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RESUMEN

La acuicultura en la Patagonia Norte de Chile es una actividad econémica con reconocida
importancia econémica e impacto sobre el ecosistema marino, no obstante, existen escasos estudios
en esta region sobre el efecto de las variables ambientales en la estructura comunitaria microbiana.
En este trabajo se evalud el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas sobre la diversidad y
composicion microbiana de dos ecosistemas diferentes, por un lado la capa superficial y
subsuperficial de la columna de agua del Fiordo Comau y por otro, el sedimento superficial del Fiordo
Puyuhuapi. Las variables ambientales del agua incluyeron temperatura, salinidad, clorofila-a,
concentracion de nitrito, nitrato, fosfato, silicato y POC total; mientras que para el sedimento
incluyeron tipo de fondo, oxigeno disuelto, materia organica total, pH, sulfuro de hidrégeno y
potencial redox. La comunidad microbiana se analiz6 mediante el gen 16S ribosomal con dos técnicas
moleculares de diferente resolucion: T-RFLP y pirosecuenciacion Roche 454. Para esto, se extrajo
ADN de la columna de agua en dos profundidades: superficial (~ 0,5m) y subsuperficial (20m) en
tres épocas diferentes (tltimo tercio del verano 2012, invierno 2012 y primer tercio del verano 2013).
Para el Fiordo Puyuhuapi, el ADN se extrajo del sedimento superficial (0-2cm) desde seis
concesiones salmoneras ubicadas en la cabecera, zona intermedia y boca durante los meses de julio y
agosto del 2009.

La diversidad de la comunidad bacterioplanctonica en la capa subsuperficial de la columna
de agua fue menos diversa que en la capa superficial, mediante la secuenciacion (al nivel taxondémico
de especies). La comunidad menos diversa se localizo en la capa marina durante el primer tercio del
verano 2013, cuando la clorofila-a alcanz6 maximas concentraciones. La capa superficial estuvo
caracterizada por una alta abundancia de Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria vy
Actinobacteria, asociada con las bajas concentraciones de nitrito y nitrato, y altas temperaturas
durante el primer tercio del verano 2013. La capa marina, estuvo representada por las clases
Cytophagia y Flavobacteriia, con abundancias mayores durante el verano (2012 y 2013), mientras
que, las arqueas Thaumarchaeota (unclassified) fueron caracteristicas de las muestras de invierno
(afio 2012), cuando las concentraciones de nitrito fueron altas.

La diversidad de la comunidad bacteriana del sedimento, a través de ambas técnicas
moleculares, varié de acuerdo al estado operacional del centro. La comunidad de los centros no
operativos (centros Cl-cabecera y C8-boca) fue mas rica y diversa que en los centros operativos
(centros C2-cabecera y C7-boca). La cabecera (centro C1) estuvo representada por las clases
Flavobacteriia y Deltaproteobacteria, cuyas abundancias relativas aumentaron, asociadas con una
mayor disponibilidad de materia organica total (p>0,05) y un mayor nivel de pH (p<0,05). La zona
intermedia (centro C5) estuvo caracterizada por las Clostridia y Bacteroidia, con altas abundancias
relacionadas con bajas concentraciones de oxigeno disuelto de fondo y altas de H»S (p>0,05). En la
boca (centro C8) fueron mas abundantes las Clostridia y Epsilonproteobacteria, asociadas con altas
concentraciones de H2S y un entorno reducido (p>0,05).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la estructura microbiana y su
composicion estarian asociadas con la salinidad y disponibilidad de nutrientes (nitrito y nitrato) en la
columna de agua, y con la disponibilidad de materia organica total en el sedimento. Ademas, en los
sedimentos del Fiordo Puyuhuapi, el estado operacional de los centros salmoneros parece tener un rol
en los cambios de la diversidad microbiana (mayor diversidad en centros no operativos).



ABSTRACT

Aquaculture in north chilean Patagonia is an economic activity with recognized economic
importance and impact on the marine ecosystem. However, there are few studies in this region about
the effect of environmental variables on microbial community structure. In this work we evaluated
the effect of the physicochemical characteristics over the diversity and composition of microbial
community from two different ecosystems, the surface and subsurface layer of the water column of
the Comau Fjord, and the surface sediments of the Puyuhuapi Fjord. Environmental variables of the
water included temperature, salinity, chlorophyll-a, concentration of nitrite, nitrate, phosphate,
silicate, and total POC; while in sediment this included mud percentage, bottom dissolved oxygen,
total organic matter, pH, hydrogen sulfide, and redox potential. The microbial community was
analyzed using 16S ribosomal gene by two different resolution molecular techniques: T-RFLP and
Roche 454 pyrosequencing. Following procedures, the DNA was extracted from filters collected from
the water column at two depths: surface (~0,5m) and subsurface (20m) during three different seasons
(late-summer 2012, winter 2012, and early-summer 2013). For the Puyuhuapi Fjord, DNA was
extracted from six surface sediments samples (0-2cm) of salmon farming concessions located in the
head, middle and mouth area during the months of July and August 2009.

The diversity of the bacterioplankton community in the subsurface layer of the water column
was less diverse than the surface layer, by sequencing (species taxonomic level). The less diverse
community was located in the marine layer during the early-summer 2013, when chlorophyll-a
reached maximum concentrations. The surface layer was characterized by a high abundance of
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria and Actinobacteria, associated to the low
concentrations of nitrite and nitrate, and high temperatures during the early-summer 2013. The marine
layer was represented by the Cytophagia and Flavobacteriia classes, with higher abundances during
the summer (2012 and 2013), while Thaumarchaeota (unclassified) archaeas were characteristic of
winter samples (2012), when nitrite concentrations were high.

The diversity of the bacterial community of the sediment, through both molecular techniques,
varied according to the operational state of the salmon farming center. The bacterial community of
the sediment was little diverse through both molecular techniques, varying according to the
operational state of the salmon farming center. The community of non-operational centers (C1-head
and C8-mouth centers) was richer and more diverse than in the operational centers (C2-head and C7-
mouth centers). The head of the fjord (C1 center) was represented by the Flavobacteriia and
Deltaproteobacteria classes, whose relative abundances increased, associated with greater
availability of total organic matter (p> 0.05) and higher pH (p <0.05). The intermediate zone (C5
center) was characterized by Clostridia and Bacteroidia, with high abundances related to low
dissolved oxygen levels and high H,S concentrations (p>0.05). In the mouth (C8 center) Clostridia
and Epsilonproteobacteria were more abundant, associated with high concentrations of H,S and a
reduced environment (p>0.05).

The results obtained in this work suggest that the microbial structure and its composition are
associated with the salinity and availability of nutrients (nitrite and nitrate) in the water column, and
with the availability of total organic matter in the sediment. Also, in the Puyuhuapi Fjord sediments
the operational status of salmon farming centers seems to have a role in changes the microbial
diversity (greater diversity in non-operative centers).
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1. INTRODUCCION

DESARROLLO DE LA ACUICULTURA EN CHILE Y SUS POTENCIALES
EFECTOS SOBRE LA COMUNIDAD MICROBIANA

En los ultimos afos, la acuicultura ha tenido un crecimiento acelerado, representando
en la actualidad casi el 50% de los productos pesqueros mundiales destinados a la
alimentacion (FAO, 2016). En la década de 1970 se produjeron alrededor de 3 millones de
ton. de pescado y para el afio 2014 la produccién acuicola mundial alcanzo los 73,8 millones
de ton. (FAO, 2016). En Chile, la industria de salmones se ha convertido en una actividad
economica importante y el principal desarrollo en las regiones del sur (Ibieta et al., 2011).
Durante los ultimos 20 afios ha tenido un rapido desarrollo (Ibieta et al., 2011), donde Chile
se ha consolidado como el segundo pais de mayor produccion y exportacion de salmén
después de Noruega y seguido por Escocia (Buschmann et al., 2009; Ibieta et al., 2011; FAO,
2016). En el afio 2001 la produccion fue de 504.422 ton., aportando el 5,5% de las
exportaciones del pais, equivalente a 971,2 mill. de dolares (FIP, 2005). En el afio 2006 las
exportaciones de salmén fueron de 12,94% (1.043,5 mill. de dolares), las cuales
disminuyeron a 9,94% (1.014,4 mill. de dolares) debido a la crisis sanitaria en el afio 2010
(Ibieta et al., 2011), conocida como la gran crisis del virus ISA (Anemia Infecciosa del
Salmoén), que comenzo en el ano 2007 y durd hasta mediados del 2010 afectando a més de

600 centros (Sommer, 2009; FAO, 2010).

En términos generales, los cultivos de salmones estan restringidos a regiones
protegidas tanto de agua dulce como marinas (Ibieta et al., 2011). En Chile, la mayor
produccion de agua dulce esta localizada en la region de La Araucania (IX), Los Rios (XIV)
y Los Lagos (X) (Ibieta et al., 2011), mientras que, la produccion de agua marina se ha
llevado a cabo principalmente en la regiéon de Los Lagos, con una producciéon estimada de
499.512 ton. de salmones en el ano 2006 (desde Puerto Montt a Quellon) (Ibieta et al., 2011).
Después del virus ISA, la industria se expandio a la region de Aysén (XI) y de Magallanes
(XII) con una produccion de 208.961 y 6.053 ton., respectivamente (Ibieta et al., 2011).
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Desafortunadamente, el rapido crecimiento de la industria salmonera ha estado
acompanada de algunas practicas potencialmente dafiinas para la salud humana y animal
(Naylor et al., 2003; Naylor & Burke, 2005), que incluye el uso de antibidticos (Chelossi et
al., 2003; Cabello, 2006). En Chile, so6lo seis antibidticos estan aprobados para utilizar en la
acuicultura, reduciendo la opcion al momento del tratamiento (Ibieta et al., 2011). Es
conocido que la rotacion de antibidticos en la industria salmonera chilena, es una practica
poco frecuente que con el paso de los afios ha llevado a la aparicidon de organismos resistentes
(San Martin et al., 2010), entre ellas las bacterias del género Bacillus (Chelossi et al., 2003)
y Aeromonas (Cabello, 2006). Los residuos de antibioticos junto con las heces, son liberados
a la columna de agua y fondo marino (Naylor et al., 2003; Soto & Norambuena, 2004; Naylor
& Burke, 2005; Cabello, 2006; Tironi et al., 2010), alterando las propiedades geoquimicas
del sedimento y la composicion de la microflora bentonica (La Rosa et al., 2001; Vezzulli et
al., 2002; Cabello, 2006). Entre las alteraciones que sufre el fondo marino, se encuentra la
disminucién del potencial redox hacia valores negativos, asociado a una columna de agua
con caracteristicas anoxicas (Findlay et al., 1995; Karakassis et al., 2002; Soto &
Norambuena 2004; Buschmann et al., 2006).

RESPUESTA DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS AL ENRIQUECIMIENTO
DE NUTRIENTES ASOCIADO A LAS ACTIVIDADES SALMONERAS

La comunidad bacteriana tiene un papel clave en la degradacion de la materia
orgénica en ambientes marinos (Deming & Baross, 1993). Se ha descrito que la estructura
microbiana es sensible a los cambios en las condiciones ambientales (Cottrell & Kirchman,
2000; 2003), especialmente cuando estd sujeta a suministros organicos relacionados con las
actividades antropogénicas (Vezzulli et al., 2002). Diversos estudios en diferentes partes del
mundo, han abordado el impacto que tienen los centros de cultivo sobre la geoquimica del
sedimento y la ecologia de la comunidad microbiana bentonica (e.g., Holmer & Kristensen,
1992; Findlay et al., 1995; La Rosa et al., 2001; Vezzulli et al., 2002; Chelossi et al., 2003;
Bissett et al., 2006). En contraste, existen pocos estudios que han abordado los efectos de los
centros de cultivo sobre el ambiente pelagico y la estructura de la comunidad microbiana
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planctonica. Algunos de ellos, han registrado un aumento en la abundancia del
bacterioplancton cerca de los centros de cultivo en el Mar Mediterraneo (La Rosa et al., 2002;
Pitta et al., 2006), en la bahia Gokasho en Japon (Sakami et al., 2003) y frente a la costa oeste
de Escocia (Navarro et al., 2008). Verticalmente, s¢ ha observado que la abundancia
bacterioplanctonica tiende a aumentar en superficie (> 6,0 x 10° cell L) y a disminuir bajo
los 10 m de profundidad (< 2,0 x 10° cell L") cerca de los centros de cultivo en Japon (Sakami
et al., 2003), en el Mar Mediterraneo (Pitta et al., 2006) y frente a la costa oeste de Escocia
(Navarro et al., 2008). La principal causa por la cual los aportes de los centros de cultivo
pueden influenciar los ecosistemas planctonicos, es la alteracion en la concentracion natural
de nutrientes organicos e inorganicos (Navarro et al., 2008). Estos son liberados por los
centros de cultivo a la columna de agua, ya sea directamente como productos de excrecion
de peces (amonio y urea) o indirectamente como resultado de la remineralizacion de desechos
organicos particulados, los cuales pueden representar una fuente de materia orgénica y
nutrientes para las bacterias heterotrofas, aumentando su actividad metabolica (Navarro et

al., 2008; Sakami et al., 2003).

El proceso heterotrofico de sulfato-reduccion es considerado el mas importante para
la descomposicidon anaerobica de materia organica en sedimentos costeros (Jorgensen, 1982;
Canfield et al., 1993), cuando el contenido de sulfato es suficiente y existe un alto
enriquecimiento organico (Holmer & Kristensen, 1992; Taketani et al., 2010). Bajo las balsas
jaulas de los centros salmoneros, se ha observado que las tasas de sulfato-reduccion tienden
a aumentar en la Peninsula Tasman en Tasmania (Bissett et al., 2006) y que esta se mantiene
aun después del cese de un periodo de cultivo en las aguas danesas (Fiordo Kolding),
indicando que el impacto de este en la mineralizacion anaerobica, es prolongado (Holmer &
Kristensen, 1992). Principalmente, este proceso lo llevan a cabo las bacterias sulfato-
reductoras, las cuales pueden conducir a la liberacion de gases de sulfuro de hidrogeno (H»S)
en los sedimentos (Olsen et al., 2008). Las bacterias mas comunes se encuentran asociadas a
las Desulfobacterales (Orphan et al., 2001; Dexter-Dyer, 2003; Leloup et al., 2009),
Desulfovibrionales y Syntrophobacterales de 1la clase Deltaproteobacteria, las

Peptococcaceae (clase Clostridia), Nitrospiraceae (clase Nitrospira),



Thermodesulfobacteria (Dexter-Dyer, 2003), y las Beggiatoa (clase Gammaproteobacteria)
(Holmer & Kristensen, 1992; Jorgensen, 1977a).

