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RESUMEN

Si bien las morfologias aqui descritas de bacterias de fondos reducidos de lagunas de
agua dulce habian sido ya descubiertas y descritas en ambientes anaerdbicos marinos
similares, y también descubiertas en lagunas hipersalinas andinas y del Salar de
Atacama, escasa atencion se habia puesto hasta ahora en la vida procariota filamentosa

multicelular de cuerpos dulceacuicolas continentales.

El primer reportaje de este tipo de bacterias bentdnicas de fondos reducidos en la VIII
Region fue el correspondiente a las “Laguna Chica” (36°50'40"S 73°05'15"W) y
“Laguna Grande” (36°50'51"S y 73°06'36"W) (“lagunas metropolitanas™), de la comuna
de San Pedro de la Paz (Regidén del Biobio).

El presente documento informa sobre los resultados obtenidos del segundo registro de
bacterias filamentosas multicelulares en fondos anaerdbicos reducidos en un cuerpo de
agua dulce de la Regién del Biobio. En este caso, de los fondos del Humedal Laguna
Verde (36°47'46.5"S, 73°09'32.9"W), ubicada en la comuna de Hualpén al norte de la
desembocadura del rio Biobio.

El principal objetivo del presente trabajo fue investigar la presencia y caracteristicas
morfologicas de las macrobacterias filamentosas multicelulares del Humedal Laguna

Verde (Hualpén), comparando su similitud con morfotipos marinos.

Junto con realizar campafias de muestreo de sedimentos lacustres reducidos en oxigeno
disuelto en octubre y noviembre del afio 2025, se evalud la similitud entre los morfotipos
contenidos en estas muestras y los morfotipos marinos y se registraron los parametros

fisicoquimicos del sedimento tales como pH, potencial redox y temperatura.

La metodologia incluyo: la caracterizacion organoléptica in situ de las muestras de
sedimento recolectadas, el analisis morfoldgico (conteo y agrupacion de morfotipos)
mediante Microscopia de Contraste de Fase (PCM) y Microscopia Electronica de

Barrido (SEM), ademas de un registro de los parametros fisicoquimicos del sedimento.



Los resultados confirmaron la presencia de: seis morfotipos bacterianos filamentosos en

el Humedal Laguna Verde, los que fueron “clasificados” segun la clave morfologica de

Gallardo & Espinoza (2007b).

Se registré una dominancia marcada del morfotipo cilindrico con septos no visibles y sin
accesorio apical (B.1.i.2) alcanzando una densidad de 10x10° filamentos/mL, ademés de
hallarse morfotipos analogos a los marinos tales como el morfotipo con contriciones
celulares (B.IL.iv.7) y con granulos simples (B.1l.iii.4.c). En cuanto a datos cuantitativos,
las mayores densidades se observaron en primavera (octubre) en la estacion M1 de
Laguna Verde, alcanzando promedios superiores a 8x10* filamentos/mL. Los valores de
indice de Shannon fueron parejos (entre 0,5 y 0,7), lo que indica un punto en el tiempo,
y en un futuro se podra comparar con otras estaciones del afio. Los sedimentos se

caracterizaron con una gran presencia de sulfuro de hidrégeno (H.S).

Se confirma y concluye que Humedal Laguna Verde mantiene comunidades procariotas
morfolégicamente andlogas a las marinas, como del denominado Sulfureto de
Humboldt. Asi mismo, la diversidad morfologica del sistema dulceacuicola del
Humedal Laguna Verde representa el 54,5% de los morfotipos encontrados en el

Sulfureto de Humboldt (marino).

Por otro lado, la presencia de estas bacterias en Humedal Laguna Verde, podria deberse
a dos factores, uno marino (debido a su origen geolégico) y otro de agua dulce (por su
cercania al rio Biobio). Ademas, los resultados del presente estudio establecen las bases

para futuros estudios mas robustos.



ABSTRACT

Although the morphologies of bacteria from reduced freshwater lagoon bottoms
described here had already been discovered and documented in similar marine anaerobic
environments, as well as in hypersaline Andean lagoons and the Salar de Atacama, little
attention has been paid until now to multicellular filamentous prokaryotic life in

continental freshwater bodies.

The first report of this type of benthic bacteria from reduced bottoms in the VIII Region
corresponded to "Laguna Chica" (36°50'40"S 73°05'15"W) and "Laguna Grande"
(36°50'51"S y 73°06'36"W) ("metropolitan lagoons™) in the commune of San Pedro de la
Paz (Biobio Region).

This document reports the results obtained from the second record of multicellular
filamentous bacteria in anaerobic reduced bottoms within a freshwater body in the
Biobio Region. In this case, the study focuses on the benthos of the Laguna Verde
Wetland (36°47'46.5"S, 73°09'32.9"W), located in the Hualpén commune, north of the

mouth of the Biobio River.

The main objective of this work was to investigate the presence and morphological
characteristics of multicellular filamentous macrobacteria in the Laguna Verde Wetland

(Hualpén), comparing their similarity to marine morphotypes.

In addition to conducting sampling campaigns of lacustrine sediments reduced in
dissolved oxygen during October and November 2025, the similarity between the
morphotypes found in these samples and marine morphotypes was evaluated.
Physicochemical parameters of the sediment, such as pH, redox potential, and

temperature, were also recorded.

The methodology included: in situ organoleptic characterization of the collected
sediment samples, morphological analysis (counting and grouping of morphotypes)
using Phase Contrast Microscopy (PCM) and Scanning Electron Microscopy (SEM),
and the recording of physicochemical parameters. The results confirmed the presence of



six filamentous bacterial morphotypes in the Laguna Verde Wetland, which were
"classified" according to the morphological key of Gallardo & Espinoza (2007b).

A marked dominance of the cylindrical morphotype with non-visible septa and no
apical accessory (B.l.i.2) was recorded, reaching a density of 10x10° filaments/mL.
Additionally, morphotypes analogous to marine ones were found, such as the
morphotype with cellular constrictions (B.ll.iv.7) and the one with simple granules
(B.ILiii.4.c). Regarding quantitative data, the highest densities were observed in spring
(october) at station M1 of Laguna Verde, reaching averages exceeding 8x10*
filaments/mL. Shannon Index values were consistent (between 0.5 and 0.7), indicating a
specific point in time that can be compared with other seasons in the future. The

sediments were characterized by a high presence of H2S.

It is confirmed and concluded that the Laguna Verde Wetland maintains prokaryotic
communities morphologically analogous to marine ones, such as those of the so-called
Humboldt Sulfuretum. Likewise, the morphological diversity of the Laguna Verde
Wetland freshwater system represents 54.5% of the morphotypes found in the (marine)
Humboldt Sulfuretum.

Furthermore, the presence of these bacteria in the Laguna Verde Wetland could be due
to two factors: one marine (due to its geological origin) and one freshwater (due to its
proximity to the Biobio River). Finally, the results of this study establish the foundation

for more robust future research.



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de las bacterias filamentosas multicelulares.

La ecologia microbiana de ambientes acuaticos ha revelado la existencia de
comunidades de bacterias filamentosas multicelulares, las que prosperan en condiciones
de hipoxia y anoxia, condiciones predominantes en la hidrologia de la Tierra temprana
(Gallardo et al., 2013). Dentro de este grupo de las grandes bacterias filamentosas
multicelulares se reconocen dos grupos, donde las bacterias se dividen por tamafio en
estas categorias no taxondmicas con nombres coloquiales que se les asignaron segun
Gallardo & Espinoza (2007b). Es decir, las “megabacterias” filamentosas (con diametros
entre ca. 20-40 um), y las “macrobacterias” filamentosas (con diametros entre ca. 1-8
um) (Gallardo & Espinoza, 2007b).

Estas ultimas, se distinguen taxonémica y funcionalmente de las "megabacterias"
multicelulares clasicas, Thioploca araucae (Maier & Gallardo, 1984) y T. chileae (Maier
& Gallardo, 1984). Las cuales fueron las primeras bacterias de esta indole en ser
descubiertas en el océano mundial, hecho que ocurrié durante la Expedicion “Mar-Chile
I1” (Sievers, 2018). Los didmetros de estas bacterias filamentosas gigantes varian entre
aproximadamente 40 y 20 micrones, y han sido ampliamente estudiadas en zonas de

surgencia (Gallardo et al., 2013).

Estos organismos habitan preferentemente en el fondo marino, donde actGan como
ingenieros del ecosistema microbiano, facilitando el desarrollo de ciclos biogeoquimicos
esenciales como el del azufre y cumpliendo con un rol ecologico primordial en
ambientes anoxicos ricos en hidrégeno sulfurado como el Sulfureto de Humboldt (SH)
(Gallardo et al., 2013); es decir, los compuestos sulfurados, como el sulfuro de
hidrogeno (H,S), el que originalmente fue, y actualmente, sigue siendo aportado por
volcanes, aporte que ha sido complementado por la evolucion de la vida en la Tierra, por
la descomposicion de la materia orgéanica (Dr. V. A. Gallardo, com. pers., diciembre
2025).



1.2 . Clasificacion de Morfotipos.

En busca de dar una identidad a la diversidad de macrobacterias filamentosas
multicelulares, los investigadores Gallardo & Espinoza, crearon una clave taxonémica
practica con el fin de agrupar a las macrobacterias por medio de sus caracteristicas
morfoldgicas. En el caso de estas bacterias, la morfologia es una herramienta muy (Util
para discernirlas mientras se adquieren los equipamientos necesarios para describirlas e
identificarlas especificamente (Fig. 1), ya que es una forma rapida, economica y facil de
agrupar bacterias segin su morfotipo (Gallardo & Espinoza, 2007b). Sin embargo, su
principal limitacion radica en la posibilidad de confundir a estas macrobacterias con
organismos que presenten estructuras celulares similares, como las cianobacterias
(Durén et al., 2025).

