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Resumen:

Desde finales de 2007 hasta principios de 2009, y durante los afnos 2011 y 2012,
se observaron condiciones oceanograficas de gran intensidad, denominadas “La
Nifia” (LN), frente a la costa de Chile central. Durante ambos periodos y en esta
zona, se realizaron muestreos benténicos en el denominado Sulfureto de Humboldt
(SH), frente a las costas de Chile central, analizandose mediante pirosecuenciacion
Roche 454 el material genético procarionte presente. La informacién genética
resultante fue procesada y depositada publicamente en la base de datos publica del
NCBI.

Las muestras de cada crucero fueron secuenciadas mediante OTUs (Unidades
Taxonomicas Operacionales) y ASVs (Variantes de Secuencia de Amplicon),
respectivamente. Con el objetivo de evaluar la estabilidad temporal de la comunidad
bacteriana, se compararon las poblaciones muestreadas para analizar taxones
compartidos durante ambas, junto con una comparacion estadistica a través de
analisis de diversidad a y B por medio de un indice de Shannon (H’), y test ANOSIM,
PERMANOVA y escalamiento no métrico multidimensional (NMDS)
respectivamente; estos tres ultimos basados en la “matriz de similitud de Jaccard”
para presencia/ausencia de especies.

Este estudio revel6 que ambos muestreos comparten una alta proporciéon de
taxones y que, cuando se analizaron por separado, tanto la diversidad a (riqueza
observada e indice de Shannon) como la diversidad 8 (ANOSIM y PERMANOVA)
no mostraron diferencias significativas entre estaciones ni temporadas. Un analisis
conjunto, sin embargo, revela diferencias significativas en las métricas de diversidad
B, principalmente por la variable temporal.

Una comparacion tanto cualitativa como estadistica, por tanto, requiere de
trabajos futuros realizados no solo en condiciones meteorologicas similares, sino
que con metodologias constantes; en concreto, mismas técnicas de secuenciacion
de material genético, como también acceso a datos crudos para asegurar métricas
estadisticas tanto confiables como robustas.

Palabras clave: Procarionte, variabilidad poblacional, OTUs, ASVs, Sulfureto de

Humboldt, Bahia de Concepcion, “La Nifia”.



Abstract:

From late 2007 to early 2009, and during the years 2011 and 2012, intense
oceanographic conditions known as “La Nifia” (LN) were observed off the coast of
central Chile. During both periods and in this region, benthic samples were collected
at the so-called Humboldt Sulfuretum (SH), off the coast of central Chile (BC), and
the prokaryotic genetic material present was analyzed using Roche 454
pyrosequencing. The resulting genetic data was processed and made publicly
available through the NCBI database.

Samples from each expedition were sequenced using OTUs (Operational
Taxonomic Units) and ASVs (Amplicon Sequence Variants), respectively. In order to
assess the temporal stability of the bacterial community, the sampled populations
were compared to analyze shared taxa across both periods, along with statistical
comparisons through alpha and beta diversity analyses. Specifically, Shannon’s
Index (H’) was used for a-diversity, and ANOSIM, PERMANOVA, and non-metric
multidimensional scaling (NMDS) were applied for B-diversity — all three based on
the “Jaccard similarity matrix” for presence/absence of species.

This study revealed that both sampling events shared a high proportion of taxa,
and when analyzed separately, neither a-diversity (observed richness and Shannon
Index) nor B-diversity (ANOSIM and PERMANOVA) showed significant differences
between stations or between seasons. A combined analysis, however, revealed
significant differences in B-diversity metrics, primarily due to the temporal variable.

A meaningful comparison, both qualitative and statistical, therefore requires future
work to be conducted not only under similar meteorological conditions, but also with
consistent methodologies; specifically, the same genetic sequencing techniques and

access to raw data in order to ensure both reliable and robust statistical metrics.

Keywords: Prokaryote, population variability, OTUs, ASV, Humboldt Sulfuretum,

Concepcion Bay, La Nina.



1.1. Introduccion:

Los sistemas de surgencias frente las costas chilenas corresponden a uno de los
sistemas marinos mas productivos del mundo, en gran parte debido a la presencia
de la Corriente de Humboldt (Strub et al., 1998; Levin, 2003). Estos sistemas han
sido objeto de investigacion cientifica durante casi un siglo, generando un cuerpo

significativo de conocimiento oceanografico y ecoldgico durante este periodo.

En la hoy denominada Zona de Minimo Oxigeno (OMZ), y durante la expedicion
Mar-Chile Il en la zona norte de nuestro pais, se tomarian muestras del sistema
bentdnico marino donde, a bordo del navio AGS Yelcho (de la Armada de Chile), se
descubrieron grandes mantos de filamentos blanquecinos cubriendo el fondo
marino costero, junto con la peculiaridad de poseer un caracteristico olor a H2S y un
color negro producto de la reduccion del azufre presente en el ambiente (Gallardo,
1963). Estos mantos blanquecinos (clasificados provisoriamente como “algas
cianoficeas") fueron luego identificados correctamente como miembros del género
Thioploca (Phylum Pseudomonodota), a ese entonces sin registro previo de su
presencia en el mar (Gallardo, 1977); a raiz de este descubrimiento, dos especies
nuevas serian descritas para dicho género: T. araucae y T. chileae (Maier &
Gallardo, 1984).

