend on the bacteria’s phygictd status as well as its composition
(Firestone & Tiedje 1979). In fact, the geneticaisity of some denitrifiers has recently
been found to change in relationship to the chengicdient in the Chilean OMZ (Castro-

Gonzélez et al. unpubl. data)

Effects of substrate addition on N,Od cycling along the upper oxycline
Effect of NO, plus DOC addition: The results of these experiments, done under ambxia
the base of oxycline at CH120, are shown in Tabléh#&se data show that thedpd and
N2Ocd rate increased threefolg{t 0.05) with the addition of N©and DOC. Although
significantly (t2: 0.2) higher net BDd rates were quantified with substrate addititwe, t
N,O production/consumption ratio only varied by 20%wieen natural (controls) versus
potential assays (Fig. 2). However, alNsurplus of ~30% was maintained at the lower
oxycline with respect to that observed in the OMiecduring the same cruise (Castro-
Gonzélez & Farias in press), where 100% of th® Nvas reduced within potential
experiments (with N@). This data support in part the majosfONconsumption in the OMZ
core than in the base of oxycline observed intosthdy area (Fig. 2). These results hint at
a differential limitation between NQ NO,', or N;O reducing communities along the water
column in this oceanic station due by electron dsamd acceptors. This situation was also
observed in suboxic areas where the occurrenas, aatl composition of denitrification’s
gaseous products depended on substrate availgBitijtar & Rheinheimer 1992, Naqvi et
al. 2000, Bonin et al. 2002). In such cases hawn beported that the NOor COD can
differentially limit the denitrification at distincareas of the Baltic sea (Rénner &
Sorensson 1985) and that the COD not they d@n either, to regulate the abundance of
denitrifiers producing BD in the column water (Brettar & Rheinheimer 19@®)the

nitrogen transformations in the hipoxic areas (tipdtz et al. 1990). However, our results



indicate that the N® as electrons acceptor also limit the;ON cycling through
denitrification in this OMZ, at the base of oxydifoffshore station) specifically. Perhaps
active NQ’ uptake by cyanobacteria (Ulloa O. 2003), dendrdi(Castro-Gonzalez et al.
unpubl. data), and nitrifiers (Molina et al. unpuldata), identified recently through
molecular approaches, could be responsible for taiaing the very low N@ levels
observed at this depth. Likewise, it is possiblat the energetically more favorablgON
production through reduction of NOhan NQ" as electrons acceptor, permit the growth of
specific bacteria reducing NOto N,O as final product to this depth, like to observued
water-sediment interface at estuarine areas ([2bag 2002).

The results obtained at CH120’s oxycline base, temteon the edge of the coastal
denitrifying area (Codispoti & Packard 1980), irated that denitrifiers inhabiting this
place can produce more®pd (t:): 0.2) and maintain a greater netyd rate (f): 0.05)
than those at the coastal station’s oxycline bagen under anoxia (Table 2). Differences
in the flux of organic matter from the surface @mh the coast as well as differences in the
observed coast-ocean N@nd NQ" availability (Castro-Gonzalez & Farias in presgym
lead to changes in the presence and abundanceaefodnic microenvironments within
macro-particles as well as the activity and compmsiof diverse microbial communities,
including denitrifiers. Recent molecular studiesrdnashown differences in the genetic
composition of denitrifiers in both places (CasBonzalez et al. unpubl. data). Likewise,
on board analyses showed that, in the oceaniostatone, a SFP indicative of abundant
cyanobacteria (Table 1) was observed, possiblyingadifferential ocean-coast N and C
cycling as well.

Effect of NO3 plus DOC addition: The results of these experiments, developed under
situ O, levels at the base of oxycline (ABGQ) are showfable 4. The data, contrary to
expectations, showed high,® consumption rates (between 1.05 and ud™) in all
experiments (even with acetylene), which did nédvalus to analyze the effect of NO
plus additional DOC on }Dd cycling. However, the results in Table 4 indechthat, under

in situ O levels, the active NQreduction (up to 26tM d™) within acetylene experiments
led to NG accumulation rates of up to O d*. Furthermore, the results suggest that

substrate addition may slightly activate N&ducers (to rates of 10.8 uM)dovercoming



the possible N@ oxidizing process that allows NOaccumulation (up to 8.9 uM™lin
natural conditions. In this sense, potential ndafion rates of 1.34 pMdhave been
measured at ABGQ (Molina et al. unpubl. data), sstgg that this process could also
participate in MO cycling in this area.

The unexpected results, however, raise the quesfiorhether NO can be actively taken
up by other, non-denitrifying communities, which wie thereby also participate in the
area’s NO cycling. In spite of reports of & reduction to N or NH,;" through the
nitrogenase present in some nitrogen fixers (C&recht 1987) and cyanobacterium as
Azotobacter sp(Yamazaki et al. 1987), it is not yet known #Nfixation can take place in
the ocean (where the,M,0 ratio is very high) as an alternative metabolicespiratory
pathway, or if the cyanobacteria present in theZOddnserve the genetic and enzymatic
potential for N or N,O fixation. Therefore, this is alone speculatiaqguiring many more
studies in order to answer these questions.

The potential problems of the acetylene technigurech could affect the assays, cannot be
discarded. Although problems with,® reductase inhibition are possible to N@vels
<10 uM (Slater & Capone 1989), 8 consumption rates remained high even afteg NO
addition (potential assays). Moreover, metabolisgn unknown communities using
acetylene as their sole carbon and energy sourl@m@tsson & Hansson 1990) would
alleviate NO reductase inhibition and stimulate N@nd NO reduction (as seen only in
the acetylene experiments, Table 4). Acetylene atalu through nitrogenase (Flett et al.
1976) in the cyanobacteria present at this depth ®&ble 1 as SFP) could be another

additional factor contributing to decreased optimuambition levels.

N2O cycling and temporal variability in the eastern South Pacific Ocean
The stronger variations observed in thgONproduction/consumption ratio and netON
cycling through denitrification change more in telaship with the @ level than with
NO, and DOC availability, suggesting that the fractmnN,Opd in the upper oxycline
susceptible to efflux to the atmosphere dependsigly on the temporal variability of such
factors. Such observations are very important ifosasider that, in this area, the upper
oxycline is always associated with the thermoc(iMerales et al. 1999), a layer subject to
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continuous shoaling, driven both remotely and lgcéquatorial waves and wind). For
example, an elevated thermocline during active Ulpwgeor the cold ENSO phase places
low O, and high nutrient waters near the surface; whesedspressed thermocline during
upwelling relaxation and the warm ENSO phase phsh water away (Codispoti et al.
1986, 1988, Ulloa et al. 2001). In addition, impoitt seasonal and inter-annual inshore-
offshore changes in the levels of primary productioacterial secondary production, and
the flux of organic matter reported previously (Gaélez et al. 1998, Ulloa et al. 2001,
Troncoso et al. 2003) could determine the fate ©f dMnd NQ used in the upper oxycline
and, accordingly, the magnitude of N lost to theagphere in the form of J® or N, from
this area.

Our results indicate that,® cycling through denitrification along the uppetyoline off
northern Chile is active and principally regulatsdO, levels, which determine the partial
or total NO reduction at different depths. Therefore, changeke Q levels produced by
seasonal (upwelling) or inter-annual (ENSO everamographic processes could lead to
differences in the ratio of JO cycled through denitrification. However, the imjamce of
the biological interaction between microbial asskmés mustn’t be overlooked, since we
observed that the NOavailability could become a potential factor limg N,Od cycling

in the water column. Our results show the imporaot some environmental factors that
must be taken into account for global estimatiohdlgD flux, especially those from the

oxygen minimum zones.
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FIGURE LIST

Fig. 1. NO and Q vertical distribution and pO production/consumption ratio undier

situ O, levels and anoxia conditions at CHBGQ Station.

Fig. 2. NO and Q vertical distribution and pO production/consumption ratio under

unamended (natural) and amended (potential) expetsrat CH120 Station.
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Table 1. Location (latitude and longitude) and leiochemical characteristics of seawater in
the middle (m) and base (b) of the oxycline at saenpling stations. SFP: Secondary
Fluorescence Peak, present (+), absent (-)

Station CHBGQ CH120 ABGQ

Location 20°19.0'S 20°16.1'S 22°51.0'S
70°36.9'W 72°17.2'W 70°32.6'W

Depth (m) 40 80’ o 50°

O (M) 485  14.2 9.4 14.7

N2O (uM) 0.26  0.22 0.06 0.09

NOs (LM) 178 8.9 11.3 5.8

NO2 (LM) 1.5 4.8 0.2 0.4

SPF - - + +
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Table 2. NO recycling rates (mea# typical error) obtained unden situ O, levels and
anoxia at CHBGQ. pOpd: NO production by denitrification; d0cd: NO consumption
by denitrification; Net NOd: net NO by denitrification. ATU: Allylthiourea.

Depth 0 Treatment Process BO NOs NOy
(m)  level (UM d? (UM d™? (UM d™h
40 m in situ Control  Net N,Od 0.47+0.27 -20.6+£21.6 0.1x0.1
48.5uM (+ATU) (p< 0.20, f=0.4)
Acetylene NOpd 0.60+ 0.24
(p<0.13,f=0.6)
Estimated MNOcd -0.13+ 0.03
Anoxic  Control Net NOd 0.67+0.51 -10.2+£26.9 -0.#0.3
(p< 0.25, =0.1)
Acetylene NOpd 2.90+0.31
(p< 0.01, =0.9)
Estimated MNOcd -2.23+0.19
80m insitu  Control  Net N;Od -0.65+0.25 -29.5+17.6 0.8:0.7
14.2uM  (+ATU) (p< 0.04, 1=0.4)
Acetylene NOpd 0.71+£ 0.33
(p< 0.07, =0.4)
Estimated MNOcd -1.36%+ 0.08
Anoxic  Control Net NOd -0.20+ 0.12 -18.5+16.8 -5.35.0
(p< 0.15, f=0.2)
Acetylene NOpd 0.18+ 0.09
(p< 0.10, =0.3)
Estimated MNOcd -0.38+ 0.03

20



Table 3. NO recycling rates (meas typical error) by denitrification in experiments
amended with cloramphenicol, NOand DOC (potential activity) and its controls t(ral
activity) under anoxia at CH120..8pd: NO production by denitrification; #¥Dcd: NO
consumption by denitrification; Net,®d: net NO by denitrification; ND: not determined.

Activity Treatment  Process N,O M d?) P R

Natural Control Net bOd 0.28+0.18 0.20 0.3
Acetylene NOpd 0.88+ 0.41 0.15 0.5
Estimated NOcd -0.60+ 0.23 ND ND

Potential Control Net pOd 0.64+ 0.27 0.07 0.5
Acetylene NOpd 2.52+1.67 0.20 0.2
Estimated MNOcd -1.88+ 1.40 ND ND
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Table 4. NO, NGOs;, and NQ reduction rates (meat: typical error) in experiments
amended with cloramphenicol, NOand DOC (potential activity) and its controls t(ral
activity) underin situ O, levels (14.7 uM) at ABGQ. ATU: Allylthiourea.

Activity  Treatment Process P P R NOs NO,
Natural ControKATU) Net -1.37+1.12 027 0.1 89+3.8 -0.2+0.3
N.Od
Acetylene NOpd -2.08+0.28 0.00 0.9 -246+7.9 0.3+x0.1
Potential Control4ATU) Net -1.05+0.36 0.02 0.5 -10.8+9.4 -0.3+0.1
N,Od
Acetylene NOpd -2.11+1.04 0.09 04 -259+7.6 0.5+0.8

22



Depth (m)

N20 production/consumption ratio

0 0 1 2 3 4 5
\\ _
40 7277 ST AILTT 777 y,
80 ////// rrzzz1 insitu O
Vg == Anoxia
/ — O2
/
160 ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
N20 (UM)
0 50 100 150 200
O2 (UM)

Figure 1.

23



N20O Production/Consumption ratio

0 1 2
__ 40 -
S
<
% 90 {17 P — Natural
o) // wzzzz Potential
140 T ’/ - 02

0,0 0,1 0,2 0,3
N20 (uM)

0O 50 100 150 200 250
O2 (UM)

Figure 2.

24



Communities of nirS-type denitrifiers in the water column of the oxygenminimum

zone in the eastern South Pacific

Maribeb Castro-Gonzaléz Gesche Brakér, Laura Farids and Osvaldo Ullda

!Department of Oceanography and Center for OceapbigriResearch COPAS, University
of Concepcion, PO 160-C, Concepcion, Chile;
’Max Planck Institute for terrestrial Microbiologyarl-von-Frisch-Strasse, D-35043

Marburg, Germany.

Running title: Denitrifiers in the oxygen minimum zone off Chile

Key words: Denitrifiers, oxygen minimum zone, nitrite redusssirS) genes, T-RFLP

*For correspondence. Email: braker@staff.uni-meglie. Tel. +49-6421-178 740. Fax:
+49-6421-178 999



Summary

The major sites of water column denitrificatiortie ocean are oxygen minimum zones
(OMZ), such as one in the eastern South PacificPJESTo understand denitrifying
communities in the OMZ off Chile, the communitywustture of denitrifiers at two sites in
the Chilean OMZ (Antofagasta and Iquique) and #iedint water depths was explored by
terminal restriction fragment length polymorphismalysis and cloning of PCR amplified
nirS genesNirSis a functional marker gene for denitrificationceding cytochromed;-
containing nitrite reductase, which catalyzes #muction of nitrite to nitric oxide, the key
step in denitrification. Major differences weraufm between communities from the two
geographic locations. Shift in community structuwecurred along a biogeochemical
gradient at Antofagasta. Canonical correspondamnedysis indicated that ONOs, and
NO; were key factors governing these communities atbegbiogeochemical gradient in
the water column. Phylogenetic analysis groupedntiajority of clones from the ESP in
distinct clusters of genes from presumably novel get uncultivated denitrifers. These
nirS clusters were distantly related to those founchenwater column of the Arabian Sea
but the phylogenetic distance was even higher tor@mmental sequences from marine
sediments or any other habitat. This finding sstgeimilar environmental conditions
triggering the development of denitrifiers with atdd nirS genotypes despite large
geographic distances.

