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RESUMEN

Los microorganismos son componentes claves declmsstemas oceanicos, por lo que
conocer su diversidad y distribucion es crucialapaomprender y anticipar sus
respuestas a cambios ambientales. El Sistema deeies de Humboldt (SCH)
determina las caracteristicas oceanogréficas de gmete del mar costero de Chile.
Frente a la zona central de Chile, el SCH preseméamarcada variabilidad estacional,
identificandose dos regimenes climatico-oceanagraficontrastantes — primavera-
verano y otofio-invierno — donde la principal vhlgaque afecta al bentos sublitoral es
la presencia o0 ausencia, respectivamente, de tandeada “Zona de Minimo Oxigeno”
disuelto (ZMO). Los sedimentos bajo la ZMO son si@n compuestos sulfurados y
constituyen el “Sulfureto de Humboldt”, habitat edensas y masivas comunidades de
bacterias filamentosas multicelulares gigantes ypdeo estudiadas poblaciones de
bacterias clasicas, de eucariontes unicelulares pedueiios metazoos. En el presente
trabajo se presentan los patrones de riqueza &specidiversidad de las comunidades
de bacterias bentonicas en la Bahia de Concepdebplgtaforma continental adyacente
y sus cambios en el tiempo y espacio. Para esitlig® muestras de ADN de muestras
bentdnicas obtenidas en cuatro estaciones de raoessitadas en diciembre 2007, abril
2008, septiembre 2008 y enero de 2009 y datos atabée pertinentes. Usando
métodos moleculares cultivo-independientes (pinoseciacion paralela masiva de la
region V6 del gen 16S del ARN ribosomal) y la imi@ciéon molecular obtenida de cada
bacteria, se crearon unidades taxondmicas opesde®(OTUs) basadas en criterios de
similitud entre las secuencias V6. Esta técnicangerestudiar las comunidades de
microorganismos presentes en muestras ambientalescsrrir a la taxondmica clasica.
En seguida, utilizando la informacion relativa a f2aTUs y la correspondiente a las
variables ambientales (temperatura, salinidad, emdgdisuelto y surgencia producida
por el viento), se investigaron los patrones espnporales y las variables

oceanograficas que mejor explican tales patrones.



Comparadas con estudios similares en otras locagjaitilizando el mismo método, las
bacterias del Sulfureto de Humboldt presentarororeal mas altos de riqueza de
especies y diversidad. Las estimaciones de riqdez®TUs sugiere la existencia de
46.658 OTUs diferentes de los que solo logramosperar el 33%. Usando el método
del escalamiento multidimensional se generaronagufe OTUs asociados al periodo
(estacién del afio) y a los sitios (estaciones) destneo. Al evaluar la significancia de

los grupos observados se encontrd diferenciasfisigiivas asociadas a los periodos
(estaciones del afio) de muestreo pero no asi corlotalidades (estaciones) de
muestreo. EIl andlisis para dilucidar la relaciditree los patrones observados en las
comunidad y las variables oceanogréficas, india® lgusalinidad, la profundidad de la

oxiclina <1 mL/L de oxigeno disuelto y la profunddd de las muestras bentdnicas
explican un 42,4% de la varianza observada. Loglteslds de este trabajo dejan en
evidencia una zona que presenta una comunidadriaacteica en especies y de alta
diversidad cuya composicidn y estructura obedecemnaacoplamiento con la

estacionalidad de los procesos oceanograficosnaigie.



ABSTRACT

Because microorganisms are key components of oeeasystems, to know their
diversity and distribution is essential to underdtand anticipate responses of marine
ecosystems to environmental changes. The Humbaldeft System (HCS) determines
the oceanographic characteristics of most of thestad sea of Chile. Off central Chile
the HCS presents a marked seasonal variability watle contrasting climatic-
oceanographic regimes — spring-summer and fallevirt- where the variable that
affects the sublittoral bentos is the presencebseiace, respectively, of the so-called
“Oxygen Minimum Zone”. The sediments under the OMZ rich in sulfur compounds
and constitute the “Humboldt Sulfuretum”, the habibf extensive and massive
communities of giant filamentous multicellular bextd and of yet unsufficiently studied
populations of classical bacteria, unicellular eyktes and small metazoans. In this
work | present the patterns of species richnesgamasity of the community of benthic
bacteria of the Bay of Concepcion and adjacentf sived their temporal and spatial
changes. For this | used data from four benthimpsiag stations visited during
December 2007, April 2008, September 2008 and Jdan@A09. Using culture-
independent molecular methods (massive paralledgegiuencing of the V6 region in
the 16S rRNA gene) and the molecular informatiobtamed for each bacterium, |
created Operational Taxonomic Units (OTUs) basedtlmn similarity of the V6
sequences. This technique allows community studidisout reference to taxonomic
identifications. | then used the OTUs-related infation as well as that of the
environmental variables (temperature, salinity,saliged oxygen and wind-driven
upwelling) to find the spatial and temporal patseignd identify the oceanographic

variables that best explained those patterns.

Compared with similar studies elsewhere, usingstlrae method, the benthic bacteria of
the Humboldt Sulfuretum showed higher species gsknand diversity. Estimates of
OTUs richness suggest the existence of 46.658 OdtJshich | only recovered 33%.

Using the multidimensional scaling method, group®®Us associated with the period



(season) and sampling sites (stations) were getkrAn evaluation of the significance
of the observed groups significant differences @sased with the period of sampling
(seasons) but not with sampling locality (sampktation), were found. The analysis to
elucidate the relationship between the observed nonamty patterns and the
oceanographic variables showed that salinity, depttme oxycline <1 mL/L dissolved
oxygen, and sampling depth, explained 42,4 % obtiserved data variance. The results
of this study contribute with evidence for a spsaieh and high diversity bacteria
community whose composition and structure resuttsnfthe coupling with the

seasonality of regional oceanographic processes.



INTRODUCCION

Las bacterias son de importancia fundamental emdéanos tanto en términos de sus
funciones ecosistémicas (Azam y Malfatti 2007, K&07), como diversidad (Sogin et

al. 2006), y biomasa (Karl 2007). Por consiguieatgender sus patrones de distribucion
y estructura comunitaria en los distintos habitgis ofrecen los océanos es crucial para
anticipar la respuesta de los ecosistemas marifiasi@s cambios ambientales ya sean

naturales o antropogénicos (Zinger et al. 2011).

De acuerdo con la fraseEVerything is everywhere, but the environment selects’
acufada por Baas Becking & Beijerinck en 1934 (DewBouvier 2006, Ward y Bora
2006), las bacterias poseen la capacidad de disgé globalmente, siendo las
condiciones ambientales las determinantes de laibdision diferencial entre las
comunidades de bacterias en los océanos. En camzaupotencialmente podriamos
encontrar cualquier cepa bacteriana en cualquidriesnte. Aquellas cepas que se
encuentren en ambientes bajo condiciones desfdesrpbesentaran baja abundancia o
se encontraran en estado de latencia, donde cadl@nna célula y nuevas condiciones
ambientales favorables podrian aumentar su abuidarponencialmente. Es por esto
gue diferentes regimenes espacio-temporales pograucir cambios dramaticos en

las comunidades bacterianas.