Estudios posteriores en la plataforma continental, en especial aquellos realizados
durante el transcurso de las expediciones Thioploca-Chile y el crucero Sonne-156,
estuvieron centrados principalmente en las denominadas megabacterias 'y su rol en
el ecosistema. Un segundo objetivo acoplado a la expedicién fue dedicado a
estudiar la hidrografia de la costa chilena, incluyendo aquella entre los cafones
submarinos de los rios Itata y Bio-Bio. Estos estudios confirmarian un ambiente
habitado predominantemente por bacterias y su rol en los ciclos del Ny S en
ambientes pobres en Oz (Otte et al,, 1995; Jorgensen & Gallardo, 1999); con
contadas excepciones de eucariontes, como el anfipodo Ampelisca araucae
(Gallardo, 1962 y Carrasco & Arcos, 1984) y el crustaceo Pleurocondes monodon
(Carrasco et al., 1999, actualmente renombrado Grimothea monodon, (Macpherson,
2023).



Si bien uno de los miembros mas notorios de los sulfuretos corresponde a las
grandes bacterias sulfurosas filamentosas, la gran biodiversidad presente en estos
sistemas ecoldgicos abarca mas alla, por ejemplo, Jargensen (1982) describe una
serie de géneros bacterianos directamente involucrados en el ciclo del Sy C (i.e.:
Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfonema), presentes en ambientes ricos en
compuestos sulfurados; y, mas recientemente, se encuentran las denominadas
“bacterias cable” (phylum Thermodesulfobacteriota, familia Desulfobulbaceae),
presentes en la ZMO y caracterizadas por el transporte de electrones libres a lo
largo de su pared celular, los cuales son usados como fuente de energia (Fonseca,
2022).

Este tipo de ambiente replicaria las condiciones en la Tierra hace ~3.5 Ga, con
sistemas metabolicos basados en el S, elemento mucho mas abundante en ese
entonces, y sindnimo del océano primitivo (Wacey et al., 2011). Estando presentes
desde antes de la era del oxigeno, las bacterias sulfurosas se han mantenido en el
tiempo y, en ocasiones, han adquirido la habilidad de una limitada interaccion con
el oxigeno —como es el caso del género Candidatus Marithioploca (Gallardo &

Espinoza, 2007) y su interaccién con iones nitrato como parte de su metabolismo.

Las condiciones que favorecen y mantienen a la ZMO estan sujetas a los efectos
del evento El Nifio-Oscilacion del Sur (o ENSO, del inglés). Si bien la ZMO es
mantenida por la Corriente de Humboldt y Contracorriente de Gunther, la incidencia
de un evento o el otro influye en la estacionalidad de las surgencias que mantienen
a la ZMO (Suits & Arthur, 2000). La Nifa, por ejemplo, estimula estos eventos, en
contraste con El Nifio que demuestra una prolongacién del periodo entre surgencias
(Montecinos & Gomez, 2010); ambos eventos producen cambios en la composicion
y comportamiento de las masas de agua lo que afecta al ecosistema (Nam et al.,
2011). Esto debido a que el bentos y la columna de agua no son independientes
entre si y que interactuan constantemente (Pieppenburg et al., 1997; Arntz et al.,
1991), por lo que los efectos que ocurran en la columna de agua afectan a las
comunidades bentonicas locales (Povero et al., 2006). Esto es observado por Daneri
et al. 2000, quienes reportan una varianza significativa de la produccion primaria

entre las distintas fases del ENSO en la costa chilena a pesar de su efecto mas
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tenue en las costas peruanas, lo que se refleja en los desembarques pesqueros.
Esto puede explicarse como el efecto que poseen las comunidades procariotas
bentonicas sobre los ambientes pelagicos, manteniendo una biodiversidad vy

productividad ricas y estables (Levin et al., 2010).

Durante el verano del afio 2008 hasta enero del 2009, un fuerte periodo de La
Nifia tomé lugar en las costas chilenas (Fig. 1), donde Gallardo et al. 2016 realizaron
un crucero bentonico en la Bahia de Concepcién (BC) para la obtencion de material
y su posterior secuenciacién y analisis, con el fin de estudiar la composicion de la
poblacién bacteriana presente en la ZMO; proponiendo que la hipotesis
Thienemann-Sanders (TS?), que supone estabilidad temporal de la estructura de las
especies de un ecosistema macroecoldgico, aplicaria también a microbiomas, como

aquel presente en el Sulfureto.
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corresponde a un evento ENSO y 1.0°C correspondiendo a un “evento fuerte”. La duracién del
muestreo se encuentra delimitada entre las lineas punteadas (DEC-2007 & ENE-2009, y DEC-2011
& SEP-2012, respectivamente). Los datos fueron extraidos desde el sitio web:

https://origin.cpc.ncep.noaa.qov/products/analysis _monitoring/ensostuff/ONI _v5.php.