En sedimentos bajo las balsas jaulas, se ha observado que la diversidad tiende a
disminuir en la Peninsula Tasman en Tasmania (Bissett et al., 2006), el metabolismo parece
cambiar de aerdbico a anaerdbico en las aguas danesas (Holmer & Kristensen, 1992) y
mediterraneas (Vezzulli et al., 2002), y la abundancia total tiende a aumentar junto con la
dominancia de algunos filotipos especificos en el Mar Mediterraneo (Vezzulli et al., 2002),
como las bacterias del tipo Cytophaga/Flexibacter, y la aparicion de bacterias patdogenas
como el Vibrio (Vezzulli et al., 2002). De la misma forma, en la Peninsula Tasman en
Tasmania, Bissett et al. (2006) registraron altas abundancias de bacterias del grupo
Cytophaga—Flavobacteria-Bacteroides en sedimentos marinos enriquecidos organicamente
por centros de cultivo, asi como algunos miembros de las Proteobacteria, entre ellas las
Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Epsilonproteobacteria.
Altas abundancias de Deltaproteobacteria y Gammaproteobacteria también han sido
registradas bajo condiciones hipoxicas en ambientes altamente impactados por actividades
agricolas e industriales en el Mar Caspio (Mahmoudi et al., 2015). Las
Gammaproteobacteria tienen un rol importante en la degradacion de materia organica de alto
y bajo peso molecular, particularmente en sedimentos del fondo marino donde existen bajos
niveles de oxigeno (Mahmoudi et al., 2015). Las Epsilonproteobacteria también han sido
abundantes en el Mar Negro y en la Cuenca de Cariaco (al sur del Mar Caribe), dos de las
mayores cuencas anoxicas del planeta, donde fueron mas abundantes en la interfase o6xica-
anodxica, zona de encuentro entre el H>S producido desde el sedimento y el agua de mar

oxigenada (Madrid et al., 2001; Vetriani et al., 2003).

La caracterizacion de las comunidades microbianas en el medio ambiente es
compleja, pues aparte de las limitaciones de colecta de muestras, se suma la baja resolucion
de los métodos de cultivo tradicionales in vitro con medios selectivos, que no capturan la
extrema riqueza de especies en una muestra y, ain mas, la elevada variabilidad de la

distribucion de la comunidad a muy pequefia escala (Rosch & Bothe, 2005). En la actualidad,
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las nuevas técnicas de biologia molecular permiten el acceso a poblaciones microbianas
incluso en muestras frescas de sedimento, revolucionado la capacidad para enlazar los
fendmenos biogeoquimicos con la ecologia microbiana. Dentro de las técnicas moleculares
mas utilizadas, las de fingerprinting como el T-RFLP (Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion Terminal) y DGGE (Electroforesis en Gel con Gradiente de
Desnaturalizacion), permiten analizar la dindmica de la estructura general de las
comunidades en muestras ambientales (Hewson & Fuhrman, 2004). En los ultimos afios las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento y las aproximaciones computacionales, se
han combinado en métodos metagenémicos shotgun que han transformado la microbiologia
(Quince et al., 2017). Esto permitié la oportunidad de estudiar el contenido taxonémico y
funcional de las comunidades bacterianas de manera integral (Venter et al., 2004; Bengtsson-
Palme et al., 2014; Quince et al., 2017). Dependiendo del protocolo de secuenciacion
utilizado, las técnicas de secuenciacion metagenomica shotgun permiten identificar y
cuantificar tanto los miembros mas abundantes de la comunidad como aquellos minoritarios
(0,01 - 1% de las secuencias totales) (Fuhrman, 2009; Shah et al., 2011), que son escasamente
recuperados por cultivos tradicionales o clonacion (Fuhrman, 2009). Estos grupos
minoritarios constituyen la "bidsfera rara" (Sogin et al., 2006) y pueden tener un rol
importante en el ambiente acuatico al constituir un banco de reserva, con el potencial de
volverse abundantes en respuesta a cambios en las condiciones ambientales (Pedrds-Alid,

2006; Galand et al., 2009).

ESTUARIOS Y FIORDOS, AMBIENTES PARA EL DESARROLLO DE LA
COMUNIDAD MICROBIANA

Los fiordos son considerados una de las zonas mas activas desde el punto de vista
biogeoquimico, debido al gran intercambio de materia orgdnica y energia entre los sistemas
terrestres y oceanicos (Gonzalez et al., 2010; 2011). El sur de Chile contiene una de las
regiones estuarinas mas extensas del mundo, que van desde los 41,51°S hasta los 55,91°S,
i.e. desde el Fiordo Reloncavi hasta el Cabo de Hornos, respectivamente (Silva et al., 2011;

Pantoja et al., 2011). Esta extensa zona de fiordos y canales de la region austral de Chile
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puede ser dividida en tres grandes areas, separadas por sus caracteristicas topograficas
(Pickard, 1971; Silva & Ortiz, 2002): (i) La Patagonia Norte, que comprende el 4rea ubicada
entre Puerto Montt y la Peninsula de Taitao (41°30°S — 46°50°S), (ii) Patagonia Central,
desde el Golfo de Penas hasta el Estrecho de Magallanes (46°50°S — 52°30°S), y (ii1)
Patagonia Sur, desde el Estrecho de Magallanes hasta el Cabo de Hornos (52°30°S — 55°58°S)
(Pickard, 1971; Silva & Ortiz, 2002). En términos de caracteristicas fisico-quimicas, los
fiordos de la Patagonia Norte presentan una alta variabilidad estacional (Gonzalez et al.,
2010; 2011). En los meses de primavera-verano la columna de agua presenta mayores
temperaturas, concentraciones de oxigeno disuelto y nutrientes, mientras que en invierno son
menores y la salinidad alcanza un mayor rango de variacion (Gonzalez et al., 2010; Montero
et al., 2011). Los fiordos de la Patagonia Norte, como el Fiordo Comau y Puyuhuapi,
presentan altas concentraciones superficiales (<5m) de amonio (2,56 y 1,39 uM,
respectivamente) (Prado-Fiedler, 2000) y silicato (20-100 uM) en condiciones naturales,
donde los aportes de agua dulce son significativos (Silva, 2006). Mientras que, la capa mas
profunda (>75m) presenta menores concentraciones de oxigeno disuelto (4,0 mL L' y < 60%
de saturacion) y pH de 7,6, a diferencia de los fiordos més australes (5 mL L' y pH=8; Silva,
2006). De todos los canales y fiordos chilenos, la literatura se refiere a la zona profunda del
Fiordo Puyuhuapi como la menos oxigenada (< 2,0 mL L") y mas 4cida (pH < 7,4) (Silva,
2006).

La estructura hidrografica de los fiordos de la Patagonia y canales del sur de Chile,
esta caracterizada por dos o mds capas originadas por una alta descarga de agua dulce
proveniente de los rios, precipitaciones y derretimiento de hielo, y una capa mas profunda de
aguas Subantarticas del Océano Pacifico adyacente (Silva et al., 1998; Davila et al., 2002;
Silva, 2006; Silva et al., 2012). El flujo de agua dulce suministra materia organica e
inorganica aldctona a estos fiordos (Sepulveda et al., 2011; Silva et al., 2011; Vargas et al.,
2011; Gonzalez et al., 2013), la cual puede influenciar en la red trofica planctonica (Vargas
etal.,, 2011) y la actividad microbiana autotrofica y heterotrofica (Montero et al., 2011). Se
ha registrado que la diversidad bacteriana tiende a ser mayor en las capas de agua mas

profundas, representativas de condiciones marinas (mayor salinidad), que en las capas
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superficiales originadas por el derretimiento glacial (menor salinidad) en el fiordo Jorge
Montt en la Patagonia Sur de Chile (Gutiérrez et al., 2015). Estacionalmente, la riqueza
bacteriana es mayor durante otoflo que en invierno en la capa superficial, como resultado del
derretimiento glacial que favorece el desarrollo de diferentes taxas bacterianas (Gutiérrez et
al., 2015). Por otra parte, se han observado diferencias en la composicion bacteriana
asociadas a la variacion en el flujo del agua de deshielo (Piquet et al., 2010) y entre aguas
estuarinas y el océano adyacente (Zeng et al., 2009). Entre los microorganismos
fotosintéticos, se ha observado que el flujo de agua de deshielo favorece la ocurrencia de pico

y nanofitoplancton de tamano pequefio (Piquet et al., 2014).

La comunidad microbiana en ambientes acudticos frios incluye miembros
representativos de los dominios de Bacterias, Arqueas y Eukarya (Margesin and Miteva,
2011). Entre las bacterias, las Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Cyanobacteria,
Bacteriodetes y Actinobacteria frecuentemente predominan en agujeros de crioconita
(Edwards et al., 2011; Cameron et al., 2012), nieve y agua de deshielo glacial (Meller et al.,
2013), arroyos alimentados por glaciares (Wilhelm et al., 2013), glaciares de alta montana
(Liu et al., 2011) y fiordos glaciares (Zeng et al., 2009; Gutiérrez et al., 2015). Entre las
Arqueas, las Thaumarchaeota se han detectado en agujeros de crioconita antarticos
(Cameron et al., 2012) y hielo marino (Cowie et al., 2011). En fiordos y aguas de altas
latitudes influenciadas por derretimiento glacial, los miembros de las clases
Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria y el phyla Cytophaga—Flavobacterium—
Bacteroides, frecuentemente dominan en abundancia en las comunidades bacterianas (Zeng

etal., 2009; 2013; Piquet et al., 2010; 2011).

En el presente estudio se evaluo el efecto de las variables ambientales (i.e., pardmetros
fisico-quimicos) sobre la estructura de las comunidades microbianas planctonicas y
bentonicas de dos fiordos chilenos ubicados en la Patagonia Norte, zona que ha sufrido un
uso intensivo y un gran crecimiento en la acuicultura en los ultimos afios. Los dos
ecosistemas seleccionados, el Fiordo Comau y Puyuhuapi, proveen de dos ambientes
protegidos y sujetos a los aportes organicos e inorgéanicos de la actividad antropogénica, y
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debido al intercambio restringido que poseen, pueden ser sensibles a los aportes de las
actividades salmoneras (Levings et al., 1995). En particular, la estacion de estudio del Fiordo
Comau provee condiciones ambientales promedio del fiordo, donde existe actividad de
acuicultura, mientras que, las estaciones de muestreo del Fiordo Puyuhuapi representan una
fuente especifica y directa de nutrientes inorgédnicos, antibidticos, pardsitos y materia
organica provenientes de los centros salmoneros, y como tal, provee un ambiente ideal para

estudiar la respuesta microbiana frente a una perturbacion organica (Bissett et al., 2006;

2007).



2. HIPOTESIS

H1: La wvariabilidad ambiental (i.e., parametros fisico-quimicos) afecta
diferencialmente la estructura y composicion comunitaria del bacterioplancton (bacterias y
arqueas) en los estratos salobres (o aguas superficiales) y marinos (o subsuperficiales),

ocasionando que la comunidad sea menos diversa hacia la superficie.

H2: La materia organica regula la estructura y composicion de las comunidades
bacterianas bentonicas en ecosistemas de fiordos con influencia salmonera, ocasionando que
la comunidad sea mas diversa en sitios con mayor influencia marina (hacia la boca del fiordo)

y menor influencia de la salmonicultura.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las variables ambientales (i.e., caracteristicas fisico — quimicas

del agua y sedimentos) y el efecto estacional y espacial sobre la estructura de las comunidades
microbianas en los fiordos Comau (42°25°S — 72°30°W) y Puyuhuapi (44°49'S, 72°56'W),
Patagonia Norte — Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

iii)

Determinar patrones estacionales y espaciales en la estructura microbiana del
bacterioplancton (bacterias y arqueas) y sus indices ecoldgicos (riqueza, abundancia,
equidad y diversidad) presentes en las capas superficial (o estrato salobre) y
subsuperficial (o marino) del Fiordo Comau, mediante técnicas moleculares de T-

RFLP y pirosecuenciacion Roche 454.

Determinar patrones espaciales en la estructura microbiana de bacterias bentonicas y
sus indices ecologicos (riqueza, abundancia, equidad y diversidad) en zonas con alta
y baja influencia salmonera a lo largo del Fiordo Puyuhuapi, mediante técnicas

moleculares de T-RFLP y pirosecuenciacion Roche 454.

Relacionar la diversidad de la comunidad microbiana bacterioplanctonica con las
variables fisico-quimicas superficiales y subsuperficiales de la columna de agua del

Fiordo Comau en diferentes épocas del afio.

Relacionar la diversidad de la comunidad bacteriana bentonica con las variables

fisico-quimicas del sedimento del Fiordo Puyuhuapi.

Comparar patrones en la estructura de la comunidad microbiana entre las diferentes

aproximaciones moleculares (T-RFLP y pirosecuenciacion Roche 454).

10



4. MATERIALES Y METODOS

41 AREA DE ESTUDIO

En este trabajo se analizd el componente microbiano de dos ecosistemas diferentes
de la Patagonia Norte (41° - 46°S); (1) las capas de agua superficial (o salobre) y
subsuperficial (o marina) del Fiordo Comau (42°25’S, 72°30°W) y (2) el sedimento
superficial (0-2 cm) del Fiordo Puyuhuapi (44°49’S, 72°56’W). Las muestras del Fiordo
Comau provienen del muelle de Huinay donde existen condiciones promedio del fiordo,
mientras que, las muestras del Fiordo Puyuhuapi provienen de estaciones donde existen
concesiones de acuicultura. Para cada zona se empled una estrategia de muestreo

independiente.