Introduction

The eastern Tropical North Pacific (ETNP), the eastSouth Pacific (ESP), and the
Arabian Sea have been identified as the major sitegater column denitrification in the
ocean (Cline and Richards, 1972; Codispoti and &dcki980; Anderson et al., 1982;
Naqvi, 1994; Bange et al., 2000), accounting fompragimately 30% of oceanic
denitrification (Codispoti et al., 2001). In a pi@us study exploring pO cycling at the
OMZ core in the ESP, denitrification rates of 18/gn® y"* underin situ O, levels (Castro-
Gonzalez and Farias, in press) were found, whiehveo orders of magnitude higher than
those estimated previously (Codispoti et al., 12881). Denitrification in the OMZ core



accounted for 30 to 40 % of the M@eduction, suggesting a highly active denitrifer
community (Castro-Gonzélez and Farias, in presBuring denitrification, combined
nitrogen is converted to nitrogen gases such asNNO, and N. The ocean is a net source
of N,O to the atmosphere, contributing to the greenhetfeet (Lashof and Ahuja, 1990)
and playing a role in the destruction of the ssph®ric ozone layer (Andreae and Crutzen,
1997). In the ESP, the co-occurrence of an oxygammum zone (OMZ) between 40 to
400 m depth with high fluxes of organic matter (aroed by strong surface primary
production) enhances,@onsumption by microorganisms at intermediate ldef€odispoti
and Packard, 1980; Ward et al., 1989) convertiegQMZ off Chile into one of the most
shallow and oxygen-deficient zones (<|iNI O, I™") in the ocean (Hill et al., 1998). Under
these conditions, the denitrifying community in O&Z is very active at the expense of
high levels of organic carbon and Bl@s an electron acceptor, allowing the generatia o
NOs deficit and a secondary NOmaximum (Lipschultz et al., 1990). However, déspi
the importance of the region in the global nitrogsule, little is known about the extant
denitrifier communities, which would permit commans with those found in other
oceanic regions, and the influence of environmefaizbrs on distribution and diversity of
denitrifying communities in an area with strong diemts of nutrients (N, NO,) and
gases (MO, O,) within the water column and between coast ancamg€odispoti and
Packard, 1980; Castro-Gonzalez and Farias, in)press

Cultivation-independent molecular techniques alldke analysis of the genetic
diversity of functional groups in environmental gdes. Denitrifying bacteria are
phylogenetically very diverse, thus a 16S rDNA lobapproach is inappropriate to explore
the structure and diversity of this physiologicedgp. Functional marker genes such as the
nitrite reductase genesr SandnirK, which code for copper and cytochront containing
nitrite reductase, respectively, the key enzymekendenitrification process (Zumft, 1997),
had been targeted to study denitrifier communitiea variety of habitats. These include
groundwater (Yan et al.,, 2003), soils (Priemé et 2002; Rosch et al., 2002), river
sediments (Taroncher-Oldenburg et al., 2003), eéswidediments (Nogales et al., 2002),
marine sediments (Braker et al., 2000; Braker et2801; Liu et al., 2003), and seawater
(Jayakumar et al., 2004). However, only some ehthhave suggested a link between



functional diversity and ecosystem biogeochemigkiy et al., 2003; Jayakumar et al.,
2004).

Since our primer sets more readily detecig® genes from marine habitats (Braker et
al., 2000) rather thanirK, our study focused on exploring the molecular diitg and
community structure afirStype denitrifiers in the OMZ off Chile in an attetrto analyze
the relationship between community structure andrenmental parameters. Our results
indicate that the denitrifyingyirS-containing community is unique and diverse, arad its

structure is related to the prevailing chemical physical variables.

Experimental procedures

Study area and water sampling. Seawater samples were collected from two centers
of the persistent coastal upwelling zone off namh€hile: on board the R/V ‘Purihaalar’
off Antofagasta (December 2003) and on board theatd& Molina’ off Iquique (March
2003) (Table 1). Sample names refer to the sagplocation (I= Iquique, A=
Antofagasta), the coastal (C) or offshore (O) stgtand sampling depth (e.g. sample 1082
= lquique, offshore station, sampling depth 82 r8gawater samples were collected in 5 |
Niskin bottlesattached to a CTDO rosette sampler. To colleds ¢et DNA extractions, 5
to 8 liters of seawater were filtered consecutiiéisough 20, 5, and 0.45 or Qu2n pore
size membrane filters (Durapore, diameter 47 mitfje membrane filters (0.45 or Quin)
were immediately immersed in 4.5 ml of autoclavadADlysis buffer (20 mM Tris-HCI,
pH 7.5 — 8.2, 50 mM EDTA, 20 mM NaCl), and storedliquid nitrogen until DNA
extraction.

DNA extraction. DNA extraction followed the previously describguocedure
(Madrid et al., 2001) with the following modificatis. The thawed membranes were cut
into small pieces and 4 ml of lysis buffer withdgyme (1mg mt) were added, followed
by an incubation at 3€ for one hour and subsequent freezing atG2€r 15 min.
Finally, the DNA was dissolved in 104 of Tris-EDTA (10 mM, 0.1 mM; pH 8.0) and
stored at -28C. DNA was quantified and analyzed spectrophotagadly by taking point

measurements at 230, 260, and 280 nm.



PCR conditions PCR amplifications ofirS genes from total environmental DNA
extracts (1 pl of a 1:10 dilution) were performedthwprimers nirS1F-nirS6R using
conditions described previously (Braker et al.,@00ith the following modifications. In a
25 pl reaction, each primer concentration was reduto 0.16 pM and 1.25 U
RedAccuTag™ LA DNA Polymerase (Sigma, Taufkirch@ermany) in ¥ reaction buffer
provided with the enzyme were added. Annealingpematures during the first ten
touchdown cycles started with 58°C and were ke6aC during the following 20 cycles.
Amplification products (890 bp) were analyzed bgotlophoresis on 2 % (wt/vol) agarose
gels (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf, Germaimffjowed by staining with ethidium
bromide (0.5 mg?1). Bands were visualized by UV excitation.

Products of three replicate PCRs were combinedR Bducts from Iquique samples
were purified by elution from an agarose gel (2 %vel) using the QIAquick gel
extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) as spedifby the manufacturer, whereas PCR
products from Antofagasta were purified with theA@uick PCR purification kit (Qiagen).
nirS T-RFLPs. PurifiednirSPCR products (100 ng) were digested for 3 houss&
in separate reactions witMspl and Hhal (New England Biolabs, Frankfurt/Main,
Germany) and at 88 with Tagl (New England Biolabs) using 5 U of each tetrameri
restriction enzyme in the manufacturer’'s recommermréaction buffers. Digested products
were cleaned with Autoseq G-50 columns (Amershams®&eénces) according to the
manufacturer’s recommendations. Aliquotgup of the digest were mixed with 32 of
deionized formamide (Applera, Darmstadt, Germamg) @2l of an internal DNA length
standard (X-Rhodamine MapMarker® 50-1000 bp; BioMess, Murfreesboro, TN). T-
RFs were separated with an automated DNA sequeBt6r (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). The lengths of fluorescelatheled terminal restriction fragments
(T-RFs) were determined by comparison with therimakstandard using GeneScan 3.71
software (Applied Biosystems).

Analysis of T-RFLPs. Peaks were analyzed by peak height and peaks 50
fluorescence units were included in the analydfatterns from different samples were
normalized to identical total fluorescence unitsdy iterative standardization procedure
(Dunbar et al., 2001). Relative abundance of T-RFgercent was determined by



calculating the ratio between height of a givenkpaad the normalized total peak height of
each sample.

Cloning and sequencing nirS PCR products (3l) were cloned using the TOPO TA
cloning kit (Invitrogen) according to the manufaetts instructions. Clones were screened
for inserts of the proper size and these insertseveequenced as described above
(Avarahami et al., 2002).

Phylogenetic analysis. nirS sequences were aligned to sequences from the EMBL
database with the ARB Fast aligner feature (httpuii.arb-home.de). For phylogenetic
analysis, a filter was applied, including 186 desmtb@mino acid positions but omitting
insertions or deletions due to ambiguous posititve@hology. Phylogenetic analyses were
performed with ARB and the PHYLIP software packagsion 3.6a2.1 (Felsenstein,
1993). Trees were reconstructed with the distanatix-based method neighbor joining
(ARB and PHYLIP), with the parsimony method PROTFARPHYLIP), and with the
maximum likelihood method PROTML (PHYLIP). Staitsti evaluation of tree topologies
was performed by bootstrap analysis (PHYLIP) wifl® *fesamplings for neighbor joining
and PROTPARS. Sequences were digestedsilico with the three restriction
endonucleases using TRF-CUT (Ricke et al., subdjifier comparison of theoretical and
experimental T-RFs.

Nucleotide sequence accession numbeidirS gene sequences from environmental
samples have been deposited in the EMBL nuclestdpience database under accession
numbers AJ811467 through AJ811535.

Statistical methods. Species diversity was measured using the totadbewu and the
relative abundance of T-RFs in the community peofilSpecies diversity was estimated
using the Simpson’s reciprocal index, calculated/& = 15 (p;)?, where D is Simpson’s
index and p= proportion of specieisin the community. To visualize similarities betwme
profiles, pairwise similarities were calculated ngsithe Jaccard coefficient; these
considered the presence (1) or absence (0) of THREswumber of T-RFs common to two
communities, and the total number of T-RFs observélde dendrogram was constructed
using the Group Average algorithm from the BioDsigr Pro program version 2.0

(http://www.sams.ac.uk/sams/projects/benthic/bdpdaik.htm). Peaks generated by



hydrolysis with three restriction enzymes were udeld in the analysis. Biogeochemical
variables were linked to T-RFLP patterns by carainaorrespondence analysis (CCA),
which was performed using the PCord program verdi@l (MjM Software, Gleneden
Beach, OR). CCA was used to (i) see patterns laetwieS gene composition within the
gradient based on relative abundance of T-RFsw(i) respect to the biogeochemical
properties prevalent at station AC (NHNOs;, NO;, N,O, O,), and (iii) to determine
which biogeochemical parameters contributed taltfierences among stations.

Results

T-RFLP analysis of nirS genes. Denitrifier community structure and biogeochemical
parameters were analyzed comparatively for samfpplem the water column along a
gradient off Antofagasta (AC), in the oxygen mimmazone (OMZ) off Iquique (IC), and
from an offshore sampling station at Iquique (I@hile. Prevalent biogeochemical
parameters (Table 1) were recently described iaildietr this area (Castro-Gonzalez and
Farias, in press). Amplicons nirS were obtained from all samples that were analyzed.
Profiles ofnirS in the water column were dominated by up to niRRHS obtained from
Mspl digests that provided the highest level of resotu Hydrolysis withHhal and Tagl,
on the other hand yielded 4 peaks, thus not completely resolving the divgrsf nirS
genotypes. Simpson’s diversity index revealed that diversity ofnirS genotypes at
Antofagasta was higher than at Iquique (IC and(Fg. 1). The highestirSdiversity was
found in sample AC100 (100, sampling depth 100anyj the lowest diversity level was
observed in sample 1C100.

The denitrifying community at station AC showed H profiles from 50 to 100 m
depth with common T-RFs of relatively stable refatabundance, e.g. the 43-, 97-, and
139-bp T-RFs (Fig. 2). However, fragments uniqu@iven depths also occurred, e.g. the
62-bp T-RF was present only in samples AC50 and5A@Mhereas fragments of 118, 132,
134, and 227 bp were present only in the OMZ c8@100). The IC samples shared T-
RFs of 62, 97, 139, 165, 167 and 169-bp with attlsame of the AC samples, albeit in
different proportions. Profiles from sampling lticas off Iquique (IC and 10) shared less
fragments, and characteristic T-RFs were obsermgdof 143 and 304 bp and 105 and 413



bp for samples IC100 and IC200, respectively; ongé-2p T-RF was unique to station
1082.

T-RFLP profiles compared by presence/absence ofF3-Rhowed a clustering
according to sampling site and depth (Fig. 3). fils¢ dichotomy separated Antofagasta’s
T-RFLPs from Iquique’s. For the Antofagasta brarttle AC100 T-RFLP was separated
from those of all other depths, which cluster i taranches, one comprising patterns from
samples AC50 and AC55 and the other patterns faampkes AC60 and AC75. Thus, the
patterns were grouped according to the upper baoyrddger of the oxygen minimum zone
(UBLOMZ; AC50, AC55), a transition zone within ti@MZ (AC60 and AC75), and the
core of the OMZ (OMZC; AC100). For sampling stagooff Iquique, the 1082
(UBLOMZ) T-RFLP branched off separately from IC gdes (OMZC; 1C100, 1C200),
which clustered together.

Ordination techniques (canonical correspondencéysiapwere applied to reveal an
underlying structure to the T-RFLP profiles andrtdicate an influence of biogeochemical
parameters on the development of denitrifier comitresalong the gradient at sampling
station AC. In a scatter plot representing comiesiby T-RFLP profiles and arranging
more similar communities more closely to each qthiee data profiles were grouped
according to the UBLOMZ, the transition zone, ahd OMZC similar to the grouping by
cluster analysis. Biogeochemical parameterss N®O,, N,O, NH;", and Q at these
sampling depths were also included in this analysig. 4). Canonical correspondence
analysis (CCA) results indicated that higher NEncentrations correlated with the
separation of the OMZC sample (AC100) from the UBLD and the transition zone
samples. The separation of the UBLOMZ samples (A\&@bd AC55) from those of the
transition zone (AC60 and AC75) was mainly driveyn Higher oxygen concentrations
while transition zone samples were influenced bwyelo NO;” concentrations than the
samples of the UBLOMZ and OMZC.