GIANT SEDIMENT BACTERIA IN THE
EASTERN SOUTH PACIFIC

I

Spherical Cylindrical

A B
Septs not visible Visibly multicelular
U] ()
Straight Not Straight With granules Without granules
(i) (i) (iii) (iv)
|
| 1 I
With apical Without Spiraled | | Angular || Vacuolated Non With cell Cell walls
accessory apical (3) (4) (3) Vacuolated || constrictions | straight
(1 accessory (2) (4) (7) (8)
—— ‘
Tightly Loosely Single row Multiple rows
spiraled spiraled (c) (d)
(a) (b)

Figura 1. Clave morfoldgica para macrobacterias filamentosas multicelulares segiin Gallardo & Espinoza
(2007b). Las imagenes provienen de muestras de sedimentos recolectados en el Sulfureto de Humboldt
(SH), especificamente de los fondos anoxicos de la Bahia de Concepcion, Chile central (~36° de latitud
sur) durante el periodo 2004-2007 (Gallardo & Espinoza, 2007b).



Asi mismo, segin Gallardo & Espinoza (2007b): ademas de la variada morfologia
multicelular, algunos morfotipos muestran una interesante variacion de movimientos que
sugieren una transmisién de estimulos a lo largo de la cadena de células y mecanismos
de coordinacion fina.

Aunque con bastante lentitud, la mayoria de los morfotipos pueden deslizarse hacia
adelante y hacia atrés; incluso hay filamentos capaces de doblarse en forma de arco y
moverse en esta posicion (generalmente los filamentos mas largos). También, se ha
observado la presencia de lo que parece ser gldbulos de azufre dentro de las células de
algunas de las “macrobacterias”, sugiriendo una quimiosintesis basada en el sulfuro. Sin
embargo, granulos de otros polimeros también podrian estar involucrados. Todo esto
sugiere, que las “macrobacterias”, son verdaderos organismos multicelulares, en los que,
diferentes células a lo largo de la cadena podrian diferir en su funcién (Gallardo &
Espinoza, 2007b).

Incluso, el tamafio de estas macrobacterias, ofrece una ventaja competitiva porque ayuda
a superar las limitaciones termodinamicas de la microescala, ademas de limitaciones
impuestas por otras bacterias, ya que la relacion area superficie-volumen de un cilindro
no cambia mucho con el aumento de la longitud, permitiendo que las formas
filamentosas delgadas tengan una mayor exposicién a recursos ambientales (Gallardo &
Espinoza, 2007b).

1.3 . Comunidades del Sulfureto de Humboldt.

Historicamente, el conocimiento sobre estas comunidades se ha centrado en el medio
marino. Si bien las primeras bacterias sulfurosas gigantes fueron descubiertas en el
denominado Sulfureto de Humboldt (SH) en el norte de Chile en la década de 1960
(Gallardo, 1963), la verdadera diversidad de los filamentos se encontrd en una ventana
de diametros menor, las llamadas “macrobacterias”, las cuales no fueron consideradas
durante décadas. No fue sino hasta la Expedicion del “Sorcerer 11, organizada por el

cientifico norteamericano Dr. J. Craig Venter (Rusch et al., 2007), en la que el Dr. V. A.



Gallardo descubrio estos nuevos morfotipos de macrobacterias filamentosas
multicelulares frente a Roca Redonda (Archipiélago de las Islas Galapagos, Ecuador).

En seguida de dicha expedicidn, estas bacterias fueron reconocidas con gran diversidad
frente a Concepcion; (Gallardo et al., 2013) y son consideradas como parte integral del
llSHll.

Debido a esta experiencia, el Dr. V. A. Gallardo regresa a Chile y comienza muestreos
intensivos frente a la costa de Concepcion para luego, describir una vasta comunidad de
bacterias filamentosas multicelulares de menor diametro que las originales Thioploca,
las que se denominaron en general “macrobacterias”, habitando el Sulfureto de
Humboldt debajo del Sistema de Corrientes del mismo nombre y debajo la Zona de
Minima de Oxigeno (ZMO) (Gallardo et al., 2013).

Esta zona, denominada el "Sulfureto de Humboldt" (SH) (Fig. 2), se extiende entre
aproximadamente los 6°S y los 37°S, cubriendo potencialmente alrededor de 100.000
km? (Gallardo et al., 2013), y se caracteriza por poseer concentraciones de oxigeno
disuelto cercanas a cero, sedimentos ricos en sulfuro de hidrégeno (H,S) y materia
organica (Gallardo & Espinoza, 2007a). En este ambiente se han identificado diversos
morfotipos (Fig. 3), donde la riqueza en la diversidad morfoldgica de estas comunidades
incluye variadas formas como Desulfonema, Spirochaeta, entre otros géneros aun en
estudio. Estos tipos de “macrobacterias filamentosas multicelulares”, forman extensas
comunidades microbianas que regulan la quimica del sedimento y ademas se han visto

asociadas a las vainas de Thioploca spp. (Gallardo et al., 2013).
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Figura 2. Distribucion del “Sulfureto de Humboldt” (SH) a lo largo del borde oriental de la Corriente de
Humboldt (Gallardo et al., 2013b).
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Figura 3. Diversos morfotipos de "macrobacterias"* que habitan en el SH. Distinguidas en la clave
morfolégica de la Fig. 1 (Gallardo & Espinoza, 2007b). (*Término utilizado para diferenciarlas de las

“megabacterias”, i.e., Thioploca, Beggiatoa).



1.4. Rol ecoldgico.

El rol de las macrobacterias, es fundamental, pues el metabolismo de éstas implica la
oxidacion de compuestos tdxicos, como el H,S (Dr. V. A. Gallardo, com. pers., enero
2026).

El estudio de su morfologia y metabolismo, ofrece las bases para entender cémo podria
manifestarse la vida en otros cuerpos planetarios con condiciones fisicoquimicas
similares a las de la Tierra primitiva, donde no habia oxigeno y predominaba el sulfuro
de hidrogeno (H.S). Dichas condiciones encuentran hoy su representacion mas cercana
en los ambientes anaerobicos, especificamente en los denominados ‘“sulfuretos”.
Convirtiendo a estas bacterias, en un objetivo de estudio clave para tratar de comprender

la evolucion de la vida en el Universo (Gallardo & Espinoza, 2007a).

Poco se sabe aun del metabolismo de las macrobacterias (mas alla de las caracteristicas
generales) y como éste influye en la ecologia del ambiente. Sin embargo, gracias a
recientes investigaciones se ha llegado a concluir que algunas de estas “macrobacterias”
y “megabacterias”, poseen un modo mixotrofico de vida, obteniendo energia, tanto de
fuentes de C inorganico como organico. Ademas, la mayoria demostré la capacidad de
crecer quimio-lito-autotréficamente, utilizando H, y CO, (Fonseca et al., 2025). Es
posible, por lo tanto, deducir que al poseer estas bacterias un modo mixotréfico de vida,

actian como un puente entre diferentes ciclos del carbono.

Asi mismo, su capacidad para desarrollarse utilizando H, y/o H,S, y CO, seria
fundamental para la vida aerdbica de ecosistemas aféticos profundos, donde fijen el C
inorganico en biomasa organica, la que luego puede ser consumida por otros
organismos. Ademas, al utilizar estos compuestos como fuente de energia y fuente de C,
estas bacterias intervienen directamente en la regulacion de gases de efecto invernadero
y en el ciclo del hidrégeno del ambiente (sedimento o agua), en el que se encuentren
(Jargensen, 2006; Teske & Salman, 2014).
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Por ello, este tipo de metabolismo sugiere que estas bacterias estan adaptadas a
interfaces biogeoquimicas donde coexisten donadores de electrones inorganicos y
materia organica, permitiéndoles colonizar nichos ecoldgicos que serian restringidos

para organismos con metabolismos mas generalistas (Schulz & Jergensen, 2001).

En resumen, podrian actuar como agentes estabilizadores del ecosistema, capaces de
mantener la productividad biologica independiente de si la “fuente de alimento”
predominante, es organica o inorgénica. Sin embargo, gracias al trabajo del Dr. V. A.
Gallardo y colaboradores, aspectos de este ampliado rol ecoldgico vy fisiologico se han
demostrado mayoritariamente para las “megabacterias”, en particular para Thioploca

spp. (Fig. 4), mientras que para las macrobacterias aun faltan esfuerzos investigativos.

En cuanto a las “megabacteria”, se sabe que éstas poseen una gran vacuola intracelular
que funciona como un reservorio de nitrato altamente concentrado (160-500 mM), por lo
que el nitrato puede ser utilizado por las bacterias sulfuro-oxidantes como su Unico
aceptor de electrones, 0 como una fuente alternativa, y, que la acumulacion de nitrato en
altas concentraciones permite a bacterias como Thioploca spp. transportar el nitrato
como un aceptor de electrones hacia el interior del sedimento hasta encontrar H,S, el
dador de electrones (Gallardo et al., 2013).
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Figura 4. Diagrama que muestra la eco-fisiologia de Candidatus Marithioploca (Gallardo et al. 2013) : (a)
Agua de fondo con bajo contenido de oxigeno disuelto, normalmente <0.5 mL L-1 pero alto en nitrato
(~10-38 uM L-1); (b) tricoma dentro de (c) vaina gelatinosa; (V) vacuola conteniendo nitrato en
concentraciones de alrededor de 20,000 veces el nivel ambiental (160-500 mM); (d) epibiontes en vaina;
(e) sedimento superficial ligeramente oxidado; (f) sedimento andxico; (g) macrobacterias del sedimento
circundante. Se muestran los productos del metabolismo, i.e., el amonio y el nitrito resultante de la
reduccion del nitrato; el sulfato y el azufre elemental (glébulos Sy) resultantes de la oxidacion del sulfuro

de hidrogeno.