Un segundo trabajo fue realizado durante el periodo de La Nifia ocurrido entre
los anos 2011 y 2012, comparando la poblacién bacteriana bentonica en diferentes

zonas costeras de Chile, las cuales incluyeron la Bahia de Concepcién (Fig. 2),
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donde nuevamente se secuencid la poblacion procarionte presente en el bentos y
de igual forma que el trabajo anterior y observando que el Sulfureto se presenta
como una zona de alta diversidad biolégica; sumando a este conocimiento la
presencia de una distribucion latitudinal de diferentes especies a lo largo de la costa
chilena, claramente delimitada para cada latitud (Fonseca et al., 2022).

Zona de muestreo durante ambos periodos La Nina
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Fig. 2: Zona de muestreo durante ambos periodos La Nifia. La figura muestra las estaciones 7, 7cy
18 (33m, 50m y 88-90m de profundidad, respectivamente), donde se extrajeron las muestras del

primer muestreo.
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La siguiente investigacion, por lo tanto, pretende comparar si la comunidad
procarionte benténica es similar durante fases de La Nifia; evaluando variaciones
poblacionales entre el primer y segundo periodo de muestreo en la Bahia de
Concepcién (BC) a fin de comprobar si, efectivamente, la comunidad procarionte
bentdnica se mantiene (sin grandes cambios en su composicion) a lo largo del

tiempo, con condiciones ambientales similares entre muestreos.
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1.2. Objetivos:

1.2.1 Objetivo principal:

* Determinar estructura poblacional procarionte presente durante periodos
La Nifa en el Sulfureto de Humboldt (HS), frente a las costas de la Region
del Bio Bio.

1.2.2 Objetivos secundarios:

* Evaluar la variacion estadistica en la composicion de la biodiversidad
procaridtica presente en el Sulfureto de Humboldt (SH) para las muestras
de ambos cruceros.

» A partir de los resultados de test estadisticos, determinar la presencia o
ausencia de un patron poblacional constante en el Sulfureto de Humboldt
(SH).

14



2. Materiales y métodos:

2.1. Trabajo previo a la investigacion: Durante los afios 2007 a 2009, frente la
costa de la Bahia de Concepcion, se realizaron un total de 4 cruceros, en los cuales
se recolectaron muestras del bentos de las estaciones 1, 4, 7 y 18 (35m y 88m de
profundidad, respectivamente) frente a la BC, de los cuales se seleccionaron
aquellos muestreos realizados durante el verano de los afos 2007-2008
(VG_OTU1, VG_OTU2), primavera del afio 2008 (VG_OTU3, VG_OTU4), y verano
del 2009 (VG_OTUS5, VG_OTUSG).

Durante el segundo estudio (2011-2012), se extrajeron muestras bentdnicas
cuantitativas a 50m y 90m de profundidad a lo largo de la costa chilena,
seleccionando para el presente trabajo las muestras realizadas frente a la BC
durante el verano del afo 2011 (VG_ASV1, VG_ASV2) y primavera del afio 2012
(VG_ASV3, VG_ASV4).

Durante ambos trabajos, se extrajo 0.5 de sedimento superficial, fijados en
glutaraldehido al 2.5%. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio Bioldgico
Marino en Woods Hole, Massachusetts, EE.UU. para su analisis por
pirosecuenciacion Roche 454, obteniéndose de este modo las secuencias de la
seccion v6 (OTUs, primer muestreo) y v4ve (ASVs, segundo muestreo) del gen 16S
MARN, debido a su variabilidad inter-especifica y estabilidad temporal a lo largo de
un linaje.

Los detalles del muestreo y protocolos seguidos para la secuenciacién de OTUs y
ASVs se encuentran en Gallardo et al. (2016) y Fonseca et al. (2022),
respectivamente. Las muestras, en ambos casos, fueron filtradas y posteriormente
depositadas al Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) para su
almacenamiento; encontrandose las muestras del primer crucero disponibles
mediante el codigo SRP048832 primer crucero, y aquellas del segundo crucero
mediante el proyecto PRJNA251688.

2.2 Procesamiento de datos: Una vez seleccionadas las muestras (Tabla 1), el
procesamiento de éstas fue realizado por medio de RStudio (R Core Team, 2024).

La asignacion de taxonomia y elaboracién de tablas de abundancia, debido al pre-

15



procesamiento previo de los datos y la ausencia en éstos de tasas de error
verdaderas, se realizé por medio de la funcion IdTaxa() del paquete DECIPHER
(Wright, 2016), usando como referencia taxonémica la base de datos SILVA 138r2
(Quast et al., 2012), empleando el formato FASTA para los pasos subsiguientes. El
paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) se emple6 para el manejo de las
tablas de OTUs y ASVs.