Phylogenetic analysis ohirS sequences.A total of 69 clones obtained from sampling
stations AC50, AC100, and IC200 were sequenced nirsb clones were identified asrS
sequences by BLAST search, and a chimera checg:/(fub.maths.uq.edu.au/~huber/)
detected no chimera. The pairwise nucleotide itleatof thesenirS sequences ranged

from 66 to 100 %. The majority oiirS sequences obtained from marine habitats that are



available from public databases were included inamalysis (Fig. 5). OumirS sequences
could be grouped into four subclusters (I to \Bxcept for two clones in subcluster lic and
those in cluster Ill, all sequences were only digyarelated to database sequences and
clustered on separate branches. All sequenceedusbm water column samples off Chile
branch off in the vicinity of sequences obtaineahfrthe water column from the Arabian
Sea (Jayakumar et al., 2004). Environmental sexpseinom marine sediments were found
only in the same clusters with our subclustersahidl [V. One sediment sequence from the
ETNP (Liu et al., 2003) was the sister group tstul.

Sequences from sample AC50 were found almost exelysn the three subclusters of
cluster Il and only two clones clustered in clusker Sequences from sample AC100
clustered within clusters | and Il and those freobcluster 1l were closely related to
Pseudomonas fluorescens Mi32 (96 to 97 % amino acid identity)Sequences from sample
IC200 clustered within clusters 1l and 1V. Clust¥rcomprises sequences only distantly
related tonirS genes cloned from the Arabian Sea (61 to 71 %tity¢@nd from sediment
from the ETNP (60 to 75 % identity). The closeslticated relatives with a similanrS
genotype ardParacoccus denitrificans and Roseobacter denitrificans. Sequences from
samples AC50 and IC200 in subcluster Il clustereth wsolates C10-1 (82 to 93 %
identity) and B9-12 (77 to 80 % identity). Botlolstes were obtained from sediments of
the Pacific Northwest and were phylogeneticallyated to Marinobacter sp. and
Halomonas variabilis, respectively (Braker et al., 2000).

Assignment ofnirS clones to T-RFs Anin silico digest of oumnirS sequences showed
that sequences could be assigned to dominant THRES. 2 and 5). For samples AC50
and 1C200, clones could be assigned to several § d®mprising 65 and 73% of the total
peak height respectively, whereas clones couldsbigyaed to only two T-RFs comprising
50% of the total peak height for sample AC100. AsRromin silico hydrolysis differed
from the respective T-RFs obtained experimentajiyup to 6 bp (Fig. 2). Therefore, the
68-bp T-RF of then silico analysis using/spl corresponded to the experimental 62-bp T-
RF. Likewise, the 102-, 110-, 144-, and 172-bp H-€alculated byin silico analysis
corresponded to experimental T-RFs of 97, 105, AB@, 167 bp, respectively. Digests
with only one enzyme yielded T-RFs that were nategally unique to a single cluster in

the tree (except for cluster 1V) and therefore doubt resolve theirS genotypes occurring



in the water column off Chile. Subcluster Il reggated sequences from samples AC50
and 1C200 with several T-RFs of 68, 102, 144, and p. On the other hand, shared T-
RFs occurred for phylogenetically distinct clustefssequences, e.g. the 102-bp T-RF
(AC50/AC100, subcluster [; IC200, subcluster Ilpahe 144-bp T-RF (AC100, subcluster

[lI; AC50/1C200, subcluster II).

Discussion

We studied denitrifying communities at two geogtiaplty distinct sites of the Chilean
OMZ with different biogeochemical parameters (Tabh)e PCR detection ofirS type
denitrifiers agreed with the activity of denitrifiedemonstrated previously for all sampling
sites (Castro-Gonzalez and Farias, in press).tsShitlenitrifier community structure were
explored in samples taken in 5 to 25 m samplingrirdls along a gradient at Antofagasta
which covered three distinct zones with specifiogaiochemical parameters, i.e. an upper
boundary layer (UBLOMZ; 50 to 55 m sampling depthjransition zone (60 to 75 m), and
the core of the oxygen minimum zone (OMZC; 100 mjhe UBLOMZ is mainly
characterized by high oxygen content, whereas tMZ© exhibits the highest nitrite
concentrations. Denitrifier communities from th@djent at Antofagasta were compared
to those in the OMZC off Iquique, which showed l@oghemical properties similar to
those of the OMZC at Antofagasta. A sample takemfthe UBLOMZ of an offshore
station off lquique was also included.

Denitrifier communities off Antofagasta were moravetise than those off Iquique
(Fig.1). Patterns in denitrifier community strugwalong the gradient were visualized by
cluster analysis (Fig. 3) and ordination (canonicatrespondence analysis) of T-RFLP
profiles (Fig. 4). Both analyses showed that d#@t communities were characteristic for
the three zones within the gradient of biochempalameters at Antofagasta. Profiles of
denitrifier communities within the UBLOMZ were cowged of identical T-RFs albeit in
different proportions (Fig. 2). For the transitibone two characteristic fragments occurred
(46 and 377 bp). The profile from the upper 60ample was more similar to those of the
UBLOMZ. On the other hand, one additional fragm@@9 bp) in the 75 m-sample shared
with the OMZC (AC100) profile indicates a transitiotowards the community

10



characteristic for the OMZC. The denitrifier conmity in the OMZC at Antofagasta was
the most diverse with the highest number of charatic T-RFs hinting on a unique
denitrifier community, which had developed underique environmental conditions.
Denitrifier communities from the OMZC at Iquique mgevery dissimilar despite more
similar biogeochemical parameters (N@nd NQ") within the OMZC at both stations than
within the gradient at Antofagasta (Table 1). Dsity was lowest at lquique’s OMZC
(Fig. 1) and the profiles shared more T-RFs witbsthfrom the UBLOMZ than with the
OMZC at Antofagasta (Fig. 3).

Within this study, clones could be assigned to T&R&mprising up to 73% of the total
peak height, suggesting that most of the phylogexetersity ofnirS of these samples was
displayed within the tree. The majority of theS genes from the ESP were found in
subclusters distinct fromirS clones and genes from isolates obtained fromesastudies,
thus probably representing novel and yet uncukidagroups of denitrifiers (Fig. 5).
Sequence clusters from the Arabian Sea brancim ¢fffe vicinity of those from the ESP but
most of them were only distantly related. In casty no environmentairS gene from the
PNW and few sequences from the ETNP branch as gjsteps to those from the ESP,
whereaqirS genes from the PNW and the ETNP clustered toget®eir data suggest that
similar conditions within an OMZ trigger the devetoent of sister denitrifier communities
despite large geographic distances. The signidieanf geographic distance and
environmental conditions on the composition of tdging communities also has been
explored through analysis absZ (Scala and Kerkhof, 1999) and S genes (Braker et al.,
2001; Liu et al., 2003) in marine sediments as asglin the water column of the Arabian
Sea (Jayakumar et al., 2004).

Some ESP clones clustered with isolates, e.g. AG160es in subcluster Il were
closely related té*seudomonas fluorescens Mi32 and clones from subcluster Il grouped as
sister groups tonirS from the PNW isolates C10-1Mérinobacter sp.) and B9-12
(Halomonas variabilis). Cultivation work would have to show that thesaes retrieved in
the present study from the ESP were derived frogiogienetically related organisms but
that they were not acquired through horizontal gemasfer.

Our results suggest that the denitrifier commursityucture in this OMZ could be

associated, at least in part, with the prevaleagdmchemical properties within the study
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area. CCA ohirSgenes and biochemical parameters along the wali@ma at station AC
indicates that the denitrifier community compositis mainly influenced by £ NOs” and
NO, gradients. @ NOs™ (Liu et al., 2003), DOC, inorganic nitrogen, amdirsty gradients
(Taroncher-Oldenburg et al., 2003) have all beg@onted to be key factors governing the
composition of denitrifier communities. The highekversity of T-RFs was found at
depths with high N@ levels (6.7-7.3 uM) considered to be zones of Hdghitrification
activity, similar to what was reported by Jayakuregral., (2004) for the Arabian Sea.
However, high diversity was also observed in thd.OBIZ (AC50), with very low levels
of NO, but high levels of @ (Table 1), suggesting that if denitrifiers areiatto this
depth, they would have to compete for N@ith other bacterial groups such as nitrifiers
(Molina V., pers. com.) and cyanobacteria (Ullog @ers. com.), also present in this area,
as in other OMZs (Ward et al., 1989; Goericke et 2000). This implies that the
interaction and competition for resources with otfmcroorganisms could be an additional
factor influencing the diversity and compositiond@hitrifiers in the Chilean OMZ. Higher
levels of NH" at station IC than at AC could account for diffetes among coastal
stations, whereas high levels of N@nd very low levels of N© present at station 1082
could determine the establishment of a charad@aosetnmunity (Fig. 2) located at the limit
of the coastal denitrifying area (Codispoti andkaad, 1980).

Although the organisms with the noveirS genotype inhabiting the OMZC off
Northern Chile and those inhabiting the Arabian ®eee exposed to similar environmental
conditions (e.g. very low £and high N@Q level) and clustered as sister groups, they were
only distantly related. This implies that factoosher than those studied here are
influencing the structure of denitrifier commungtjeas much among OMZs as within them.
It is well known that the development and activfydenitrifiers also depend on trace metal
availability. Iron and copper, for example, arecessary for the activity of nitrite
reductases NirS and NirK, respectively (Zumft, 199All these factors combined could
differentially affect the distribution of these comnities in the Chilean OMZ, taking into
account that this OMZ lies beneath a coastal ufwgeirea considered actually under iron
limitation (Hutchins et al., 2002; Dezileau et 20004).

The effects of spatial and temporal changes of dnogemical properties (including

DOC, iron, and copper availability) on denitrifieommunity composition and the activity
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of denitrification genes (through mRNA analysissozymatic activity) will be addressed in
future studies which would help to understand thle of these factors in the trace gas

production and nitrogen cycling of the ESP.
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Legends

Figure 1. Simpson’s Diversity Index (SDI) based oirS T-RFs calculated for each
sampling station. Sampling locations; I, off Iquég A, off Antofagasta; C, coastal or O,

offshore station; numbers indicate sampling depth.

Figure 2. T-RFLP analysis of amplifiedirS genes hydrolyzed witMspl. Peak size in
base pairs is shown in the legend. * sampleswhich a nirS clone library was
constructed. Sizes of T-RFs aftarsilico analysis of clones are given by numbers on the
respective experimental T-RF; roman numbers gieestibcluster in the phylogenetic tree.
x-axis: samples; A, off Antofagasta; I, off Iquiqu€, coastal or O, offshore station;
numbers indicate sampling depth; y-axis: relatibgaralance of T-RFs in % of total peak
height.

Figure 3. Cluster diagram based on presence/absence®T-RFs. Similarity values of
T-RFs fromnirS genes digested with three restriction enzynvspl, Hhal, andTagl) are
given as % values. The dendrogram was construcied) the Jaccard coefficient and the

Group Average algorithm from the BioDiversity Pr@gram version 2.0.

Figure 4. Canonical correspondence analysis basednio8 T-RFLP patterns and
biogeochemical parameters. Eigenvalues (500 r0r326 and 0.178 for dimensions 1 and

2, respectively. Squares, sampling stations; dt@wgeochemical parameters.

Figure 5. Phylogenetic analysis oirS sequences. Neighbor joining tree (Jones-Taylor-
Thornton model of amino acid exchange) based otiapanirS amplicons (186 amino
acids). A consensus tree was constructed fromcgiilation methods neighbor joining,
parsimony, and maximum likelihood by introducingltifiurcations (dashed lines) where

the tree topology was not consistently resolveaotBtrap values were generated by 100
replicates of neighbor joining and parsimony analyse, bootstrap values >90%,

bootstrap values 50 to 90%; bootstrap values b&0% were omitted. Clones obtained
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from costal stations off Antofagasta and lquique designated AC and IC, respectively;
numbers indicate sampling depths. PNW, PacifictiNeest; ETNP, eastern Tropical
North Pacific. Roman numbers indicate sequencsteis from the ESP. The respective
size of T-RFs aftein silico analysis with restriction enzymédspl, Hhal, and Tagl are

shown. The scale bar represents 10 mutationsQesdquence positions.
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Table 1. Location (latitude and longitude) anddeachemical characteristics of the
sampling stations in the OMZ off northern Chile.

Station Antofagasta (AC) Iquique (IC, 10)
Location 22°51'00"S 20°16’'00”S | 20°16’00’S
70°32’59"W 70°32’59"W | 72°17'59"W
Sample AC50 AC55 AC60 AC75 AC100| IC100 1C200 1082
Depth (m) 50 55 60 75 100 100 200 82
O, (UM) 1470 10.31 592 583 6.90 534 445 9.37
N2O (UM) 0.09 0.14 0.18 0.11 0.10f 0.09 0.06 0.05
NO; (UM) 038 233 182 261 6.71 6.85 751 0.17
NOs (UM) 583 842 559 032 821 975 114 14.10
NH," (UM) 0.10 0.03 0.05 0.02 0.03f 011 0.13 0.14
Salinity 34.85 34.86 34.86 34.86 34.87] 34.89 34.83 34.85
TemperaturéC) 13.19 13.16 13.15 13.10 12.89 13.14 12.11 13.22
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PARTE A

1.- INTRODUCCION

1.1.- El NO, su origen y reciclamiento en el océano

El N2O es un gas traza con fuerte influencia sobramabcy la quimica atmosférica.
Este es considerado como uno de los mas importgases invernadero después deb @O
el CH,;, con un potencial de calentamiento por molécula2W veces mayor que el €O
(Houghtonet al. 1995). EI NO es producido principalmente por la actividad olicana en



la biosfera y destruido principalmente por reacesoriotoquimicas en la estratosfera
(McElroy et al. 1976) en donde contribuye a la destruccién dehozCrutzen 1970). La
concentracion de XD en la atmoésfera ha incrementado en un 9.4% @itilaa centuria
(Khalil et al. 2002) aportando con cerca de 6% al forzamientdatiad global
antropogénico. El océano es considerado como urlasdmayores fuentes naturales de
N2O, con un flujo neto estimado de ~4 TgNpor afio, aproximadamente un 25% de la
emision de MO global (Nevisoret al. 2003). Las regiones costeras, aunque ocupan sélo un
18% del area oceénica total, contribuyen con ~60b6 flujo neto de MO marino,
principalmente por el aporte que hacen los estsigrias areas de surgencia (Baegal.
1996). De hecho, se estima que las areas de siageajo las cuales subyacen ZMO
contribuyen desde un 5 hasta un 70% al flujo netdNgD oceanico total (Capone 1991,
Nevisonet al. 2004).