1.5. Antecedentes de macrobacterias filamentosas en ambientes marinos y

dulceacuicolas.

Si bien la presencia de estas bacterias en fondos marinos reducidos ricos en H2S, los
cuerpos de aguas continentales no salinos recién se comienzan a explorar con lo que los
nuevos hallazgos sugieren que la distribucion de estos microorganismos no esta limitada
por la salinidad, sino por la existencia de gradientes redox especificos: aguas deficientes
en oxigeno suprayacentes a sedimentos reducidos (Gallardo & Espinoza, 2007b). Por
ejemplo, se han descubierto este tipo de bacterias habitando en lagunas hipersalinas e
incluso en el Salar de Atacama, sin embargo este hallazgo estd en proceso de

publicacién (Dr. V. A. Gallardo, com. pers., enero 2026).
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En afios recientes, se ha reportado una novedosa morfologia de macrobacterias, las
"bacterias cable" (finos filamentos multicelulares conductores de electrones cuyos
diametros varian generalmente entre 0,4 y 0,7 micrones) (Nielsen, L.P et al., 2010;
Pfeffer et al., 2012).

Estas morfologias, si bien observadas previamente, incluso por los micropaleont6logos
(Schopf, 1992) fueron originalmente reconocidas como “cables eléctricos” en
sedimentos marinos, por el Dr. Lars Peter Nielsen, acadéemico de la Universidad de
Aarhus y colaboradores (Pfeffer et al., 2012).

Hasta la fecha, se han encontrado ademas en sedimentos quimicamente reducidos de
agua dulce, manglares, y estuarios alrededor del mundo confirmando que la morfologia
filamentosa es una estrategia exitosa en diversos ambientes sedimentarios (Dong et al.,
2024).

Segun la clave morfoldgica de Gallado & Espinoza (2007b), estas "bacterias cable" se
podrian considerar como parte del morfotipo cilindrico con septos no visibles y sin

accesorio apical.

Las “bacterias cable” pertenecen a la familia de las Desulfobulbaceae. Son
macrobacterias filamentosas multicelulares (Fig. 5), anaer6bicas facultativas que
presentan un transporte electrénico de largo alcance (varios cm) debido a que poseen
una red de fibras incrustadas en su envoltura celular que generan y transmiten corriente
eléctrica. Se encuentran en sedimentos acuéticos ricos en sulfuros, tanto marinos como

de agua dulce y en zonas de minimo oxigeno (OMZ).

Han sido detectadas en ambientes templados, tropicales y polares. Requieren gradientes
redox bien definidos y suelen colonizar la zona intermedia entre sedimentos anoxicos y

la interfase oxigenada (Dong et al., 2024).

En resumen, son el Unico grupo morfoldgico perteneciente a las macrobacterias que han
sido ampliamente estudiadas en el mundo a pesar de que tan solo ha pasado poco mas de

una década desde su descubrimiento.

13



Asi mismo, se cree que otros tipos de bacterias pertenecientes a las macrobacterias,
podrian hallarse en cualquier cuerpo de agua que cumpla las condiciones necesarias
como bajo nivel de oxigeno disuelto y la presencia de H,S (Gallardo & Espinoza,
2007b), asi como ha sido lo observado con las bacterias cable (aun no descritas en
Chile).

En el contexto local, esta vision se ha visto reforzada por el reciente articulo de Duran-
Garcés et al. (2025), quienes documentaron el primer registro de bacterias bentonicas
filamentosas multicelulares en lagunas de agua dulce en Chile central, especificamente
en “Laguna Chica” (36°50'40"S 73°05'15"W) y “Laguna Grande” (36°50'51"S y
73°06'36"W) (“lagunas Metropolitanas”), de la Comuna de San Pedro de la Paz (Region
del Biobio). Este descubrimiento afectd el paradigma de la exclusividad marina, y
plantea el problema de determinar qué tan extendidas estan estas comunidades en los

sistemas lacustres urbanos y periurbanos.
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Figura 5. Morfologia de las bacterias cable (Xiong et al., 2024): (A) Los filamentos de bacterias cable
estan dispuestos a lo largo de un gradiente de sulfuro-oxigeno (Pennisi, 2020). (B) SEM de células de
bacterias cable (Teske, 2019). (C) y (D) Desulfobulbaceae filamentosas identificadas por hibridacion in
situ de fluorescencia dirigida al ARNr 16S (sonda DSB706 y ELF654) (Pfeffer et al., 2012). Las imagenes
TEM muestran: (E) filamento de bacteria cable (Trojan et al., 2016), (F) la estructura de la vaina de la
fibra después de la eliminacion del citoplasma y las membranas, y (G) la estructura de rueda de carro en la
union célula-célula (Cornelissen et al., 2018). (H) Diagrama esquematico de la seccion transversal de una

célula de bacteria cable y en una union, respectivamente (Cornelissen et al., 2018).
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1.6. Area de estudio: Humedal Laguna Verde.

Para abordar esta problemética, se selecciond un cuerpo de agua del Area Metropolitana
del Gran Concepcion (AMGC) en la Region del Biobio, el Humedal Laguna Verde. Ya
que no hay mucha informacion respecto a este humedal debido a la poca investigacién y
menos aln respecto a las bacterias, se consideran los siguientes aspectos generales como

una descripcién del area:

Humedal Laguna Verde (Hualpén: 36°47'46.5"S, 73°09'32.9"W):

Esta ubicada en el interior del Parque Botanico de Hualpén, perteneciente a la
Universidad de Concepcién en la Peninsula de Hualpén (36° 47°S, 73°09'W) y a unos
900 metros de la desembocadura del Rio Bio-Bio en el Océano Pacifico (Rivera, 1974).
Este cuerpo de agua es parte de un sistema de humedales costeros de gran importancia
ecologica, se encuentra rodeado por un bosque escleréfilo costero de caracter relictual,
es altamente productivo; alberga abundante fauna i.e., aves, insectos, peces, anfibios y
mamiferos. De hecho, Laguna Verde es una de las zonas que alberga méas diversidad de
aves en cuanto a riqueza especifica dentro del Area Metropolitana del Gran Concepcion
(AMGC) (Valdovinos, 2006). Asi mismo, el area del humedal estd dominada por
pajonales de juncos pertenecientes a especies de las familias Juncaceae (e.g. Juncus
procerus) y Cyperaceae (e.g. Cyperus spp y Carex spp), las cuales se distribuyen a modo
de parches (Francois et al., 2024).

Su origen geoldgico se remonta al Holoceno, asociado a la evolucion de campos
dunarios y variaciones del nivel del mar que modelaron la costa hace miles de afios,
creando barreras naturales que permitieron la acumulacion de agua dulce (Francois et
al., 2024). La laguna se formé hace aprox. 4.000 afios, mientras que el sector del
humedal hace ~6.800 afios (Francois et al., 2024). Actualmente, es un ecosistema
somero Yy eutrofico, vital para la biodiversidad local (Valdovinos, 2006). Sus sedimentos,
ricos en materia organica producto de la vegetacion riberefia y la productividad
microalgal, generan condiciones de anoxia basal (Fuentes, 2015), condiciones que

podrian ser favorables para el desarrollo de bacterias del ciclo del azufre. Sus
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dimensiones varian segun estacion, llegando a medir hasta 400m de largo por 120m de
ancho en las épocas de lluvia (Rivera, 1974), donde el agua llega hasta la zona del
humedal, mientras que, para las épocas de verano, se reduce considerablemente de
tamafo alcanzando una longitud de 290 m por 85 m de ancho. Asi mismo, su

profundidad mé&xima durante todo el afio no supera mas de los 3 m (Baeza et al., 2023).

1.7. Justificacion y Planteamiento del Problema.

La investigacion de la microbiota bentonica en este sistema ha sido escasa. Si bien se
conocen aspectos de su flora (Baeza et al., 2023) y fauna de invertebrados (Fuentes,
2015), no existe ningln registro detallado de bacterias ni mucho menos macrobacterias

filamentosas.

El problema de investigacion radica en verificar si los sedimentos de esta laguna acttan
como reservorios de una diversidad microbiana morfolégicamente analoga a la del
Sulfureto de Humboldt, es decir, las macrobacterias. Por tanto, la justificacion de este
estudio es doble. Primero, desde una perspectiva taxondémica y ecoldgica, valida el uso
de la morfologia bacteriana como una herramienta de identificacion rapida y de bajo
costo, crucial antes de implementar analisis gendmicos complejos (Fonseca et al., 2025).
Segundo, el presente trabajo se convertiria en el segundo registro que confirma la
presencia de estos morfotipos en agua dulce y el primero en registrar los morfotipos de
un humedal inserto en la naturaleza (Humedal Laguna Verde). Esto apoyaria la hipotesis
de que estas macrobacterias se podrian encontrar en cualquier lugar con aguas
deficientes en oxigeno y sedimentos reducidos (sulfhidricos) presente (Gallardo &
Espinoza, 2007b). En base a lo expuesto, se presentan las siguientes hipdtesis y

objetivos:
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2. HIPOTESIS
Hipotesis Nula (HO):

Los sedimentos andxicos, reducidos (con bajo potencial redox) y ricos en materia
organica del Humedal Laguna Verde (Hualpén), albergan macrobacterias filamentosas
multicelulares morfoldgicamente similares a las descritas en comunidades bentonicas

marinas, como el Sulfureto de Humboldt.
Hipotesis Alternativa (HA):

Los sedimentos andxicos, reducidos (con bajo potencial redox) y ricos en materia
organica del Humedal Laguna Verde (Hualpén), no albergan macrobacterias
filamentosas multicelulares, o bien, las bacterias presentes no son morfoldgicamente
similares a las macrobacterias filamentosas multicelulares descritas en comunidades

bentdnicas marinas, como el Sulfureto de Humboldt.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general.