El sistema de corrientes de Humboldt (SCH) deteamilas caracteristicas
oceanograficas del mar costero de Chile centrofsste se caracteriza por poseer una
Zona de Minimo Oxigeno disuelto (ZMO) permanentecae de variada intensidad
intra- e inter-anual. Intra-anualmente presentagmnes estacionales en su distribucion
batimétrica y latitudinal, asociadas a eventos i@ates favorables y desfavorables a
eventos de surgencia (Shaffer et al. 1999, Sobatzal. 2007). La variabilidad
estacional del SCH ha sido ampliamente estudiaddapbniversidad de Concepcion
desde los inicios de su interés por el mar (Gallatdal. en prensa). Entre las primeras
observaciones se mencionan las realizadas por AdargaChuecas (1979) quienes

revelaron que el mar costero frente a la RegiorBd#dio, entre el cafidon submarino del



rio Itata y el del rio Biobio (~36.5°S), presentmaate el periodo de primavera-verano
austral una fuerte influencia de vientos del sust@efavorables a la surgencia de Agua
Ecuatorial Sub-superficial (AESS), también conocfta su sigla en inglés ESSW
(Equatorial Sub-surface Water), rica en nutrietgsobre en oxigeno disuelto. Estas
condiciones oceanograficas aumentan la productivisl@maria y la respiracion de
materia organica (Montero et al. 2007), intensiftba el déficit de oxigeno en aguas
sub-superficiales, pudiendo llegar hasta la andgkidoa et al. 2012). En contraste,
durante el periodo del otofio-invierno austral, Wesntos cambian y comienzan a
predominar vientos provenientes del norte-estaréoiendo la profundizacion de aguas
someras y su mezcla en la columna de agua. Langiasge aguas de origen Antérctico,
ricas en oxigeno y de baja salinidad (Schneidenlet2003), predominantemente
influenciadas por Agua Intermedia Antérctica (cadagor su sigla en inglés AAIW), y
en menor medida por las descargas de rios y piaggoes, cambian las condiciones
oceanograficas en toda la columna de agua, gererdosl regimenes contrastantes
(Sobarzo et al. 2007).

Los procesos oceanograficos y la variabilidad enctandiciones ambientales del SCH
afectan tanto al dominio peladgico como al bentanito los sedimentos ubicados bajo
de la ZMO encontramos un ecosistema bentonico eitocompuestos azufrados y
materia organica, que presenta bajas concentracamexigeno disuelto (Fossing et al.
1995, Zopfi et al. 2008), que concuerda con lamiesén de “Sulfuretum”. El término,
gue fue acufiado originalmente por Baas-Becking{L@ara lagunas, posteriormente
fue también aplicado a vertientes, llanuras masegleciénagas (Morgan y Lackey
1965), y recientemente ha sido aplicado en aguamasaal que genéricamente se ha
denominado “Sulfureto de Humboldt” (Gallardo et2£13).

En el Sulfureto de Humboldt habitan extensas codadds de bacterias gigantes, de
caracteristicas primitivas (Gallardo y Espinoza7ZQlas que mantienen una compleja y
diversa comunidad de procariontes y eucariontesolyiEnos cuyo conocimiento adn se

encuentra en desarrollo.



Para el estudio de las comunidades bacteriangsxdaomia clasica utiliza el cultivo y
aislamiento de cepas desde sus ambientes, los upgemp ser bastante complejos de
reproducir en laboratorio (Mincer et al. 2005), gaosteriormente hacer estimaciones
de diversidad y riqueza (Sul et al. 2013, Zingerlet2011). Una gran parte de las
bacterias son dificiles 0 poco asequibles de auiltipor lo que la taxonomia clasica
posee limitaciones para estimar diversidad, eslpeerde si las bacterias provienen de
ambientes extremos como fondos oceanicos o chimert@drotermales. La
aproximacion gendmica se presenta como una podbessamienta alternativa cultivo-
independiente para estudiar comunidades bacsri&sta utiliza como analogo de una
bacteria una region de su secuencia de ADN o ARMjemdo ser aplicable sobre
muestras ambientales (Bik et al. 2012, Deutschbetuel. 2006, Goodfellow y Fiedler
2010, Jensen et al. 2005, Ward y Bora 2006). Lagk&s moleculares logran recuperar
entre 10 y 100 veces mas de la riqueza bacteri@s&qte en muestras ambientales que
usando meétodos cultivo-dependientes (Bérdy 200%). secuenciacion de Ultima
generacion (NGS; Next-generation sequencing), clanprosecuenciacion Roche 454,
posee ventajas para el estudio de la diversidatedimta, ofreciendo aumentar el
namero de secuencias obtenidas a costos mas haos gecuenciacion tipo Sanger,
permitiendo ademas analizar multiples comunidadesebianas y compararlas (Forde y
O’'Toole 2013, Tamaki et al. 2011). Los métodoseunolares son una opcidn potente
para estudios microbianos, pero no estan exentdisndaciones. Uno de los mayores
problemas subyace en la capacidad de asignar taXarsmbre las secuencias obtenidas
de muestras ambientales, ésta depende de lasdmsasos (Stewart et al. 2011). Para
superar éste problema, los estudios ecoldgicodzartil Unidades Taxondmicas
Operacionales (conocidos como OTUs, por su siglinglés), utilizando el concepto
filogenético de especie (Pedrés-Alid 2012). Este¢ont® es ampliamente utilizado en
ecologia bacteriana, ya que logra reflejar efeniemte la estructura de una comunidad
sin necesidad conocer su taxonomia (Hagstrom 20@0, Pedros-Alié 2012).

Actualmente han aumentado los esfuerzos por conlaceliversidad en ambientes
marinos, mediante el uso de la genomica, buscamdmcer la gran diversidad

bacteriana que estos albergan, con fines tant@gicok, como biotecnolégicos. En la
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sintesis realizada por Zinger et al. (2011) selevkl riqueza de bacterias en ambientes
marinos, tanto pelagicos como bentonicos a pagtidatos de pirosecuenciacion de la
region V6 del gen 16S Ribosomal generados en epsmecto International Census of
Marine Microbes (ICoMM), dentro del proyecto intacional “Census of Marine Life”,

evidenciando mayor diversidad en ambientes berdémior sobre los pelagicos.

El presente trabajo busca evaluar si las comungddedacterias bentonicas que habitan
el Sulfureto de Humboldt frente a Concepcion, daragadas mediante
pirosecuenciacion, evidencian patrones de cambiospdrales explicados por la
variabilidad estacional del SCH y/o espaciales iados a la profundidad y ubicacion
geogréfica, tal como fue anteriormente observadooemunidades macrobentdnicas por
Gallardo et al. (1995). La hipétesis planteada es s comunidades bacterianas
cambian dinamicamente en el tiempo y el espacipeafcamente, la variabilidad
estacional presente se debe a cambios de regimeeasograficos. Ademas, mediante
el uso de datos oceanogréficos, se evalué québlesige. g., oxigeno disuelto,
salinidad) explican mejor los patrones observadotae comunidades bacterianas del
Sulfureto de Humboldt.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El estudio se realiz6 en el Sulfureto de Humboldtld Bahia de Concepcion vy
plataforma continental adyacente (Fig. 1), RegiéinBiobio en Chile central (36°32'S y
72°57'W; Fig. 1). Los datos provienen de 16 musstta sedimento (Tabla 1). Las
muestras fueron recolectadas en tres estacionexadab dentro de la Bahia de
Concepcion: Estaciéon 1 (12 m de profundidad), Estael (25 m profundidad) y
Estacion 7 (35 m profundidad), y una estacion wacsobre la plataforma continental
fuera de la Bahia de Concepcion, Estacion 18 (8frafundidad), las que fueron
muestreadas en diciembre 2007, abril 2008, septee2008 y enero 2009. Las muestras

de sedimento fueron obtenidas utilizando un minktisacatestigos OKTOPUS (tubos



de 95 mm de diametro) y un sacatestigos provistondeibo de acrilico de 50 mm de
diametro. Todas las muestras de sedimento fuenmedimtamente sub-muestreadas,
obteniéndose 16 alicuotas de 0,5 gramos de lafmipatel sedimento aun estando a
bordo de la embarcacién, se depositdé en recipiaigtados térmicamente y en cada

sub-muestra se realizé extraccion de ARN para stepor secuenciacion.
Extraccion de ARN y Secuenciacién