Muestra Estacion PrOfL(J:f)“dad Temporada '\?(;3 ;I' (I?nd\;() T° (C°) (rr?g[/)L)
VG OTU2 | STA18 88 SM 07-08 6.4 -164 10 0.16
VG OTU3 \ STA7 33 SP 08 4.2 3 11.58 0.28
VG OTU4 | STA18 88 SP 08 5.1 -131 10.48 0.36
VG OTU5S \ STA7 33 SM 09 3.8 -234 11.8 0.4
VG OTU6 | STA18 88 SM 09 3.8 -102 <NA> <NA>
VG _ASV1 STA7c 50 SM-11 14 -85 13.4 1.09
VG ASV2 | STA18 90 SM-11 7.6 -120 13.8 0.39
VG ASV3 | STA18 90 SP 12 17.5 -78 10 0.8
VG ASV4 | STAT7c 50 SP 12 19.2 -96 9 1.8

Tabla 1: Metadata de muestras seleccionadas de ambos muestreos. Debido a la similitud batimétrica
y por conveniencia del autor, la profundidad de 50m de las muestras empleadas en la elaboracién
de ASVs fue denominada “STA7c”.

Para evaluar la diversidad a presente durante ambos cruceros, entendiéndose
como el analisis de diversidad dentro de cada muestra, se reporto la diversidad
observada (especies Unicas por muestra) y la equidad de las muestras (distribuciéon
de abundancia por especie) por medio del indice de diversidad de Shannon-Wiener
(H’) (Shannon, 1948) usando el comando estimate_richness() del paquete phyloseq.

Dicho test esta dado por la ecuacion:

H = =Y (pi+ In(pD))

Donde pi = abundancia de i especies, y

In(pi)= logaritmo natural de la abundancia de dichas i especies.

16



Para comprobar diferencias dentro de los resultados de riqueza observada y H’
entre muestras y periodo de muestreo, se realiz6 un test de Wilcoxon para comparar
estas métricas por medio del comando wilcox.test() y para complementar este
analisis, se realiz6 un test de Kruskal-Wallis por medio del comando kruskal.test(),
ambos presentes en el paquete stats de R; esto debido al bajo numero de muestras
comparables (OTU n=5, ASV n=4), sumando un total de nueve muestras; las
precauciones del uso de este método son elaboradas en la seccion 4.3. del presente
documento.

Para analizar la diversidad 3, entendida como las diferencias entre dos o mas
comunidades, se optd por un test de Analisis de Permutacion Multivariado
(PERMANOVA) por medio de la funcién adonis2() presente en el paquete vegan
(v2.6-8) (Oksanen et al., 2024). Con el fin de explicar las varianzas entre los datos,
explicables por las variables dadas; se requiere de una matriz cuadrada de
disimilitud, usando como métrica la distancia de Jaccard (basada en
presencia/ausencia de especies), a fin de determinar la presencia o ausencia de
taxones presentes por muestra y entre muestreos; la cual se calcula a raiz de la

forma binaria de la matriz de Bray-Curtis.

Esto queda de la forma:
_A+B-2J
 A+B-]

Con J = N° especies presentes en dos muestras iy j.
A = N° especies solo en una muestra A.
B = N° especies solo en una muestra B.

Posteriormente, el indice de Jaccard se calcula como:

_ 2B
]_(1+B)

Donde B = Matriz de Bray-Curtis

17



A su vez, el modelo general de adonis2(), corresponde a:

Y=XB+e€

Donde Y = Matriz de distancia (Bray-Curtis o Jaccard),
X = Matriz que contiene las variables explicativas.
B = Coeficientes del impacto de cada variable explicativa en la muestra.

€ = Error/sobrante no explicado por las variables integradas al modelo.

Para corroborar los tests PERMANOVA, se realizé igualmente un Analisis de
Similitud (ANOSIM), usando los mismos parametros empleados para los tests
PERMANOVA (Estacién y temporada de muestreo) por medio del comando

anosim(), igualmente del paquete vegan (v2.6-8).
La formula empleada por anosim() corresponde a:

_ (B—-1rW)
(NN =-1)/4)

Con R = Estadistica R.
rB = Diferencia de rango entre grupos.
rW= Diferencia de rango interna.

N = Numero de grupos o muestras.

Para graficar posibles aglomeraciones entre muestras debido a variables fisicas,
se empled un Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS en inglés); asi, de
tener una relacién entre las variables seleccionadas, las muestras deberian
agruparse segun su nivel de similitud. Para mantener la consistencia de los
métodos, se eliminaron los singletons de las tablas de abundancia finales (taxones
con un solo conteo en una tabla de abundancia), siguiendo la metodologia de
Fonseca et al. (2022).