Investigar la presencia y caracteristicas morfoldgicas de las macrobacterias filamentosas
multicelulares del Humedal Laguna Verde (Hualpén), comparando su similitud con

morfotipos marinos.
3.2. Objetivos especificos.

1. Clasificar morfotipos de macrobacterias filamentosas multicelulares presentes
en el sedimento lacustre de Humedal Laguna Verde (Hualpén).
2. Comparar los morfotipos encontrados con registros marinos previamente

publicados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudio

El area de muestreo del presente estudio se llevd a cabo en un ecosistema lacustre
presente en el Area Metropolitana del Gran Concepcion, VIII Region, Chile (Fig. 6).
Especificamente en el Humedal Laguna Verde (36°47'46.5"S, 73°09'32.9"W), ubicado
en la zona costera de la comuna de Hualpén cercano a la desembocadura del rio Biobio
inmerso en el interior del Parque Botanico de Hualpén, perteneciente a la Universidad de
Concepcion. Una reserva natural alejada del nucleo urbano. EI Humedal Laguna Verde
es un cuerpo de agua superficial lacustre perteneciente a la Laguna Verde, cuya area esta
rodeada de un bosque nativo. Se caracteriza por componer el Unico humedal alejado de
las zonas urbanas tanto de Talcahuano como de Concepcién. Su singularidad radica en
que durante las temporadas de lluvias se inunda el area del humedal y en temporadas de
sequias se reduce drasticamente el nivel de agua del humedal a tal punto que

practicamente solo queda con agua la zona de la laguna.

Figura 6. Ubicacién del area y los puntos de muestreos: Donde A corresponde a la ubicacion general del
area de estudio dentro del Gran Concepcidn; mientras que B a la ubicacion especifica con sus puntos de

muestreo. (Fuente: Editado de Diaz, 2018, utilizando el programa Google Earth Pro).
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4.2. Toma de muestras
4.2.1. Toma de muestras en terreno

El estudio se dividié en dos campafias de muestreo en el area del Humedal Laguna

Verde durante el segundo semestre de 2025 (Tabla 1).

TABLA 1. Registros de fechas y puntos de muestreo del lugar de estudio.

(Fuente: elaboracidn propia).

Punto de
Fecha de muestreo Lugar Coordenadas
muestreo
2025 10 06, Humedal Laguna Verde M1 36°47'50.0"S,
2025 11 12 (L.V) 73°09'29.9"W
Humedal Laguna Verde 36°47'50.0"S,
2025 10 06 M2
(L.V) 73°09'30.0"W
2025 10 06, Humedal Laguna Verde M3 36°47'48.8"S,
2025 11 12 (L.V) 73°09'31.4"W
Humedal Laguna Verde 36°47'49.9"S,
2025 11 12 M2
(L.V) 73°09'30.0"W
Humedal Laguna Verde 36°47'46.3"S,
2025 11 12 M4
(L.V) 73°09'23.0"W

Se realizd el primer muestreo en el marco del término de la temporada de lluvias, el 6 de
octubre de 2025. Donde, se recolectaron muestras de sedimento con agua de fondo en
tres puntos seguidos consecutivamente del humedal (Fig.7), la primera muestra se
obtuvo directamente con tubos de policarbonato (estériles) de 20 cm de longitud por 3
cm de ancho aperados con tapones de goma, la muestra se tomé a mano utilizando el
tubo, en la orilla del humedal frente a la estacion de biologia terrestre (ML1:
36°47'50.0"S, 73°09'29.9"W).
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El segundo punto de muestreo se localizd, aproximadamente a cuatro (4) m de la orilla
(M2: 36°47'50.0"S, 73°09'30.0"W) y el tercer punto de muestreo en la zona de los
pajonales de juncos cerca de 50 m de la orilla (M3: 36°47'48.8"S, 73°09'31.4"W). En el
segundo Y tercer punto de muestreo, la recoleccion se realizd en tubos de policarbonato
de 4.5 cm de diametro por 60 cm a ~1 metro de largo, los que posteriormente fueron
submuestreados en los tubos pequefios de 20 cm de policarbonato. Para dicho
submuestreo se utilizd un extrusor de tubos para submuestreo, herramienta que permite

transferir el sedimento de los tubos de mayor tamarfio a uno mas pequefio (Fig. 9).

Cada muestra se tomé con sumo cuidado procurando tomar una cantidad adecuada de
sedimento (al menos 10cm). Finalmente se realiz6 una caracterizacion organoléptica in
situ de los sedimentos, en la que se registrd cualitativamente la coloracion mediante
inspeccion visual, la textura mediante tacto y el olor para detectar la posible presencia
de compuestos sulfurosos indicativos de procesos de reduccién, como H,S, el cual tiene
el caracteristico olor a “huevo podrido”. Los tubos ya con muestras se guardaron en un
“cooler” hermético para conservar su temperatura y fueron transportados al Laboratorio
de Bentos y Exobiologia (LBE) de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas

de la Universidad de Concepcion, para su posterior analisis.

Figura 7. Vista general de Humedal Laguna Verde, la vegetacion que la rodea y los puntos de muestreo

M1, M2y M3 del mes de octubre. (Fuente: captura propia).
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Figura 8. Vista aérea del Humedal Laguna Verde. Donde A muestra una panoramica general del recorrido
de la orilla (M1) a M3; B muestra el &rea de M2 y C corresponde al punto de muestreo M3. Las
fotografias fueron una gentileza del Dr. Ciro Oyarzin, docente del Departamento de Oceanografia de la

Universidad de Concepcion

s
SAPAL

Figura 9. Método de submuestreo (A), de tubos grandes (C) a tubos pequefios (B) (20cm) de
policarbonato utilizando un extrusor de tubos (el tubo celeste de PVC). (Fuente: captura propia).
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La campafia de muestreo final en el Humedal Laguna Verde (Fig. 10), se realizé al
comienzo de la estacion seca, el 12 de noviembre de 2025. En dicha ocasion se tomaron
las muestras M1, M2 y M3 en los mismos puntos previamente mencionados (Tabla 1),
sin embargo, esta vez se recolectaron todas estas muestras directamente con los tubos de
20 cm de largo por 3 cm de ancho, ademas de que M2 (36°47'49.9"S, 73°09'30.0"W), se
recolectd ~3 m mas lejos del punto de muestreo designado para M2 en el muestreo
anterior y a 7 m de la orilla. Asimismo, esta vez se muestre6 en un cuarto punto,
correspondiente a M4 (36°47'46.3"S, 73°09'23.0"W) (Fig. 11), muestra que fue
recolectada a aproximadamente 200 m al Este del primer punto de muestreo (M1), en
una zona cercana al final del cercado del predio.

Para M4 se tomaron dos muestras, una tomada directamente con un tubo pequefio de
policarbonato, de 20 cm longitud (M) y una recolectada con un tubo de policarbonato
de aproximadamente 60 cm de largo de la cual luego se traspaso la muestra a un tubo
pequefio de 20 cm (M4). Durante el muestreo, se realizo in situ una caracterizaciéon de
los datos organolépticos (método ya descrito con anterioridad), ademas de una medicion,
también in situ de las caracteristicas fisicoquimicas del primer centimetro de agua para
M1, M2 y M3, mientras que para M4 se realiz6 més tarde en el laboratorio, destacando
qgue para la medicion de estas caracteristicas fisicoquimicas se utilizaron diferentes

instrumentos portatiles descritos en la seccion 4.3.3 del presente documento.

Ya con todas las muestras recolectadas, se transportaron cuidadosamente en un cooler
hermético hasta el LBE de la Universidad de Concepcion. Cada tubo de muestra de 20
cm en cada muestreo, fue rotulado y registrado, con una codificacién exacta para cada

uno, que contenia la fecha del muestreo, el lugar y el nimero de muestra.
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Figura 10. Vista general del Humedal Laguna Verde con los puntos de muestreo M1, M2 y M3 durante el

mes de noviembre. (Fuente: captura propia)

Figura 11. Vista general del Humedal Laguna Verde con el punto de muestreo M4 durante el mes de

noviembre. (Fuente: captura propia)
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4.2.2. Preparacion de muestras en el laboratorio.

Una vez en las dependencias del LBE de la Universidad de Concepcion, se realizé un
submuestreo a cada muestra recolectada en terreno, para la preparacion de muestras
correspondientes a cada andlisis respectivo. Destacar que para la obtencion de muestras
de M4 (recolectadas en noviembre) para Microscopia electrénica de barrido (SEM), solo
se submuestred el tubo My, es decir, la muestra que se obtuvo muestreando directamente
con el tubo de 20cm; mientras que para Microscopia de contraste de fases (PCM) se
tomo sedimento en ambas muestras de M4, en la del muestreo directo y en la muestra

submuestreada.
4.2.2.a. Preparacion de muestras para SEM.