A pesar de que se ha avanzado respecto de laseistines globales del flujo de
N.O desde las areas oceéanicas, es poco lo que seectgpecto de su origen y de los
mecanismos de reciclamiento delNen el océano. Hasta ahora se han sugeridosvario
mecanismos de produccién deN marino; entre ellos los mas importantes son la
nitrificacion y la desnitrificacion (Figura 1). Damte la nitrificacion, las bacterias
autotroficas que oxidan el NHproducen el BD como un subproducto de la nitrificacion o
como un intermediario de la desnitrificacion nit@inte. En la nitrificacion, el XD es
formado durante la descomposicion espontanea waac®id incompleta de intermediarios
de la oxidacion de NH como la hidroxilamina, NFOH, (Goreatgt al. 1980, Wragest al.
2004). Sin embargo, se considera que sélo unaefiaduaccion (0.1 - 0.4%) del NHes
convertido a MO en vez de N® (Butleret al. 1987, Najjar 1992) por un mecanismo que

aun no ha sido bien dilucidado.

Desnitrificacion
Nitrificacion
Reduccion de nitrato
asimilativa o
desasimilativa
Desnitrificacion
nitrificante

via poco conocida



-3 0 +1 +2 +3
+5

Estados de oxidaaéhnitrégeno

Figura 1. Transformaciones microbianas del génd involucradas dentro del
reciclamiento del BD marino. Adaptado de Capone (1991).

En la desnitrificacion nitrificante o desnitrifigan autotréfica, las bacterias
nitrificantes oxidan el Nid a NQ, el cual es subsecuentemente reducide. a Eh este
caso, el MO puede ser liberado como un intermediario de thugeiéon de N@ a N
(Wrageet al. 2001). Durante la desnitrificacion, e}®lse produce como un intermediario
directo de la reduccion secuencial desNE©DN,; teniendo asi una mayor significancia para
el ciclo del N marino. Sin embargo, e}l puede a su vez ser consumido por la misma
desnitrificacion a través de su reduccidon,g@®ayne 1971); de ahi que dicho proceso pueda
convertirse tanto en reservorio como en fuente g &h el océano, dependiendo de si la
desnitrificacion es total o parcial. EL® también es producido en menor cantidad a través
de la reduccion desasimilativa de N@ NH,* como se ha reportado a través de estudios
con bacterias aisladas desde aguas suboxicas (Baowué& Ronner 1982) y suelos (Smith
& Zimmerman 1981, Tiedje 1988); asi como a trav@tacbxidacién de amonio anaerdbica
(anamox), observado so6lo en experimentos de labvwafWward 2003). Igualmente, se
cree gque la reduccion asimilativa de N@or el fitoplancton marino podria liberap®l
como un subproducto (Delwiche 1981, Oudbtal. 1990), sin embargo, aun no hay
evidencia directa al respecto.

Con base en lo anterior, se ha postulado que fidiqaition y la desnitrificacion
pueden ser fuente de®, en la interfase eufdtica-afética y en la integf@xica-suboxica
de las areas oceanicas deficientes gn(Qevisonet al. 2003, Yoshinaret al. 1997). Para
esto se han usado modelos conceptuales (Codet@dti1989) y numéricos (Deutseh
al. 2001, Nevisonet al. 2003, Suntharalingamst al. 2000), asi como aproximaciones
empiricas a gran escala (Padtal. 1999, Yoshinari 1976) y analisis isotdpicos dual@é
y O) del NO y otros aceptores (Kim & Craig 1990, Naqvi 198qvi et al. 1998,
Yoshidaet al. 1989). Sin embargo, varios de los resultados ptasealiscrepancias a bajos
niveles de @ por lo que se han sugerido complejos mecanismosaidamiento del pD

en los limites Oxicos/suboxicos de las ZMO que lime@n el uso de productos



intermediarios comunes a ambos procesos, tales ebmdO y el NQ (Naqvi & Noronha
1991, Yoshinaret al. 1997). No obstante, existe incertidumbre acerda dentribucion de
cada uno de estos procesos al flujo d® Mceanico que permita establecer si las areas

oceanicas deficientes en oxigeno son fuente o sumde dicho gas.

1.2.- Importancia global de las areas deficiente®xdgeno y caracterizacion de la ZMO
del Pacifico Sur oriental

Las ZMO presentes a profundidades intermediasg@mas de los océanos aunque
abarcan s6lo ~0.1% del volumen oceanico totagneth un papel predominante dentro del
ciclo global del nitrogeno. Las ZMO proveen unaammportante para la desnitrificacion
pelagica y para otros procesos relacionados corickl del nitrdgeno que requieren
condiciones subdxicas y/o andxicas, tales comesaittificacion autotréfica, la oxidacion
de amonio anaerdbica (anamox) y la nitrato-amaadfim. A escala global, la
desnitrificacion en la columna de agua representa perdida significante de nitrégeno
combinado desde el océano, a través de formas sgmsemmo el NO, D y N,.
Estimaciones recientes sugieren que la desnittiboaen la columna de agua genera un
flujo de nitrégeno fuera del océano de al menos TN afi6" (Codispotiet al. 2001).

De ahi, que este proceso contribuya en forma gigtiifa a regular la proporcién O:N en la
atmésfera y la bomba biol6gica en el océano, &&ae la cual se secuestra gran parte del
CO, atmosférico, dependiendo de la disponibilidad d&s Ny Fe para la produccion
primaria (Falkowski 1997).

En los océanos existen tres importantes areassetrifecacion, Océano Indico, en
particular el Mar Arabico (Deuseet al. 1978), Pacifico Tropical Nor-Oriental
(Brandhorst 1959) y Pacifico Tropical Sur Orierfiéloosteret al. 1965). Este ultimo, se
caracteriza por tener una de las areas deficieatesQ; mas severas, <22.3 uM
(Kamykowski & Zentara 1990) y someras del océanor@eset al. 1999, Tsuchiya 1975)
asociada a la masa de agua Ecuatorial Subsupe(#dsS) que fluye a lo largo de la
costa en direccion al polo entre los 9 y385como parte de la contracorriente Perd-Chile
(Wooster & Gilmartin 1960). EI AESS se caracteqa su alta salinidad, alto contenido
de nutrientes y baja concentracion de(Gsuchiya 1975, Wyrtki 1963). El déficit de, Ge

produce por una combinacion de factores fisicosolotpicos. Entre los factores fisicos



estan los bajos niveles de Preexistentes en el AESS desde su formacion @adfico
occidental, su lenta ventilacion y el alto tiemp® msidencia de esta masa de agua a
profundidades intermedias (Reid 1962). Mientras qutre los factores biologicos el de
mayor importancia corresponde a la respiracionaead a través de la cual se oxidan
grandes flujos de materia organica producto deltéa g@roduccidon primaria superficial;
seguido por procesos de nitrificacion y de oxidaadé metales (Fe, Mn) que en conjunto
pueden conducir a niveles dg @2.2 uM (Farias, datos no publicados).

El Pacifico Sur oriental (PSO) se caracteriza adep@ poseer propiedades
biogeoquimicas distintivas, que sugieren una agaréicipacion e interaccion de diversos
procesos microbioldgicos en las transformacionels nitrogeno y del carbono en la
columna de agua. Es asi como en los bordes sugemderior de la ZMO, con niveles de
0O, >22.3 uM , se observan altas concentraciones A& YNde NQ, mientras que a
niveles de @<11 uM, propios del ndcleo de la ZMO se produceansumo aparente de
N,O (Codispoti & Christensen 1985, Elkies al. 1978, Fariagt al. en revision) y un
déficit de NQ™ asociado a la formacion de un maximo de,Ns@cundario subsuperficial
(Brandhorst 1959, Goering & Dugdale 1966, Lipschaltal. 1990, Silva & Konow 1975,
Woosteret al. 1965). En particular en el limite superior de M@ Chilena (entre 50 y 90
m de profundidad) se ha observado, ademas, un roédgenfluorescencia secundario
producto de la dominancia de bacterias fotosirgéticProchlorococcus sp. y
Synechococcus sp., asi como la alta abundancia de procariontes umrdscentes (Ulloa
2003), que participan activamente del reciclamielgioN y C en la base de la capa fotica.
Asimismo se ha trazado una amplia area de degatidbn en la region a través del
analisis del déficit de NPy de los valores Redfield N:P anémalos, que semd entre
los 100 y 400 m de profundidad a mas de 300 millaka costa y hasta los 45°S (Davies &
Morales 1998, Fedele 1993, Silva 1987).

Por dichas caracteristicas es que las ZMO hancsidsideradas como sitios de gran
actividad bioldgica y biogeoquimica (Wishretral. 1995). En el caso de la ZMO Chilena,
se ha observado, que su borde superior esta sujata fuerte variabilidad estacional e
interanual (Moralest al. 1999) que afecta la distribucion vertical y diveasl de especies
plancténicas, micronectonicas y béntonicas (Avé&risluiioz 1987, Moralest al. 1996),

asi como la abundancia y tasas de crecimienteamlancton (Escribanet al. 2002,



Ulloa et al. 2001), la fertilizacion de la capa fética, la bimaay produccion secundaria
bacteriana (Gonzaleet al. 1998), las tasas de respiracibn microplanctonicéa y
proporcion fotosintesis/respiracion en la cap&dot (Eissler & Quifiones 1999), entre
otros. Se ha observado, ademas, que los bajosesidel Q facilitan la actividad de la

reductasa de Ny del sistema de transporte de electrones (Gan28i@2).

1.3.- Factores reguladores del reciclamiento g@ dteanico

Como se indicé anteriormente, la desnitrificaci8rua proceso que puede ser muy
susceptible a los cambios en los factores ambenaioducto de la fuerte variabilidad en
los procesos oceanograficos. De ahi que las estimexc de la desnitrificacion y del
reciclamiento del BD en el océano, estén sujetas a variacibn amhidmtdrogeneidad
espacial e interaccion entre los diferentes fastayee regulan de manera conjunta la
velocidad de dichos procesos a lo largo de lanapéude agua.

En este aspecto, se conoce quexet®uno de los principales factores que regula la
desnitrificacion y por ende el reciclamiento dgONpor esta via, ya que el, @ompite
activamente con el N Dcomo aceptor de electrones durante el metabolesreogético de
la célula (Knowles 1982). A nivel celular se hars@lvado cambios en la expresion de
cada una de las enzimas reductasas (Benah. 1989, Knowles 1982, Kdrner & Zumft
1989, Otteet al. 1996) a medida que los niveles dgge incrementan. Es asi como se ha
observado que la reduccion de N@n bacterias marinas se inhibe a concentraciones
mayores de 250 pMDsiendo este paso, el menos sensible a incrementios niveles de
O, (Bonin et al. 1989). En otros casos, las reductasas g2 Wde NQ son inhibidas
irreversiblemente por el Hproduciendo fuerte acumulacién de esos iones| enedio
(Boninet al. 1989, Firestone & Tiedje 1979, Krause & Nealsof87)9 Por el contrario, se
ha observado que en la nitrificacion, la oxidadérNG,, es mas sensible a la disminucion
en los niveles de Ogue la oxidacién de NA (Helder & DeVries 1983). Por ende, la
produccion de BD a través de la oxidacion de NHpuede llegar a ser hasta de un 10% si

los niveles de ©se reducen a ~11.5 uM (Hynes & Knowles 1984).

Ahora bien, en condiciones naturales se ha reppdad dependiendo del nivel de
O, se puede observar incremento en la abundanciadlerias desnitrificantes productoras

de NO en la interfase Oxica-anoxica (Brettar & Hofle939 consumo de XD por



desnitrificacion en aguas suboxicas y anoxicasifglét al. 1978, Ronner & S6rensson
1985), produccion de JD por desnitrificacion y/o oxidacion de NWHen aguas hipoxicas

y Oxicas (Boninet al. 2002, Naqviet al. 2000, Ronner & Sdrensson 1985) y
desnitrificacion dentro de microambientes en agomgenadas (Boninet al. 2002,
Yoshinari & Koike 1994). De hecho, la distribucida N;O en el océano es poco uniforme
debido a que el reciclamiento deNesta ligado a factores ambientales, en espéaial,
distribucion de @ a muy bajos niveles (Codispott al. 1989). Al respecto, se ha
reportado que en los limites superior e inferiotadeZMO se encuentran concentraciones
de NO de hasta 0.4M, probablemente como producto de nitrificacion gésnitrificacion
(Pierotti & Rasmussen 1980), mientras que en sleatmon niveles de £<4.5 uM, los
niveles de MO descienden a <0.QiM producto de la fuerte desnitrificacion (Elkiets

al. 1978, Liu & Kaplan 1982). Naqwt al. (2000) sugieren, ademas, que en areas oceanicas
donde existen fuertes gradientes degQe oscilan entre niveles hipéxicos y andxicos la
desnitrificacion puede ser “activada o desactivadaibientalmente, generando fuertes
cambios en el reciclamiento dep®| que en algunos casos llevan a saturaciones,@e N
superficial >8000%.