Los sets de datos, para asegurar resultados congruentes, fueron rarificados a

4676 observaciones (el minimo presente en los datos de ambos muestreos) por
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medio de la funcion rarefy _even depth() de phyloseq. Debido a un artefacto
producto del uso de DECIPHER (y secuencias pre-procesadas), la muestra
correspondiente a VG_OTU1 fue excluida de los analisis estadisticos posteriores,
debido no sélo a un numero inusualmente bajo de conteos con respecto al resto de
las muestras mediante el paso de rarificacion, sino que también debido a que el

proceso de rarificacion descarté la muestra completamente.
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3. Resultados:

3.1. La estructura del SH: El primer muestreo resulté en 30053 conteos,
identificando un total de 583 filogenias unicas por medio de OTUs, las cuales se
encuentran distribuidas entre 53 phyla, 121 clases, 204 6rdenes, 282 familias y 373
generos; por otro lado, el segundo muestreo registré 91312 conteos totales y 762
filogenias unicas, repartidas entre 69 phyla, 139 clases, 270 6rdenes, 361 familias
y 510 géneros por medio de ASVs (Fig. 3).

Fig. 3: Curva de rarefaccion de las muestras analizadas para las estaciones en el SH por temporada
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de muestreo. El eje X corresponde al total de conteos, y el eje Y a la cantidad de tags Unicos/especies
observadas para cada muestra. VG_OTU corresponde al muestreo realizado durante La Nifia entre
los afios 2007-2009, y VG_ASV al evento de 2011-2012.

Comparando los datos de ambas poblaciones, se revela una similitud promedio
del 77% entre los distintos niveles taxondmicos; con un 83% a nivel de phylum y
68% a nivel de género (Tabla 2).

20



Nivel taxondmico % Comun
Phylum 83.02
| Clase 82.50
Orden 76.85
| Familia 74.73
Género 68.11

Tabla 2: Porcentaje de taxones compartidos entre muestreos por nivel taxonémico. Hacia niveles

inferiores, el porcentaje de taxones en comun disminuye, mas sigue manteniéndose sobre el 50%.

Para ambos grupos, los tres phyla mas abundantes correspondieron a
Pseudomonadota, Bacteroidota y Thermodesulfobacteriota; éstos conformando
65.9% y 60.3% para OTUs y ASVs respectivamente, y ~63.9% de la poblacién
global (Fig. 3a). Las «clases mas abundantes correspondieron a
Gammaproteobacteria (phylum Pseudomonadota), Bacteroidia (Bacteroidota) y
Desulfobacteria (Thermodesulfobacteriota), conformando un 54.7% de la poblacion
total, y los 6rdenes con mayor presencia fueron, junto a un orden sin identificar, de
la clase Gammaproteobacteria, Desulfobacteriales (Desulfobacteria) vy
Bacteroidales (Bacteroidia), los que forman el 31.1% de la poblacion total.
Finalmente, las tres familias mas numerosas fueron Flavobacteriaceae,
Bacteriodetes BD2 (Phylum Bacteroidota), y Desulfosarcinaceae
(Thermodesulfobacteriota), sumando ésta vez so6lo 10.5% y 8.48% para OTUs y
ASVs, y un 18.9% de la poblacién global (Fig. 3b).

21



Comparacién de abundancia de phyla (OTU vs ASV)
a
6000
gdnnn Method
°© B asv
B M o
2000
@ & ~° & & 5’ c“ &
& 6-& ¢ a:“& «° \f\ f‘ & & 9
E A A DT
S & ¥ T
ﬁé“
Phylum
Comparacién de abundancia de familias (OTU vs ASV)
b
1500
€
3 1000 Method
2 M Asv
) L l -
O‘V @p/ @9/ q‘}" * bl e:} af.}
agag’ a;b & 6“% a&% é& o&w *DCP% %‘Pﬁ R?"EJ
& 28 & & » F 9 @ 2 &
o e é} i3 o ‘53 2 s & ey
f F TS T F
T @ oF oF & oF & ©
& 3
gé £
F
Family

Fig. 4: Abundancia de especies por phyla (a) y familia (OTU vs ASV) (b). Ordenando los phyla por
abundancia total entre ambos muestreos, se aprecia la predominancia de Pseudomonadota,
Bacteroidetes y Thermodesulfobacteroidota, los cuales poseen >2000 observaciones y conforman el
63.8% de la poblacion total. Las tres familias mas numerosas pertenecieron a los phyla Bacteroidota

(Flavobacteriaceae y BD2) y Pseudomonadota (Desulfosarcinaceae).
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3.2. Diversidad a y B: Los resultados de diversidad a observada y el indice de
Shannon muestran una mayor riqueza y equidad a favor del muestreo de 2011-
2012; con la muestra VG_ASV3 teniendo el valor maximo entre ambos muestreos
(Est. 18, primavera 2012) (Fig. 4). Para la diversidad a, no se detectaron diferencias
significativas en las métricas obtenidas entre ambos cruceros para la riqueza
observada (Wilcoxon: W=0, p=0.01587; Kruskal: x*=5.39, df=3, p=0.15), ni en el
indice de Shannon (Wilcoxon: W=20, p=0.016; Kruskal: x2=8, df=8, p=0.43).
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Fig. 5: Diversidad a para el primer (VG_OTU) y segundo crucero (VG_ASV). Se aprecia la diversidad
observada (cantidad de especies) (a), junto con el indice de Shannon, que mide la equidad
(distribucion de conteos entre especies) de dicha diversidad (b). Los valores mas altos en ambas