Para la zona del Fiordo Comau, el muestreo se llevo a cabo en diferentes periodos del
afio: fin del verano (marzo 2012), invierno (julio 2012) y comienzos de verano (enero 2013).
Para cada periodo se extrajeron dos muestras de agua desde el muelle de la Fundacion Huinay
(Figura 1), correspondientes a la capa salobre (~ 0,5 m) y marina (20 m), para las cuales se
empled una botella Niskin (horizontal) y una bomba de agua de mar ubicada a 20 m de
profundidad desde la orilla del muelle, respectivamente. Las muestras (1 L) fueron filtradas
a través de filtros de membrana de ésteres de celulosa (0,22 pm GSWP04700; Millipore®)
utilizando una bomba peristéltica y luego fueron preservadas a -20°C hasta el momento de
sus analisis en laboratorio (afio 2014). Estas muestras fueron obtenidas dentro del proyecto

FONDECYT 11110190.

Para el caso del Fiordo Puyuhuapi se extrajeron 6 muestras de sedimento superficial
(primeros 2 cm) provenientes de diferentes estaciones a lo largo del fiordo (Figura 2), y
proporcionadas por el proyecto N° 4872-11034-LP08 de la Subsecretaria de Pesca (Quiroga
et al., 2009). La colecta se realizo entre los meses de julio y agosto del ano 2009 con un
testigo de fondo (o gravity corer) de 50 mm de diametro interno y 90 cm de largo. Las

muestras fueron preservadas hasta su posterior analisis (afio 2014) a -20°C.
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Figura 1. Localizacion de la zona de estudio y estacion de muestreo (en rojo) del Fiordo

Comau. Las muestras de agua se tomaron a ~0,5 y 20 metros de profundidad durante el fin

del verano (marzo 2012), invierno (julio 2012) y comienzos de verano (enero 2013).
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Figura 2. Ubicacion y distribucion de las estaciones de muestreo (en rojo) a lo largo del
Fiordo Puyuhuapi. Las muestras de sedimento superficial (0-2cm) se tomaron durante los

meses de julio y agosto del afio 2009.

4.2 TECNICAS MOLECULARES

Para analizar la estructura de las comunidades microbianas, las muestras de ambos
fiordos se estudiaron empleando dos aproximaciones moleculares de diferente resolucion: T-
RFLP y secuenciacion masiva a través de la pirosecuenciacion Roche 454 (Tabla 1). Para el
caso del Fiordo Puyuhuapi, a través de la secuenciacion se analizaron sélo tres muestras,

abarcando todas las zonas dentro del fiordo (cabecera, zona intermedia y boca).

13



Tabla 1. Resumen del numero de muestras empleadas por fiordo, sus respectivas
profundidades de colecta, fecha, estado de las concesiones salmoneras y el tipo de

aproximacion molecular utilizada para cada una.

Prof. de Fecha de Estado de las Pirosecuenciacion
Muestra colecta concesiones T-RFLP Roche 454
muestreo .
(m) salmoneras (bacterias y/o arqueas)

Fiordo Comau (muestras de agua)

5

Marzo 2012 [S] 0,5 marzo - 2012 Operativo - v (Bact. y Arq.)
Julio 2012 [S] 0,5 julio - 2012 En descanso v (Bact.) v (Bact. y Arq.)
Enero 2013 [S] 0,5 enero - 2013 Operativo v (Bact.) v (Bact. y Arq.)
Marzo 2012 [M] 20 marzo - 2012 Operativo . v (Bact. y Arq.)
Julio 2012 [M] 20 julio - 2012 En descanso v (Bact.) v (Bact. y Arq.)
Enero 2013 [M] 20 enero - 2013 Operativo v (Bact.) v (Bact. y Arq.)

Fiordo Puyuhuapi (sedimento superficial: 0-2 cm)

C1 (Cabecera) 40 julio - 2009 No Operativo Vv (Bact.) v (Bact.)
C2 (Cabecera) 27 julio - 2009 Operativo v (Bact.) =
C5 (Z. intermedia) 59 julio - 2009 Operativo v (Bact.) v (Bact.)
C6 (Z. intermedia) 42 julio - 2009 No Operativo v (Bact.) =
C7 (Boca) 48 agosto - 2009 Operativo v (Bact.) =

No Operativo

C8 (Boca) 62 agosto - 2009 (abandonado)
[S]: Capa Salobre
[M]: Capa Marina

* Muestras no consideradas para este trabajo

v (Bact.) v (Bact.)

4.2.1 Extraccion de ADN

El ADN microbiano de las muestras de agua del Fiordo Comau, fue aislado utilizando
el procedimiento de extraccion fenol:cloroformo propuesto por Madrid et al. (2001) con
algunas modificaciones. El filtro se cort6 en varias piezas y fue incubado en tampdn de lisis
(1 h a37°C), luego se afiadié SDS y proteinasa K. Para separar la fase acuosa que contenia
el acido nucleico, se utilizé el tubo MaXtract High Density (Qiagen) siguiendo el protocolo
del fabricante y posteriormente los acidos nucleicos fueron precipitados utilizando un
volumen de alcohol isoamilico frio (40 min a -20°C). El ADN fue re-suspendido en 50 pL
de nucleasa libre de agua. La concentracion y calidad (razon A260/A280) del ADN eluido,
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fueron determinadas por espectroscopia de absorcion utilizando el Synger Mx Microplate

Reader (Bio Tek Instruments).

El ADN de las muestras de sedimento congelado (primeros 2 c¢m) del Fiordo
Puyuhuapi, fue extraido de acuerdo a lo descrito por Roman (2010) utilizando el kit comercial
“Power Soil” ® de MoBio Laboratories Inc. (California, Estados Unidos). Se siguieron las
instrucciones del fabricante (MoBio Laboratories Inc., 2010) con algunas modificaciones.
Para la preparacion de la muestra, se agregaron 0,25 g de sedimento en tubos PowerBead,
seguido de 60 puL de una solucién de SDS y otros agentes de disrupcion requeridos para la
lisis celular. Los tubos fueron asegurados en Bead Beater modelo Mini-Beadbeater-8
(BioSpec Products, Bartlesville, USA) dos veces durante 30 s y luego fueron centrifugados
por 30 s a 80.000 RPM. Para separar el 4dcido nucleico del material organico (no ADN) e
inorganico, se utilizé dos veces una solucion de reactivos que favorecen la precipitacion de
estos materiales (250 y 200 uL), descartando el sobrenadante e incubando los tubos a 4°C
por 5 min en cada ocasion. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados por 1 min a 80.000
RPM, se descart6 el sobrenadante y se agregd una solucion con alta concentracion de sal
(1.200 pL). Para el ligamiento del ADN se emple6 un filtro de membrana de silica (Spin
Filter) afiadiendo 675 pL de muestra, que fue centrifugado durante 1 min a 8§0.000 RPM y
luego se removio el sobrenadante. Este paso se repitid hasta utilizar toda la muestra. En
seguida, se agregaron 500 uL de una solucion de lavado a base de etanol y se centrifugd por
30 s a 80.000 RPM. El liquido fue removido y nuevamente centrifugado (80.000 RPM por 1
min). Finalmente el ADN fue re-suspendido en 50 uL. de H>O y verificado por electroforesis
en gel de 1,0% de agarosa en 40 mL de buffer TAE. La concentracion de ADN eluido fue
determinado con un Espectrofotometro para Microplacas modelo PowerWave HT (BioTek

Instruments) y el software para andlisis de datos Gen5 version 1.11.5 (BioTek Instruments).

4.2.2 Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion Terminal (T-RFLP)

El T-RFLP se llevo a cabo utilizando la regiéon V1-V3 del gen 16S ARNr. Para las
muestras de agua del Fiordo Comau se emplearon los partidores 8F (5> AGA GTT TGA TCC
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TGG CTC AG 3’) y 519R (5' GTN TTA CNG CGG CKG CTG 3’) (Lane et al., 1985),
mientras que para el sedimento del Fiordo Puyuhuapi se utilizaron el 8F y 1392R (5 ACG
GGC GGT GTG TAC 3”) (Moran et al., 2008; Hengst et al., 2010). Brevemente, las muestras
de ADN de ambos ecosistemas, fueron amplificadas en PCRs independientes con los
marcadores FAM y NED en el partidor 8F, utilizando la mezcla pre-formulada y pre-disefiada
en formato de grano PureTaq Ready-To-Go PCR Beads (BSA, 200 uM de cada dNTP, ~2,5
unidades de ADN polimerasa puReTaq, buffer de reaccion, 50 mM de KCl y 1,5 mM de
MgCl) (GE Healthcare, Estados Unidos), partidores a una concentracion de 10 uM cada uno
y 1 pL de templado (ADN de cada muestra previamente diluido a 10 ng uL™!") en un volumen
final de 25 pL. El programa para la PCR (termociclador modelo GeneQ; BIOER Technology,
Hangzhou, P.R. China) consistié6 en un arranque de alta temperatura (95°C) por 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 45 s, alineamiento a 57°C por 45 s,
extension a 72°C por 1 min 30 s, y una extension final a 72°C por 7 min. Los productos de

PCR fueron verificados por electroforesis.

Los productos de PCR fueron digeridos por separado con las enzimas de restriccion
Hhal (que reconoce la secuencia: GCG"C) y Mspl (que reconoce la secuencia: C*CGG) en
20 puL a 37°C durante toda la noche. Los productos digeridos fueron verificados por
electroforesis de alicuotas (SuL) en gel de 2,5% de agarosa en 250 mL de buffer TAE.
Posteriormente, estos productos, fueron combinados y precipitados con acetato de sodio 3M
(3 pL) y etanol 100% (75 pL), incubados a -80°C por 1 h en oscuridad y centrifugados por
30 min a 13.000 RPM. El sobrenadante fue removido y el precipitado se lavo con etanol 70%
frio (75 pL) y se centrifugd nuevamente por 30 min a 13.000 RPM. El sobrenadante fue
removido y el ADN se seco a 37°C por un par de horas. Luego, fue re-suspendido en 30 pL
de agua HPLC a 40°C durante 30 min y a 4°C por dos horas. El ADN fue cuantificado
utilizando el kit Quant-iT™ dsDNA High-Sensitivity Assay con el fluorémetro Qubit™
(Invitrogen; California, Estados Unidos). Finalmente, los productos de T-RFLP fueron
separados por electroforesis capilar ejecutado por Macrogen Inc. (Seoul, Korea) para el caso
de las muestras del Fiordo Comau, y por el laboratorio de Andlisis de Fragmentos de ADN

del Departamento de Ecologia (Facultad de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad
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Catolica de Chile; Santiago, Chile) para el caso de las muestras del Fiordo Puyuhuapi. En

ambos casos se utilizo como estandar interno el GS500LIZ.

4.2.3 Pirosecuenciacion Roche 454 del gen 16S ARNr

Para identificar taxonémicamente las comunidades microbianas de las muestras de
agua (Fiordo Comau) y sedimento (Fiordo Puyuhuapi), se utilizo el analisis de
pirosecuenciacion Roche 454 del gen 16S ARNr. La secuenciacion fue llevada a cabo por el
Laboratorio Research and Testing Laboratory (Lubbock, Texas, Estados Unidos) utilizando
como primer forward el 28F (5> GAG TTT GAT CNT GGC TCA G 3°), y como reverse el
S519R.

43  VARIABLES OCEANOGRAFICAS

Los parametros ambientales medidos en la capa salobre y marina del Fiordo Comau
fueron la temperatura, salinidad, concentracion de clorofila-a, nitrito, nitrato, fosfato, silicato
y carbono orgénico particulado total (POC total = POC+PON). La temperatura y salinidad
se caracterizaron utilizando un CTD AML Oceanographic modelo MINOS-X. La
concentracion de clorofila-a se determind a partir del prefiltrado de aproximadamente 2 L de
agua a través de filtros Whatman® GF/F de 0,7 pm. Su concentracion fue estimada utilizando
el método descrito por Parsons et al. (1984) mediante un fluorometro Turner TD-700. Para
los nutrientes (nitrito, nitrato, fosfato y silicato), las muestras de cada profundidad (tomadas
en bidones) fueron prefiltradas con jeringas estériles en Whatman® GF/F de 0,7 um y
guardadas en frasco estériles de 15 mL. Posteriormente fueron analizadas en la Universidad
de Concepcion por medio de un autoanalizador Technicon® II. Para el POC se filtraron 2 L
de muestra en GFF de 0,7 um premuflados por 5 horas a 450°C y luego fueron enviados a la

Universidad de California Davies para la obtencion de POC y PON.

Los parametros bioquimicos medidos del sedimento del Fiordo Puyuhuapi, fueron el
tipo de sustrato, contenido de oxigeno disuelto de fondo (ODF), materia orgénica total, pH,
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potencial de 6xido-reduccion y contenido de sulfuro de hidrogeno (H>S). El sustrato fue
expresado como porcentaje de fango (< 63 um) de la fraccion sedimentaria de acuerdo a Folk
(1974). El ODF fue medido en la interfaz agua-sedimento (10 cm adyacentes al fondo)
utilizando el método de Winkler (Parsons et al., 1984). Las muestras de agua fueron
sifoneadas mediante una manguera de silicona insertada en la seccion superior del testigo. El
contenido de materia organica fue determinado por el método de calcinacion de acuerdo a
Luczak et al. (1997) y los resultados fueron presentados como promedios de porcentaje en
peso (%) de materia organica. El pH y potencial de 6xido-reduccion se midieron de acuerdo
al método descrito por Hargrave et al. (1997) y modificado por Wildish et al. (2001). Se
utilizé un equipo Mettler Toledo con un electrodo de pH con compensador de temperatura,
y para la medicioén de potencial de 6xido-reduccion se utilizd un electrodo Mettler Toledo
Inlab Redox-L (ORP) (0-100°C) de mol L' KCL. El contenido de H,S fue determinado de
acuerdo a lo descrito por Hargrave et al. (1997) y modificado por Wildish et al. (2001). Las
muestras de agua intersticial se extrajeron con jeringas de 60 mL que contenian 5 mL de una

solucion SAOB y se midieron con un electrodo i6n-especifico en un vaso precipitado.