La concentracion de Qambién controla las condiciones redox que regldan
especiacion de los metales traza en el ambientes{@h1996). De ahi que el cambio en
los niveles de @ a lo largo de la columna de agua de las ZMO paéeletar el estado de
oxidacion de dichos elementos traza, convirtiérglelo un factor regulador potencial de la
desnitrificacion; si se considera que cada reacaénreduccion es catalizada por
metaloenzimas separadas dentro de la cadena tespifaacteriana. La desnitrificacion
requiere de Mo en la reductasa desN®e, Cd o Cu en la reductasa de,N®Ge en la
reductasa del NO y Cu en la reductasa d® KPage & Ferguson 1997, Zumft 1997).
Ultimamente, se ha reportado que tanto el Cu cdrife pueden regular el crecimiento y la
produccién de diferentes 6xidos de nitrégeno prtmde la desnitrificacion (Granger &
Ward 2004). Asi que, dependiendo de la concentra@lativa de dichos metales traza en
el ambiente, pueden depender las tasas de desadidh y la produccion relativa de sus
productos idnicos o gaseosos, que pueden lleviias @ncentraciones de NONG, o
N2O en el agua. En este sentido, se ha observada jogtacion por Cu es responsable de

la acumulacion de XD en cultivos puros (Granger & Ward 2004). De tainfa que,



mientras altas concentraciones de Fe biodispomibléas ZMO (Hong & Kester 1986,
Lewis & Landing 1991) pueden facilitar la formacida algunos productos intermediarios
dentro de la desnitrificacion; las bajas concentraes de Cu disuelto, en cambio, podrian
tener un efecto limitante. Ademas de las difel@n@n la especiacion quimica en areas
subdxicas, también existen diferencias en el agpitierno de metales traza al océano, que
han llevado a considerar a las areas de surgeosiara como ambientes limitados por Fe
(Dezileauet al. 2004, Hutchinset al. 2002), lo que por ende podria restringir tanto la

productividad primaria en la superficie, como lamgificacion en la ZMO subyacente.

Otro de los factores limitantes de la desnitrifiGaces la disponibilidad de
aceptores y dadores de electrones (Knowles 1982). cultivos puros se ha podido
determinar que la desnitrificacion requiere derkspncia secuencial de ONO,, NO y
N.O para que el proceso completo de reduccion temggr;l convirtiendolos a su vez en
factores limitantes de su propia reduccion (Ké&etumft 1989, Yeet al. 1994, Vollack
& Zumft 2001). También se ha observado que layodn de NO es regulada a traves
del efecto diferencial que sobre las reductasateiacas tienen diferentes compuestos
organicos oxidados (Knowles 1982); y que la reducde NO es regulada por el uso de
aceptores de electrones méas oxidados cuando ebnmarbrganico (CO) es limitante
(Betlach & Tiedje 1981).

En el caso de las areas oceanicas, la disponibilita aceptores y dadores de
electrones para la desnitrificacion depende de aomabinacion de procesos fisicos y
biolégicos. Es asi como el suministro de j;N@ependera de la concentracion de
nutrientes preformados en la masa de agua, deveg@dn horizontal ¢ vertical, del aporte
antropogénico a través de los rios, y de los poscde nitrificacion, reduccion asimilativa
y desasimilativa que tengan lugar (Codispbél. 1989, Cohen & Gordon 1978, Deutsth
al. 2001, Lipschultzt al. 1990, Woosteet al. 1965); mientras que la provision de CO esta
sujeta al flujo del material particulado desdeupesficie y de su eficiente remineralizacion
en la columna de agua bajo condiciones suboxicastgfet al. 2003, Van Mooyt al.
2002). En el PSO no existen estudios sobre lahiddad temporal y efecto de diversos
factores ambientales sobre la desnitrificacionp pam otros ambientes hipdxicos se ha
reportado que el suministro de Bl@ntropogénico puede incrementar la produccion de

N.O por desnitrificacion en areas costeras (Nafj\al. 2000) y que la desnitrificacion



puede estar limitada por la disponibilidad desN®por la proporcion N/C en el ambiente,
determinando la dominancia de la desnitrificaciomeo la nitrato amonificacion en la
columna de agua (Rénner & Sérensson 1985). Ah@m loon respecto al efecto de la
disponiblidad de CO, se ha observado que la oaigemasas y composicion de los
productos gaseosos de la desnitrificaciopQy N,), asi como la abundancia de bacterias
desnitrificantes en la haloclina y en la interféséca-anoxica puede ser regulada por su
suministro (Brettar & Hofle 1993, Brettar & Rheimmer 1992). De tal forma que el
suministro de CO puede llegar a ser tan 0 mas itaupter que el suministro de N@/o los
niveles de @ a la hora de modular las tasas de transformad@mitrogeno en areas
hipoxicas (Lipschultzet al. 1990). Se ha estimado que pequefias variaciones en
suministro de N@, CO y Q ocasionados por cambios en circulacion, estratin u
otros factores, pueden duplicar la tasa de derarion regional en el PSO (Codispeti
al.1989). Dichos cambios oceanogréaficos pueden aseqgmincipalmente a perturbaciones
intra-estacionales (ondas atrapadas a la costagmnuales (El Nifio) generadas en el
ecuador (Enfieldt al. 1987, Shaffeet al. 1997) que afectan comunmente al PSO y cuya
frecuencia parece haber sido incrementada porti@ded antropogénica, alterando aun
mas el clima del planeta (Codispettal. 2001).

1.4.- Diversidad de bacterias desnitrificanteslertéano

En principio es muy poco lo que se conoce respideia diversidad de las bacterias
desnitrificantes en el océano y particularment@reas deficientes en oxigeno. Ademas, la
relacion entre los procesos medidos y parametno® abversidad y abundancia de grupos
bacterianos responsables de los mismos en el gc@&nano de los aspectos mas
pobremente analizados debido a las dificultadesidas para la manipulacion de
microorganismos en campo y en laboratorio.

En las ultimas décadas se han desarrollado dive¥saikas de biologia molecular,
reemplazando los métodos tradicionales de aislamiecultivo, que permiten analizar la
diversidad bacteriana en muestras ambientales.ej@wmiplo, la amplificacion de regiones
del ADN ribosomal 16S en combinacion con la eldotesis en geles con gradiente y
denaturantes (Muyzeet al. 1996), han permitido estudiar la presencia y abooi

relativa de bacterioplancton en areas suboxicaduidas lasArchaea, las bacterias



reductoras de SO vy las nitrificantes (Muyzeet al. 1993, Teskeet al. 1996). Sin
embargo, como las bacterias desnitrificantes dogeinéticamente diversas, la Unica forma
de analizarlas es a través del uso de los genemhates que codifican para la produccién
de las enzimas desnitrificantes o reductasas d¢, NO y NO, denominados genes
(nirSy nirK), nor (norB) y nos (nosZ) respectivamente (Zumft 1997), como se muestra en
el diagrama siguiente.
nar nir nor nos

NO3z N® NO XD LY

Los genesiir y nos son los mejor conocidos y mas usados hasta ahoaaeptudiar
la comunidad desnitrificante en muestras ambientalee hecho, estos genes han sido
usados para cuantificar bacterias desnitrificaateaguas dulces y sedimentos (Michadey
al. 2000) y para analizar la diversidad de comunidadesnitrificantes en aguas
subterrdneas (Yaet al. 2003), suelos (Priemet al. 2002, Rosclet al. 2002), agregados
de cianobacterias (Toumainenal. 2003), sedimentos de lagos y rios (Bradteal. 1998,
Grintziget al. 2001, Taroncher-Oldenbuggal. 2003) y sedimentos estuarinos (Nogates
al. 2002). Particularmente, la diversidad del gerS se ha explorado en sedimentos
marinos del Pacifico noroeste (Braleerl. 2000, 2001) y Pacifico mexicano  (latial.
2003), asi como en la columna de agua del mar éogbdayakumaet al. 2004). De igual
forma este tipo de estudios han permitido detenmiuee la composicion de bacterias
desnitrificantes en diferentes areas, esta reladmrcon factores ambientales, comg O
NO;, NOs, CO, y salinidad (Jayakumatr al. 2004, Liuet al. 2003, Taroncher-Oldenburg
et al. 2003). Tales estudios refuerzan observacionesgsrgue muestran que la diversidad
de bacterias desnitrificantes varia en relacion cambios en los niveles de, @
disponibilidad de sustratos (Betlach & Tiedje 19&knin et al. 1989, Devol 1978,
Firestone & Tiedje 1979, Zumft 1997) y que de latribucion y abundancia de las
comunidades desnitrificantes, dependeran las tdsaslesnitrificacion que regulan la
produccién de BD en areas subodxicas (Brettar & Hofle 1993).

Desde esta perspectiva que describe tanto, lackatmelacion entre los factores
ambientales y aspectos como diversidad, abundangciaactividad de bacterias
desnitrificantes, asi como, las peculiaridades dnggimicas de la ZMO del PSO que la

caracterizan como un area de fuerte desnitrificagiflujo de NO hacia la atmdsfera; es



gue se generan las preguntas base para el desaedkste trabajo: ¢ Cual es la importancia
de la desnitrificacion en el reciclaje deNen ésta area?, ¢Esta el reciclaje d® N
controlado por factores ambientales? y ¢Varia Versidad genética de las bacterias
desnitrificantes, consideradas las principalesamsgbles del reciclaje deb®, en relacién

con los factores ambientales?

Las hipétesis de trabajo que seran contrastadas son
H1: El reciclaje de BD en la zona de minimo oxigeno frente al norte tdeCesta
dominado principalmente por el proceso de desicauGfon.

H2: El gradiente de ©Odentro de la zona de minimo oxigeno determinarésgmcia de
diferentes grupos de bacterias desnitrificanteslaeicolumna de agua, cada uno con
capacidad limitada para metabolizar determinadeptaces de electrones, regulando asi
las tasas de produccion y consumo neto gfe. N

El objetivo general de este trabajo es: Determifearcontribucion de la
desnitrificacion a la produccién y/o consumo dgONy su relacion con la diversidad
genética de bacterias desnitrificantes en la ZMiOhdee de Chile.

Los objetivos especificos son:

- Determinar la proporcion de,® que se recicla por desnitrificacion en la ZMO a
traves de técnicas indirectas que involucran eldesmhibidores especificos de la actividad
enzimatica. (ver manuscrito 1: Influencia del P disponibilidad de sustratos sobre el
reciclaje de MO por desnitrificacion a lo largo de la oxiclingpstior frente al norte de
Chile y manuscrito 2: Reciclamiento dejen el nucleo de la zona de minimo oxigeno
frente al norte de Chile).

- Estudiar el efecto de diferentes aceptores derelees y niveles de {Bobre las
tasas de consumo y/o produccién neta gle.\\Ver manuscrito 1 y 2).

- Determinar si la distribucion de,® en la columna de agua se relaciona con
cambios en la diversidad genética de la comunidatetiana desnitrificante por medio del
estudio de los genes funcionalesS y/o nosZ. (Ver manuscrito 3: Comunidades de
desnitrificadores tipairS en la columna de agua de la zona de minimo oxigkho

Pacifico Sur oriental).



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Area de estudio

La ZMO frente al norte de Chile, se encuentra bajo area costera muy productiva
donde se reportan valores de produccién primari@.fea 3 g C Mmdia® (Daneriet al.
2000). Dicha productividad es causada por eventosulgencia costera, en los cuales
asciende el AESS a la zona fética y fertiliza lam&a lo largo del afio con maxima
intensidad durante el verano y minima intensidadue el invierno (Blancet al. 2001).
Entre los principales focos de surgencia en el,aseaencuentran Iquique (21°S) y
Antofagasta (23°S) (Fonseca & Farias 1987), qeeofuescogidos como los lugares de
estudio por presentar ZMO subyacentes intensasmerss, donde se han observado
ademas, fuertes gradientes en sus caracterigsagasduimicas.

Para el desarrollo de los experimentos se tratmmjémuestras de agua tomadas de
la oxiclina superior y del nucleo de la ZMO (NZM@gbido al contraste en la distribucion
de nutrientes (N©, NO,) y gases (BD y O,) observado entre ellas. En la oxiclina
superior se observa un fuerte gradiente en lodesvde @ que van desde 50 a 9 uM
entre los 40 y 80 m de profundidad y la formaciérud méaximo de pO subsuperficial de
hasta 0.4 uM (Fariag al. en revision); de tal forma que la ZMO esta inmeksatro de la
capa fotica. En la base de dicha oxiclina (BOpgswn maximo de N subsuperficial,
asociado a un déficit de NO La presencia permanente de estas dos Ultimas
caracteristicas en la BO permiten delimitar el bosdperior del NZMO (Fariaat al. en
revision, Morrisonet al. 1999). Ademas, a esta profundidad es usual ermrountra alta
abundancia de cianobacterias Prdchlorococcus sp. y Synechococcus sp.) y de

procariontes no fluorescentes (Ulloa 2003). Poa qiarte, el denominado NZMO se



extiende entre los 100 400 m de profundidad y se caracteriza porque losles de @
pueden descender hasta <2.2 uM. A esta profundieladbservan los mayores niveles de
NO; (12-20 uM) y los mas bajos niveles de NE4 uM) y de NO (<0.01 pM), (Fariast

al. en revision).

2.2. - Cruceros oceanogréficos y enfoque metodobdgi

Los muestreos fueron realizados en dos estaciarstsras (ABGQ y CHBGQ) y
una estacion oceénica (CH120) durante el verana2-2003. Durante el crucero
DORMIDO (Diciembre 2002) se muestred en la estadi@&GQ frente a Antofagasta a
bordo de la embarcacion R/V Purihaalar y duranteretero CHUPS (Marzo 2003) se
muestred en las estaciones CHBGQ y CH120 frentgugmide a bordo del R/V Abate
Molina (Figura 2). Durante los muestreos se hicigerfiles verticales de Otemperatura
y salinidad a través de un sensor o CTDO, ajustadma roseta de muestreo con 10
botellas Niskin de 5 litros que fue usada para tdasmuestras de agua de mar requeridas
para el andlisis de nutrientes (NONO,, PQ,), gases (@y N,O) y ADN bacterial, asi

como para el desarrollo de los experimentos debagin en laboratorio.
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Figura 2. Ubicacion de las estaciones de muestreo.



2.2.1.- Determinacion de la proporcion deONque se recicla por desnitrificacion bajo
diferentes condiciones ambientales

En este caso, el disefio experimental incluyo tésniiedirectas que involucraron el
uso de inhibidores enzimaticos que permitieronrdeter:

- La cantidad de YO que es reciclado a niveles dgi@situ, en la parte media de
la oxiclina, la BO (Manuscrito 1) y en el NZMO (Mascrito 2).