La extraccion de ARN se realiz6 en el Laboratoro Rlopeliculas y Microbiologia
Ambiental del Centro de Biotecnologia de la Uniidad de Concepcidn. A partir de los
primeros 5 cm de la capa superior del sedimentorsaron 0,5 g (por triplicado), se
lavaron 3 veces con PBS (en g/L: 8g NaCl, 0.2g HGl4g Na2HPO4, 0.24g KH2PO4,
pH 7.4,0.1% tween) y luego fueron centrifugados® rpm, esperando 5 min entre
cada lavado. Las muestras preparadas fueron aladaen -20°C para la extraccion del
ARN. La extraccion del ARN gendmico se realizé ukaml kit FastDNA SPIN y
FastPrep para solidos, de acuerdo con las insbnegidel fabricante. La calidad y
concentracion de los extractos de ARN fueron evilsanidiendo absorbancia ashy
Aygo de longitud de onda en InfiniteF200Pro (Tecank hauestras fueron liofilizadas
durante 30 minutos espeedy vac para posteriormente ser enviadas a los laboratdeo
Marine Biological Laboratory en Woods Hole, Massssgits, USA para su posterior
amplificacion y secuenciacion. Se amplifico la éeghipervariable V6 del gen 16S del
ARN ribosomal de 60 pares de bases aproximadam@usicion 967-1046 en
Escherichia coli), utilizada para estudios ecolégicos en bactefizik et al. 2012,
Goodfellow y Fiedler 2010, Sul et al. 2013, Zingeral. 2011), usando secuenciacion
masiva en paralelo, pirosecuenciacion 454 Roché&rBdin y Chowdhury 2012),
usando la plataforma plataforma GS-FLX y el kit OR7.as secuencias fueron
limpiadas, eliminando lecturas de baja calidad dsai método descrito por Huse et al.
(2007) y se asignaron OTUs usando el métodainge linkage preclustering and
pairwise alignment with average linkage clustering (Huse et al. 2008). Esta
aproximacion minimiza la inflacion de OTUs (Huse at 2010) y se considera

comparable a los métodos de secuenciacion de iédude ruido de error tales como



PyroNoise (Quince et al. 2011). Todas las secusr&iRiN ribosomal V6 provenientes
de genes bacterianos se agruparon en 269.752 QGdrusncnivel de similitud de 97%.
La identificacion taxondmica se realizé utilizarelanétodo de Alineamiento Global de
Secuencias para Taxonomia (sigla en inglés GASmpaocando las lecturas obtenidas

de la region V6 del gen 16S ribosomal (Huse e2@D8) y puestos a disposicion en la

plataforma de VAMPS (disponibles dritp://vamps.mbl.eduProyecto “Humboldt
Marine Ecosystem”, ID: ICM_VAG_BV6).

Biodiversidad y riqueza

A partir de los OTUs obtenidos, se estimo la rigu€x) de especies y el indice inverso
Simpson(D), siendoD =1/1—-Y(N;(N; —1)/(N(N — 1)), N; y N representan a la
abundancia delith OTU y es el numero total de OTUs para cada maest
respectivamente. Se utilizo el inverso de Simpsonsgr sensible a la dominancia al
nivel de OTUs (Hansel et al. 2008) y representgomes cambios de ésta (Zhou et al.
2002). Los célculos y figuras se realizaron utiida el paquete de ecologia de
comunidades “vegan” (Oksanen et al. 2012) en kafdena R (R Core Team 2012).

Se analizé la amplitud del muestreo realizando aurga de acumulacion de especies,
agregando los sitios de muestreo en orden aleayougando 1000 permutaciones. La
curva de acumulacién de especies no alcanz6 ueaplaindicando que no se muestred
por completo la riqueza bacteriana en la zona tlelies Para estimar la riqueza total de
la comunidad de bacterias benténicas—riqueza chdarmas riqueza no observada—
basada en OTUs se utiliz6 el software CatchAll @ur2011). Catchall realiza
estimaciones mediante modelos de mezcla-finitos oynputa el maximo de
verosimilitud, mediante métodos no-paramétricosathas en analisis de regresion lineal
y en cobertura, ademas de diagnosticar valoreg@dipLas estimaciones se basan en
conteos de frecuencias de OTUs en las muestrashdllacomputa 12 diferentes
estimadores de riqueza y aplica un algoritmo decseéin de modelos usando bondad de
ajuste para seleccionar el mas adecuado. Ademasjtpaealizar descuentos de la

estimacién de riqueza para ajustar por posiblexrt@zas producidas por los OTUs que
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poseen baja frecuencia, conocidos en la literabon@o singletons y que generan
inflacion en las estimaciones de riqueza y divagi(Dickie 2010, Gihring et al. 2012).

Patrones espacio-temporales

Todos los analisis se llevaron a cabo usando elgiagstadistico “vegan” (Oksanen et
al. 2012) utilizando el software R (R Core Team 201Para determinar si las
variaciones espacio-temporales producen cambidasecomunidades bacterianas tanto
en abundancia como en recambio de OTUs, se realiztest de Mantel (Mantel y
Valand 1970) comparando una matriz de distancidivadlada semi-métrica de Bray-
Curtis a partir de datos de abundancia de OTUsiaymiatriz de distancia multivariada
métrica de Jaccard utilizando datos de presenciergia de OTUs, usando la funcién
“vegdist”. La hipotesis nula de no correlacion ses@ a prueba mediante un test no
paramétrico de Spearman usando 99999 permutacibossdatos fueron explorados
utilizando un ordenamiento en dos dimensiones pedion de un escalamiento
multidimensional no métrico—sigla en inglés NMDS—+({gkal 1964) usando la
funcion “metaMDS”, basado en distancia de Bray-iSuRara determinar la existencia
de los patrones espacio-temporales observados &IMBIS, se usé un Andlisis de
Varianza Multivariado basado en Permutaciones (PER®IVA) con dos factores
(profundidad de la muestra y fechas de muestresgndo 99999 permutaciones y la

funcion “adonis”.
Caracterizacion oceanografica

Para la determinacion de las caracteristicas yeworie las masas de aguas presentes
durante el periodo de muestreo, se realizaron alisgs de temperatura, salinidad y
oxigeno (T-S-O), basados en las descripciones slenksas de aguas presentes en el
SCH (Blanco et al. (2001) Silva et al. (2009). &&igd ademas la evolucion temporal y
la estructura vertical del oxigeno, la temperatuta salinidad en la columna de agua
entre enero del 2007 y noviembre del 2009 utilipaedpaquete “oce” (Kelley 2013).
Los datos oceanograficos fueron obtenidos de lae s tiempo registrada en la