En cuanto al procedimiento de las muestras destinadas al analisis de SEM, se rotularon
tubos Eppendorf de 2 mL con una codificacion que incluia el nimero de la muestra, el
analisis, la fecha y el lugar de muestreo. También, se rotularon pipetas Pasteur de 3 mL a
utilizar. Luego se tomaron alicuotas de ~1,5 mL de sedimento con agua de fondo dentro
de los primeros 5 cm de cada tubo contenedor de muestra apoyandose en pipetas de 3
mL. Estas alicuotas fueron trasladadas hasta los tubos de 2 mL correspondientes segun
la muestra, donde posteriormente se rellen6 cada tubo con un fijador denominado
“Karnovsky” compuesto por paraformaldehido al 2% Yy glutaraldehido al 2,5%. Luego se
trasladaron estas muestras al Centro de Espectroscopia y Microscopia de la Universidad
de Concepcion para su posterior analisis en microscopia electronica de barrido (SEM).
Este procedimiento se realiz6 en el laboratorio luego de cada muestreo y para cada

muestra.

4.2.2.b. Preparacion de muestras para PCM

Finalmente, para la preparacion de muestras para PCM, se inici6 rotulando tubos Falcén
de 15 mL con una codificacion con nimero de muestra (M1, M2, M3, M4, M. LP),
fecha de muestreo y lugar de muestreo. Asimismo, se rotularon las pipetas Pasteur de 3

mL para utilizar en cada muestra. Luego se llenaron estos tubos con muestras de
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sedimento y agua de fondo tomadas con las pipetas de cada muestra correspondiente (de
los tubos de 20 cm) dentro de los primeros 5 cm de sedimento y se guardaron en un
cooler de tamafio pequefio para que no hubiera cambios drasticos en su temperatura y,
para posteriormente realizar el conteo y analisis morfoldgico a través de PCM. Este
procedimiento se realiz6 en laboratorio luego de cada muestreo y para cada muestra, con
excepcién de que para las muestras de noviembre se utilizaron tubos Eppendorf de 2 mL

en vez de los tubos Falcon de 15 mL.

4.3. Analisis
4.3.1. Andlisis morfoldgico

El analisis morfologico se realizé en las dependencias del Laboratorio de Bentos
y Exobiologia, donde se desarrolld bajo un enfoque mixto, es decir, cuantitativo,
basado en el recuento y el andlisis estadistico, y cualitativo, mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Destacar que las microfotografias
obtenidas por ambos métodos se compararon con morfotipos marinos publicados
con anterioridad y con los hallazgos de Duran et al., 2025, para determinar su

similitud.

Microscopia de Contraste de Fase (PCM)

Para el analisis de microscopia de contraste de fase se tomo una alicuota de 45uL de
sedimento con agua de fondo, la cual es colocada sobre un portaobjetos de 7,5 cm de
largo por 2,5 cm de ancho, y cubierta por cubreobjetos de 5 cm de largo por 2,4 cm de
ancho para su posterior observacion en microscopio Zeiss Axio (Lab.Al) de contraste de
fase usando como objetivo 40x (Fig. 12). En seguida, con ayuda de una planilla de
conteo donde se iba dejando su registro, se realizd el conteo de cada filamento por
mortfotipo in vivo. Simultaneamente, se tomaban microfotografias de los morfotipos
mas relevantes. Cada imagen fue tomada por una camara Canon DS126291 montada

sobre el mismo microscopio y mediante el programa Eos Utility. Para medir la escala de
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cada morfotipo se utilizé el software AxioVision L. E64 version 4.9.1 Cabe destacar que

cada conteo se realiz6 por triplicado para cada muestra.

cm Alicuotas con pipetas
Pasteur

45 pL de
sedimento/agua
Porta-objetos

Microscopio de Contraste de Fase

Figura 12. Esquema general de Analisis de PCM (Fuente: creacion propia).

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El protocolo de preparacién y analisis para SEM se realiz6 en el Centro de
Espectroscopia y Microscopia de la Universidad de Concepcion y estuvo a cargo del
personal especializado (mencionados en agradecimientos),donde se parte con la fijacion
y deshidratacién quimica, donde se estabiliza la estructura con glutaraldehido y se
elimina el agua mediante una escala gradual de alcohol (30% al 90%, 10 minutos por
etapa) finalizando con tres cambios de alcohol al 100%.
Posteriormente, se realiza el secado de punto critico mediante un equipo secador de
punto critico Quorum K850, intercambiando el solvente por CO, liquido mediante 4 0 5
mezclas a menos de 4°C, para luego elevar la temperatura a 31°C y permitir que el gas
se libere lentamente sin dafiar la muestra. El método de “punto critico” utiliza el
fendmeno en el que el limite de cambio del estado liquido a gaseoso desaparece cuando

se alcanza la presion y temperatura critica mas alla del punto critico, es decir las
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densidades entre el liquido y el gas son iguales (esto significa que el limite entre el
liquido y el gas desaparece). Finalmente, utilizando este método de sacado, se obtienen
muestras totalmente secas y fijas que no se deforman , gracias a que el método permite
reemplazar el agua por alcohol y al ser desplazado este ultimo por medio de un gas, se
mantiene la forma de la muestra, ademéas de que el fijador previo también ayuda a

mantener la estructuras internas.

Luego viene una fase de montaje y conductividad, donde la muestra se adhiere con cinta
de carbono y se somete a un proceso de metalizado (sputtering) con plasma de Argén y
oro puro de 24 quilates para crear una capa conductora en un equipo recubridor por
pulverizacion catédica (moédulo “Sputter Coater” de la marca SPI Supplies).
Finalmente, en la observacién y analisis, la muestra se introduce en un microscopio
electrénico de barrido Zeiss GeminiSEM 360 para ajustar el haz de electrones, capturar
microfotografias morfoldgicas y, de ser necesario, realizar un andlisis elemental para

detectar componentes especificos (Fig. 13).

=
0,5mL
¢ Karnovsky
\ 2%Paraformaldehido
S ; 2,5%Glutaraldehido
cm Alicuota con pipeta Pasteur
|
/
1,5 mL de sedimentc Tubo Eppendorf ! "
de 2 mL A

1

Microscopio
Electrénico
de Barrido

Figura 13. Esquema general de Andlisis de SEM (Fuente: creacion propia).
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4.3.2 Andlisis fisicoquimico

Caracterizacion del sedimento

La caracterizacion organoléptica se realizd tanto in situ como en laboratorio, donde se

documentaron principalmente el olor, el color y la textura de cada muestra.

Variables fisicoguimicas del sedimento v el agua

Las variables tanto de sedimento como de agua se tomaron utilizando dos instrumentos
portatiles, un medidor multipardmetro 4 en 1, marca BLE-9908 para medir pH y T° y un
medidor de la marca ORP-969 para medir el Potencial Redox. Para el agua se tomaron
dentro del primer cm de agua de las muestras recolectadas solo en noviembre, mientras
que para sedimento se midieron en todas las muestras (octubre y noviembre) en los

primeros tres (3) centimetros de profundidad del sedimento.

Porosidad y Materia Organica Total (MOT)

Para la determinacion de Porosidad y MOT se basé en la pérdida de peso después de la
ignicién en un horno siguiendo el procedimiento de Postman (1954). Es decir,
determinacion mediante secado (evaporacion de agua), donde, se parti6 con el
procedimiento de Porosidad. Para ello se cortaron trozos de papel aluminio de ca. 20x20
cm, los que se rotularon con la codificacion exacta para cada muestra. En seguida se
pesaron en la balanza analitica (Precisa XB-320M). Una vez identificados y pesados los
papeles, se prosiguié a cortar el sedimento de los primeros 3 centimetros de este. Luego
se peso el papel con el sedimento y se llevaron al horno de secado (Memmert LM-111-
01) a 60°C por 24 horas (proceso de secado). Después de las 24 horas se retiraron las
muestras del horno y se volvieron a pesar, cada dato pesado se iba anotando en la
planilla de porosidad y a partir de estos datos posteriormente se calculo el porcentaje de

porosidad, para ello se utilizo la siguiente férmula:

ww
Férmula de Porosidad (¢): = (W_‘,ﬁ’wﬁ> x 100%

+
pw  ps
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Donde:

e Ww: Peso (masa) del agua en la muestra.

e Ws: Peso (masa) del sedimento seco (solido).

e pw: Densidad del agua (1,000 g/cm®), o sea (1g/cm?®).
e ps: Densidad del s6lido (2,65 g/cm®).

En cuanto, el procedimiento para la Materia Organica Total (MOT), el analisis se realizd
por calcinacion o pérdida de peso por ignicion (a altas temperaturas). Para ello,
primeramente se realizaron crisoles con papel aluminio y se rotularon con un nimero
especifico por muestra. Se utilizaron las mismas muestras secas previamente utilizadas
para el anélisis de porosidad. Luego se molieron las muestras con ayuda de un mortero y
se fueron traspasando a su crisol correspondiente (previamente pesado), se volvieron a
pesar los crisoles pero ya con las muestras molidas dentro y se llevaron a la mufla
(Dinko, Electric Furnace HM-9) por 5 horas (precalentada por minutos a 450°C).
Finalmente se pesaron las cenizas de las muestras calcinadas y se calcul6 el porcentaje
de MOT en los sedimentos a partir de los datos (pesos) que se fueron registrando en la

planilla de MOT vy utilizando la siguiente formula obtenida por diferencias de pesos:

Ws—Wc

Formula de %oMOT: %MOT= ( ) x 100%

Donde:

e Ws: Peso del sedimento seco.

e Woc: Peso del sedimento calcinado.