- El efecto tanto del descenso en los niveles ghaSta anoxia (0 tM), como de
su ascenso a condiciones hipoxicas (22.3 uM) sdibh® reciclamiento, en la parte media
de la oxiclina, la BO (Manuscrito 1) y en el NZMB4gnuscrito 2).

- El efecto de la adicion de aceptores {N®,O 6 NG) y dadores (materia
organica disuelta) de electrones sobre la prodocgiéconsumo de M0 en la BO
(Manuscrito 1) y en el NZMO (Manuscrito 2).

Para determinar las tasas de producci&Ofd) y consumo (pOcd) de NO por
desnitrificacién, asi como su produccién por nda€ion (NOpn), se combiné el uso del
acetileno (Firestone & Tiedje 1979) y la aliltioare ATU (Ginestegt al. 1998) en los
experimentos, dado que éstos son inhibidores dgpacio de la reduccion de;® (caso
del acetileno) o de su produccion via amonio maxigemasa (caso del acetileno y ATU).
Los experimentos se realizaron bajo atmdésfera gdpaxa no alterar los niveles de D
situ. El burbujeo con Blo con una mezcla de;Ml, fue usado para inducir la anoxia o para
mantener un 8%[R2.3 uM) de saturacion de, @onsiderando la temperatura y salinidad
del agua de mar). Las tasas de produccién y cansienNO, NO; y NO, fueron
estimadas a partir del andlisis de regresion lidealos cambios en la concentracion de

cada i6n durante 12 horas de incubacion.

2.2.2.- Andlisis de la diversidad genética de badelesnitrificantes en la ZMO

En primera instancia y para poder estudiar la camepm (riqueza y abundancia) de
las comunidades desnitrificantes en el area, seiri@gdel uso de varias técnicas de
biologia molecular que incluyeron:

- La extraccion del ADN bacteriano desde muedjas fueron colectadas sobre

filtros de membrana durante el trabajo de campo.



- La estandarizacion del método de amplificacidra@és de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), del gen funciomas en muestras de la columna de agua.

- El andlisis del polimorfismo de los fragmentasgbs de restriccion terminal
fluorescente (PFLRT), obtenidos luego de la digestion las enzimas Mspl, Hhal y Taq],
en un secuenciador de ADN automatico.

De acuerdo con la altura de cada fragmento y elendide fragmentos observados
en los electroforogramas, se pudo determinar lagdmcia relativa y riqueza del gamS,
en diferentes profundidades y estaciones de moestfanbos parametros fueron usados
para estimar la diversidad de especies a travésindidte de Simpson, analizar la
similaridad entre comunidades usando el coeficidatdaccard y estudiar la relacion entre
la composicion de los genegSy los parametros ambientales prevalentes en laroa
de agua, a través del andlisis de correspondeacémica (Manuscrito 3).

En paralelo y para determinar la filiacion genéticsimilaridad de los genesrS
presentes en la ZMO Chilena, con aquellos repostagin otras areas y aquellos
reconocidos como organismos desnitrificantes, ge hkin analisis filogenético de las
secuencias obtenidas a partir de experimentosot@riento de los ampliconeg'S con
muestras procedentes de la BO y el NZMO (Ver Maritios8).



3.- RESULTADOS

3.1.- Influencia del @y disponibilidad de sustratos sobre el reciclagé N,O por
desnitrificacion a lo largo de la oxiclina superiil@nte al norte de Chile (Manuscrito 1).

La ZMO frente a Chile es considerada como una itapte area de produccion y
flujo de N,O hacia la atmésfera, con un impacto global po&éndPara estimar la
importancia de la desnitrificacién en el recicldgNO y determinar el papel deL® de
la disponibilidad de sustratos sobre dicho reaclag midieron tasas de®pd y NOcd a
lo largo de la oxiclina superior frente al norte @kile. Dichas tasas se midieron bajo
condiciones de ©in situ y anoxia; asi como, después de la adicion de arep{NQ o
NOz3) y dadores de electrones (glucosa y acetato de)sodando el método de inhibicion
con acetileno. La desnitrificacion parcial dgONa N, (o N,Opd — NOcd > 0), tuvo lugar
en aguas de la oxiclina media (~48.5 pl),@ tasas de 0.47 uM*dmientras que la
desnitrificacion total medida a través de la redarccompleta del BD (o N;Opd — NOcd
< 0), fue observada en la BO (a ~14.2 pMyCanoxia) a tasas de hasta 1 pM dLa
disponibilidad de N@ mas CO y no del N§ limito levemente el reciclamiento de®len
la BO. Al parecer, la toma activa de N@or varios microorganismos, puede ser la
responsable de los muy bajos niveles observadostaa peofundidad; a diferencia del
NZMO, donde una fuerte acumulacion de N@s observada tipicamente. Nuestros
resultados sugieren que las fluctuaciones gen@s que la disponibilidad de sustratos a lo
largo de la oxiclina superior, podrian impactantemente tanto la proporcion de@N,
gue es reciclada a través de la desnitrificaciéin,camo la magnitud del flujo de,®
oceanico hacia la atmosfera.

3.2.- Reciclamiento del JO en el nacleo de la zona de minimo oxigeno frahteorte de
Chile (Manuscrito 2).

La ZMO del PSO es una de las mas importantes &weatesnitrificacion en el
océano. Dicho proceso a su vez, es considerado comade los mas relevantes en el

reciclamiento del BD en esta region. El objetivo de este estudiodeterminar como



diferentes niveles dey la disponibilidad de aceptores y dadores detrelees afectan el
reciclamiento del BD en el NZMO. Las tasas de®pd (tratamientos con acetileno) y de
N.Opn (tratamientos con ATU), asi como las tasas glectl fueron determinadas bajo
condiciones de ©in situ, anoxia [0 uM O,) e hipoxia [(22.3 uM O,) y condiciones
experimentales potenciales (con adicidén de susiratha tasa de produccién deONtotal
(N.Opd + NOpn) fue de[2.62 uM d™* a niveles de @in situ (4.6 uM). La
desnitrificacion fue responsable de mas del 92%aderoduccion de pO total y la
nitrificacion de al menos un 8%. Practicamente(1% del NO producido fue a su vez
consumido por desnitrificacion. EI NOflue reducido dos veces mas rapido que e} NO
Las tasas de JOpd y NOcd decrecieron en mas de 90% bajo anoxia. Encestdicion,
se estimé una tasa de desnitrificacion depd2d™. La reduccién de N©fue similar a la
cuantificada a niveles de,@ situ, mientras que una alta tasa de acumulacion dé N@e
observada bajo anoxia. Contrariamente, incremeemo$os niveles de O([(22.3 pM)
duplicaron las tasas de,®pd. En consecuencia, la produccion gOpd a través de la
reduccion de N@ parece ser el proceso mas sensible a las fluonexide @ La adicion
de CO y NQ@ incrementaron levemente las tasas d®pd y NOcd, mientras que la
adicion de NO incrementd abruptamente las tasas @g®dd. El destino del N
reducido dentro del NZMO fue controlado principahtge por la concentracion de, @
indirectamente por la disponibilidad de CO. Losuitados indican que el reciclamiento
de NO en el NZMO podria depender de la dinamica oceaficg del PSO que involucre
cambios en los factores ambientales §Odisponibilidad de N@ y CO), como los

observados en el area durante los ciclos de O=xildel Sur—El Nifio.

3.3.- Comunidades de desnitrificadores tipoS en la columna de agua de la zona de
minimo oxigeno del Pacifico Sur oriental.

Aunque la desnitrificacion en la columna de aguaosgica es uno de los procesos
de mayor relevancia en las ZMO, muy poco es losgusabe respecto de las comunidades
involucradas en dicho proceso. Con el objetivoa®cer las comunidades desnitrificantes
presentes en la ZMO frente a Chile y de analizadistribuciéon en relacion con el
gradiente quimico observado en el area, se armlimdmposicion (riqueza y abundancia) a

diferentes profundidades y en dos sitios de la ZGtdlena (Antofagasta e lquique) por



PFLRT, y andlisis filogenético de las secuencisiermdas a través del clonamiento del
gennirS amplificado por PCR. HiirS es un gen funcional, que codifica para la redactas
de nitrito-citocromocd;, la cual cataliza la reduccion de N@ NO, un paso clave de la
desnitrificacion. Las comunidades presentes eddadocalidades geograficas presentaron
diferencias entre ellas a través de ambos anajisigmbios en la composicion genética
(riqueza y abundancia de PFLRT) de la comunidaelofu observados a lo largo de un
gradiente biogeoquimico en Antofagasta. Dichosbiasn al parecer se relacionan con la
distribucion de @ NOs y NO,” en la columna de agua, como se indico en el andles
correspondencia candnica. De ahi que tales facteeas claves en determinar la
distribucion de la comunidad desnitrificante adogb del gradiente quimico caracteristico
de esta ZMO. El andlisis filogenético agrup6 layonéa de clones del PSO en clusters de
genes distintos de esos considerados como ddsaifisfes nuevos y aun no cultivados.
Esos clustersnirS estuvieron relacionados distantemente con esosntados en la
columna de agua del mar de Arabia, pero la disafigenética fue ain mayor con
secuencias ambientales de sedimentos marinos dgde atro habitat. Estos hallazgos
sugieren que condiciones ambientales similaresaeBMO del PSO y mar de Arabia
provocaron el desarrollo de desnitrificadores cenogjposnirS semejantes a pesar de las

grandes distancias geogréficas.



4.- DISCUSION

4.1.- Tasas de desnitrificacion en el area.

La ZMO frente a la costa Chilena se caracterizaqer fuertes gradientes de, O
NOs, NO, y N;O a lo largo de la columna de agua (descrita enmasuscritos 1 y 2)
producto del fuerte reciclamiento biogeoquimicordglbbgeno y del carbono en el area. En
términos generales, la distribucion dggdesenta una fuerte oxiclina (50 a 9 uM @ O
entre los 40 y 80 metros de profundidad que est&iada con un maximo de.N
subsuperficial (de hasta 0.4 pM); mientras queadBQ a niveles de £<I5 uM, se observa
el incremento de NO y la disminucion de N@ que permiten delimitar el NZMO
(Morrisonet al.1999). En el NZMO, la nitrato reduccién consumenkayor parte del N©
conduciendo a la formacion de un maximo subsuparfiie NQ (9-12 uM) y a un
déficit de NQ' (<10 uM) que se extiende con el AESS hasta loS @#=8dele 1993). En el
NZMO se observa también la disminucion aparentdNgleé (<0.01 uM) que junto con
valores Redfield N:P andmalos reportados previae@davies & Morales 1998) han sido
atribuidos a procesos de desnitrificacion en eMt®ZTales distribuciones de NONO,

y NO, son consideradas como indicadores biogeoquindiedas condiciones hipodxicas,
tipicas de ambientes desnitrificantes como se ls@rehdo en el PSO (Codispeti al.
1989, Elkinset al. 1978), en el Pacifico nororiental (Casétal. 2001, Cohen & Gordon
1978) y en el mar de Arabia (Naqvi 1987, Patral. 1999, Yoshinarket al. 1997). Sin
embargo, estas caracteristicas son Unicas par8@ldado que en la ZMO del mar de
Arabia y del Pacifico norte los niveles de 1@ descienden a menos de 4.5y 13 pM O
respectivamente, y se encuentran entre los 20009 hietros de profundidad, donde se
reportan niveles de NO (>15 pM) y de NO (0.02-0.04 uM) por encima de los
encontrados en el PSO con maximos de I[$€cundario que soblo algunas veces exceden
los 6 UM en el mar de Arabia (Morrisehal. 1999), a diferencia de lo reportado en esta
area, donde se han cuantificado niveles deg N®hasta 23 utM (Codispatial. 1986).

En esta tesis reportamos las primeras cuantifinasidirectas de desnitrificacion en
el PSO entre 20-23°S. Dichas estimaciones muegtrara desnitrificacion es un proceso
anaerobico facultativo, activo a concentracione®gde hasta 48.5 uM, al contrario de lo
reportado clasicamente, donde se consideraba giestatrificacion era un proceso activo

a <4uM O, en ambientes naturales (Devol 1978). En estalardasnitrificacion total de



N.O a N se cuantificd a diferentes niveles dedéntre la BO (<14.2 uM 9y el NZMO
(4.4 uM Q) a tasas de hasta 1.0 y 3.6 puN tespectivamente. Aunque estas tasas fueron
estimadas solo en dos estaciones, las estimagooeenen de dos de las mas importantes
areas de surgencia costera frente a Chile, dusnpeeriodo estival, haciéndolas muy
representativas para el area.

A niveles de Qin situ, se cuantificaron tasas de nitrato reduccion mesy(entre 10
y 29 uM d' en el NZMO y la BO, respectivamente) que las rigpias previamente en el
PSO (<0.5 pM d, Lipschultzet al. 1990) que conllevaron a una acumulacién de’ NO
ambas profundidades. Por su parte, las tasas dériiescion (estimadas a través de los
experimentos con acetileno) mostraron que, en ldaBdesnitrificacion sucede a menores
tasas (0.4 - 1.0 pMY que las medidas en el NZMO (1.6 - 3.6 pN).cEstas diferencias
en actividad desnitrificante pueden obedecer a war@cion en factores ambientales
como el Q y la disponibilidad de aceptores y dadores detrelees a lo largo de la
columna de agua, que pueden haber determinado @sebila abundancia bacteriana y la
actividad desnitrificante, al igual como se ha obsdo en otras areas suboxicas (Brettar &
Rheinheimer 1992, Nagwt al. 1993, Ronner & Sorensson 1985). Las tasas detadarn
en la BO son similares a esas reportadas en oteas &uboxicas (usando también la
técnica de inhibicién con acetileno) tales comMat de Arabia con 0.11 uM'd(Naqvi et
al. 1993), aguas de la plataforma India con 0.3 [iMNRaqviet al. 2000) y el mar Béltico
con 0.14 uM @ (Brettar & Rheinheimer 1992). Por el contrarios ltasas de
desnitrificacion determinadas en el NZMO bajo ¢oiothies de @ in situ (hasta de 3.6
1M d?) distan en dos 6rdenes de magnitud (13 g°Miio’) de esas estimadas para el PSO
por Codispotit al. (1989) entre 10-25°S (0.17 g Naiio?).