Estacion 18 (ST18)hftp://copas.udec.cl/eng/research/sgrae frecuencia mensual y
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resolucion vertical entre 1 y 88 m de profundidggnerada por el Centro de
Investigacion Oceanogréfica en el Pacifico Sur+@Qaile(COPAS) de la Universidad de
Concepcion (Proyecto FONDAP N° 150100007). Los rdiaias T-S-O para agosto del
2008 fueron inconsistentes con un cambio monotédé&da densidad de las masas de
agua con la profundidad (Fig. S1), sugiriendo ar@sale su registro. Por lo anterior,
los datos correspondientes a agosto 2008 fueroplagados por un “agosto promedio”
calculado entre 2002 y 2006. Por otra parte, sactexiz0 la surgencia producto del
estrés del viento utilizando una serie de tiempgaesal de datos satelitales registrados
por el satélite de la NASA QuikSCAT (Hoffman y Le&t 2005), descargados desde la
plataforma de libre acceso de la National Oceanit Atmospheric Administration
(NOAA). Los datos descargados corresponden a isdieesurgencia diarios entre el 1
de julio del 2007 y el 31 de marzo del 2009 en gnilta de 15’ de longitud por 15’ de
latitud ubicada cerca de la ST18 (Lat: 37°30’ -3858; Long: 75°00’ — 72°30'W). La
eleccidn se baso en la grilla con mayor porcentajdatos de la serie (640 dias; 84% del
total de dias). A partir de éstos se hizo una esfidbm mensual (surgencia neta mensual
= Y1 M;, dondeM; corresponde al valor dé€simo dia del mes/) durante el periodo
comprendido en la serie de tiempo, donde valorsgipas indican transporte neto hacia
la superficie (surgencia) y valores negativos iadi¢ransporte neto hacia el fondo
(subsidencia). Los datos fueron analizados y gadéis en el software R. Los datos
ausentes fueron interpolados linealmente usantimtaon “na.approx” para andlisis de
series de tiempo (Zeileis y Grothendieck 2005)pdejuete “z00".

Cambios comunitarios y variables oceanogréaficas

Se realizé un analisis de redundancia basado tandia (ARbd) (Legendre y Anderson
1999) sobre una matriz de distancias de Bray-€(@asada en abundancia de OjJUs
usando como variable explicativa los datos oce@ficgs registrados en la ST18 por el
COPAS descritos anteriormente, mediante el prodedim “capscale” de R. Como

resultado se identificaron una o mas variableseyydican los cambios en comunidades
de bacterias bentonicas del Sulfureto de Humbodétjzando la seleccion de aquellas

gue generan el mejor modelo para explicar la vaaapbservada. Se utilizaron dos
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aproximaciones, la primera basada en la estimatgbiriterio informacion de Akaike,

y la segunda basada en valores de ajuste ZleamRbas estimadas usando 10.000
permutaciones implementando las funciones “ordisyeprdiR2step, respectivamente

(Oksanen et al. 2012). Se evalud la significaneékedecto de cada variable sobre las
muestras con un analisis de varianza para modelealés generalizados, usando la
funcion “ANOVA” con 10.000 permutaciones (R Coreane 2012). Se evalud la

importancia de las siguientes variables oceanag@fregistradas a 79 m (maxima
profundidad de datos disponibles) tanto en la faoka cercana al muestreo como un
mes antes del muestreo: (1) temperatura, (2) datiniy (3) oxigeno disuelto; también

se evalud la (4) profundidad de la oxiclina enua gl oxigeno disuelto alcanzo 1 mL/L
en la columna de agua para ambas fechas. Por (lsenevalué el (5) efecto de la

surgencia-subsidencia integrando valores semangegue en las costas de Chile se
observan variaciones sinépticas (3-7 dias) durtode el afio. Los cambios a escala
sinoptica resultan ser un factor importante en daueturacion de las comunidades
microbianas que habitan la capa de mezcla en zoystsras (Jacob et al. 2011). Se
usara un el indice de surgencia neta calculadol@gnamera, segunda, tercera y cuarta
semanas que antecedieron al muestreo bentonicoquiase variables se encuentran

descritas en la Tabla 2 y fueron estandarizadaswctabacion a la realizacion del ARbd.

RESULTADOS

Biodiversidad y riqueza

Las comunidades de bacterias benténicas del StdfdeeHumboldt, presentan cambios
tanto en riqueza de especies como en diversidad ks muestras de OTUs (riqueza:
Fig. 2a; diversidad: Fig. 2b). El maximo valor dgueza fue observado en abril del
2008 en la ST1 (S= 3624), mientras que la menopbservd en diciembre del 2007,
también en la ST1 (S= 1938) y enero del 2009 &iMal (S=1959). La diversidad de
OTUs—evaluada con el indice inverso de Simpson—epiéslos mayores valores en
los muestreos realizados en septiembre del 20026R%9 + 67.80) y enero del 2009

(D=253.03 + 25.98), para todos los sitios muestisanhientras que los menores valores
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fueron obtenidos en las muestras de abril (D=12%2.83.26). Tanto el valor maximo

como el minimo de diversidad pertenecieron a maggtrovenientes de la ST7.

La curva de acumulacion de especies muestra gtengalmente, existen taxones en el
Sulfureto de Humboldt que no fueron recolectadoseste estudio (Fig. 3). Una
regresion lineal sobre los valores de riqgueza atashaudescribe un aumento en la
riqueza de OTUs de 806 por cada muest{a£563.6; valor p < 0.01; R0.973). La
estimacion de riqueza esperada para el Sulfuretbludaboldt usando Catchall, se
describe en la Tabla 3. Estas estimaciones indjoarse logré colectar alrededor de un

33% de la riqueza total de OTUs presente en el ddtiestudio.
Patrones espacio-temporales

La ordenacion observada en los NMDS basadas eandias de Bray-Curtis y Jaccard
sugieren patrones convergentes en las muestrasunandiferenciacion en el eje X de
las fechas de muestreos—principalmente una separd@ la muestra de septiembre
con respecto al resto—y en el eje Y de los sitiondestreo, mostrando una incipiente
separacion basada en la profundidad de los siianukstreo (Fig. 4a y 4b). El test de
Mantel, usado para evaluar la correlacion entreioestde distancia muestra una fuerte
correlacion £=0.8614, valor p < 0.01). La fuerte correlacionrerambas matrices de
distancia sugiere cambios conjuntos tanto en amaomacomo en la aparicion y
desaparicion de OTUs bacterianos entre las muedftagnalisis de PERMANOVA
sobre la matriz de abundancia de OTUs encontroetiiféas significativas (= 2.428,

y valor p < 0.01).

El patrén estacional observado entre las comungadestreadas fue también evaluado
usando la estructura comunitaria, las que respadtigmatron observado en el NMDS
(Fig. 5). La estructura taxonémica al nivel de fiiagrupando las muestras por mes,
evidencia cambios en la abundancia porcentualsilés mas representativos presentes
en este estudio (abundancia > 1% del total de [BYD Particularmente, los filos
Bacteroidetes y Actinobacteria presentan cambidge das muestras, Bacteroidetes

disminuye su abundancia porcentual desde alred#l®&1% en diciembre 2007, abril
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2008 y enero 2009 a un 16%, mientras que Actinebackumenta cuatro veces su

abundancia en porcentaje con relacion a los meses@amente mencionados.
Caracterizacion oceanografica del sistema

La evolucion temporal de la estructura vertical ldecolumna de agua en cuanto
temperatura, salinidad y oxigeno disuelto muesarabios consistentes con distintas
estaciones del afio (Fig. 6). La columna de agupresenta mas oxigenada en julio,
agosto y septiembre, con concentraciones > 1 mldé oxigeno desde la superficie
hasta alrededor de los 60 m de profundidad, migmfua entre octubre y mayo hay una
columna de agua dominada por bajas concentracitnesigeno disuelto (0,5 1 mLY).
entre los 20 y 30 m de profundidad. En la colunmalsservan aguas con temperaturas
de alrededor de 11°C extendiéndose por debajo @enteclina (20 m de profundidad)
hasta alrededor de los 80 m de profundidad dumgnaie parte del afio. Entre octubre y
febrero se observa la aparicion de aguas mas(fftgs — 9,5°C) a partir de los 20 m de
profundidad (enero 2008) y los 60 m de profundi¢faaviembre y diciembre 2008).
Entre enero de 2007 y octubre de 2008 predominamasage 34 psu de salinidad,
mientras que entre septiembre 2008 y mayo 200Dpreén aguas de mayor salinidad
(34.5 — 34.6 psu).