Cabe destacar que se sigui6 el mismo procedimiento de MOT y Porosidad tanto para las

muestras de octubre como las de noviembre.
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4.3.3. Analisis estadistico de los datos

Los analisis de diversidad, abundancia y riqueza morfoldgica se realizaron a partir de los
datos obtenidos en el conteo de morfotipos (Anexo 1y 2), es decir los datos crudos,
utilizando las herramientas del programa Microsoft Excel para Windows y el programa
RStudio. Cabe destacar que para los célculos de densidad (abundancia formal) se
dividieron la cantidad de morfotipos en cuestion (dependiendo de la muestra) por el area
total donde se observaron, en este caso, seria el volumen contenido dentro de los
portaobjetos, que serian 45 uL, es decir, los datos para abundancia formal se dividieron
por 0,045 mL.

4.3.4. Analisis Comparativo

Finalmente se realizé una comparacion morfoldgica de los morfotipos registrados en
Humedal Laguna Verde (Hualpén) con morfotipos marinos registrados de publicaciones
previas (Fig.20), y con los resultados de Duran et al., 2025 (Fig.18), para observar
similitud entre los morfotipos. Para la comparacion con Duran y colaboradores, se
contrastaron las fotografias del presente estudio con los morfotipos registrados en dicho
articulo. Mientras que para el contraste con morfotipos marinos, se utilizaron los
registros publicados, comparando la morfologia del humedal con estos (Gallardo &
Espinoza, 2007b; Gallardo et al., 2013).
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5. RESULTADOS

5.1. Anélisis morfologico
5.1.1. Microscopia de Contraste de Fase (PCM)

Las observaciones realizadas a todas las muestras obtenidas, al microscopio, arrojaron
un total de seis morfotipos para el Humedal Laguna Verde (L.V). Como se mencion6
anteriormente, para identificar a los diversos morfotipos se utilizé la Clave Morfoldgica
de Gallardo & Espinoza (2007b), ademas de respaldar la eleccidn con una coleccion de

fotografias impresas de morfotipos entregada por cortesia de la M. Sc. Carola Espinoza.

Los nombres designados se abreviaron como codigos siguiendo la tabla (clave
morfologica), y se eligieron para un mayor dinamismo a la hora de los analisis
estadisticos, ya que facilita el analisis. Sin embargo no se debe olvidar a qué tipo de
morfotipo representan, por ello, la importancia de la aclaracion en la Fig. 14. Donde, los
morfotipos registrados en L.V corresponden a los siguientes:

Morfotipos encontrados en Laguna

Verde.

@ B.Li.1: Con accesorio apical

@® B.lLi.2: Sin accesorio apical

@ B.lLii.3.b: Suavemente espiralada
B.lLiii.4.c: Con granulos (simples)
B.ILiv.7: Con contricciones celulares
B.ll.iv.8:Paredes celulares rectas.

Figura 14. Clasificacion de morfotipos encontrados en L.V segun la Clave Taxondémica de Gallardo &
Espinoza (2007b).
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Los principales morfotipos encontrados en el presente estudio en el sector Humedal
Laguna Verde, corresponden a los siguientes morfotipos descritos segun la clave
taxondmica de Gallardo & Espinoza (2007b): el morfotipo mas visto fue el “B.1.i.2:”
cilindrica, con septos no visibles, recta y sin accesorio apical, como los filamentos A, D
y P; Al morfotipo “B.Lii.3.b” (espiralada) como el filamento O; Al morfotipo
“B.ILiii.4.c”, con granulos y no vacuoladas, como los filamentos B, C, J, Q, entre otros;
Y al morfotipo “B.1l.iv.7”, con contriciones celulares (cilindrica, septos visibles), como

los filamentos F, K, L, N, entre otros (Fig. 15).

Como bien se puede observar, la diversidad de morfotipos y filamentos fue bastante
significativa, ya que se encontraron filamentos hasta 0,29 um de didmetro (Fig. 15,
filamento P). Ademas, de cada morfotipo se encontraron filamentos de diferente
longitud de un mismo tipo , llegando a encontrarse morfotipos con una longitud mayor a
100 micrones (Fig. 15, filamento R), asumiendo que habia organismos que
representaban diferentes etapas de su ciclo de vida, es decir, algunos (los mas pequefios)

deben haber pasado recientemente por la division del filamento “madre”.

Ademas, la mayoria de los filamentos de un mismo tipo no variaban tanto de tamafio en
cuanto al diametro, sino mas bien en longitud es donde habia una mayor diferencia,

reafirmando que el didmetro de un filamento no depende de la longitud.

Asi mismo, los morfotipos registrados tanto en octubre (Fig.15) como en noviembre

(Fig.16) en Humedal Laguna Verde fueron los mismos.
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Figura 15. Principales morfotipos de macrobacterias filamentosas multicelulares recolectadas en Humedal
Laguna Verde (Hualpén) durante el mes de octubre. Donde los filamentos A-R se han encontrado también
en el SH. Se aplicd una escala de medicion de 10um para todas las fotografias (barra/linea negra).

Fotografias capturadas por Estefania Barrera y editadas con escala, gentilmente por M. Sc. Carola
Espinoza.
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Figura 16. Principales morfotipos de macrobacterias filamentosas multicelulares recolectadas en Humedal
Laguna Verde (Hualpén) durante el mes de noviembre. Donde los filamentos A-G se han encontrado
también en el SH. Se aplico una escala de medicidn de 10um para todas las fotografias (barra/linea negra).
Fotografias capturadas por Estefania Barrera y editadas con escala, gentilmente por M. Sc. Carola

Espinoza.

En cuanto al movimiento, la mayoria de los filamentos presentaba un libre movimiento
bidireccional, es decir se podian desplazar en ambas direcciones y cambiar el rumbo de
su desplazamiento si lo requerian (por ejemplo al topar un obstaculo, como cimulos de
sedimento) (Fig. 17), sobre todo los filamentos pertenecientes al morfotipo B.l11.iv.7

(con contriciones celulares).

En sintesis, hay muchos tipos de movimientos asi como la rapidez de estos, un mismo
morfotipo puede presentar tanto diferente desplazamiento como ritmo, usualmente los
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filamentos mas largos de un morfotipo se trasladan mas lento que las de menor longitud

con un movimiento mas limitado.

Figura 17. Movimiento de un filamento en el transcurso de un minuto. Se aplicé una escala de medicion
de 10um para todas las fotografias (barra/linea negra). El filamento corresponde al morfotipo B.11.iv.7
(con contriciones) pero en la presente figura no se puede apreciar (ver Fig. 15, filamento F). Fotografias

capturadas por Estefania Barrera y editadas con escala, gentilmente por M.Sc. Carola Espinoza.

Por ejemplo, hubo filamentos bastantes rapidos, que se desplazaron hasta cerca de 40
micrones en solo 8 segundos (Fig. 18, filamento A), toda una hazafa para los filamentos
que suelen ir mas lento. Sin embargo, los filamentos con mas rapidez en cuanto a su
desplazamiento son los pertenecientes al morfotipo B.l.ii.3.b (espiraladas) (Fig. 18,
filamento D), donde se encuentran las Spiroquetas, suelen ser tan rapidas que incluso
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dificulta fotografiarlas, aunque en ocasiones se encontraron filamentos pertenecientes a

este grupo en etapa de “letargo”.

Figura 18. Morfotipos de macrobacterias filamentosas multicelulares recolectadas en Humedal Laguna
Verde (Hualpén) durante el mes de octubre. Donde los filamentos A-D se han encontrado en el SH. Donde

en B se pueden apreciar distintos filamentos con diversos diametros pertenecientes al morfotipo “B.1.i.2”.

En cuanto a la comparacion morfol6gica con Duran et al., 2025 (lagunas de San Pedro)
y morfotipos marinos, se realizé un contraste visual entre morfotipos. Se hallé similitud
entre los morfotipos de Laguna Chica y Grande de San Pedro con los de Humedal

Laguna Verde, lo mismo aplico para los morfotipos marinos.

Es decir, en contraste con los morfotipos de las lagunas dulceacuicolas registrados por
Duran et al., 2025 (Fig.19), las macrobacterias del Humedal Laguna Verde, tienen
bastante similitud con estas, observandose incluso, al parecer, los mismos ejemplares de
morfotipos, correspondientes en su mayoria al morfotipo “B.Il.iv.7” (con constricciones

celulares), i.e. a los filamentos b, h y e de la Fig.19.

37



Figura 19. Morfotipos de macrobacterias filamentosas bentdnicas incoloras recolectadas Laguna Chica
(a-e) y Laguna Grande (f-j) de San Pedro de la Paz (Region del Biobio), Morfotipos publicados en Duran
et al., 2025. (Duran et al., 2025).
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En comparacion con los morfotipos marinos (Fig.20), los morfotipos registrados en
Humedal Laguna Verde coinciden en muchos tipos de ejemplares, confirmando que los
morfotipos registrados en agua dulce son analogos a los marinos. En su mayoria, los
filamentos mas similares entre el humedal con los ejemplares marinos, correspondian al

morfotipo B.lliv.7 (con contracciones celulares) y B.l.i.2 (cilindrico, sin accesorio
apical).
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Figura 20. Collage mostrando (a) microbacterias clasicas; (b-p) un conjunto de diferentes tipos de

macrobacterias comunes en el Sulfuretum de Humboldt; (g) células apicales de una Candidatus
Marithioploca araucae sin vaina. (Gallardo et al., 2013).
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5.1.2. Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)
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Figura 21. Morfotipos lacustres en microscopia de contraste de fase del Humedal Laguna Verde. Se

pueden apreciar diversos morfotipos.
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De acuerdo al analisis de SEM, se confirma que los filamentos observados en las

lagunas L.V efectivamente correspondian a macrobacterias filamentosas multicelulares,

ya que se pueden apreciar en las imagenes las estructuras de estas, como la separacién

entre cada célula.