métricas correspondieron a las muestras pertenecientes al segundo crucero.
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Sobre la diversidad 3, el test PERMANOVA, realizado sobre ambos muestreos

por separado, no detectdé un efecto significativo sobre la variacion de los datos
debido a la estacion o la temporada de muestreo, como tampoco fue el caso en los
test ANOSIM; con la métrica R describiendo una mayor intra-variacion en las
muestras de ambos cruceros, que entre ellos; lo cual puede considerarse como
ruido estadistico mas que un verdadero reflejo de la biodiversidad del bentos del SH
(R =-0.25 en ambos casos).
Sin embargo, se encontrd un efecto significativo solo al combinar ambos muestreos
de forma directa, especialmente para la variable temporal: Al analizar ambos
cruceros en conjunto, éste logré explicar 83.2% de la variacién poblacional de forma
significativa para el test PERMANOVA con gran significancia (p<0.05), y el test
ANOSIM denotando una diferencia significativa entre las poblaciones de ambos
cruceros (R = 0.896, p<0.05) producto de esta variable (Tabla 4 y 5,
respectivamente). La ordenaciéon NDMS, por su parte, revela leves agrupamientos
por temporada y estacion dentro de cada periodo de muestreo, reflejando minima
intra-variabilidad; sin embargo, la clara separacién entre muestreos es evidente (Fig.
5).
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Fig. 6: Ordenacion
NMDS para el primer y
segundo muestreo. Los
ejes X e Y son medidas
arbitrarias, mientras que
las figuras corresponden
a temporadas (Season) y
estaciones (Station) de
muestreo. La separacion
de ambos periodos de
muestreo indica una
clara separacién entre
las muestras de los dos
cruceros, sin embargo, la
disposicion vertical de los

puntos indica minima

intra-variacion dentro de cada muestreo. Las temporadas de muestreo corresponden a verano (SM)

y primavera (SP).
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4. Discusion:

4.1. Sobre la estructura del Sulfureto: Segun la evidencia de los datos adquiridos,
la variabilidad de la diversidad de la comunidad bacteriana bentonica dentro de la
BC se ve afectada principalmente por la variable temporal, lo cual queda avalado
por trabajos previos en el mismo SH (Gallardo & Espinoza, 2007, Gallardo et. al,
2013); los cuales aseveran que aguas frias (<12°C), pobres en oxigeno y ricos en
materia organica benefician la comunidad anaerdbica caracteristica de los
sulfuretos, observandose una especie de “temporalidad de abundancia”, donde
mantos bacterianos son esperables en el fondo marino; notablemente, los miembros
de la familia Beggiatociae (Pseudomonadota, Gammaproteobacteria, Thiotrichales)
y, en especifico, Beggiatoa sp. y Candidatus Marithioploca spp. son los ejemplos
mas notables en este ambiente; estos taxones destacan debido a su gran tamafno
para morfotipos procariontes y, en el caso de Thioploca sp., presenta dificultades
para su cultivo aislado en laboratorio debido a la estrecha relacion que presenta con
otros taxones (Teske & Nelson, 2006).

Muestreo Variable R2 F p
OTU Estacion 0.144 0.51 0.9
OoTU Temporada 0.786 3.68 0.067
ASV Estacion 0.114 0.51 0.9
ASV Temporada 0.343 1.04 0.667

OTU+ASV Estacion 0.656 3.18 0.024

OTU+ASV Temporada 0.832 4.97 0.002

Tabla 4: Resultados del test PERMANOVA en los diferentes muestreos. Al analizar ambas tablas de
abundancia de forma conjunta, se observa un efecto significativo de estacion y temporada (p < 0.05),
siendo mas acentuado el efecto de la temporada de muestreo sobre la composicién de la comunidad

procariética benténica.
De la misma forma, la notoria pérdida de dominancia hacia niveles taxonémicos
inferiores registrado en el trabajo presente esta respaldado por autores pasados,

quienes notan que la dominancia poblacional para microbiomas suele componerse
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principalmente por taxones “raros” con un reducido numero de observaciones,
quienes sin embargo forman la mayoria de la poblacion y biodiversidad de un
microbioma (Chakraborty et al., 2025; Sogin et al., 2006).

Muestreo Variable R P
OoTuU Estacion -0.25 0.7
OoTU Temporada 1 0.067
ASV Estacion -0.25 0.7
ASV Temporada -0.25 0.1

OTU+ASV Estacion 0.56 0.046

OTU+ASV Temporada 0.896 0.004

Tabla 5: Resultados de test ANOSIM en los diferentes muestreos. Nuevamente, se observa un efecto
significativo de estacion y temporada al analizar la poblacion de ambos cruceros de forma conjunta.
Los valores negativos para la estadistica R pueden interpretarse como ruido, debido a la baja

cantidad de muestras individuales para cada crucero.