La caracterizacion de las masas de aguas presantaszona de estudio se basé en sus
propiedades conservativas (Open University 199%8ndis temperatura, salinidad y
oxigeno. Los diagramas T-S-O (Fig. 7 y 8) muestsapresencia de aguas mezcladas
con caracteristicas principalmente de masas de sA@icaatoriales Subsuperficiales
(ESSW) y Aguas Subantarcticas (SAAW). Durante agpsteptiembre 2008 se observa
la presencia de aguas de menor salinidad en stipeififluenciadas por las descargas
de los rios, mientras que en febrero y diciembi@82€e observan aguas mas célidas,

influenciadas por Aguas Subtropicales (STW).

La serie de tiempo correspondiente a surgenciaderiisa presenta un indice de
surgencia positivo (surgencia) en 67.9% de los digistrados, mientras que el 32.1%

restante presento valores negativos (subsiden@a:9F. El promedio de la serie de
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tiempo diaria fue 9.669041e-06 m/s dentro de ugoamtre -0.000242 y 0.000133 m s
!, Un anélisis mensual de la serie de tiempo (). umando todos los valores diarios,
revela un predominio de surgencigM; > 0), y sélo julio 2007, octubre 2007, julio

2008 y agosto 2008 presentaron subsidencia.
Cambios comunitarios y variables oceanogréaficas

Usando las variables descritas en la Tabla 2 ydtaiznde distancia de Bray-Curtis el
ARDbd explica un 50.3% de la varianza entre las massle comunidades del sulfureto;
también indica que algunas variables poseen infadnaredundante, por lo que se
obtuvo un subconjunto de las variables oceanog®ficie explican un mayor porcentaje
de la varianza utilizando ambos criterios, es dédiaike y el ajuste de RTabla 4). El
subconjunto de variables seleccionadas fueron dlljidad a 79 m de profundidad,
correspondiente al mes de muestreo; (2) profundighdxigeno disuelto = 1 mLY y

(3) la profundidad de cada sitio de muestreo, qlectivamente explican el 42,4% de la
varianza (Fig. 10). Akaike selecciona una cuart@abée, cualquiera de las restantes, y
aumenta a 50.3%, no asf el ajuste A¢ARy. 11). En la figura 12 se describe un resumen

de la interaccién de las variables oceanografindasscomunidades de bacterias.

DISCUSION

Las comunidades bacterianas del Sulfureto de Huthhmiesentan altos valores de
diversidad y riqueza de especies al contrastadndacsintesis realizada por Zinger et al.
(2011)—basada en los datos recopilados en el pragi@oMM—usando 72 muestras
de comunidades bacterianas del bentos costercstietas partes del mundo. Los datos
correspondientes a sistemas bentonicos revisadestansintesis muestran una menor
diversidad (D=143.2 £ 111.54) que los obtenidos @rSulfureto de Humboldt en este
estudio (D= 199.45 + 74.31). Por otra parte, lal®res de riqueza en las comunidades
bentonicas analizadas en la sintesis de Ziegat. (2011) alcanzan una riqueza de
59,000 OTUs, mientras que en el Sulfureto de Hudibebn sélo 16 muestras

obtuvimos una riqueza de 15,398 OTUs. La riquezefada de OTUs descrita en este
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estudio podria aumentar si aumentamos el esfuerzowestreo y secuenciacion, sobre
todo al recolectar mas muestras a lo largo del yd@igue existen diferencias temporales
en la diversidad y riqueza de OTUs. Estudios gkbale la riqueza bacteriana han
encontrado gradientes latitudinales en la riquezagpecies bacterianas y diferencias en
rigueza de especies al comparar ambos hemisfe3idsef al. 2013). La idea de que
existe cierto grado de endemismo en la distribudéros taxones bacterianos, como
sucede en macro-organismos, tiene sus detrackmesgl estudio realizado por Gibbons
et al. (2013), se sugiere que aumentando el esfuB¥zmuestreo y secuenciacion se
podria encontrar todas las bacterias existentedognocéanos en cualquier sitio,
afirmando la existencia de un banco de semillagebianas comun para todo el mundo,

estando éstas en todas partes, como plantea teanprate Baas-Becking en 1925.

La fuerte correlacion entre los OTUs y las distasdbasadas en abundancia (Bray-
Curtis) y presencia-ausencia (Jaccard) evidenarbis en las comunidades tanto en
abundancia como en recambio de OTUs bacteriantesaBalisis permite demostrar que
OTUs de baja abundancia no afectan el patrén ocbdenen las muestras de las
comunidades bacterianas. Al evaluar la estructorauaitaria y sus cambios en las
dimensiones espacial y temporal, solo encontranfesedcias significativas entre las
comunidades bacterianas pertenecientes a distiafoda muestreo. Las comunidades
bacterianas que presentan mayores diferencias lcoaest® fueron las recolectadas
durante septiembre (Fig 4). Este patrén se obsamwiién al usar la clasificacion
taxondmica a nivel de filo obtenida por el procadmn GAST. Al analizar los filos con
mayor presencia en la muestra, observamos que giierabre se produce una
disminucion en la abundancia relativa de Bactetegleen contraste, la abundancia
relativa del filo Actinobacteria aumenta. Las egpecdel phylum Bacteroidetes
presentan adaptaciones que le permiten degradaplejos polimeros de materia
organica (Bauer et al. 2006), son tipicamente emadas en sustratos enriquecidos en
materia organica (Delong et al. 1993, Rath et 8P8) y asociados a blooms de
fitoplancton (Fandino et al. 2005, Fandino et a00®), por otra parte | filo
Actinobacteria esta formado por bacterias abundagstesedimentos (Bull et al. 2005)

de metabolismo desde aérobico hasta anaerdbiclefidom (Hogg 2005).
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Las dinamicas oceanograficas del SCH presentanesosecaltamente estacionales
(Ahumada y Chuecas 1979, Shaffer et al. 1999, 3obat al. 2007). Durante los
muestreos se recolectaron muestras bentonicas resd@e donde dominan distintas
masas de agua, por lo que una porcion de la védiathiobservada en las comunidades
bacterianas se encuentra relacionada a cambiosiagrééicos. Consistente con lo
descrito en la literatura (Robinson y Brink 1998b&zo et al. 2007), durante el periodo
de surgencias, vientos sur-suroeste favorecenttasian y afloramiento de Aguas
Ecuatoriales Sub-superficiales ricas en nutriegtggbres en oxigeno, mientras que
durante el periodo otofio-invierno, los vientos camby comienza el predominio de
vientos provenientes del norte-noreste, favorecddagrofundizacion de aguas someras
(subsidencia) y aumentando la presencia de Aguasniedias Antarcticas, ricas en
oxigeno y de baja salinidad (Schneider et al. 20&3) efecto, durante agosto y
septiembre de 2008 (fecha en la que comienzan krsentos favorables a la
surgencia) se observa una disminucion en la salineh las capas superficiales de la
columna, sin embargo se registraron valores akasatinidad en profundidad, asociados