5.2. Analisis fisicoquimico

Caracterizacion del sedimento.

Se obtuvieron los siguientes datos del analisis organoléptico. Destacar que los

sedimentos del muestreo de Noviembre en el Humedal Laguna Verde estaban mucho

mas compactos que los muestreados en octubre, los cuales se sentian méas suaves.

TABLA 2. Caracteristicas organolépticas del sedimento.

In situ En laboratorio
] Presenta Presenta
Tipo de » .,
Muestra Olor Color ) vegetacion / Olor Color vegetacion/
sedimento
fauna fauna
La
B Abundante
vegetacion
No se observa
no se
“nema-
Mucho observa. Se Olor
todos”. Se
M1_Oct olora Negro Fango observan fuerte a Negro
observa un
H,S muchos H,S .
pequefio
gusanos, )
) coletptero
posiblemente )
] (escarabajo).
nematodos
Olor a Presenta
Olor a Pardo
M2_Oct Pardo Fango NA H.S Mucha
H,S . oscuro B
Débil vegetacion
Poco En .
Pardo o Pardo Bastante fibra
M3_Oct olor a Fango NA superficie
claro oscuro vegetal
H,S no
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presenta
olora
H,S, en el
fondo
mucho.
Fuerte Se observa un
Mucho Pardo )
M1 Nov olor a Negro Fango No poco de fibras
oloraH,S | oscuro
H,S vegetales
Se observa Se observa
Conolor | Pardo ) Poco olor Pardo ]
M2_Nov Fango fibras fibras
aH,S oscuro aH,S oscuro
vegetales vegetales
Pardo, el | Se observa un
Olora Mucho agua era pequefio
M3_Nov Pardo Fango No i
H,S olor a H,S muy coledptero
amarilla | (escarabajo).
Se observaron
Se
Poco larvas de
observaron Poco olor
M4_Nov olor a Pardo Fango zancudos y
larvas de a H,S ]
H,S fibras
zancudos
vegetales

Variables fisicoquimicas del agua.

TABLA 3. Pardmetros fisicoquimicos del 1 cm de agua tomados in situ en Humedal

Laguna Verde en noviembre. Nota: Para M4 los datos se tomaron en laboratorio.

Muestra Nivel pH Redox (mV) T (°C)
M1 1 5,87 -5 17,4
M2 1 6,6 169 17,7
M3 1 6,27 85 18
M4 (m.directa) 1 6,6 145 20,4
M4 (m.subm.) 1 7,02 167 20,4
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Se observo una gran reduccion del potencial Redox en el agua de la muestra M1.
Seguramente debido a que en la orilla el ambiente tiende a ser més reducido por la

acumulacién de materia organica, lo que favorece su escasa oxigenacion.

Variables fisicoguimicas del sedimento.

TABLA 4. Parametros fisicoquimicos tomados en los primeros 3 niveles del sedimento.
Todas las variables se tomaron en laboratorio. Para M4 se utilizé la muestra recolectada

directamente, la submuestrada se reservo para analisis morfoldgicos a futuro.

Fecha muestreo | Muestra | Nivel | pH | Redox (mV) | Temperatura (°C) | % MOT | % Porosidad
2025_10 06 M1 Oall| 6,39 110 19 36,16 95,34
2025_10_06 M1 lal2 | 7,06 100 19 26,17 88,76
2025_10 06 M1 2al3 | 7,16 55 19 16,76 80,28
2025_10 06 M2 Oall| 59 29 19 47,97 94,61
2025_10_06 M2 lal2 | 5,82 47 19 40,58 91,65
2025_10 06 M2 2al3 | 57 50 19 38,65 90,83
2025_10 06 M3 Oall| 5,98 18 19 66,21 97,15
2025_10_06 M3 lal2 | 5,8 39 19 61,61 95,74
2025_10 06 M3 2al3 | 57 40 19 62,45 95,25
2025 11 12 M1 Oall | 6,09 213 217 39,33 94,41
2025 11 12 M1 lal2 | 5,98 192 217 38,61 93,01
2025 11 12 M1 2al 3| 5,93 178 21,8 34,31 90,11
2025 11 12 M2 Oall| 5,92 78 21,8 30,53 90,57
2025 11 12 M2 |1al2]578 49 21,8 34,95 88,91
2025 11 12 M2 2al 3| 5,74 34 21 54,21 91,44
2025 11 12 M3 Oall| 6,3 32 21 72,91 96,64
2025 11 12 M3 |1al2]617 18 21 73,69 94,45
2025 11 12 M3 2al 3] 6,09 12 21 60,46 91,87
2025 11 12 M4 Oall| 6,23 41 21,3 46,84 91,93
2025 11 12 M4 lal2 | 6,14 35 21,3 38,46 90,57
2025 11 12 M4 2al3| 6,1 29 21,3 34,19 86,13
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NOTA: Se observo un alto porcentaje de porosidad y materia orgénica en todas las
muestras de ambos meses. Donde M3 lider6 tanto en porosidad como en MOT en ambos
muestreos, seguramente debido a la gran cantidad de junquillo presente en aquella

estacion de muestreo.

5.3. Andlisis estadistico.

Abundancia y Distribucion:

Se observa la abundancia promedio de morfotipos por punto de muestreo en el mes de
Octubre, ajustada en escala logaritmica base 10 dada la gran abundancia del morfotipo
B.1.i.2 (septos no visibles y sin accesorio apical) por sobre los demas (Fig.22). Se

observa que la estacion M1 presenta la mayor cantidad de individuos por morfotipos.

Abundancia por morfotipo

100000
=)
£ 10000 =B.Lil
£ mBIi2
22 1000 b
£- mB.Li.3b
= s
— "= 100 mBIliid.c
z 3
£ E 0 mB.ILiv.7
g =B.ILiv.8
o]

Ml M2 M3

Figura 22. Abundancia promedio por morfotipo de los filamentos bacterianos multicelulares recolectados
en Humedal Laguna Verde, cuerpo de agua colindante con la desembocadura del rio Bio-Bio, ubicado
dentro del Parque “Pedro del Rios Zafartu”, comuna de Hualpén, durante el mes de octubre. Nota: en

escala logaritmica de base 10.
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Los datos de abundancia del mes de noviembre fueron ajustados a escala logaritmica
base 10 dada a la gran abundancia del morfotipo B.l.i.2 por sobre los demés. La
estacion M1, en noviembre también presenta la mayor cantidad de individuos por
morfotipos y fue constante entre puntos de muestreo dentro de Humedal Laguna Verde
(Fig. 23).
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Figura 23. Abundancia promedio por morfotipo de los filamentos bacterianos multicelulares recolectados
desde los fondos, del Humedal Laguna Verde por punto de muestreo en el mes de noviembre. Nota: en

escala logaritmica de base 10.

En cuanto a la abundancia promedio de macrobacterias (filamentos/mL) con sus
respectivas desviaciones estandar para los puntos M1, M2 y M3 en el Humedal Laguna
Verde en el mes de octubre. Se observé que la estacion M1 presenta la mayor densidad y

variabilidad durante este periodo de muestreo (Fig. 24).
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Figura 24. Densidad media total de filamentos bacterianos por estacién de muestreo (octubre 2025) en

Humedal Laguna Verde.

En el mes de octubre (Fig. 25), en cuanto a la riqueza morfologica, los puntos de

muestreo M1 y M3 alcanzaron el valor maximo de 6 morfotipos, mientras que M2

registro 5.

Nuamero de morfotipos
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Figura 25. Riqueza morfoldgica de morfotipos identificados en los puntos de muestreo de L.V. (octubre

2025).
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Asi mismo, en noviembre, respecto a la abundancia promedio de macrobacterias
(filamentos/mL) del Humedal Laguna Verde. (Fig. 26), se observa que la Est. M2

presenta la mayor densidad y variabilidad durante este periodo de muestreo.
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Figura 26. Densidad media total de filamentos bacterianos por estacion de muestreo para Humedal
Laguna Verde (noviembre 2025), con sus respectivas desviaciones estandar para los puntos de muestreo
M1, M2, M3y M4,

Mientras que en noviembre (Fig.27),en cuanto a riqueza morfologica, el punto M1
alcanzd el valor méximo de 6 morfotipos, mientras que M2, M3 y M4 (sub.m) tuvieron
5, y la muestra directa de M4 obtuvo la menor riqueza morfolégica, encontrandose solo
4 morfotipos. Cabe considerar que ambas réplicas de M4 se obtuvieron en el mismo
punto de muestreo, solo que una se obtuvo a mas profundidad ya que se tomé con un

tubo largo que luego se submuestreo a uno pequerfio.
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Figura 27. Riqueza morfoldgica de morfotipos identificados en los puntos de muestreo de Humedal

Laguna Verde durante el mes de noviembre, 2025.