4.4  ANALISIS BIO — ESTADISTICO

Los cromatogramas del T-RFLP fueron extraidos utilizando el procedimiento de
Carballa et al. (2011) a través del software Peak Scanner version 1.0 (Applied Biosystems,
Halle, Bélgica), separando una mezcla de fragmentos de ADN de acuerdo a sus tamafios. La
data fue filtrada utilizando un p=0,05, obteniéndose una matriz de tamafos o Unidades
Taxonomicas Operacionales (OTUs, por sus siglas del inglés Operational Taxonomic Units)
e intensidad de fluorescencia (abundancia relativa). Se ha demostrado que las OTUs podrian
estar al nivel taxondémico de clase o género (Hewson & Fuhrman, 2004; van Dorst et al.,
2014) donde un taxon dado estaria representado por mas de una OTU (Gillevet et al., 2009).
En el presente trabajo, las OTUs se consideraron equivalentes al nivel de clase de la
secuenciacion (Ver Capitulo “COMPARACION DE LOS PATRONES EN LA
ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD MICROBIANA MEDIANTE T-RFLP Y
PIROSECUENCIACION ROCHE 454 PARA AMBOS FIORDOS”). Las matrices
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obtenidas con las endonucleasas de restriccion (Mspl y Hhal) fueron comparadas, utilizando
para los analisis de este trabajo las procedentes de la enzima Mspl, con la que se obtuvo una

mayor recuperacion de OTUs (entre un 20 y 50% mas; ver Figura en Anexo 1).

Los datos de secuenciacion fueron clasificados taxonomicamente utilizando la base
general de datos MSRNA (que incluye SILVA, Greengenes y RDP) del afio 2014, disponible
en el servidor metagenomic RAST (MG-Rast, v3.3.6; http://metagenomics.anl.gov) (Meyer
et al., 2008). Como umbral de analisis se utiliz6 un valor e- maximo de corte de 1¢-20, una
identidad minima del 70% y una alineacion de longitud minima de 50%. Se identificaron
todas las taxas en siete niveles taxondmicos (desde especie a dominio), sin embargo, para
este estudio se trabajo al nivel de clase, orden y especie, utilizando como filtro una
abundancia minima de 2 individuos. La seleccion de niveles taxonomicos inferiores, como
clase y orden, se baso en la necesidad de estudiar los patrones generales de distribucion de la
comunidad microbiana y sus cambios en composicion (e.g., Bowman & McCuaig 2003;
Bissett et al., 2006). Una mayor resolucion (i.e. especies) fue requerida para analizar los
indices ecologicos y abundancias relativas de los grupos raros (e.g., Pedrés-Alio, 2006; Sogin

et al., 2006; Fuhrman, 2009; Galand et al., 2009) de la comunidad, descritos mas adelante.

Para determinar si el numero de secuencias obtenidas representaron una fraccion
significativa o no de una muestra (Acinas, 2007), se construyeron curvas de rarefaccion para
cada fiordo. Para esto se trabajo con el software R v3.1.1 (http://www.R-project.org) y la
funcion rarefaction del paquete “vegan”, y como variable bioldgica se utilizaron las OTUs
al mayor nivel taxondmico obtenido (i.e. especies). En los analisis de rarefaccion cuando el
estimador alcanza una asintota, la secuencia puede ser considerada representativa para una

estimacion de la riqueza de OTUs (Kemp & Aller 2004).
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4.4.1 Analisis de la diversidad de la comunidad microbiana

La biodiversidad microbiana de cada muestra y para ambos sistemas de fiordos se
caracterizo mediante el calculo del indice de riqueza de Margalef (d), de equidad de Pielou

(J’) y de diversidad de Shannon (H”) y de Simpson (A”), como se muestra a continuacion.

1.- indice de riqueza de especies de Margalef (d):

S—-1 S: numero de especies

~ In(N) N: niimero total de individuos

2.- Indice de Equidad de Pielou (J):

H’max: indice de Shannon maximo;
HI
J' = H’max = In(S)

4
H max

S: numero de especies

3.- Shannon-Weaver (H’) (Shannon & Weaver, 1949):
pi = M / N ¢s la abundancia relativa
H' = - z p;iInp; n;: Numero de individuos de cada especie

N: Numero total de individuos

4.- Indice de Simpson (1°):
N;(N; — 1) n;: nimero de individuos de cada especie

1-AN=1-
N(N —1) N:ntmero total de individuos

4.4.2 Analisis de la estructura y composicion de la comunidad microbiana

En ambos fiordos la estructura microbiana, en términos de abundancia, se examiné a
través de un analisis de cluster utilizando el software R v3.1.1 (http://www.R-project.org) y

el paquete y funcion “pvclust”. Como variable bioldgica se utilizaron las abundancias de
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OTUs del T-RFLP y secuenciacion (al nivel de clase y orden), las cuales fueron
transformadas (raiz cuarta) eliminando el efecto de distintas escalas de medida y reduciendo
la influencia de los valores grandes. La incertidumbre del cluster fue estimado a través del
analisis bootstrap de las muestras (columnas), donde la distancia se calculé mediante la
funcion “method.dist” usando el método “manhattan” y el nimero de remuestreos fue
designado de 10.000 (“nboot”). Este método calcula los valores de probabilidad (p-values;
en este caso probabilidad bootstrap) para cada cluster utilizando la técnica de remuestreo
(Suzuki & Shimodaira, 2006). El valor de probabilidad bootstrap de un cluster se refiere a la
frecuencia (o porcentaje) en que este aparece dentro de las réplicas del anélisis o remuestreos
(Suzuki & Shimodaira, 2006), siendo considerado como una medida de similitud entre los

clusters.

La composicion de la comunidad se representd mediante graficos de columnas
apiladas de abundancia relativa, tanto para las OTUs obtenidas del T-RFLP como de la
secuenciacion (al nivel de clase y orden). Adicionalmente, se realiz6 un andlisis comparativo
SIMPER para determinar la contribucion de cada OTU (tanto del T-RFLP como
secuenciacion) a la similitud observada entre las muestras. Para esto, se utilizé el software
PRIMER-E (v.6, Clarke y Warwick, 2001). La data bioldgica fue transformada (raiz cuarta)
y como método de medida se utilizé el de Bray-Curtis (Ludwig & Reynolds, 1988). Los
grupos de muestras fueron considerados de acuerdo a su localizacion (por capas para el
Fiordo Comau y por zona para el Fiordo Puyuhuapi), por época (Fiordo Comau) y por el

estado operacional de los centros salmoneros (Fiordo Puyuhuapi).

4.4.2.1 Analisis de grupos abundantes y raros

A un mayor nivel de resolucion, se analizaron las OTUs microbianas al nivel
taxondmico de especie de los datos obtenidos de la secuenciacion, clasificandolas como
abundantes y raras. Para esto se considerd a los grupos abundantes como aquellos que
comprendieron mas del 1% de las secuencias en una muestra (Galand et al., 2009; Campbell

etal., 2011; Hugoni et al., 2013), mientras que las OTUs raras fueron definidas como OTUs
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que representaron < 0,2% de las secuencias en una muestra (Hugoni et al., 2013). Esta
definicion se encuentra dentro del rango entre el 0,1 — 1% que se considera normalmente
(Fuhrman, 2009) y es mas estricta que el 1% que habitualmente se utiliza (Campbell et al.,
2011). Se definieron las OTUs como semi-raras a aquellas que se encontraron entre el 0,2 —
1% restante de las secuencias y como siempre raras (o abundantes) cuando estas lo fueron en
todas las muestras. A partir de estas clasificaciones, se generaron histogramas de riqueza y
abundancia respecto a la frecuencia de ocurrencia de las OTUs. Al mismo tiempo se
construyeron dendogramas independientes para ambos grupos (abundantes y raros) con el
software R v3.1.1 a través del analisis bootstrap de las muestras (columnas) para estimar la
incertidumbre del cluster, utilizando el paquete “pvclust” donde la distancia se calculo
mediante la funcion “method.dist” usando el método “manhattan”, y el nimero de

remuestreos fue de 10.000 (“nboot™).

4.4.3 Analisis de las variables oceanograficas

Con el objetivo de caracterizar los patrones de distribucion de la comunidad
microbiana en el agua y sedimento, se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson (r)
entre los factores abidticos (i.e., caracteristicas fisico — quimicas del agua y sedimentos) y
algunos indices ecologicos (riqueza, abundancia y diversidad), asi como con las abundancias
relativas obtenidas de la secuenciacion (a nivel de clase) de los grupos mas abundantes (>1%

de la abundancia total).

Adicionalmente, se llevd a cabo un Andlisis de Correspondencia Canoénica (ACC)
para determinar la relacion entre las OTUs y los factores abioticos. El triplot de ACC se
construyd con el software R v3.1.1 utilizando la funcion “cca” del paquete “vegan”. Se
trabajo con los logaritmos (In x + 1) de las variables ambientales y la raiz cuarta de las
variables bioldgicas, eliminando el efecto de distintas escalas de medida y reduciendo la

influencia de los valores grandes.
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5. RESULTADOS

5.1 FIORDO COMAU

5.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de las capas de agua salobre (~0,5m) y marina
(20m)

La data ambiental proporcionada por el proyecto Fondecyt 1110190, muestra que el
Fiordo Comau estuvo caracterizado por una capa superficial de baja salinidad (< 24,10 psu)
con temperaturas mayores a 8,82°C y una capa subsuperficial mas salina (> 29,35 psu) con
temperaturas menores a 11,80°C (Figura 3). Estacionalmente, en marzo 2012 y enero 2013,
la capa salobre presentdé menor salinidad (<20,00 psu) y mayor temperatura (>16,53),
mientras que, en julio 2012 esta capa fue mas salina (24,10 psu) y fria (9,84°C), observandose

también una estratificacion permanente a lo largo del fiordo (Hernandez com.pers).
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Figura 3. Distribucion vertical (capa salobre y marina) y estacional de la (a) salinidad y (b)

temperatura presentes en el agua del Fiordo Comau (Ver Tabla en Anexo 2). Las barras de

error corresponden a la desviacion estandar (n=3).

La capa marina se caracterizd por presentar maximas concentraciones de clorofila-a

durante enero 2013 (7,28 mg m™) y minimas de nitrito (0,14 uM), nitrato (0,53 uM), fosfato
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(0,47 uM), silicato (0,49 pM) y POC total (2,19 mg L!) (Figura 4). La capa salobre presentd
altas concentraciones de nitrito (0,38 uM), nitrato (12,81 uM) y silicato (20,69 uM) en julio

2012.
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Figura 4. Distribucion vertical (capa salobre y marina) y estacional de las concentraciones
de (a) Clorofila-a, (b) Nitrito, (c) Nitrato, (d) Fosfato, (e) Silicato y (f) Carbono Organico
Particulado Total (POC total) presentes en el agua del Fiordo Comau (Ver Tabla en Anexo

2). Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).
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El andlisis de Pearson (Tabla 2) en la capa salobre, mostr6 que a medida que aumento
la temperatura, la salinidad (r = -1,00; p<0,10) y el silicato (r = -1,00; p<0,05) tendieron a
disminuir. En la capa marina el NO3™ tendi6 a aumentar junto con la concentracion de silicato

(r=1,00; p<0,10) y a disminuir con el aumento de la clo-a (r = -0,99; p<0,10).

Tabla 2. Correlacion de Pearson (r) entre las variables ambientales del Fiordo Comau
medidas durante los afios 2012 (marzo y julio) y 2013 (enero). En gris se destacan las
correlaciones significativas (p<0,05). Para la capa marina no se calcularon correlaciones con

el POC Total por insuficiencia de datos (n=2).

POC

Temperatura Salinidad Clorofila-a Nitrito Nitrato Fosfato Silicato Total

Capa salobre (~0,5m)

Temperatura

Salinidad -1,00%*

Clorofila-a -0,81 0,84

Nitrito -0,93 0,95 0,97

Nitrato -0,94 0,96 0,96 1,00

Fosfato -0,53 0,49 -0,07 0,19 0,22

Silicato -1,00 1,00 0,83 0,94 0,95 0,50

POC Total -0,02 -0,03 -0,57 -0,34  -0,32 0,86 -0,01

Capa marina (20m)

Temperatura

Salinidad 0,28

Clorofila-a 0,64 0,92

Nitrito -0,34 -1,00 -0,94

Nitrato -0,73 -0,86 -0,99* 0,89

Fosfato -0,90 -0,67 -0,91 0,72 0,95

Silicato -0,79 -0,81 -0,98 0,85  1,00% 0,98
* p<0,10
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5.1.2 Diversidad alfa de la comunidad bacterioplanctonica (bacterias y arqueas)

5.1.2.1 Resultados obtenidos del analisis de la data del T-RFLP del gen 16S ARNr

A través del T-RFLP se detectaron 69 OTUs con un rango de 17 —40 OTUs de riqueza
(Tabla 3). Las mayores riquezas se registraron en el mes de julio 2012, tanto en la capa
salobre (40 OTUs; d=3,09) como marina (37 OTUs; d=2,91), donde también se registraron
10 y 8 OTUs unicas (i.e., no registradas en ninguna otra muestra), respectivamente. En julio

2012 (capa salobre y marina) también se registré la mayor equidad (o indice de Pielou;

J’=0,90) y diversidad de Shannon (H’= 3,32 y 3,24) y de Simpson (1-A'= 0,95 y 0,94).

Tabla 3. indices de diversidad (riqueza, abundancia, indice de Margalef, de Pielou, de
Shannon y de Simpson) obtenidos para las capas (salobre y marina) y meses (julio 2012 y
enero 2013) analizados con la técnica de T-RFLP (OTUs que aducen a clases) del Fiordo

Comau. En gris se destacan los valores maximos.

Capa Salobre (~0,5m) Capa Marina (20m)
Julio 2012 Enero 2013 Julio 2012 Enero 2013

Riqueza (S) 40 17 37 34

N° de OTUs unicas 10 2 8 13
Abundancia (N) 299.998 153.756 237.159 284.977
Indice de Margalef (d) 3,09 1,34 2,91 2,63
Equidad de Pielou (J') 0,90 0,72 0,90 0,79
Indice de Shannon (H') 3,32 2,04 3,24 2,80
Indice de Simpson (1-1") 0,95 0,81 0,94 0,90

5.1.2.2 Resultados obtenidos del andlisis de la data de pirosecuenciacion del gen 16S ARNr

A través de la secuenciacion, se observo que para todas las muestras de agua de ambas
capas (salobre y marina), las curvas de rarefaccion se aproximaron a una asintota indicando
que la recuperacion de secuencias fue satisfactoria (Figura 5). Un total de 50.317 secuencias
fueron recuperadas con un rango de 3.255 — 12.418 secuencias, de las cuales entre un 64,24

y 83,94% fueron clasificadas (Tabla 4). De estas, se registraron 399 OTUs diferentes (que
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aducen al nivel taxonémico de especies) con un rango de 109 — 218 OTUs contenidas en un

total de 28 clases y 62 ordenes.
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Figura 5. Curva de rarefacciéon de las OTUs (referidas a especies) clasificadas del

bacterioplancton (bacterias y arqueas) obtenidas a partir de la secuenciacion de las muestras

del Fiordo Comau.