a la influencia de Aguas Ecuatoriales Sub-supaitési

El analisis de redundancia basado en distancisidwa propuesto como un método
conveniente para evaluar los patrones microbiob&gicsando variables ambientales
(Ramette 2007). Este analisis, en conjunto consel de criterios de selecciéon de
modelos (Akaike y B, nos permitieron converger en las variables quei@n mejor
los cambios en la estructura de las comunidaddermtas. A partir de las 15 variables
ambientales, se seleccion6 salinidad a 79 m, pdadad donde el oxigeno disuelto = 1
mL L™ (ambas propiedades especificas de masas de aguasprofundidad de la
estacion de muestro (relacionada con la ubicacewygmfica—batimétrica—de donde
fue colectada la muestra), las que explicaron uA%2ale la variacion. La eleccion de
una cuarta variable, sugerida s6lo usando Akaik& poco sentido ya que cualquier
variable seleccionada aumentaba en la misma medigaplicacion del modelo. La
porcion de la variancia no explicada (57.6 %), odxplicarse por interacciones de

tipo biologicas, las que podrian generar un painé&s complejo y dificil de dilucidar
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(Bakus 2007), tales como cambios estacionales protiuccion primaria (Letelier et al.
2009) o variaciones en la biomasa de bacteriasobieas formadoras de tapices
presentes en el Sulfureto de Humboldt, las queies@st complejas comunidades
microbianas (Gallardo et al. 2013). Diferenciaslaanestructuras comunitarias pueden
deberse a varios factores, Agogué et al. (201&dpréraron una asociacion especifica
entre taxdn y masa de agua, por su parte Yoshidh €008) encontraron diferencias
estacionales asociadas presumiblemente a cambil@sdisponibilidad de nutrientes y
Ulloa et al. (2012) encontré diferencias en el fefi@amo comunitario asociado en
bacterias pelagicas, asociadas a la influencid dgigeno disuelto. En aguas dulces se
han realizado estudios sobre cambios en la estaudil las comunidades bacterianas,
donde éstas han presentado cambios en su estrvedieal debido a cambios en
oxigeno disuelto (Garcia et al. 2013, Martinez-Almet al. 2008, Rotaru et al. 2012).

CONCLUSIONES

Las comunidades de bacterias bentonicas del Swdfuwle Humboldt, estudiadas
mediante el uso de técnicas moleculares, revelccamaunidad rica en especies y gran
diversidad que cambia estacionalmente debido aposcoceanograficos. La respuesta
de las comunidades frente a cambios oceanogréiio®bservada utilizando OTUs,
éstos cambian tanto en abundancia como en presamrms®acia entre las muestras,
revelando diferencias en la estructura de las catadas sélo en la dimension tiempo,
siendo septiembre el mes que mas se diferenciéreltb. Usando asignacion
taxonomica al nivel de filo, Bacteroidetes y Actwacteria fueron los filos que
presentaron mayores cambios al comparar septiermimeel resto de los meses
muestreados. Finalmente, se observo que la marmestdaionalidad del Sistema de
Corrientes de Humboldt produce variaciones en lauasra de las comunidades
bacterianas, las que responden principalmente dioanen la salinidad, al oxigeno
disuelto en la columna de agua y la profundidathdmial se recolectaron las muestras

betoénicas.
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Figura N° 1: Sitios de muestreo.Se extrajeron muestras benténicas y datos de
surgencia, desde la base de datos del NOAA, eraltdaBde Concepcion y plataforma

continental adyacente, Regién del Biobio, Chile.
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Tabla N° 1: Informacién asociada a los muestreos

Sitio Fecha Lat. S Long. W Profundidad Total V6 Actino Vo
pyrotags pyrotag

Estacion 1 Diciembre 2007 36.69° 73.07° 12m 11166 72 1
Estacién 1 Abril 2008 36.69° 73.07° 12m 38348 307
Estacibon 1  Septiembre 2008  36.69° 73.07° 12m 18140 716
Estacién 1 Enero 2009 36.69° 73.07° 12m 9713 79
Estacién 4 Diciembre 2007 36.64° 73.04° 25m 11414 54 1
Estacién 4 Abril 2008 36.64° 73.04° 25m 28067 450
Estacion 4  Septiembre 2008  36.64° 73.04° 25m 15099 794
Estacién 4 Enero 2009 36.64° 73.04° 25m 12427 28
Estacién 7 Diciembre 2007 36.60° 73.00° 35m 20225 87 3
Estacién 7 Abril 2008 36.60° 73.00° 35m 23890 369
Estaciébn 7 Septiembre 2008  36.60° 73.00° 35m 13437 1096
Estacion 7 Enero 2009 36.60° 73.00° 35m 13497 67
Estacién 18  Diciembre 2007 36.51° 73.12° 88m 24461 207
Estacién 18 Abril 2008 36.51° 73.12° 88m 15438 1426
Estacién 18  Septiembre 2008  36.51° 73.12° 88m 19044 1849
Estacion 18 Enero 2009 36.51° 73.12° 88m 22854 117

Las designaciones de las Estaciones de muestreesmanden a los numeros asignados

durante la Expedicion Thioploca-Chile 1994, orgad& por el Prof. V.A. Gallardo,

numeros que han sido utilizados posteriormente @wchos seminarios de titulo, tesis de

postgrado y la serie de tiempo COPAS (Gallardd. ereprensa).
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Tabla N° 2: Variables oceanogréficas

Mensuales (CTD en tO0 18 de Diciembre 2007 26 de Marzo 2008 23 de Septie2008 09 de Enero 2009
Oxigeno disuelto (ml/L) 0.18 0.17 0.26 0.10
Temperatura (°C) 9.62 11.04 10.57 10.55
Salinidad (psu) 34.54 34.57 34.59 34.56
Densidad (kg/m3) 1026.66 1026.43 1026.54 1026.51
Prof. de Oxigeno =1ml/L 23.35 38.84 43.47 32.00
Mensuales (CTD ent-1) 21 de Noviembre 2007 29 de Febrero 2008 19 de AQX28 16 de Diciembre 2008
Oxigeno disuelto (ml/L) 0.39 0.13 0.74 0.13
Temperatura (°C) 9.20 10.81 10.91 10.85
Salinidad (psu) 34.52 34.53 34.49 34.56
Densidad (kg/m3) 1026.71 1026.44 1026.39 1026.46
Prof. de Oxigeno=1ml/L 30.98 58.33 72.57 23.43
Surgencia NOAA (m/s) 18 de Diciembre 2007 26 de Marzo 2008 23 de Septie2008 09 de Enero 2009
Primera semana previa 1.55E-04 -2.92E-05 -3.21E-06 1.26E-04
Segunda semana previa -1.49E-05 1.34E-04 -3.21E-06 3.44E-04
Tercera semana previa 7.68E-05 8.21E-05 -3.21E-06 .28E204
Cuarta semana previa 1.54E-04 6.93E-05 -3.21E-06 91E304
Espaciales ST1 ST4 ST7 St18
12 25 35 88

Profundidad (m)

Las mediciones de oxigeno disuelto, temperatufimidad y densidad corresponden a valores registrad79 m de profundidad,;

prof. del oxigeno = 1 mL L, corresponde a la profundidad donde la concedmate oxigeno esriL L™. La surgencia se evalué

usando valores semanales para la primera, seg@ncera y cuarta semana que precedieron al muestreo
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Riqueza de OTUs indice inverso de Simpson
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Figura N° 2: Diversidad y Riqueza.Riqueza y diversidad de OTUs para cada muestractlmes representan a los sitios de

muestreo, rojo para la estacion 1; azul para Ecist 4; verde para la estacion 7 y amarillo parestacion 18. El eje y, presenta
valores de la riqueza y diversidad de OTUs segaresponde.