Los taxones presentes en ambos cruceros son caracteristicos de un ambiente no
solo hipoxico, sino que también rico en nutrientes y azufre. La predominancia a nivel
de phylum de Pseudomonadota durante ambos cruceros no es de sorprender,
siendo este uno de los mas abundantes y diversos a nivel global, estando presentes
en casi todo tipo de cuerpo de agua y sedimento (Morris et al., 2002); el cual abarca
organismos mixotropos (ie. autétrofos facultativos) y ligados a los ciclos de C, Ny
S, particularmente relevante para el SH (Chobert et al, 2025).

Asi mismo, el phylum Bacteroidota se encuentra comunmente relacionado al ciclo
del C; particularmente como descomponedores de detrito y materia organica (Ge et
al., 2025); lo que, junto a la hipoxia y los altos niveles de materia organica en la fase
La Nifa del ciclo ENSO, contribuyen a la poblacion bacteriana del SH, destacando
las especies relacionadas con ambientes hipdxicos y anodxicos en el bentos (Arntz
et al., 2006; Molina et al., 2021). De la misma forma y junto a Pseudomonadota, Ma
et al. (2023) reportan la presencia de los phyla Bacteroidota, Bacillota

(anteriormente Firmicutes), y Actinomycetota en fondos arcillosos, hipdxicos y
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provistos de gran cantidad de materia organica; phyla que fueron igualmente
observados durante las muestras de ambos cruceros y formando parte de los 10
phyla mas abundantes, con la sola excepcion de Bacillota (14° lugar en abundancia
total entre ambos cruceros). El phylum Thermodesulfobacteroidota es igualmente
notado por Banzaraktsaeva et al. (2025) como notablemente propio de estos
ambientes.

En cuanto a clases, Gammaproteobacteria (Pseudomonadota) posee taxas que
participan del ciclo del S tanto como reductores como oxidantes, ademas de
capturar C por medio de quimiolitotrofia (Callbeck et al., 2021, Dyksma et al., 2016);
Bacteroidia (Bacteroidota) es propio de los margenes mas oxigenados de la ZMO,
y cuyo metabolismo se basa en la descomposicion de material organico particulado
(Medina-Armijo et al., 2020); y Desulfobacteria (Thermodesulfobacteriota) posee
gran cantidad de taxas relacionados con la reduccion de S, metabolizando sulfatos
en H2S y propios de ambientes pobres en oxigeno disuelto (Lincy & Manohar, 2020).

Respecto a los érdenes mas abundantes, Burceau et al. (2023) mencionan a
Desulfobacterales (Desulfobacteria) como descomponedores, asi como
participantes directos del ciclo del S.

La familia Flavobacteriaceae (Flavobacteriia) presenta gran cantidad de taxas
relacionados con ambientes anaerdbicos, como aquellos presentes en ambientes
marinos empleando nitrato o S como parte de su metabolismo y adaptados
igualmente a condiciones hipdxicas (Bernardet & Nakawaga, 2006), por lo que su
presencia en el SH es esperable. Asi mismo, la familia BD2-2 (Bacteriodetes, orden
Bacteroidales) esta relacionada a los ciclos del NOs y P (Chen et al.,, 2021); y
Desulfosarcinaceae corresponde principalmente a procariontes anaerdbicos y

vinculados al ciclo del C y S por medio del SO4 y H2S (Watanabe et al., 2015).

4.2. Sobre el uso de OTUs y ASVs: La diferencia entre phyla identificados para
OTUs y ASVs por medio de IdTaxa() para los taxones mas abundantes es apreciable
a simple vista; donde existe la mayor captura de taxones unicos durante el segundo
crucero (Fig. 7).

Respecto de los OTUs en el presente documento se muestra una mayor cantidad
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de conteos y ASVs. Joos et al. (2020) observaron diferencias entre los resultados
derivados del uso de ambos métodos de forma simultanea, obteniendo métricas
distintas al evaluar las mismas comunidades bacterianas lo que implica que la
comparacion de OTUs y ASVs de forma directa es capaz de introducir artefactos
artificiales en las métricas de diversidad debido a que los OTUs emplean clustering
(acomodar secuencias con un 97% de similitud como una lectura) mientras que los
ASVs emplean secuencias de nucleétidos, las cuales son directamente asociadas
a una referencia taxondmica; lo que conduciria a una sobreestimaciéon o
subestimacién de las métricas reales de la poblacion muestreada, afectando los
resultados de ambos en forma mas significativa que dicho clustering o el uso de
rarefacciéon (Chiarello et al., 2022). Sin embargo, Callahan et al. (2017) argumentan
que el uso de ASVs, debido a la comparacion directa de nucleétidos durante la
asignacion taxonomica de secuencias, seria el método mas adecuado para el
analisis de microbiomas.

Cabe destacar, de igual forma, que el proceso de rarefaccion ha sido cuestionado
ultimamente como método de normalizacion de conteos. McMurdie & Holmes (2014)
consideran esta practica como innecesariamente derrochadora, puesto que
especies menos abundantes son omitidas de las estimaciones de diversidad en
célculos posteriores (tanto abundancia como riqueza de especies); subestimando
las métricas reales presentes en el microbioma estudiado.