La mayor riqueza se registr6 en la capa salobre durante el mes de marzo 2012 con

218 OTUs (que aducen a especies), de las cuales 93 OTUs fueron tnicas. En la capa marina

durante el mismo periodo, se encontrd la mayor equidad (o indice de Pielou; J’=0,76) y

diversidad de Shannon (H’=3,80) y de Simpson (1-1'=0,96).
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Tabla 4. Numero de secuencias totales recuperadas y clasificadas, e indices de diversidad
(riqueza, abundancia, indice de Margalef, de Pielou, de Shannon y de Simpson) obtenidos
para las muestras de agua analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454 del
Fiordo Comau durante los afios 2012 (marzo y julio) y 2013 (enero). En gris se destacan los

valores maximos.

Capa Salobre (~0,5m) Capa Marina (20m)
Marzo 2012 Julio 2012  Enero 2013 Marzo 2012 Julio 2012 Enero 2013
Secuencias totales recuperadas 10.797 8.179 3.255 6.096 12.418 9.572
Secuencias clasificadas 9.063 6.675 2.091 4.902 9.649 7.314
Fraccion secuencias clasificadas 0,839 0,816 0,642 0,804 0,777 0,764

OTUs (Clase)

Riqueza (S) 22 21 18 19 19 18
N° de OTUs unicos 2 1 0 0 0 0
Abundancia (N) 9.154 6.722 2.150 4975 9.723 7.354
OTUs (Orden)

Riqueza (S) 40 36 33 32 39 29
N° de OTUs unicos 6 4 2 1 3 1
Abundancia (N) 9.150 6.717 2.143 4970 9.716 7.350

OTUs (Especies)

Riqueza (S) 218 126 109 150 150 123

N° de OTUs tinicos 93 20 28 44 27 16

Abundancia (N) 9.063 6.675 2.091 4.902 9.649 7.314
Indice de Margalef (d) 23,81 14,19 14,13 17,53 16,24 13,71
Equidad de Pielou (J') 0,68 0,59 0,74 0,76 0,51 0,54
Indice de Shannon (H") 3,65 2,86 3,45 3,80 2,56 2,58
Indice de Simpson (1-1') 0,94 0,88 0,94 0,96 0,80 0,82
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5.1.3 Estructura comunitaria del bacterioplancton (bacterias y arqueas)

5.1.3.1 Resultados obtenidos del analisis de la data del T-RFLP del gen 16S ARNr

La Figura 6 muestra el andlisis de agrupamiento de las OTUs de las muestras de agua
(capa salobre y marina) en los meses de julio 2012 y enero 2013 obtenido a través del T-
RFLP. En términos de abundancia, este analisis permitido reconocer dos grupos con altos
valores de bootstrap, el primero conformado por la capa salobre y marina en el mes de julio
2012, cuyas estructuras comunitarias se agruparon el 100% de las veces en los 10.000
remuestreos que se realizaron con este analisis. El segundo grupo estuvo conformado por la
capa salobre y marina del mes de enero 2013 con un valor de bootstrap o probabilidad de

99%.
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Figura 6. Analisis de agrupamiento de las OTUs (que aducen a clases) de bacterias del
Fiordo Comau analizadas a través del T-RFLP. En azul se muestra el valor de bootstrap
obtenido del analisis pvclust en R. La altura denota la disimilitud entre los clusters; a mayor

altura, mayor es la disimilitud entre ellos.

5.1.3.2 Resultados obtenidos del andlisis de la data de pirosecuenciacion del gen 16S ARNr

La Figura 7 muestra el analisis de agrupamiento de las OTUs de bacterias y arqueas,
referidas a las clases y 6rdenes de las muestras de agua (capa salobre y marina) en los meses

de marzo y julio 2012, y enero 2013 examinadas a través de la secuenciacion. Con estos
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analisis se observaron dos principales agrupaciones, el primero de ellos conformado por las
muestras del mes de julio 2012 (capa salobre y marina) y enero 2013 (capa marina) con un
alto valor de bootstrap (>88%). El segundo grupo mostré un menor valor bootstrap y vario
entre los diferentes niveles taxondmicos, conformandose por las muestras del mes de marzo
2012 (capa salobre y marina) al nivel de clase (bootstrap=44%,) y por las muestras del mes
de enero 2013 (capa salobre) y marzo 2012 (capa marina) al nivel de orden (bootstrap=39%).
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Figura 7. Anélisis de agrupamiento de las OTUs de bacterioplancton del Fiordo Comau al
nivel taxondmico de (a) clase y (b) orden analizadas a través de la pirosecuenciacion Roche
454. En azul se muestra el valor de bootstrap obtenido del analisis pvclust en R. La altura

denota la disimilitud entre los clusters; a mayor altura, mayor es la disimilitud entre ellos.
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5.1.4 Composicion de la comunidad bacterioplanctonica (bacterias y arqueas)

obtenida con el método de pirosecuenciacion Roche 454 del gen 16S ARNr

La composicion de las OTUs referidas a las clases y 6rdenes bacterioplanctonicas de
la secuenciacion se muestran en las Figuras 8 y 9. De un total de 39.694 secuencias de
bacterioplancton detectados, el 67,32% correspondid a bacterias con un rango de 36,94 —
100% de la abundancia total, mientras que el 32,68% correspondid a arqueas con un rango
de 0,51 — 63,06%. Las arqueas no se detectaron en la capa salobre durante el mes de marzo

2012.

Se observd que las muestras del Fiordo Comau, estuvieron representadas
principalmente por las clases Cyanobacteria (unclassified) y Thaumarchaeota (unclassified)
con abundancias entre 14,56 — 64,85% y 0,50 — 62,58%, respectivamente (Figura 8). Las
primeras dominaron las capas salobres (>34,74%) mientras que las segundas lo hicieron en
la capa marina (>54,92%). Otras de las clases mas abundantes fueron las Cytophagia,
Flavobacteriia y Alphaproteobacteria, donde las dos primeras fueron mas abundantes en el
mes de marzo 2012 (capa marina) con valores de 10,45 y 31,70%, respectivamente, mientras

que la Alphaproteobacteria obtuvo sus maximos en enero 2013 (capa salobre; 27,44%).

Dentro de las comunidades arqueanas, los 6rdenes mdas abundantes fueron las
Cenarchaeales y Nitrosopumilales, pertenecientes a la clase Thaumarchaeota (unclassified),
alcanzando entre ambos 6rdenes mas del 96% de la abundancia total de arqueas (Figura 9).
Menores abundancias se registraron en las Methanosarcinales (de la clase Methanomicrobia)
y Nitrososphaerales (de la clase Thaumarchaeota unclassified) con valores menores al

2,65% de la abundancia total de arqueas.

El analisis comparativo SIMPER realizado por capas (Tabla 5), no revel6 grandes
discrepancias en la composicion entre la capa salobre y marina (disimilitud promedio entre
salobre-marino: 24,10%). No obstante, se observé que la clase Thaumarchaeota

(unclassified) contribuyd mas a las muestras de la capa marina (10,37%) que salobre (4,45%),
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mientras que las Cyanobacteria (unclassified) y Clostridia contribuyeron mas a las muestras
de la capa salobre (16,43 y 5,76%, respectivamente) que marina (14,32 y 3,97%,

respectivamente).

De la misma forma, el anélisis comparativo SIMPER realizado por épocas (Tabla 6),
no revel6 grandes discrepancias en la composicion entre las muestras de verano e invierno
(disimilitud promedio entre verano-invierno: 22,62%). Se observdé que las clases
Thaumarchaeota (unclassified) y Bacteroidetes (unclassified) contribuyeron mas a las
muestras de invierno (14,74 y 3,39%, respectivamente) que de verano (4,43 y 2,13%,
respectivamente), mientras que las Cyanobacteria unclassified, Flavobacteriia y Cytophagia

contribuyeron mas a las muestras de verano que de invierno en mas de un 2,4%.
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Figura 8. Composicion de las comunidades del bacterioplancton (bacterias y arqueas) y
distribucion vertical y temporal de las OTUs (referidas a clases) clasificadas del Fiordo

Comau analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454.
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Figura 9. Composicion de las comunidades del bacterioplancton (bacterias y arqueas) y
distribucion vertical y temporal de las OTUs (referidas a ordenes) clasificadas del Fiordo

Comau analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454.
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Tabla 5. Andlisis comparativo (SIMPER) entre las muestras asociadas a la capa salobre y
marina del Fiordo Comau. Como variable bioldgica se utilizaron las OTUs (referidas a clase)

de la secuenciacion.

OTUs (clases) % Contribucion % Acumulativo
Capa salobre (~0,5m; similitud promedio: 73,9%)*

Cyanobacteria unclassified 16,43 16,43
Flavobacteriia 10,41 26,84
Alphaproteobacteria 10,41 37,24
Gammaproteobacteria 7,78 45,02
Actinobacteria 7,30 52,32
Cytophagia 7,14 59,46
Clostridia 5,76 65,21
Bacteroidia 4,60 69,81
Proteobacteria unclassified 4,47 74,29
Thaumarchaeota unclassified 4,45 78,73
Epsilonproteobacteria 3,89 82,63
Betaproteobacteria 3,62 86,25
Bacilli 3,53 89,78
Sphingobacteriia 3,09 92,87

Capa marina (20m; similitud promedio: 75,98%)*

Cyanobacteria unclassified 14,32 14,32
Alphaproteobacteria 10,64 24,96
Flavobacteriia 10,38 35,33
Thaumarchaeota unclassified 10,37 45,70
Gammaproteobacteria 7,72 53,42
Cytophagia 7,46 60,88
Actinobacteria 6,47 67,35
Planctomycetia 4,85 72,19
Bacteroidetes unclassified 4,22 76,42
Clostridia 3,97 80,38
Bacteroidia 3,71 84,10
Betaproteobacteria 3,59 87,69
Verrucomicrobiae 3,38 91,07

* Disimilitud promedio entre salobre-marino: 24,10%
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Tabla 6. Analisis comparativo (SIMPER) entre las muestras asociadas a la temporada de
verano (Marzo 2012 y Enero 2013) e invierno (Julio 2012) del Fiordo Comau. Como variable

biologica se utilizaron las OTUs (referidas a clase) de la secuenciacion.

OTUs (clases) % Contribucion % Acumulativo
Verano (similitud promedio: 71,14%)*

Cyanobacteria unclassified 16,64 16,64
Flavobacteriia 11,44 28,08
Alphaproteobacteria 10,94 39,02
Cytophagia 8,51 47,53
Gammaproteobacteria 8,15 55,68
Actinobacteria 7,17 62,85
Clostridia 4,91 67,76
Thaumarchaeota unclassified 4,43 72,18
Bacteroidia 4,12 76,31
Epsilonproteobacteria 3,58 79,89
Betaproteobacteria 3,49 83,37
Planctomycetia 2,75 86,13
Bacilli 2,45 88,58
Bacteroidetes unclassified 2,13 90,71

Invierno (similitud promedio: 86,86%)*

Thaumarchaeota unclassified 14,74 14,74
Cyanobacteria unclassified 11,69 26,43
Alphaproteobacteria 9,31 35,74
Flavobacteriia 8,73 44,46
Gammaproteobacteria 6,70 51,17
Actinobacteria 6,34 57,51
Cytophagia 6,10 63,61
Proteobacteria unclassified 4,38 67,99
Betaproteobacteria 4,04 72,03
Clostridia 3,97 76,00
Bacteroidia 3,87 79,87
Planctomycetia 3,40 83,26
Bacteroidetes unclassified 3,39 86,65
Epsilonproteobacteria 3,12 89,78
Deltaproteobacteria 2,75 92,52

* Disimilitud promedio entre verano-invierno: 22,62%

5.1.4.1 OTUs (especies) abundantes y raras

De un total de 399 OTUs (referidas a especies) detectadas en la secuenciacion, se
encontraron 38 OTUs abundantes, de las cuales el 21,05% (8 OTUs) fueron s6lo abundantes
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(i.e. no variaron a rara o semi-rara) y el 78,95% restante (30 OTUs) variaron a rara y/o semi-
rara (Tabla 7). Estas ultimas pertenecieron a 9 clases, donde las més frecuentes fueron las
Flavobacteriia (8 especies), Cyanobacteria (6 especies) y Alphaproteobacteria (4 especies).
Dentro del grupo de las arqueas, solo 3 de ellas variaron entre raras y abundantes, la
Cenarchaeum symbiosum del orden Cenarchaeales, y las Candidatus Nitrosopumilus sp.
NM25 y Nitrosopumilus maritimus del orden Nitrosopumilales.

Del total de OTUs registradas, 355 OTUs fueron raras, de las cuales sélo el 20,85%
(74 OTUs) vari6 a semi-rara y/o abundante, mientras que el 79,15% restante (281 OTUs)
fueron solo raras (i.e. no variaron a semi-rara o abundante) (Tabla 7). Tres OTUs fueron raras
en todas las muestras, las cuales pertenecieron a las clases Actinobacteria (Microbacterium

sp. ORS 1417 y Mycobacterium sp. 2333) y Flavobacteriia (Salegentibacter salegens).

Tabla 7. Resumen del total de OTUs raras (i.e., OTUs que contribuyen < 0,2% a la
abundancia total), semi-raras (i.e., OTUs que contribuyen entre el 0,2 — 1% de la abundancia
total) y abundantes (i.e., OTUs que contribuyen > 1% a la abundancia total) de la comunidad

bacterioplanctonica (bacterias y arqueas) del Fiordo Comau.