22



15000

0000

Riqueza de OTUs (S)
3
o
o

Curva de riqueza acumulada de OTUs

7

I
9

I
11

Numero de muestras

13

15

Figura N° 3: Curva de riqueza acumulada de OTUs.Riqueza de OTUs acumulada

usando las 16 muestras en orden aleatorio. Limesesgorresponde a los intervalos de
confianza de 95%.
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Figura N° 4. NMDS basado en abundancia y presenciadsencia.Figuras presenta el

ordenamiento basado en abundancia (Fig. 4a) y mui@sausencia (Fig. 4b). Colores

representan a los sitios de muestreo, rojo paestacion 1; azul para la estacién 4;

verde para la estacion 7 y amarillo para la estatl y las figuras representan a los
meses muestreados, cuadrados para Diciembre déj 26ulos para Abril del 2008;
triangulos para Septiembre del 2008 y rombos pagadedel 2009.
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Tabla 3: Riqueza esperada de OTUs.

Muestra Tipo de estimacién Modelo S observada Eradp ES
ST1 Dic Sin descuento ThreeMixedExp 1932 6585.4 534.7
Con descuento TwoMixedExp 708 889.2 71.8
ST1 Abr Sin descuento FourMixedExp 3605 13435.1 2232.2
Con descuento ThreeMixedExp 2128 2954.7 488.4
ST1 Sep Sin descuento FourMixedExp 2897 7722.4 3122.9
Con descuento ThreeMixedExp 2374 4160.3 1681.3
ST1 Ene Sin descuento FourMixedExp 2248 11203.4 3257.6
Con descuento ThreeMixedExp 1175 1819.8 529.1
ST4 Dic Sin descuento ThreeMixedExp 2059 6413.5 483.8
Con descuento TwoMixedExp 758 974.9 73.1
ST4 Abr Sin descuento FourMixedExp 3301 9746 867.3
Con descuento ThreeMixedExp 1745 2299.8 204.1
Sin descuento FourMixedExp 2754 7974.2 782.5
ST4SeP on descuento ThreeMixedExp 1422 1937.3 190
ST4 Ene Sin descuento ThreeMixedExp 1947 7926.1 1804.3
Con descuento TwoMixedExp 1087 1628.6 368.6
ST7 Dic Sin descuento FourMixedExp 2722 10968.9 1948
Con descuento ThreeMixedExp 1440 2107.4 373.1
ST7 Abr Sin descuento FourMixedExp 2253 7564.3 1296.1
Con descuento ThreeMixedExp 1209 1737 296.6
ST7 Sep Sin descuento FourMixedExp 2253 7564.3 1296.1
Con descuento ThreeMixedExp 1209 1737 296.6
S Sin descuento ThreeMixedExp 2574 8344.2 5335
T7Ene Con descuento TwoMixedExp 937 1154.8 73.7
ST18 Dic Sin descuento ThreeMixedExp 2662 7720.6 430.4
Con descuento TwoMixedExp 1043 1255.6 69
b Sin descuento ThreeMixedExp 2497 5693.5 496.2
ST18 Abr Con descuento TwoMixedExp 1569 2169.1 188.5
Sin descuento ThreeMixedExp 2556 3966.9 89.6
ST18 Sep .
Con descuento TwoMixedExp 947 1101.9 24.8
ST18 Ene Sin descuento ThreeMixedExp 3205 11337.4 1051.6
Con descuento TwoMixedExp 1584 2065.2 190
SH total Sin descuento FourMixedExp 15226 46658.3 6152

S, riqueza; ES, error estandar de la estimacioscinto, consiste en un ajuste para

disminuir los valores de riqueza observada y esl@empara disminuir la inflacion

producto de errores de secuenciacion y OTUs de dlagsmdancia. TwoMixedEXxp:

Mixture-of-two-exponentials-mixed Poisson, la disticion de la abundancia estocastica
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(de los conteos de frecuencia) es una mezcla deexjusnenciales, y la distribucion
mixta de Poisson es entonces una mezcla de dosetyéasn ThreeMixedExp: Mixture-
of-three-exponentials-mixed Poisson, la distribogi@ la abundancia estocastica (de los
conteos de frecuencia) es una mezcla de tres empales, y la distribucién mixta de
Poisson es entonces una mezcla de tres geomdtoasMixedExp: Mixture-of-four-
exponentials-mixed Poisson, la distribucion dedaralancia estocastica (de los conteos
de frecuencia) es una mezcla de cuatro exponesgiala distribucién mixta de Poisson

es entonces una mezcla de cuatro geometrias.
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Estructura taxonémica por mes
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Figura N° 5: Estructura taxondmica de las comunidads bacterianas del Sulfureto de HumboldtEstructura de la comunidad
bacteriana representada usando la abundancia paatde los filos con abundancia > 1% al sumaf Gmuestras.
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a) Oxigeno (ml/L)
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Figura N° 6: Evolucion temporal de la estructura vetical del oxigeno, temperatura y salinidad.Datos oceanograficos
provienen de la serie de tiempo de registrada &stacion 18 por el centro oceanografico COPASldta de agosto del 2008 fue
reemplazado el promedio de los agostos de 2002, 2005 y 2006.
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Figura N° 7: Diagramas T-S-O fecha mas cercana al uestreo.Datos oceanograficos

provienen de la serie de tiempo de registrada ertdtacion 18 por el centro
oceanografico COPAS. Se utilizo la técnica de gudos de mezcla y la descripcion de

las masas de agua de Silva et al. (2009) paratearac las masas de agua presentes en

la fecha mas cercana a cada muestreo bentdnico.
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a) 21-Nov-2007 b) 29-Feb-2008
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Figura N° 8: Diagramas T-S-O un mes antes de la fea mas cercana al muestreo.

Datos oceanograficos provienen de la serie de tietepregistrada en la Estacion 18 por

el centro oceanografico COPAS. Se utilizé la tégnile triangulos de mezcla y la

descripcién de las masas de agua de Silva et@9)2ara caracterizar las masas de

agua presentes aproximadamente un mes antes deuaadteo bentdnico.
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Serie de tiempo diaria de surgencia
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Figura N° 9: Serie de tiempo diaria y mensual de sgencia basada en datos del NOAA (36.25°S y 73.25°Bigura presenta

serie de tiempo diaria (Fig. 9a) y de valores dsedacumulados por mes (Fig. 9b).
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Tabla N 4: Seleccién de variables oceanogréficas $mdo en AIC y R para

optimizar ARbd.
a)
Paso 1: BC~

Variables AIC R? Valor p (AIC)
Salinidad t0 19.64 0.1001389 0.0016 **
Oxigeno tg 19.893 0.08576521 0.0038 **
Prof. Oxigeno=1ml/L t 4 19.895 0.08566349 0.0042 **
Salinidad t.; 19.971 0.0813497 0.0058 **
Surgencia Semana -4 20.014  0.07883013 0.0061 **
Oxigeno t; 20.05 0.07675655 0.0077 **
Surgencia Semana -3 20.042 0.07724067 0.0081 **
Prof. Oxigeno=1ml/L to 20.106 0.07352454 0.0094 **
Profundidad 20.283 0.06324271 0.0188 *
Densidad t 4 20.349 0.05936993 0.0236 *
Surgencia Semana -2 20.48 0.05163738 0.0369 *
Surgencia Semana -1 20.625 0.04296901 0.0503
Temperatura t; 20.589 0.04516787 0.0504
Temperatura tg 21.294 0.00210988 0.382
Densidad tg 21.442  -0.00715617  0.5655
b)