En cambio, Schloss (2024) argumenta que sin rarefaccion, las mediciones de
diversidad a estarian sujetas al esfuerzo de muestreo (e.g. numero total de
muestras, cantidad de sitios de muestreo, etc.) mientras que la diversidad 3 al
esfuerzo de secuenciacion (cuantas lecturas es capaz de registrar un
instrumento/software determinado); argumentando que la rarefaccion es (al menos
de momento) la mejor herramienta disponible para atenuar estos problemas cuando

se trabaja con comunidades bacterianas.

4.3. Sobre trabajo futuro: Como fue mencionado durante la seccién 2 (Materiales
y métodos), el presente estudio optd, por iniciativa propia del tesista, emplear las

secuencias listadas en los muestreos previos realizados en la BC, almacenados en
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la base de datos de la NCBI: SRP048832 y PRINA251688. Debido al proceso previo
eliminando las tasas de errores reales de las secuencias empleadas, las cuales
fueron pre-procesadas antes de ser depositadas en la base de datos de la NCBI,
los resultados deben ser considerados con precaucion; en concordancia con las
referencias compiladas en la seccién 4.2. Al usar la evidencia obtenida de la
interseccién de taxones presentes entre ambos cruceros, resultan las diferencias
sin un verdadero peso estadistico; puesto a que no existe un cambio en el régimen
poblacional presente en el SH. Sin embargo, hay que aclarar que al combinar ambos
muestreos, la situacion cambia drasticamente: tanto la variable temporal como la
variable espacial tendrian un gran efecto significativo sobre la biodiversidad del SH;
es decir, éstos resultados deberian considerarse con precaucion, debido a los
artefactos introducidos en el analisis producto de dos métodos diferentes de
secuenciacion (clustering de secuencias a 97% de similitud vs comparacion directa
de nucledtidos con el modelo de referencia taxonémica seleccionado). Asi mismo,
la baja cantidad de muestras comparables entre ambos muestreos reduce el peso
estadistico de los analisis (n = 5 para el primer crucero, n = 4 para el segundo). Por
lo tanto, y a fin de no llegar a conclusiones prematuras y erréneas, se hace poco
factible una comparacion estadistica entre la poblacion muestreada por ambos

cruceros.
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5. Conclusion:

Finalmente, el presente trabajo pretende aportar con los siguientes

conocimientos:

* La comparacion cualitativa de la poblacion bacteriana del SH durante el
periodo La Nifa revela una similitud taxonémica promedio del ~77% entre
ambos periodos.

« El analisis estadistico, al estudiar ambos cruceros por separado, refleja
que no hay diferencias significativas dentro de sus respectivos
muestreos, ni por estacion y tampoco por temporada de muestreo. Sin
embargo, estudiando los muestreos de forma conjunta, hay variaciones
significativas en la estructura de la poblacion benténica bacteriana
explicadas principalmente por la variable temporal.

» Las diferencias metodoldgicas en la secuenciacion del material genético
para ambos cruceros resultan en un analisis estadistico conjunto con peso

insuficiente.
Este trabajo se presenta como un primer paso en la comprension de la dinamica

poblacional bacteriana bentdnica presente en la ZMO durante una de las fases del

ciclo ENSO - La Nina frente a Chile central.
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7. Material complementario:

Abundancia de especies por phylum (OTU)
a SM_07-08 SP 08 SM_09

100+

Phylum
. Pseudomonadota

| M Bacteroidota
. Thermodesulfobacteriota
. Other

| . Acidobacteriota
8] Planctomycetota
. <1%
- Actinomycetota

| i) Ignavibacteriota
B Verrucomicrobiota
] Myxococcota

75

® 50

25
0
(L
0& o& &3 &3 o@ 0&
Pr P 4‘” 4‘” R

Abundancia de especies por familia (OTU)
smo708 || spos || smo9

1007
751
® 501
251

& H L
S & S OS

R\ g 4‘” Ac’/ \\0’ 4‘”

Family

M <%

B other

. Flavobacteriaceae

B Bacteroidetes BD2-2

@ unclassified_Desulfobacterales_2
5] unclassified_lgnavibacteriales_2
Thermoanaerobaculaceae
Desulfosarcinaceae_2
Cyclobacteriaceae

B incertae Sedis _147(Bacteroidetes VC2.1 Bac22)
1] Kiritimatiellaceae_2

o

Anexo 7.1: Abundancia relativa de especies por phylum (a) y familia (b) (OTU). Los taxones
fueron ordenados de mayor a menor segun su abundancia total. La predominancia de taxones
especificos desaparece hacia niveles inferiores; con taxones correspondientes a menos de un 1%

de de poblacién total componiendo la mayoria del microbioma.
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Anexo 7.2: Abundancia de especies por phylum y familia (ASV). De la misma forma que en la figura
anterior, la aparente predominancia de taxones pertenecientes a Pseudomonadota, Bacteroidota y
Thermodesulfobacteroidota desaparece hacia taxas inferiores. A diferencia del primer crucero, la
distribucion de taxones raros es menor, lo cual queda reflejado en los mayores indices H’ del segundo

crucero.
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