Total OTUs raras (< 0,2%) 355

N° OTUs so6lo raras 281 (79,15%)
Total OTUs semi-raras (0,2 — 1%) 102

N° OTUs so6lo semi-raras 23 (22,55%)
Total OTUs abundantes (> 1%) 38

N° OTUs s6lo abundantes 8 (21,05%)
Total OTUs que varia 87

N° OTUs raras / semi-raras 57 (65,52%)

N° OTUs raras / abundantes 8 (9,20%)

N° OTUs semi-raras / abundantes 13 (14,94%)

N° OTUs raras / semi-raras / abundantes 9 (10,34%)

A partir del analisis de distribucion de las OTUs raras y abundantes (Figura 10), se

observaron riquezas similares de OTUs raras entre la capa salobre (300 OTUs en total) y
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marina (289 OTUs). En ambas capas las mayores riquezas se encontraron en frecuencias <
0,2% (i.e., OTUs raras) y disminuyeron en frecuencias >0,2%. En el rango de 0,601 y 0,999%
se encontraron las menores riquezas (1 a 10 OTUs). En la capa salobre el mayor ntimero de
OTUs raras (< 0,2%) se encontraron en marzo 2012 (157 OTUs), mientras que, el menor
nimero de OTUs raras se encontraron en enero 2013 (56 OTUs). En contraste, en la capa
marina el mayor numero de OTUs raras se encontraron en julio 2012 (114 OTUs) y los

menores en marzo 2012 (86 OTUs) y enero 2013 (89 OTUs).

(a) Capa Salobre (~0,5m)
Riqueza (N° de OTUs)
0 20 40 60 8 100 120 140 160

E. rafas (n=300)

[0.201 - 0,600]

[0.601 - 0,999]

> 1,000

E. abundantes (n=42)
| |

Frecuencia de ocurrencia (%o)

(b) Capa Marina (20m)
0 20 40 60 80 100 120 140 160

e
E. raras (n=289)

E. abundantes (n=45)
| |

Frecuencia de ocurrencia (%o)

EMarzo 2012 ®Julio 2012 ®Enero 2013
Figura 10. Distribucion de riqueza de OTUs (referidas a especies) raras (i.e., OTUs que
contribuyen < 0,2% a la abundancia total), semi-raras (i.e., OTUs que contribuyen entre el
0,2 — 1% de la abundancia total) y abundantes (i.e., OTUs que contribuyen > 1% a la
abundancia total) del bacterioplancton (bacterias y arqueas) en las capas (a) salobre y (b)

marina del Fiordo Comau obtenidas a través de la pirosecuenciacion Roche 454.

38



Las Figuras 11 y 12 muestran la transicion de las OTUs raras entre capas (Figura 11)
y estacionalmente (Figura 12), y si estas cambian a semi-raras, abundantes o bien no son
detectadas (i.e. abundancia = 0). A través de este analisis se observd que las OTUs raras
permanecieron raras en la capa salobre y marina entre el 19,75 y 50,57%, mientras que, entre
el 42,53 y 73,89% de las OTUs raras no fueron detectadas en la capa marina, al comparar
ambas capas durante un mismo mes (Figura 11). Estacionalmente, entre el 17,24 y 36,84%
de las OTUs raras permanecieron raras entre un mes y otro, mientras que, entre el 54,39 y
79,62% de las OTUs raras no fueron detectadas (Figura 12). Solo entre el 0,88 y 11,49% de

las OTUs raras variaron a semi-raras o abundantes.

(a) Marzo 2012 [S] — Marzo 2012 | (b) Julio 2012 [S] — Julio 2012 [M]

= eﬁ/ 29 "

o 3.45%
(c) Enero 2013 [M] — Enero 2013 |

0

m OTUs raras OTUs semi-raras = OTUs abundantes = OTUs=0

Figura 11. Transicién de las OTUs raras y sus variaciones en abundancia a semi-raras,
abundantes o si desaparecen (i.e. abundancia = 0) entre las capas analizadas a través de la

pirosecuenciacion Roche 454 del Fiordo Comau (Ver Figura en Anexo 3).
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(c) Marzo 2012 [M] — Julio 2012 [M] (d) Julio 2012 [M] — Enero 2013 [M]

P

# OTUsraras = OTUs semi-raras = OTUs abundantes = OTUs=10

Figura 12. Transicion de las OTUs raras entre los diferentes meses analizados a través de la

pirosecuenciacion Roche 454 del Fiordo Comau (Ver Figura en Anexo 3).

5.1.5 Efecto de las variables fisico-quimicas del agua sobre la estructura de la

comunidad bacterioplanctonica

Se determind la relacion entre las variables ambientales y algunos indices de
diversidad para la técnica de secuenciacion (con el T-RFLP el nimero de muestras fue
insuficiente para este andlisis; s6lo 2 muestras por capa), a través del coeficiente de
correlacion de Pearson (r, Tabla 8). El andlisis revelo algunas correlaciones significativas
(p<0,05), tanto positiva para el caso de la relacion entre el contenido de fosfato y la
abundancia en la capa salobre (r = 0,998), como negativa entre la clo-a y la diversidad de
Shannon en la capa salobre (r = -0,998) y también con la riqueza en la capa marina (r = -

1,000).

El analisis del coeficiente de Pearson (r) entre las abundancias relativas de las clases

mas abundantes del bacterioplancton (>1% de la abundancia total) y las variables ambientales
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se muestra en la Tabla 9. No se observaron correlaciones significativas (p<0,05), a excepcion

de las Actinobacteria, las cuales se correlacionaron negativamente con la salinidad (r = -

0,999).

Tabla 8. Correlacion de Pearson (r) entre algunos indices de diversidad (S: riqueza, N:

abundancia y H’: diversidad de Shannon) obtenidos de la secuenciacion (OTUs que aducen

a especies), y las variables ambientales del Fiordo Comau. En gris se destacan las

correlaciones significativas (p<0,05). Ref.: Temp.: Temperatura, Sal.: Salinidad; Clo:

Clorofila-a, NO»: concentraciéon de nitrito, NOs™: concentracion de nitrato, Fosf.:

concentracion de fosfato, Silic.: concentracion de silicato, POC Total: Carbono Orgénico

Particulado Total.

Temp. Sal. Clo NO2 NOs3 Fosf. Silic. POC Total

Capa Salobre (0,5m; n=3)

Riqueza (S) 0,063 -0,114 -0,637 -0,417 -0,396 0,811 -0,096 0,991
Abundancia (N) -0,475 0,429 -0,132 0,128 0,150 0,998 0,446 00911
Indice de Shannon (H') 0,844 -0,870 -0,998 -0,980 -0,975 0,006 -0,861 0,476
Capa Marina (20m; n=3)

Riqueza (S) -0,720 -0,927 -1,000 0,950 0,989 0,900 0,971 -0,649
Abundancia (N) -0,687 0,383 -0,020 -0,322 0,137 0,428 0,229  -0,755
Indice de Shannon (H') 0,254 -0,779 -0,462 0,737 0,355 0,058 0,266 0,348
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Tabla 9. Correlacion de Pearson (r) entre las abundancias relativas de las clases mas
abundantes del bacterioplancton (>1% de la abundancia total) y las variables ambientales del
Fiordo Comau. Para la capa marina no se calcularon correlaciones con el POC Total por
insuficiencia de datos (n=2). En gris se destacan las correlaciones significativas (p<0,05).
Ref.: Temp.: Temperatura, Sal.: Salinidad; Clo: Clorofila-a, NO>: concentracion de nitrito,
NOs™: concentracion de nitrato, Fosf.: concentraciéon de fosfato, Silic.: concentracién de

silicato, POC Total: Carbono Orgénico Particulado Total.

Temp.  Sal. Clo NO, NO;  Fosf. Silic. POC Total

Capa salobre (0,5m; n=3)

Actinobacteria 0,510 -0,553 -0,915 -0,789 -0,770 0,459 -0,537 0,847
Bacteroidia -0,450 0,495 0,886 0,745 0,725 -0,518 0,479 -0,881
Cytophagia 0,646 -0,684 -0,970 -0,880 -0,865 0,305 -0,670 0,747
Flavobacteriia 0,738 -0,772 -0,993 -0,934 -0,922 0,181 -0,760 0,656
Cyanobacteria unclassified -0,156 0,105 -0,448 -0,216 -0,186 0,920 0,124 0,991
Clostridia 0,615 -0,654 -0,959 -0,861 -0,845 0,343 -0,640 0,773
Alphaproteobacteria 0,768 -0,734 -0,251 -0,480 -0,507 -0,950 -0,747 -0,660
Gammaproteobacteria 0,967 -0,953 -0,640 -0,808 -0,826 -0,728 -0,959 -0,278
Verrucomicrobiae 0,207 -0,258 -0,738 -0,551 -0,525 0,719 -0,239 0,973

Thaumarchaeota unclassified -0,730 0,764 0,991 0,929 0917 -0,193 0,751 -0,665

Capa marina (20m; n=3)

Actinobacteria -0,369 -0,999 -0,898 0,996 0,840 0,644 0,785 -
Bacteroidia 0,168 -0,831 -0,538 0,802 0,435 0,152 0,349 -
Cytophagia 0,323 -0,732 -0,397 0,697 0,286 -0,007 0,195 -
Flavobacteriia 0,287 -0,757 -0,431 0,723 0,322 0,030 0,232 -
Cyanobacteria unclassified 0,724 -0,333 0,073 0,286 -0,190 -0,469 -0,281 -
Clostridia -0,993  -0,298 -0,656 0,345 0,740 0,905 0,800 -
Alphaproteobacteria -0,786 0,243 -0,167 -0,194 0,281 0,551 0,370 -
Gammaproteobacteria 0,679 -0,948 -0,996 0,962 0,979 0,876 0,956 -
Verrucomicrobiae 0,271 -0,768 -0,446 0,735 0,338 0,047 0,248 -

Thaumarchaeota unclassified -0,349 0,713 0372 -0,677 -0,260 0,035 -0,168 -

El CCA fue satisfactorio con ambas técnicas moleculares, ya que el 100% de la
variabilidad total pudo ser capturada (i.e., variacion residual=0). Con el T-RFLP, las
variables criticas consideradas explicaron alrededor del 77,7% de la varianza (Figura 13). El
primer componente (52,39% de la variabilidad total) dependi6 principalmente del NO>™ y
fosfato, observandose una correlaciéon negativa con ambos parametros, mientras que el
segundo componente (25,31% de la variabilidad total) estuvo correlacionado positivamente

con la temperatura. Algunas de las OTUs mas abundantes se correlacionaron positivamente
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con la temperatura y negativamente con el contenido de fosfato (e.g., OTU21 y OTU35)
(Figura 13). Otras OTUs, mostraron correlaciones positivas con el fosfato asi como con el

NO7 (e.g., OTU144, OTU22, OTU495, OTU482 y OTU469).

El analisis CCA obtenido de la secuenciacion (con las OTUs que aducen a clase)
mostro que en conjunto las variables criticas consideradas explicaron alrededor del 69,5% de
la varianza (Figura 14). La variable que determin6 el primer componente (45,98% de la
variabilidad total) fue principalmente la clo-a, observandose una correlacion positiva. El
segundo componente (23,46% de la variabilidad total) estuvo correlacionado positivamente
con la salinidad y el NO»’, y negativamente con la temperatura. La presencia de un vector
mas corto para el fosfato, indica una baja influencia de este factor en la distribucion de las
OTUs (clases). Estos analisis también fueron ejecutados para los niveles de orden y especie
(Ver figuras en Anexo 4 y Anexo 5), obteniéndose una menor varianza en sus componentes,

razon por la cual no se presentan en esta seccion.

En el primer eje (CCA1) se identificé un grupo asociado con una alta concentracion
de clo-a, salinidad y baja temperatura (Enero 2013 [M]), que incluyo la clase de las Opitutae
(Figura 14). En el segundo eje (CCA2), el gradiente se establecid sobre la salinidad y
temperatura, identificandose un grupo asociado con una alta salinidad y baja temperatura en
la parte superior del diagrama, donde se concentraron las muestras Marzo 2012 [M], Julio
2012 [M] y Julio 2012 [S]. Algunas clases en este grupo fueron las: Verrucomicrobiae,
Bacilli, Planctomycetia, Opitutae, Chlorobia, Fusobacteriia y Thaumarchaeota unclassified,
entre otras. El grupo localizado en la parte inferior del diagrama, estuvo determinado por
bajas salinidades y altas temperaturas, reuniendo las muestras Marzo 2012 [S] y Enero 2013
[S] con presencia de las clases Gemmatimonadetes, Negativicutes, Mollicutes y

Methanomicrobia.
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Figura 13. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores

verdes) y las OTUs bacterianas (que aducen a clases; en rojo) obtenidas a partir del T-RFLP

de las muestras de agua (en azul) del Fiordo Comau.
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Figura 14. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores
verdes) y las OTUs del bacterioplancton (que aducen a clases; en rojo) obtenidas a partir de

la pirosecuenciacion Roche 454 de las muestras de agua (en azul) del Fiordo Comau.