Paso 2: BC ~ Salinidad tg +
Variables AIC R? Valor p (AIC)
Prof. Oxigeno=1ml/L t 4 18.768 0.1901626 0.0012 **
Surgencia Semana -4 18.886  0.1841678  0.0037 **
Profundidad 19.046  0.1759494  0.0052 **
Surgencia Semana -3 19.195 0.1682408 0.0101 *
Surgencia Semana -1 19.202 0.1678806 0.0112 *
Surgencia Semana -2 19.373 0.1589326 0.0184 *
Salinidad t; 19.568 0.1486233 0.0369 *
Oxigeno tg 19.576  0.1482196 0.0373 *
Temperatura t, 19.711 0.1409686 0.0551
Densidad t.4 19.75 0.1388714  0.0591
Prof. Oxigeno=1ml/L to 19.842  0.1339112  0.0827
Oxigeno t; 20.057 0.1222241 0.1524
Temperatura tg 20.094 0.1201865 0.1679
Densidad tg 20.093 0.1202451 0.1698
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c)

Paso 2: BC ~ Salinidad to + Prof. Oxigeno=1 mL L'lt_l +

Variables AIC R? Valor p (AIC)
Profundidad 17.61 0.2797927 0.0013 **
Temperatura tg 18.842 0.2221774 0.0838
Surgencia Semana -1 18.842 0.2221774 0.0847
Densidad t 4 18.842 0.2221774 0.0851
Surgencia Semana -3 18.842 0.2221774 0.0859
Oxigeno t; 18.842 0.2221774 0.0865
Surgencia Semana -2 18.842 0.2221774 0.0865
Temperatura t, 18.842 0.2221774 0.088
Salinidad t.; 18.842 0.2221774 0.0904
Oxigeno t 18.842 0.2221774 0.0907
Densidad tg 18.842 0.2221774 0.091
Surgencia Semana -4 18.842 0.2221774 0.0911
Prof. Oxigeno=1ml/L tq 18.842 0.2221774 0.094

d)

Paso 2: BC ~ Salinidad tg + Prof. Oxigeno= 1mL Lt t.1 + Profundidad
Variables AIC R? Valor p (AIC)
Salinidad t.; 17.231 0.322866 0.0464 *
Surgencia Semana -1 17.231 0.322866 0.0474 *
Oxigeno tg 17.231 0.322866 0.0479 *
Surgencia Semana -4 17.231 0.322866 0.0482 *
Temperatura t0 17.231 0.322866 0.0489 *
Densidad t 4 17.231 0.322866 0.0489 *
Surgencia Semana -3 17.231 0.322866 0.0492 *
Oxigeno t; 17.231 0.322866 0.0504
Surgencia Semana -2 17.231 0.322866 0.0517
Prof. Oxigeno=1ml/L tq 17.231 0.322866 0.0523
Temperatura t; 17.231 0.322866 0.0539
Densidad tg 17.231 0.322866 0.0556

Pasos para la estimacion de las variables oceditagrgue mejor explican la varianza
observada en las muestras. AIC: indice de inforbmacde Akaike, R ajuste de R
cuadrados, Valor p de AIC estimado con 10000 pexammnes, Codigo de significancia:
0= "*** 0.001= ** 0.01= "*, 0.05="’, 0.1=" ’ 1. Filas de color gris son aquellas
seleccionadas en cada paso como la variable queap@ta en la explicacion del
modelo usando ambos criterios.
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Anilisis de Redundancia basado en distancia
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Figura N° 10: ARbd usando las comunidades bacterias y 4 variables oceanografica®©rdenamiento basado en la distancia
de Bray-Curtis entre las muestras. Cada flech@sponde a una variable seleccionada utilizarfdmfRo criterio para la seleccién
del mejor modeld-lechas indican en la direccién que diferencianrasstras y la longitud a la intensidad con lagm@ican éstas
diferencias. 1, Salinidad a 79 m en el mes cormdipate al muestreo; 2, Profundidad donde oxigehmE/L en el mes anterior
al muestreo; 3, Profundidad del sitio de muest@madd se colectd la muestra. Los nimeros de laablasi oceanograficas estan
ordenados segun la variacion que, dentro del silntionde variables seleccionadas como las que fopasate del mejor modelo
para explicar los cambios en las comunidades derex bentdnicas del Sulfureto de Humboldt.
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Anailisis de Redundancia basado en distancia
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Figura N° 11: ARbd usando las comunidades bacterias y 3 variables oceanografica®©rdenamiento basado en la distancia
de Bray-Curtis entre las muestras. Cada flechaesponde a una variable seleccionada utilizandeitefio de informacion de
Akaike para la seleccion del mejor modelo Las f&cindican en la direccion que diferencian las mnagsy la longitud a la
intensidad con la que explican éstas diferenciaSalinidad a 79 m en el mes correspondiente aktree 2, Profundidad donde
oxigeno =1mL/L en el mes anterior al muestreo; r8fundidad del sitio de muestreo donde se colextdliestra; 4, indice de
surgencia en la cuarta semana que precede al emekt's numeros de las variables oceanograficas estlenados segun la
variacion que, dentro del subconjunto de variableccionadas como las que forman parte del mejoleln para explicar los
cambios en las comunidades de bacterias bentatet&ilfureto de Humboldt.

34



Muestras Sulfureto de Humboldt Diversidad (D) Salinidad P. Oo= 1ml/L Profundidad
Ene ST7 _— ‘ —

| Ene ST 1 —_ 4 — —
Dic ST 4 — — —

Dic ST 1 — — —

 AbrST7? ——— N —
— ’ {(— Abr ST 4 —_— —

DicST7 - m— —
Dic ST 18 .
Abr ST 1 —_— — E—— -
Ene ST 18 E— —
Ene ST 4 — - — —
Sep ST7 —_— _
Sep ST4 N e
Sep ST 1 -
- Sep ST 18 _—
Abr ST 18 F—

T T T T 1 ! T T — T ~ v 1
07 06 05 04 03 300 250 200 150 100  34.60 34.58 34.56 34.54 34.5234.50 80 70 60 50 40 30 20 80 60 40 20
Distancia de Bray-Curtis

Figura N° 12: Diagrama resumen.Dendograma, diversidad (indice inverso de Simpgowariables oceanograficas (79 m de
profundidad) que mejor explican los cambios erstauetura comunitaria de las comunidades de bastbentonicas del Sulfureto
de Humboldt. Los valores de diversidad, salinigadfundidad a la que la columna de agua presenth L de oxigeno disuelto
y la profundidad del sitio de muestreo de dondexsejo cada muestra, se encuentras alineadoohtaimente con el rotulo de la
muestra en el dendrograma.
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ANEXOS

MNDS Bray-Curtis / Stress= 0.113 MNDS Jaccard / Stress= 0.129
3.0 3.0
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Anexo N° 1: Grafico del estrés de ajuste en NMDSGrafico de estrés y ajuste del
Escalamiento Multidimensional No-Métrico similituehtre (o disimilitud) calculada

usando las comunidades muestreadas. Usando Brag-@0ry Jaccard (b).
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Anexo N° 2: Diagrama de densidad versus profundidad Agosto 200&€omportamiento
andémalo del registro de Agosto 2008.
45