Composicion de la Comunidad

En base a la composicidn, que ilustra la contribucion porcentual de cada morfotipo en
las distintas muestras de octubre y noviembre (Fig. 28). Se observa la dominancia de
ciertos grupos, como el morfotipo B.1.i.2, y la distribucion equitativa o sesgada de otros
morfotipos entre los puntos de muestreo. Como bien se observa, el morfotipo B.1.i.2, es
decir, los filamentos cilindricos, con septos no visibles, rectos y sin accesorio apical,
estos dominaron por sobre otros filamentos con distintos morfotipos, tanto en octubre
como noviembre. Asi mismo, los morfotipos menos abundantes (en ambos meses),
fueron los morfotipos B.l.i.1, (con accesorio apical) y B.ILiv.8 (con septos visibles y

paredes celulares rectas).
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Figura 28. Abundancia relativa y composicion de la comunidad de macrobacterias por morfotipo en los

distintos puntos de muestreo en Humedal Laguna Verde, durante octubre y noviembre de 2025.

Dindmica Temporal

Las densidades registradas fueron comparadas en todas las estaciones entre los meses de
octubre y noviembre de 2025 (Fig.29). Se identifican cambios en la biomasa microbiana

asociados posiblemente a la transicion entre la temporada de lluvias y la estacion seca.

Densidad media total ( £DS)

g 160000 -
= 140000 -
£ 120000 -
= 100000 -
@ 80000 -
;o
= Z -
E 20008_ = ﬁ i i . =
— [y [ag] —_ l o —_ >
5 = = =|=z = = 37 E&
& T | 2
= <
=
Oct. | Oct. | Oct. | Nov. | Nov. Nov. | Nov. | Nov

Figura 29. Dindmica temporal de la densidad media total de filamentos bacterianos.
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Por otro lado, el humedal tuvo una mayor abundancia promedio total (Fig.30) durante

octubre a comparacion de noviembre, esto incluso considerando que en octubre solo se

muestreo en 3 puntos y en noviembre en 4 puntos con uno de los puntos resultando en 2

réplicas (M4).
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Figura 30.

Densidad promedio total mensual en el Humedal Laguna Verde.

TABLA 5. indices de diversidad de Shannon (H') para las comunidades de

macrobacterias. Registro de los valores del indice de Shannon calculado para cada

muestra, comparando la complejidad de la comunidad entre los meses de octubre y

noviembre.
Mes Muestra indice Shannon (H')
Octubre M1 0,604
Octubre M2 0,584
Octubre M3 0,574
Noviembre M1 0,695
Noviembre M2 0,124
Noviembre M3 0,496
Noviembre M4m.d 0,509
Noviembre M4sub.m 0,542
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En general los resultados del H', arrojaron valores bajos, indicando que la comunidad de
macrobacterias no es equilibrada y existe una dominancia por parte de una especie o
morfotipo en este caso, el cual seria el morfotipo B.1.i.2, sugiriendo una baja equidad.
Sin embargo estuvieron parejos, lo que indica un punto en el tiempo, y en un futuro se

podra comparar con otras estaciones del afio.

6. DISCUSION

Este estudio constituye el primer registro detallado para el Humedal Laguna Verde,
sumandose a los recientes hallazgos en Chile central que rompen el paradigma de la
exclusividad marina de estos organismos (Duran et al., 2025).

La clasificacion morfoldgica es una forma rapida, econdmica y facil de agrupar bacterias
segun su morfotipo, sin embargo, su principal limitacién radica en la posibilidad de
confundir a estas macrobacterias con organismos que presenten estructuras celulares

similares, como las cianobacterias (Duran et al., 2025).

La presencia de estas bacterias en cuerpos de agua de origen contrastante es notable.
Mientras que en el Humedal Laguna Verde la colonizacion podria explicarse por su
historia paleoambiental y proximidad costera (hace 4,000-6,800 afios la zona estuvo bajo

influencia marina) o por su cercania con el rio Biobio (Francois et al., 2024).

La gran diferencias didmetros y longitudes de un mismo tipo de filamento registrados,
como los filamentos pertenecientes al morfotipo “B.11.iv.7” (con contriciones celulares)
(ver Fig. 15), confirman que el didmetro de un filamento no depende de la longitud

como lo mencionan Gallardo & Espinoza (2007b).

La dominancia del morfotipo B.I.i.2 (cilindrico, septos no visibles sin accesorio apical),
y la identificacion de filamentos con didmetros menores a 2 pm sugieren la presencia de
"bacterias cable”, las cuales podrian estar operando como conductores eléctricos en el
sedimento para optimizar la oxidacién de sulfuros en condiciones de hipoxia (Xiong et
al., 2024).
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La diversidad morfoldgica del sistema dulceacuicola en Humedal Laguna Verde
representa el 54,5% de los morfotipos encontrados en el Sulfureto de Humboldt

(ecosistema marino) descritos en la clave morfoldgica de Gallardo & Espinoza (2007Db).

No obstante, la variabilidad morfoldgica observada subraya que la identificacion visual
es solo el primer paso; se requiere de secuenciacion gendmica para resolver la identidad
taxondmica de estas bacterias, que han sobrevivido en refugios andxicos continentales

continuando linajes ancestrales (Gallardo et al.,2013).

Destacar que muchos de los tépicos mencionados y discutido en el presente documento,
fueron conversados personalmente con el Prof. Dr. Victor A. Gallardo, muchos temas

aun no se han publicado formalmente.

7. CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio respaldan la hipétesis nula presentada, confirmando que
los sedimentos andxicos y ricos en materia organica de lagunas de agua dulce albergan
macrobacterias multicelulares filamentosas morfolégicamente analogas a las descritas en

el ambiente marino del Sulfureto de Humboldt.

Los resultados de este estudio indican que el factor principal para el desarrollo de la vida
prokaryota filamentosa-multicelular es la molécula H20 y que el contenido de sal no es
un factor limitante para la presencia y posiblemente también de la diversidad de la vida

procariota filamentosa multicelular.

La existencia de estas comunidades en el Humedal Laguna Verde valida que su
distribucion depende primordialmente de la presencia de gradientes redox especificos,
caracterizados por sedimentos ricos en H2S (sulfhidricos) con una alta carga de materia

organica.

El siguiente paso sera realizar los mismos analisis en muestras benténicas del Sulfureto
de Humboldt.
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La investigacion permitid identificar una alta diversidad morfoldgica en este sistema

dulceacuicola, registrando un total de seis morfotipos en el Humedal Laguna Verde.

El Humedal Laguna Verde presentd una gran riqueza morfolégica y densidad biologica,
especialmente durante el muestreo de octubre (transicion de termino de lluvias), donde
la estacion M1 alcanzd densidades superiores a los 80,000 filamentos/mL demostrando

que estos ecosistemas actian como reservorios criticos de biomasa microbiana.

También, los valores del indice de Shannon sugieren que algunos morfotipos dominan
la comunidad y no hay una distribucion uniforme de individuos entre todas las especies

presentes.

Ademas, los valores fisicoquimicos del sedimento (pH, potencial redox y temperatura)
reportaron varios cambios entre si en las diferentes fechas y entre muestras,
posiblemente debido a que las muestras se oxidaron mientras se reservaron o cuando

tuvieron contacto con el aire al submuestrar para SEM y PCM.

Por ultimo, el hallazgo de morfotipos con diametros inferiores a 1 micron sugiere la
posible presencia de "bacterias cable”, lo que abre una nueva linea de investigacion

sobre la conduccidn eléctrica en sedimentos continentales de la region y en el pais.

Asimismo, se espera realizar a futuro un analisis microbioldgico a partir de un analisis
de ADN genomico de las muestras, para estudios de secuenciacion genémica que
permitan la descripcion formal de nuevas especies y una comprensién méas profunda de
este linaje evolutivo ancestral en ambientes de agua dulce. Finalmente, el presente

estudio establece las bases para futuros estudios mas robustos.
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ANEXO

Anexo N°1. Cantidad de morfotipos muestreados el 2025_10 06 en L.V. Formato data

detallada del muestreo, “datos crudos”.

Cantidad por morfotipo

Zona Replica A B C D E F Total Densidad total
M1 1 14 1.017 128 14 134 3 1310 29111,11111
M1 2 20 4.322 225 3 56 1 4627 102822,2222
M1 3 3 5.470 159 2 33 2 5669 125977,7778
M2 1 3 250 26 3 10 0 292 6488.888889
M2 2 0 57 4 5 3 0 69 1533,333333
M2 3 1 265 28 5 10 0 309 6866,666667
M3 1 1 51 1 25 2 81 1800

M3 2 0 287 0 35 3 328 7288.888889
M3 3 9 1.044 17 2 65 3 1140 25333,33333

Anexo N°2. Cantidad de morfotipos muestreados el 2025 11 12 en L.V. Formato data

detallada del muestreo, “datos crudos”.

Cantidad por morfotipo

Muestra Replica A B C D E F Total Densidad total
M1 1 4 1.391 15 0 350 21 1781 39577,77778
M1 2 0 633 2 1 218 24 878 19511,11111
M1 3 3 549 4 3 424 3 986 21911,11111
M2 1 2 1492 29 0 19 1 1543 34288,88889
M2 2 0 2004 0 16 2 2026 45022,22222
M2 3 2 919 5 0 15 0 941 20911,11111
M3 1 1 853 15 0 91 32 992 22044.44444
M3 2 2 859 21 0 72 15 969 21533,33333
M3 3 0 640 25 0 64 3 737 16377,77778
M4 (md) 1 0 60 0 16 4 0 80 1777,777778
M4 (md) 2 0 185 4 14 10 0 213 4733,333333
M4 (md) 3 0 689 19 30 4 0 742 16488,88889
M4 {sub.m) 1 0 121 12 2 7 4 146 3244444444
M4 {sub.m) 2 0 386 22 9 23 2 442 9822,222222
M4 {sub.m) 3 0 356 15 4 17 3 395 8777,777778
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