La gran diferencia entre estas estimaciones puee@eger a varios factores; uno de
ellos es que las tasas de desnitrificacion medida@ante nuestro estudio (a través de la
acumulacion de pO generada por la inhibicion de laN reductasa por el acetileno)
pueden haber sido sobreestimadas en el caso darination de las muestras cop ©
gue puede conllevar a una mayor produccion g@ por desnitrificacion como ha sido
observado en experimentos con cultivos puros (Benat. 1989). Es por esto que para
propodsitos comparativos tomamos las tasas de désadion medidas bajo condiciones

subdxicas (cercanas al limite de deteccion), eintilo asi el posible artefacto ocasionado



por la presencia de OTales tasas oscilaron entre 0.2-0.5 pifvild cual equivale a 1.0 —
2.5 g N nfafio®. Estas tasas, sin embargo, difieren en un ordemafnitud respecto de
las estimaciones previas para el PSO, probablenpentdiferencias entre los métodos de
estimacion. Es asi como las tasas de desnitrifinaniedidas en la ZMO del Perd, que
hasta ahora ha sido el sitio mas estudiado en @, R&ron determinadas a través de
valores de integracion del déficit de N@n la columna de agua por Codispeitial.
(1989). Al parecer este método puede subestintemacion de N@ por desnitrificacion
en un factor de dos, dado que se pueden exclucioeees e interacciones en el ciclo del
nitrdgeno importantes, como lo discute Codismbtial. (2001). Tal es el caso de la
nitrificacion, proceso a través del cual se prowke aceptores de electrones a la
desnitrificacion. Ademas, las estimaciones de sttigficacion en la columna de agua han
sido escasas y cubren una limitada escala espamjetral, que hace dificil su
comparacion. También debemos tener en cuenta gjiiasias de desnitrificacion reportadas
en este trabajo fueron determinadas durante undmede surgencia costera en el norte de
Chile que pudo determinar un mayor flujo de matergénica al fondo y por ende mayor
actividad desnitrificante. Por otra parte, taléerdncias también pueden deberse a
cambios en la oxigenacion de las AESS que handtewaincrementos en las condiciones
hipéxicas/subdxicas en las Ultimas décadas y pde enuna aceleracion de las tasas de
desnitrificacion, como ya se observo en la ZMO BReaven 1985 (Codispatial. 1986) y
como se ha reportado también en la columna de dguatras areas hipoxicas como la
plataforma India (Naqvet al. 2000) y el Mar Béltico (Shaffer & Ronner 1984El
impacto de la actividad antropogénica sobre elbtanclimatico del planeta, que ha
llevado a alteraciones en la circulacién oceaniednyosférica traducidas por ejemplo, en
incrementos en la frecuencia de los ciclos El Nifia Nifia en el Pacifico Sur (Codispoti
et al. 1986), asi como en el aumento del ingreso dgy@e NQ terrigeno y edlico al
océano (Codispott al. 2001), pueden ser los principales responsabléssdeambios en
las tasas de desnitrificacion marina, sobre toda®areas costeras.

Nuestros resultados indican que la estimacioncuoaservativa de desnitrificacion
en la columna de agua del PSO entre 2B 2Bonsiderando un volumen de 3 X316°)
bordearia los 30 Tg N afio Dicha estimacién, sin embargo, es alta con rtepe las

estimaciones realizadas recientemente para el R8Giderando el area involucrada.



(Tabla 1). Con estos resultados, es claro quesarple las sobre o subestimaciones en
gue se haya incurrido a traves de los diferentésdné de evaluacion, en la ZMO del PSO
existe un gran potencial de desnitrificacion eocdlumna de agua, que puede incrementar
aun mas el desbalance del nitrégeno combinado ecézino (Codispoti & Christensen

1985) y por ende el presupuesto global del nitrégen

Tabla 1. Estimaciones de desnitrificacion en laicwia de agua de las ZMO oceéanicas

Ubicacion Tg N afio" Autor
Pacifico Norte y Pacifico Sur oriental (10233 75 Codispoti et al. 2001
Mar de Arabia 65 Codispoti et al. 2001
Mar Béltico, Mar Negro y Fosa de Cariaco 10 Codisgioal. 2001
Plataforma India occidental 5 Codispoti et al. 2001
Otras areas 5 Codispoti et al. 2001
PSO entre (20-2%) 30 Este estudio

4.2.- Efecto del @sobre el reciclamiento deL® por desnitrificacion.

Este estudio muestra que la desnitrificacion eproseso regulado principalmente
por el Q, y que de él depende estrechamente el reciclamniémtNO y en parte, su
distribucion a lo largo de la columna de agua higgbXver manuscrito 2). Es asi como se
observé que en la parte media de la oxiclina (4@res) niveles de Dde 48.5uM
permiten la produccion de,® a través de la reduccion de NO pero inhiben gran parte
(78%) de la reduccion de,@, generando asi, tasas de desnitrificacion pateiabrden de
0.47uM d™. Por otro lado, en la BO y en el NZMO (a 80 y 2@étros de profundidad) con
14.2 y 4.40M O, respectivamente, la desnitrificacion es total2-@6uM d™); sugiriendo
una completa reduccion dep® a N. Esto implica que, tanto el maximo como el minimo
de NO, presentes en el area de estudio, pueden sécaglqd en parte por desnitrificacion
parcial y total respectivamente (ver manuscrito 12)y Sin embargo, aunque la
desnitrificacion contribuye en parte a dicho maxisia duda la activa nitrificacion (0.62
uM d) en la BO, estaria participando también, en étige de NO en la ZMO (Molina
et al. en prensa). De hecho, se ha atribuido a la ©@dfon como la principal fuente de

N>O subsuperficial, a través de modelos tedricos i&poti et al. 1989), analisis isotopicos



(Kim & Craig 1990) y aproximaciones geoquimicas\{idenet al. 2003). El hecho de que
también en el NZMO se cuantifico la produccion ¢g©M través de la nitrificacion (8%),
permite apoyar la idea propuesta previamente @mw K Owens (1990), Naqvi &
Noronha (1991) y Naqvet al. (1998) respecto de un acople entre las comunidades
desnitrificantes y nitrificantes que participanlarmproduccion de pO a niveles subdxicos.
A la luz de los nuevos hallazgos, no se debe deseorla probable contribucion a la
produccién de BD en el area por parte de procesos como la nétcificm desnitrificante
(Wrageet al. 2001), la nitrato amonificacion (Omnetsal. 1996, Samuelsson & Roénner
1982) y la oxidacion de amonio anaerodbica (Kuygeses. 2003, Ward 2003) que han sido
ya cuantificados en otras areas suboxicas y/o eagxi

A través de estudios de laboratorio con cultivosopu se ha podido determinar el
efecto de cambios en los niveles de oxigenacibresa desnitrificacién. Dichos estudios
muestran que el Oregula la actividad de las reductasas desnitnfes de manera
secuencial a traves de cambios en los niveles geesivn genética (Kérner & Zumft
1989), que la reductasa deNpuede ser inhibida irreversiblemente a nivele©ge16
UM (Betlach & Tiedje 1981, Bonin & Gilewicz 1991)que el NO puede ser producido
por desnitrificacidn a concentraciones dg Qe entre 22 y 111 uM (Lloyet al. 1987,
Otte et al. 1996, Takayaet al. 2003). También se ha reportado a través de estult
laboratorio que el pD no es reducido totalmente en condiciones ana&®ljFirestone &
Tiedje 1979, Korner & Zumft 1989), que la reductaka NQ es muy sensible a las
fluctuaciones del & acarreando acumulacion de N@ N,O (Kesteret al. 1997, Kdrner &
Zumft 1989) y que la reduccion de BlGucede aun en presencia del (Kesteret al.
1997). Varias de estas observaciones fueron reteabién durante nuestro estudio
como se recopila en la Tabla 2. En dicha tablawsestra como el incremento en los niveles
de G (de 4.4 a 48. pM) a lo largo de la ZMO (entre el NZMO vy el bordgosrior de la
misma) regula el aumento en la reducciéon deg M@sta un maximo (200%), a M O..
La reduccion de N© permanece activa aun en condiciones oOxicas (48.%,), bajo la
cual por el contrario, la reduccion delies fuertemente inhibida (90%). Los resultados
mostraron ademas que la anoxia no llevo a redud¢otéhdel NO y que la respuesta de las
comunidades a dicho efecto es muy variable ened, &l igual como se ha reportado en

suelos y cultivos puros (Firestone & Tiedje 197)NO, por su parte, se acumuld en



diferente proporcion a todos los niveles dg (Excepto a 22.3IM) llevando a grandes
variaciones (<67 a >300%) en sus tasas de wwWagidn y en las tasas de
produccién de BD (<70 a >1200%) sobre

Tabla 2. Tasas de reduccion (-) de NDO, y N,O, produccion (+) de }D y fraccion
(%) de cambio de dichas tasas ante el incremenimsariveles de @naturales o inducidos
(*) en el laboratorio, en muestras agua provengente la ZMO frente al norte de Chile.
** yalores comparados con respecto a 3\20O..

Nivel de Q (UM)
Proceso Anoxia* Suboxia Hipoxia Oxia**
(UM d) 0 4.4 6.9 142 | 223 | 485
NOs reduccion -185a-7.0 -9.1 -9.8 -29.5 -45.6 -20.6
<51%, >30% | >8% | >200% | >55% | <55%
NO; reduccién -2.4a+3.6 +1.2 +3.6 +0.8 -1.7 +0.1
<67%, >150% | >200%| <78% | <300% | <87.5%
N,O produccion 0.2a 29 2.61 2.40 0.71 5.16 0.60
>1200%,<10%| <9% <70% | >600% | <18%
N20 reduccion -0.2a-2.23 -3.21 -2.52 -1.36 Nd -0.1
>1500%, >44% <21% | <46% <90%

todo en el cambio de la anoxia a la suboxia. Diechesltados sugieren que la reduccion de
NOs, NO, y N.O en condiciones naturales muestran una respudst@ntial en su
expresion ante las fluctuaciones ef) Pque la reduccion de NCen la columna de agua
hipoxica/suboxica puede ser el paso mas sensildiedksnitrificacion a las oscilaciones en
O,; caracteristicas que son similares a las obsesvadaviamente con cultivos puros
(Firestone & Tiedje 1979, Kestetral. 1997, Korner & Zumft 1989). Sin embargo, la fuerte
variacion en las tasas de p@mbién puede estar enmascarada por su rapicddaragnto
en la columna de agua a través de procesos quanllavia produccion de ;N por
desnitrificacion y desnitrificacion nitrificanteg produccion de NH por via desasimilativa
o asimilativa, la producciéon de NOpor NQO, oxidacion y la produccion de ;Nvia
oxidacion de amonio anaerdbica.

Los resultados sugieren ademas que condicionesa@aa asi como incrementos



en los niveles de £>22.3 uM (dentro del NZMO), podrian llevar a fesralteraciones en

el reciclamiento del pO en la columna de agua, principalmente a travéa celuccion del
NO, (Manuscrito 2). Es asi como la anoxia podriaraearun fuerte descenso en la
producciéon neta y en la fraccion dgONque es producido por desnitrificacion en la parte
media de la oxiclina, asi como una mayor acumutadi® NQ  en el NZMO, quiza con
efectos nocivos para las comunidades planctonidi@stras que un cambio de condiciones
subodxicas (<4M) a hipoxicas (224M) en el NZMO podria ocasionar que elNen vez

de ser consumido en su totalidad por desnitrif@@a@omo es observado usualmente, sea
producido por desnitrificacion a muy altas tasasb(a 2).

Aunque son pocos los estudios desarrollados enigal@on el efecto de cambios
en los niveles de $sobre la desnitrificacion en areas subodxicas sep@tado produccion
de NO a través de la desnitrificacion parcial en el NBaltico (Rénner & Sdrensson
1985), en aguas de la plataforma India (Nagvial. 2000) y en un estuario del
Mediterraneo (Boniret al. 2002). En tales casos, la reductasa gl@ fhe también inhibida
a niveles de © >22 puM, a diferencia de lo observado en este mstddnde la
desnitrificacion parcial tiene lugar aun a 48.5 @Y (Manuscrito 1), corroborando que
muchos desnitrificadores y quiza nitrificadoresotndficos con capacidad desnitrificante,
pueden producir mayores proporciones dé ijue de Nen la medida que la tensién de O
incrementa y que la reductasa d®Nes inhibida (Boniet al. 1989, Takaya&t al. 2003,
Wrageet al. 2001).

Por otra parte, en condiciones naturales las catades desnitrificantes pueden
responder de manera diferencial a la fluctuacidrOdelependiendo también de su estatus
fisiologico, composicion y abundancia; factores @usu vez estaran regulados por la

disponibilidad de sustratos en cada ambiente dicplar (Firestone & Tiedje 1979).

4.3.- Efecto de la disponibilidad de sustratogaseabreciclamiento del 0.