Ref.: 1: Actinobacteria, 2: Bacteroidia, 3: Cytophagia, 4: Flavobacteriia, 5: Sphingobacteriia, 6:
Bacteroidetes unclassified, 7: Chlorobia, 8: Cyanobacteria unclassified, 9: Deinococci, 10: Bacilli,
11: Clostridia, 12: Negativicutes, 13: Fusobacteriia, 14: Gemmatimonadetes, 15: Nitrospira, 16:
Planctomycetia, 17: Alphaproteobacteria, 18: Betaproteobacteria, 19: Deltaproteobacteria, 20:
Epsilonproteobacteria, 21: Gammaproteobacteria, 22: Proteobacteria unclassified, 23:
Spirochaetia, 24: Mollicutes, 25: Opitutae, 26: Verrucomicrobiae, 27: Methanomicrobia (arquea),

28: Thaumarchaeota unclassified (arquea).
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5.2 FIORDO PUYUHUAPI

5.2.1 Caracterizacion geoquimica del sedimento superficial (0-2cm)

La data ambiental proporcionada por el proyecto SUBPESCA N° 4872-11034-LP08,
muestra que los sedimentos superficiales del Fiordo Puyuhuapi estuvieron caracterizados por
fracciones finas (< 63 um), con un rango de 28,84 — 50,65% para el 83,33% de las muestras
(Figura 15a). La cabecera de fiordo (sector mas cerrado) estuvo caracterizada por menores
concentraciones de oxigeno disuelto de fondo (ODF; Figura 15b) y mayores porcentajes de
materia organica total (MOT; Figura 15¢), mientras que la boca (sector mas cercano al océano
abierto) estuvo caracterizada por altas concentraciones de ODF y bajas de MOT. En la zona
intermedia las concentraciones de ODF variaron de 3,28 mL L' a valores inferiores al limite
de deteccion, sugiriendo posible anoxia (centro C5), y las concentraciones de MOT fueron
bajas. En el centro C5 se registraron las mayores concentraciones de sulfuro intersticial (H2S;
Figura 15d). A lo largo de todo el fiordo persistio la existencia de un entorno reductivo (redox
negativo) con valores de potencial de 6xido-reduccion inferiores a -70 mV, donde los
menores fueron registrados en los centros C5 (-334 mV) y C8 (-371 mV) (Figura 15¢). El pH
fue mas alcalino y mayor a 7,06 en el 66,66% de las muestras y mas acido en las muestras

restantes con valores de 6,41 en el centro C2 y 6,66 en el centro C5 (Figura 15f).
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Figura 15. Distribucion horizontal del (a) contenido de fango, (b) oxigeno disuelto de fondo
(ODF), (c) materia organica total (MOT), (d) contenido de sulfuro de hidrégeno (H2S), (e)
potencial de 6xido-reduccion (Redox) y (f) pH presentes en el sedimento (primeros 2 ¢cm) a

lo largo del Fiordo Puyuhuapi (Ver Tabla en Anexo 6).
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5.2.2 Diversidad alfa de la comunidad bacteriana bentonica

5.2.2.1 Resultados obtenidos del anélisis de la data del T-RFLP del gen 16S ARNr

A través del T-RFLP se detectaron 96 OTUs con un rango de 22 — 42 OTUs de
riqueza, la cual no mostr6 un patrén claro de distribucion geografica (Tabla 10). La mayor
riqueza se registré en el centro C1 (42 OTUs; d=3,54) ubicado en la cabecera del fiordo,
donde también se registraron 12 OTUs tnicas (i.e., no registradas en ningun otro centro). En
este centro también se registrd la mayor equidad (o indice de Pielou; J’=0,88) y diversidad
de Shannon (H’= 3,28) y de Simpson (1-A'= 0,94). Los menores indices se registraron en los
centros C2 (cabecera) y C7 (boca) con valores de equidad de 0,60 y 0,58, diversidad de
Shannon de 1,85 y 1,99 y Simpson de 0,69 y 0,67, respectivamente.

Tabla 10. Indices de diversidad (riqueza, abundancia, indice de Margalef, de Pielou, de
Shannon y de Simpson) obtenidos para los distintos centros salmoneros analizados con la
técnica de T-RFLP (OTUs que aducen a clases) del Fiordo Puyuhuapi. En gris se destacan

los valores maximos.

Cl C2 C5 Co6 C7 C8
Riqueza (S) 42 22 36 29 30 29
N° de OTUs unicas 12 4 17 5 2 9
Abundancia (N) 107.853 416475 219.688 238.405 245.894 385.379
Indice de Margalef (d) 3,54 1,62 2,85 2,26 2,34 2,18
Equidad de Pielou (J') 0,88 0,60 0,87 0,86 0,58 0,74

indice de Shannon (H') 3,28 1,85 3,13 2,88 1,99 2,49
indice de Simpson (1-1") 0,94 0,69 0,94 0,92 0,67 0,82

5.2.2.2 Resultados obtenidos del andlisis de la data de pirosecuenciacion del gen 16S ARNr

A través de la secuenciacion, se observd que para todos los centros salmoneros, las
curvas de rarefaccion se aproximaron a una asintota indicando que la recuperacion de
secuencias fue satisfactoria (Figura 16). Un total de 25.476 secuencias fueron recuperadas

con un rango de 2.966 — 11.606 secuencias, de las cuales entre un 58,51 y 91,59% fueron
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clasificadas (Tabla 11). De estas, se registraron 539 OTUs diferentes (que aducen al nivel
taxonomico de especies) con un rango de 178 — 332 OTUs contenidas en un total de 39 clases
y 75 o6rdenes. La mayor riqueza se registro en el centro C5 con 332 OTUs (d=35,70) (OTUs
que aducen a especies), de las cuales 177 fueron tnicas. En este centro también se registro la

mayor diversidad de Shannon y de Simpson, con una equidad de 0,75.
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— C8 (boca)
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Figura 16. Curva de rarefaccion de las OTUs (referida a especies) clasificadas obtenidas del

sedimento del Fiordo Puyuhuapi analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454.

Tabla 11. Indices de diversidad (riqueza, abundancia, indice de Margalef, de Pielou, de
Shannon y de Simpson) obtenidos para los distintos centros salmoneros analizados con la
técnica de pirosecuenciacion Roche 454 del Fiordo Puyuhuapi durante los meses de julio y

agosto de 2009. En gris se destacan los valores maximos.

Cl1 C5 C8
Secuencias totales recuperadas 2.966 11.606 10.904
Secuencias clasificadas 1.854 10.630 6.380
Fraccion secuencias clasificadas 0,625 0,916 0,585
OTUs (Clase)
Riqueza (S) 31 30 29
N° de OTUs unicas 5 3 0
Abundancia (N) 2.007 10.708 6.513
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- CONTINUACION TABLA ANTERIOR -

Cl C5 C8
OTUs (Orden)
Riqueza (S) 53 51 53
N° de OTUs tnicas 12 7 7
Abundancia (N) 2.002 10.702 6.507
OTUs (Especies)
Riqueza (S) 178 332 272
N° de OTUs unicas 73 177 109
Abundancia (N) 1.854 10.630 6.380
Indice de Margalef (d) 23,52 35,70 30,93
Equidad de Pielou (J') 0,81 0,75 0,70
I’ndice de Shannon (H') 4,18 4,34 3,92
Indice de Simpson (1-)") 0,96 0,97 0,94

5.2.3 Estructura de la comunidad bacteriana bentdnica

5.2.3.1 Resultados obtenidos del anélisis de la data del T-RFLP del gen 16S ARNr

La Figura 17 muestra el analisis de agrupamiento de las OTUs de los centros
salmoneros obtenido a través del T-RFLP. En términos de abundancia, este analisis permitio
reconocer dos grupos con bootstrap variable. El primero de ellos estuvo conformado por los
centros C2 (cabecera), C7 (boca) y C8 (boca) (bootstrap=68%), mientras que el segundo lo
estuvo por los centros C1 (cabecera) y C6 (zona intermedia) (bootstrap=52%,). El centro C5

ubicado en la zona intermedia, se separo6 del resto el 83% de las veces en el remuestreo.

5.2.3.2 Resultados obtenidos del andlisis de la data de pirosecuenciacion del gen 16S ARNr

La Figura 18 muestra el analisis de agrupamiento de las OTUs referidas a las clases
y o6rdenes de los centros salmoneros examinados con la técnica de secuenciacion. Con estos
analisis se observd la presencia de un grupo que varid entre los diferentes niveles
taxonomicos, conformandose por los centros C1 (cabecera) y C8 (boca) al nivel de clase
(bootstrap=56%) y por los centros C5 (zona intermedia) y C8 (boca) al nivel de orden
(bootstrap=64%).
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Figura 17. Analisis de agrupamiento de las OTUs (que aducen a clases) de bacterias del

Fiordo Puyuhuapi analizadas a través del T-RFLP. En azul se muestra el valor de bootstrap

obtenido del analisis pvclust en R. La altura denota la disimilitud entre los clusters; a mayor

altura, mayor es la disimilitud entre ellos.
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Figura 18. Analisis de agrupamiento de las OTUs de bacterias del Fiordo Puyuhuapi al nivel

taxonomico de (a) clase, (b) orden y (c) especies analizadas a través de la pirosecuenciacion

Roche 454. En azul se muestra el valor de bootstrap obtenido del analisis pvclust en R. La

altura denota la disimilitud entre los clusters; a mayor altura, mayor es la disimilitud entre

ellos.
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5.2.4 Composicion de la comunidad bacteriana bentonica

5.2.4.1 Resultados obtenidos del anélisis de la data del T-RFLP del gen 16S ARNr

El anélisis comparativo SIMPER realizado de acuerdo a la localizacion de los centros
salmoneros (Tabla 12), revelo diferencias en la composicion de la comunidad bacteriana,
aunque variable (disimilitud promedio entre 60,47 y 73,28%). En la cabecera el 50% de la
abundancia estuvo representado por 5 OTUs (OTU20, OTU89, OTU96, OTU467 y
OTU550). En la zona intermedia 4 OTUs (OTU467, OTU473, OTU20 y OTU96)
representaron el 50% de la abundancia, mientras que en la boca fueron 7 OTUs (OTU472,
OTU467, OTU89, OTU167, OTU96, OTUS11 y OTU166), de las cuales sélo 2 OTUs

contribuyeron en las tres zonas.

Tabla 12. Analisis comparativo (SIMPER) entre las muestras asociadas a la cabecera
(centros C1 y C2), zona intermedia (centros C5 y C6) y boca (centros C7 y C8) del Fiordo
Puyuhuapi. Como variable bioldgica se utilizaron las OTUs del T-RFLP (que aducen a

clases).

Cabecera Zona intermedia Boca
(similitud promedio: 29,60%)* (similitud promedio: 24,11%)* (similitud promedio: 49,88%)*
OTUs % Contr. % Acum. OTUs % Contr. % Acum. OTUs % Contr. % Acum.
OTU20 14,37 14,37 OTU467 15,51 15,51 OTU472 14,95 14,95
OTU&9 12,23 26,59 OTU473 14,14 29,65 OTU467 9,96 24,91
OTU9%6 11,04 37,63 OTU20 11,26 40,92 OTU89 6,60 31,52
OTU467 10,54 48,18 OTU96 11,00 51,91 OTU167 6,15 37,66
OTUS550 9,34 57,52  OTU93 10,07 61,98 OTU96 5,88 43,55
OTU490 8,69 66,21 OTU92 9,71 71,69 OTUS511 5,87 49,41
OTU295 8,57 74,77  OTU300 9,58 81,27 OTU166 5,81 55,22
OTU29 8,54 83,31 OTU490 9,44 90,71 OTU29 5,78 61,00
OTU26 8,43 91,74 OTU307 5,76 66,76
OTU196 5,70 72,47
OTU465 5,69 78,16
OTU150 5,55 83,70
OTU499 5,47 89,18
OTU439 5,42 94,59

* Disimilitud promedio entre cabecera-zona intermedia: 68,96%
Disimilitud promedio entre cabecera-boca: 60,47%

Disimilitud promedio entre zona intermedia-boca: 73,28%
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De la misma forma, el analisis comparativo SIMPER realizado de acuerdo al estado
operativo de los centros salmoneros (Tabla 13), reveld diferencias en la composicion de la
comunidad bacteriana entre los centros operativos y no operativos durante la toma de
muestras (disimilitud promedio: 66,67%). En las muestras asociadas a centros no operativos,
se encontraron 20 OTUs que en conjunto contribuyeron al 90% de la abundancia total,
mientras que en las muestras asociadas a centros operativos se encontraron 14 OTUs, de las
cuales so6lo 7 OTUs contribuyeron en ambos grupos (OTU20, OTU29, OTU89, OTU96,
OTU167, OTU467 y OTU490).

Tabla 13. Analisis comparativo (SIMPER) entre las muestras asociadas a centros salmoneros
operativos (centro C2, C5 y C7) y no operativos (centros C1, C6 y C8) del Fiordo Puyuhuapi.

Como variable bioldgica se utilizaron las OTUs del T-RFLP (que aducen a clases).

Muestras asociadas a centros operativos Muestras asociadas a centros no operativos

(similitud promedio: 31,82%) (similitud promedio: 32,43%)
OTUs % Contribucion % Acumulativo OTUs % Contribucion % Acumulativo
OTU467 16,64 16,64 OTU467 10,00 10,00
OTU&9 10,87 27,51 OTU166 9,88 19,89
OTU20 10,53 38,04 OTU9%6 8,92 28,81
OTU9%6 9,85 47,89 OTU150 7,70 36,50
OTU472 9,55 57,44 OTU168 7,28 43,78
OTU490 8,59 66,03 OTU439 6,97 50,76
OTU167 3,67 69,70 OTU21 4,12 54,87
OTUS550 3,64 73,34 OTU20 4,01 58,88
OTUS511 3,50 76,84 OTU473 3,69 62,57
OTU29 3,33 80,17 OTU89 3,03 65,60
OTU307 3,30 83,47 OTU167 2,84 68,43
OTU437 3,18 86,64 OTU92 2,80 71,23
OTU22 2,82 89,47 OTU490 2,79 74,03
OTU483 2,71 92,18 OTU450 2,58 76,61
OTU298 2,58 79,18
OTU29 2,51 81,69
OTU26 2,44 84,13
OTU93 2,33 86,47
OTU400 2,30 88,76
OTU28 2,28 91,04

* Disimilitud promedio: 66,67%
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5.2.4.2 Resultados obtenidos del andlisis de la data de pirosecuenciacion del gen 16S ARNr

La composicion bacteriana bentonica a nivel de clase (Figura 19) y orden (Figura 20),

present6 diferencias entre los centros de acuerdo a su ubicacion dentro del fiordo. La cabecera

del fiordo (centro C1) estuvo representada por bacterias de las clases Flavobacteriia

(29,25%) y Deltaproteobacteria (14,80%); la zona intermedia (centro C5) por las Clostridia
(48,32%) y Bacteroidia (15,73%); y la boca (centro C8) por las clases Clostridia (33,01%) y

Epsilonproteobacteria (27,91%).
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Figura 19. Composicion de las comunidades bacterianas y distribucion espacial de las OTUs

(referidas a las clases) clasificadas, obtenidas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454

del sedimento del Fiordo Puyuhuapi.
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Figura 20. Composicion de las comunidades bacterianas y distribucion espacial de las OTUs
(referidas a los ordenes) clasificadas, obtenidas con la técnica de pirosecuenciacion Roche

454 del sedimento del Fiordo Puyuhuapi.
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5.2.4.3 OTUs (especies) abundantes y raras

De un total de 539 OTUs (referidas a especies) detectadas en la secuenciacion, se
encontraron 52 OTUs abundantes, de las cuales el 21,15% (11 OTUs) fueron s6lo abundantes
(i.e. no variaron a rara o semi-rara) y el 78,85% restante (41 OTUs) variaron a rara y/o semi-
rara (Tabla 14). Estas ultimas pertenecieron a 11 clases, donde las mas frecuentes fueron las
Clostridia (15 OTUs) y Flavobacteriia (9 OTUs). Se observé que la mayoria de las Clostridia
(7 OTUs) fueron abundantes en la zona intermedia (centro C5), variando a rara o semi-rara
hacia la cabecera y boca del fiordo; mientras que 6 OTUs de Clostridia fueron abundantes
en la boca (centro C8). En las Flavobacteriia, la mayoria (6 OTUs) fue abundante en la

cabecera (centro C1) variando a rara o semi-rara hacia la zona intermedia y boca.