En este sentido, la disponibilidad de aceptoresagores de electrones ha sido
generalmente aceptada como otro factor que regadatdsas y ocurrencia de la
desnitrificacion (Hattori 1983). Los resultadogligan que las comunidades que reducen
NOs, NO, o0 NbO a lo largo de la columna de agua en el area telies pueden estar

limitados diferencialmente por dadores y aceptdeeslectrones como se ha observado en



otras areas subodxicas, donde la ocurrencia, tasasposicion de los productos gaseosos e
idnicos de la desnitrificacion depende de su didplaiad (Bonin et al. 2002, Brettar &
Rheinheimer 1992, Naqget al. 2000). Es asi como diferencias en la dispongolide NQ@

y carbono organico (CO) entre estaciones puedenresponsables de los cambios
observados en la proporcion produccién/consumoNg@ reciclado a través de la
desnitrificacion, que pueden incrementar al dolalefraccion de BO producida por
desnitrificacion en el NZMO frente a las costadgléque, o disminuirla totalmente en el
NZMO a 200 km de la costa (Manuscrito 2). De otastgy los resultados mostraron que
también los bajos niveles de®l presentes en el NZMO, estan limitando la de$icagdion

a esta profundidad (Manuscrito 2), corroborandoisu como aceptor de electrones, como
se ha observado con cultivos de bacterias (Korngud&ft 1989) y como se ha propuesto
previamente para las areas subodxicas (Codispothfstensen 1985, Elkinat al. 1978,
Lipschultzet al. 1990). De hecho, se sabe que la reduccion £ Ms méas favorable
energéticamente (-81.6 kcal) que la reduccion ddodéxde nitrdgeno menos reducidos
(Thaueret al. 1977) y que dicha reaccion es favorecida en artdseteficientes en Oy
limitados por CO (Brettar & Rheinheimer 1992).

Los resultados también sugieren que en la BO, aatlitia de lo observado en el
NZMO, es el NQ y no el NQ" el que esta limitando la desnitrificacion, reforda la idea
de reoxidacion de NOen el borde superior de la ZMO como propuso Lipkehet al.
(1990) y que de hecho se ha cuantificado en eld@eesstudio, a una tasa de 0.67 uM d
(Molina et al. en prensa). Adicionalmente, la probable asindlace NQ™ por parte de las
cianobacteriasProchlorococcus y Synechococcus (Moore et al. 2002) que a veces se
observan a esta profundidad (Ulloa 2003) podriantrituir con dicha limitacién. Ahora
bien, el incremento en la produccion dgONluego de la adicion de NOpuede deberse
también a que la formacion de® a partir de la reduccién de NGs mas favorable
energéticamente (-73.2 kcal) que la produccion ¢g@ tesde el N© (-46.7 kcal) como
aceptor de electrones (Thaweral. 1977). Estos resultados sugieren ademas quepued
existir bacterias en la BO que son capaces de ired@ a NbO como producto final, al
igual como se ha observado en la interfase agumeertb de estuarios eutroficados
(Donget al. 2002). En otras areas hipoxicas también se hategjp que diferencias en

la disponibilidad de sustratos en la columna deaagciden sobre la desnitrificacion. Es



asi como en el oeste del Mar Baltico se ha reporgaé el NQ limita la desnitrificacion y
gue la adicién conjunta de NOy CO conduce al predominio de la nitrato amondiéa
por sobre la desnitrificacion (Rénner & Sorenss@)9mientras que en la parte este del
Mar Baltico se ha observado que la disponibilidadCO y no la de N incide sobre
las tasas de desnitrificacion y sobre la abundateidesnitrificadores que producesO\a
lo largo de la columna de agua (Brettar & Hofle 3,9Brettar & Rheinheimer 1992). En
la ZMO Peruana también se ha reportado a travé®stimaciones directas que la
disponibilidad de CO es mas importante que la aunaeion de @ para las
transformaciones del nitrogeno en el area (Lipgzhalal. 1990), mientras que Codispoti
et al. (1989) han calculado a través de estimacionegésdque variaciones de tan solo
5% y 10% en el suministro de CO y, @espectivamente, podrian doblar la tasa de
desnitrificacion en el PSO. Sin embargo, dichasa@gaciones son un tanto contrarias a lo
observado a través de este estudio, dado queetndtados sugieren que aunque la
disponibilidad de CO y aceptores de electronegalacdesnitrificacion y el reciclamiento
de NO en el PSO, su efecto es menor al que puede oeasefluctuacion del ©

Ahora bien, las diferencias observadas en la ZM@de@& con respecto a las
observaciones realizadas en otras areas suboéxigsdem deberse a una variedad de
procesos oceanograficos y biolégicos que afectiamedicialmente a cada area oceanica.
Entre estos esta el hecho de que la ZMO frenteike Gb adentra en la zona fética y
fertiliza el area con N© durante la surgencia de AESS, haciendo de estaufy@ zona
muy productiva; y donde el reciclamiento del cadbgndel nitrogeno es muy activo.
Ademas son varios los factores fisicos, quimicobigtogicos los que determinan la
disponibilidad de aceptores y dadores de electrenessta area que deben ser tenidos en
cuenta. Es asi como la disponibilidad desN® NGO, varia en razén de los niveles
preexistentes en el agua, de la entremezcla dasntis agua con diferentes niveles de
nutrientes (Friederich & Codispoti 1987), de prasede adveccion horizontal y vertical
(Codispotiet al. 1989) y de la actividad conjunta de comunidadésaibianas que lo
utilizan en sus procesos metabdlicos asimilativoesasimilativos, o que lo remineralizan
en la columna de agua.

De otro lado, la disponibilidad de CO, depende filgdb de material particulado

desde la superficie o desde la costa y de su metficiemineralizacion en la columna de



agua suboxica (Pantogh al. 2003); mientras que la concentracion g©Nepende de las
tasas de reduccion de B/ N,O, de los niveles preexistentes en el agua y de su
suministro por adveccion horizontal y vertical, agimo por difusion turbulenta o
molecular a través de las oxiclinas (Codispetial. 1989). Adicionalmente, existen
diferencias a escala espacial (superficie-fondstacocéano, latitudinales) y temporal
(diaria, estacional, interanual) reportadas parared (Gonzaleet al. 1998, Iriarte &
Gonzéalez 2004, Moralest al. 1999, Moralest al. 2001, Pantoj&t al. 2003, Troncoset
al. 2003, Ulloaet al. 2001) que determinan diferencias en la dispbdéad de Q y de
sustratos, y por ende en la composicién y actividiadas comunidades microbianas a lo
largo de la columna de agua y entre localidades.

4.4.- Las comunidades desnitrificantes en el PSO.

En este sentido los resultados del estudio de haposicion y diversidad de la
comunidad desnitrificante, a través del gen furalicle la reductasa de Nezitocromocd;
0 nirS, muestran que ciertamente la composicion genédéadicha comunidad (analizada a
traves de la rigueza y abundancia de los fragméatges de restriccion terminal o FLRT)
varia en relacion con el gradiente quimico obsereare la BO y el NZMO, asi como
entre estaciones de estudio (Manuscrito 3). En amasos se observé que de acuerdo con
los niveles de @ NO, y NO;s™ presentes, varia la composicion de geneSen el area de
estudio. El efecto de diferencias en condicioneli@males sobre la composicion genética
de comunidades desnitrificantes ha sido observadeigmente en sedimentos marinos
(Brakeret al. 2001, Liuet al. 2003, Scala & Kerkhof 1999) y en la columna deaadal
mar de Arabia (Jayakumat al. 2004). Algunos de estos estudios han mostrago qu
factores como & NOs; (Liu et al. 2003), CO, nitrégeno inorganico, salinidad
(Taroncher-Oldenburget al. 2003) y NQ (Jayakumaret al. 2004) determinan la
composicion de las comunidades desnitrificantesagla ambiente.

Los resultados sugieren que incrementos en largiilael de genenirS en la
ZMO del PSO pueden asociarse con incrementosseniveles de N© hacia el NZMO,
al igual como se ha reportado para las aguas stdsogel Mar de Arabia (Jayakunshial.
2004); no obstante, los datos también indican gueateraccién de microorganismos que
compiten por la toma activa de N@n la BO (manteniéndolo a niveles <0.38 pM) tambié

estan determinando la diversidad de gemeS de la comunidad desnitrificante a dicha



profundidad. De ahi, que tanto factores biolégicoso quimicos deban ser tenidos en
cuenta en este tipo de andlisis.

Por otro lado, los datos muestran que asi comoFh&T-nirS especificos para
cada profundidad o estacién, existe del mismo modpredominio de ciertos FLRT en la
columna de agua que incrementan su abundancia ¢ladiaMO; sugiriendo la existencia
de adaptacion fisiologica de las comunidades dntarebio en factores ambientales. Esto
indicaria, por ejemplo, que el mismo grupo deditémte podria estar participando de la
produccién de D en la BO y de su consumo en el NZMO, lo que eapla que la
composicion genética de la comunidad desnitrifeantipo nirS no cambie
significativamente en relacion con la distribucdNO observada en la columna de agua.

No obstante, el analisis filogenético de los geng§ mostré que similares
parametros quimicos en la columna de agua subdricBSO y del mar de Arabia pueden
haber generado el desarrollo de comunidades désaiites hermanas a pesar de las
grandes distancias geogréficas. Sin embargo, @lsanfilogenético también evidencid
gue asi como en el PSO hay organismos con secaanaia similares a la de organismos
de otras areas geograficas que sugieren su anmtliduicion en el océano; también en esta
area se encontraron nuevos organismos desnittéigacon secuencias Sunicas, y que a
Su vez son caracteristicos de una u otra estadstera. Estos resultados sugieren que
deben existir factores ambientales adicionalesastudiados, que estan determinando la
composicion de las comunidades desnitrificantetario largo de la ZMO chilena, como
entre areas suboxicas. Uno de ellos podria sersfomiblidad de micronutrientes tales
como el Cu y el Fe, esenciales para la actividackda una de las enzimas desnitrificantes
(Zumft 1997). En este sentido al andlisis filogamétrefuerza esta idea, dado que la
mayoria de las secuencias provenientes del NZM@ {aBO estuvieron estrechamente
emparentadas caviarinobacter sp. y Pseudomona fluorescens, organismos que producen
marinobactinas (Martinea al. 2000) y pioverdinas o seudobactinas (Cornelis &thljs
2002), reconocidos sideréforos envueltos en la tden&e por desnitrificadores. Dichos
resultados aluden a la importancia potencial denliesonutrientes y en especial del Fe, en
determinar la composicion y actividad de comunidadisnitrificantes en la ZMO del PSO
gue se encuentra bajo una de las areas de surgesstira, considerada como un
ambiente limitado por Fe (Dezileatal. 2004, Hutchingt al. 2002).



4.5.- Consideraciones globales y perspectivas.

Los resultados de este estudio muestran que laéaseiclamiento de JO a través
de la desnitrificacion es mayor de lo que se ha&isitanado previamente para el PSO,
realzando la significancia del area para el pressgouglobal del nitrogeno y deb®. Sin
embargo, la fraccion de,® que es reciclado por desnitrificacién y que puldokrarse
desde el océano a la atmoésfera, esta fuertemdatéoreada con la variabilidad temporal y
espacial de los factores ambientales que reguldr giroceso, tal como el,@n primer
lugar y el NQ@Q, NGO, y CO en segundo lugar. Es asi como cambios agéricos que
conduzcan a incrementos en el ingreso de nutriemesyuas costeras desde la atmosfera,
aguas subterraneas y escorrentia, pueden llevdgsalrollo de suboxia y anoxia en las
areas costeras acarreando significantes incrementiasdesnitrificacion y en las emisiones
de NO desde el océano. Adicionalmente, cambios emiesles de @ en la ZMO
producidos por diferentes procesos oceanografigas,sea estacionales, interanuales
(ENSO), decadales o mileniales (glaciaciones) hadido afectar dicho reciclamiento,
directamente a traves de la desnitrificacion oreddamente a través de la nitrificacion. En
consecuencia, los cambios en Yen el suministro de nutrientes, pueden y haridood
alterar el flujo de BO desde el PSO a diferentes escalas espacio-teegoadectando
claramente la magnitud de las estimaciones @€ Wo N, perdido hacia la atmésfera
desde esta area, con consecuencias para los matigtésicos y para los presupuestos
globales del nitrégeno.

De otra parte, el analisis genético evidencié gueesnitrificacion en el océano es
llevada a cabo por microorganismos que estan mumcés diversificados de lo que
previamente se creia y que las bacterias desrainies marinas al parecer tienen un
potencial de adaptacion fisiolégica a los cambiodas condiciones ambientales, que les
permiten su activa participacion en el reciclajenitedgeno en la columna de agua. No
obstante, existen algunos grupos unicos en la ZMIOP&O que pueden desempefiar un
papel especifico dentro de las transformacionesittéigeno que aun desconocemos. De
ahi que trabajos futuros deban enfocarse en ekmngérticular de estas comunidades que
permitan aislarlas, identificarlas y ahondar aurs er el estudio de su funcién y diversidad
en el ambiente, de la cual hasta ahora conocenwsiisa pequeia fraccion. En ese sentido

se puede hacer uso de las herramientas moleculasasrolladas para el estudio de las



proteinas (protedmica) y genes (gendmica) de digemsicroorganismos, tales como PCR
cuantitativo, RT-PCR (que usa la transcriptasa rsajey micro-arreglos entre muchos
otros, que en la medida que sean mejoradas peémilir deteccion, cuantificacion y
analisis de la actividad o expresion de cada unlsigenes involucrados en el ciclo del
nitrégeno y especificamente en la desnitrificagida produccion de gases traza, como son
los genesiir (NOy), nor (NO) y nos (N,O) en diferentes ambientes oceanicos. Asimismo,
este estudio indica que la dindmica funcional eitaee desnitrificadores y las demas
comunidades microbianas responsables del reciddjeitrogeno en el PSO puede ser muy
compleja. De ahi que se generen preguntas respectdmo tales comunidades responden
a las fluctuaciones temporales del ambiente quintieda importancia de la disponibilidad
de micronutrientes como el Fe y el Cu para la defscecion en las ZMO y de cédmo la
variacion de los pardmetros fisico-quimicos en 2840 del océano inciden sobre la
produccién de NO, PO y N, a diferentes escalas espacio-temporales que pernit
mejor analisis de los balances globales ¢@.N

En conclusion, la ZMO Chilena posee una comunidemhitrificante muy activa, a
través de la cual el es reciclado a tasas mayores que las estimagl@sipente para el
PSO y para otras areas con condiciones hipéxioakaees. Los resultados también indican
gue el reciclamiento del X es influenciado principalmente por los nivelesQiey en
menor grado por la disponibilidad de nutrientesidiees que pueden incidir directamente

sobre las estimaciones globales dgDN
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