Del total de OTUs registradas, 447 OTUs fueron raras, de las cuales sélo el 19,24%
(86 OTUs) vari6 a semi-rara y/o abundante, mientras que el 79,15% restante (281 OTUs)
fueron solo raras (i.e. no variaron a semi-rara o abundante) (Tabla 14). Se observaron 14
OTUs raras en todas las muestras, las cuales pertenecieron a las clases Actinobacteria,

Cytophagia, Flavobacteriia, Bacilli, Clostridia, Alphaproteobacteria y Deltaproteobacteria.

Tabla 14. Resumen del total de OTUs raras (i.e., OTUs que contribuyen < 0,2% a la
abundancia total), semi-raras (i.e., OTUs que contribuyen entre el 0,2 — 1% de la abundancia
total) y abundantes (i.e., OTUs que contribuyen > 1% a la abundancia total) de la comunidad

bacteriana benténica del Fiordo Puyuhuapi.

Total OTUs raras (< 0,2%) 447

N° OTUs solo raras 361 (80,76%)
Total OTUs semi-raras (0,2 — 1%) 152

N° OTUs so6lo semi-raras 65 (42,76%)
Total OTUs abundantes (> 1%) 52

N° OTUs so6lo abundantes 11 (21,15%)
Total OTUs que varia 102

N° OTUs raras / semi-raras 61 (59,80%)
N° OTUs raras / abundantes 15 (14,71%)
N° OTUs semi-raras / abundantes 16 (15,69%)
N° OTUs raras / semi-raras / abundantes 10 (9,80%)
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La distribucion de las OTUs raras y abundantes de las comunidades bacterianas del
sedimento se muestra en la Figura 21. A partir de este andlisis, la mayor riqueza de OTUs se
encontro6 en frecuencias < 0,2% (i.e., OTUs raras) con un rango de 85 — 262 OTUs. De estas,
las menores riquezas se encontraron en la cabecera (centro C1) y las mayores en la zona

intermedia (centro C5). Sobre el 0,2% la riqueza disminuy6 alcanzando de 7 a 10 OTUs entre

el 0,601 y 0,999%.
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Figura 21. Distribucion de la riqueza y abundancia de las OTUs (referidas a especies) raras

(i.e., OTUs que contribuyen < 0,2% a la abundancia total), semi-raras (i.e., OTUs que
contribuyen entre el 0,2 — 1% de la abundancia total) y abundantes (i.e., OTUs que
contribuyen > 1% a la abundancia total) de bacterias del Fiordo Puyuhuapi obtenidas a través

de la pirosecuenciacion Roche 454.

La Figura 22 muestra la transicion de las OTUs a nivel espacial y si estas cambian a
semi-raras, abundantes o bien no son detectadas (i.e. abundancia = 0). A través de este
analisis se observo que las OTUs raras permanecieron raras entre el 24,43 y 31,76% de las
veces, mientras que, la mayor parte de las OTUs, entre el 61,18 y 64,71%, no fueron
detectadas entre una zona y otra al comparar muestras ubicadas en diferentes sectores del

fiordo.
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Figura 22. Transicion de las OTUs raras y sus variaciones en abundancia a semi-raras,
abundantes o si desaparecen (i.e. abundancia = 0) entre las muestras asociadas a los centros
salmoneros del Fiordo Puyuhuapi analizadas a través de la pirosecuenciaciéon Roche 454 (Ver

Figura en Anexo 7).

5.2.5 Efecto de las variables fisico-quimicas sobre la estructura de la comunidad

bacteriana bentonica

Se determind la relacion entre las variables ambientales y algunos indices de
diversidad a través del coeficiente de Pearson (r, Tabla 15). Se utilizaron las OTUs del T-
RFLP debido a que en estos analisis se contd con un mayor numero de muestras (vs la
secuenciacion) permitiendo un calculo mas fiable. Este andlisis no reveld relaciones
significativas (p<0,05), sin embargo, se observo una tendencia positiva entre el pH y la
riqueza (r = 0,623) y el indice de Shannon (r = 0,507), y negativa entre el pH y la abundancia
(r=-0,665). También la abundancia se correlaciond negativamente con el potencial redox (r

=-0,533).
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Tabla 15. Correlacion de Pearson (r) entre algunos indices de diversidad (S: riqueza, N:
abundancia y H’: diversidad de Shannon) obtenidos del T-RFLP (OTUs que aducen a clases)
y las variables fisico-quimicas del Fiordo Puyuhuapi (n=6). Ref: Prof.: profundidad de
colecta, ODF: oxigeno disuelto de fondo, H>S: contenido de sulfuro de hidrogeno, MOT:

materia orgénica total.

Prof. ODF  Fango pH Redox  H»S MOT
Riqueza (S) 0,322 -0,401 -0,092 0,623 0,147 0,111 0,105
Abundancia (N) -0,073 0,329 0,053 -0,665 -0,533 0,071 -0,098
Indice de Shannon (H") 0,333 -0,483 0,406 0,507 0,201 0,255 -0,142

En analisis del coeficiente de Pearson (r) entre las abundancias relativas de las clases
bacterianas mas abundantes (>1% de la abundancia total) y las variables fisico-quimicas, se
muestra en Tabla 16. Se observaron algunas correlaciones significativas (p<0,05) (Tabla 16).
Por ejemplo, las abundancias de Cytophagia y Flavobacteriia se correlacionaron
negativamente con la profundidad de colecta (r = -0,999 y -0,997), pero positivamente con
el potencia redox (Flavobacteriia; r = 0,997). Las Alphaproteobacteria se correlacionaron
positivamente con la MOT (r = 1,000), mientras que las Deltaproteobacteria lo hicieron con
el pH (r=10,999). Con una menor significancia, las clases Clostridia y Bacteroidia tendieron
a correlacionarse negativamente con el ODF y positivamente con el contenido de H»S;
mientras que, las Bacilli, Cytophagia y Flavobacteriia tendieron a correlacionarse

positivamente con la MOT.

El CCA fue satisfactorio con ambas técnicas moleculares, por un lado, con el T-RFLP
el 88,3% de la variabilidad total pudo ser capturada (variacion residual = 0,2317), mientras
que con la secuenciacion fue del 100% (i.e., variacion residual=0). Con el T-RFLP, las
variables criticas consideradas explicaron alrededor del 54,08% de la varianza (Figura 23).
El primer componente (31,89% de la variabilidad total) dependié principalmente del ODF,
observandose una correlacion positiva, mientras que el segundo componente (22,19% de la
variabilidad total) estuvo correlacionado positivamente con el potencial redox y

negativamente con el contenido de H»S.
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Algunas de las OTUs se correlacionaron positivamente con el potencial redox (i.e.,
menos negativo) y negativamente con el contenido de H,S (OTU32, OTU20), mientras que
otras OTUS se correlacionaron positivamente con el potencial redox (i.e., mas negativo)
(OTU467, OTU21 y OTU472) (Figura 23). La OTUS533 se correlaciond positivamente con

el H2S y negativamente con el ODF.

Tabla 16. Correlacion de Pearson (r) entre las abundancias relativas de las clases bacterianas
mas abundantes (>1% de la abundancia total) y las variables fisico-quimicas del Fiordo
Puyuhuapi (n=3). En gris se destacan las correlaciones significativas (p<0,05). Ref: Prof.:
profundidad de colecta, ODF: oxigeno disuelto de fondo, H»>S: contenido de sulfuro de
hidrégeno, MOT: materia organica total.

Prof. ODF Fango pH Redox H,S MOT

Actinobacteria -0,870 -0,395 0,926 0,382 0,890 -0,117 0,747
Bacteroidia 0,340 -0,972 0,527 -0,847 -0,300 0,959 -0,530
Cytophagia -0,999 0,143 0,592 0,808 0,997 -0,619 0,984
Flavobacteriia -0,997 0,182 0,560 0,831 0,993 -0,649 0,990
Cyanobacteria unclassified -0,003 -0,994 0,786 -0,615 0,044 0,805 -0,208
Bacilli -0,985 -0,065 0,746 0,669 0,991 -0,443 0,927
Clostridia 0,871 -0,583  -0,155 -0,989 -0,850 0,911 -0,955
Negativicutes -0,880 0,567 0,174 0,986 0,860 -0,903 0,960
Planctomycetia -0,927 0,474 0,280 0,961 0,910 -0,851 0,985
Alphaproteobacteria -0,971 0,345 0,413 0,912 0,960 -0,768 1,000
Deltaproteobacteria -0,755 0,733 -0,045 0,999 0,728 -0,975 0,877
Epsilonproteobacteria 0,683 0,652 -0,997  -0,087 -0,713 -0,185 -0,514
Gammaproteobacteria -0,292 0,982 -0,569 0,820 0,253 -0,944 0,487
Spirochaetia 0,441 -0,940 0,431 -0,901 -0,403 0,985 -0,620

El andlisis CCA obtenido de la secuenciacion (OTUs que aducen a clases) mostrd que
en conjunto las variables criticas consideradas, explicaron el 100% de la varianza (Figura
24). La variable que determind el primer componente (70,35% de la variabilidad total) fue
principalmente la MOT, observandose una correlacion negativa. El segundo componente
(29,65% de la variabilidad total) estuvo correlacionado positivamente con el ODF. Estos
analisis también fueron ejecutados para los niveles de orden y especie, mostrando los mismos

patrones (Ver figuras en Anexo 8 y Anexo 9).
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En el primer eje (CCA1) se identifico un grupo asociado con una alta concentracion
de MOT (centro C1, cabecera), que incluyo las clases Dehalococcoidetes, Verrucomicrobia
unclassified, Spartobacteria, Ktedonobacteria y Solibacteres (Figura 24). En el segundo eje
(CCA2), el gradiente se establecio sobre el ODF, identificandose un grupo asociado con bajas
concentraciones en el cuarto cuadrante del diagrama, donde se concentr6 el centro C5 (zona
intermedia). Las clases que pertenecieron a este grupo fueron las Thermotogae, Chloroflexi
y Gloeobacteria. En este nivel taxonémico no se observaron agrupaciones asociadas con
altas concentraciones de ODF (centro C8; boca), pero si al nivel de especies donde se
identificaron las Microbacterium esteraromaticum, Flavobacteria bacterium MS024-3C,
Clostridium aminobutyricum, Clostridium baratii, Rhodobacterales bacterium CB1024,

entre otras.
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Figura 23. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores
verdes) y las OTUs bacterianas (que aducen a clases; en rojo) obtenidas a partir del T-RFLP
de las muestras de sedimento superficial (0-2 cm; en azul) del Fiordo Puyuhuapi. Ref.: ODF:
Oxigeno Disuelto de Fondo; H»S: contenido de Sulfuro de Hidrogeno, MOT: Materia

Orgéanica Total.
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Figura 24. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores
verdes) y las OTUs bacterianas (que aducen a clases; en rojo) obtenidas a partir de la
pirosecuenciacion Roche 454 de las muestras de sedimento superficial (0-2 cm; en azul) del
Fiordo Puyuhuapi. Ref.: ODF: Oxigeno Disuelto de Fondo; MOT: Materia Organica Total.
Ref.: 1: Acidobacteriia, 2: Solibacteres, 3: Acidobacteria unclassified, 4: Actinobacteria, 5:
Bacteroidia, 6: Cytophagia, 7: Flavobacteriia, 8: Sphingobacteriia, 9: Bacteroidetes unclassified, 10:
Chlamydiia, 11: Chlorobia, 12: Chloroflexi, 13: Dehalococcoidetes, 14: Ktedonobacteria, 15:
Gloeobacteria, 16: Cyanobacteria unclassified, 17: Bacilli, 18: Clostridia, 19: Erysipelotrichi, 20:
Negativicutes, 21: Fusobacteriia, 22: Lentisphaerae unclassified, 23: Nitrospira, 24: Planctomycetia,
25:  Alphaproteobacteria, = 26:  Betaproteobacteria, 27:  Deltaproteobacteria,  28:
Epsilonproteobacteria, 29: Gammaproteobacteria, 30: Proteobacteria unclassified, 31:
Spirochaetia, 32: Synergistia, 33: Synergistetes unclassified, 34: Mollicutes, 35: Thermotogae, 36:

Opitutae, 37: Spartobacteria, 38: Verrucomicrobia unclassified, 39: Verrucomicrobiae.
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53 COMPARACION DE LOS PATRONES EN LA ESTRUCTURA DE LA
COMUNIDAD MICROBIANA MEDIANTE T-RFLP Y
PIROSECUENCIACION ROCHE 454 PARA AMBOS FIORDOS

Con los resultados de biodiversidad bacteriana obtenidos con las dos aproximaciones
moleculares, se observo que la riqueza promedio de la secuenciacion (al nivel taxondmico
de especies) fue mayor a la obtenida con el T-RFLP, mientras que, al nivel de clase y orden
fueron bastantes similares a la obtenida con el T-RFLP (Tabla 17). El indice de Margalef
obtenido de la secuenciacion (al nivel taxondmico de especies) fue mayor al del T-RFLP en
una orden de magnitud, y el indice de diversidad de Shannon lo fue en una unidad. El indice

de Pielou, en cambio, fue mayor en el T -RFLP que en la secuenciacion.

A través del T-RFLP se observé que la menor abundancia de OTUs registrada fue de
0,5%, donde se encontraron entre 4 y 17 OTUs en total (Tabla 18), mientras que, la mayoria
de las OTUs registradas (entre 10 y 27 OTUs) tuvieron una abundancia relativa de entre 1 a
10%. En la secuenciacion, la menor abundancia de OTUs registrada fue de 0,02%
(equivalente porcentaje utilizado para la clasificacion de las OTUs raras; Ver Figura 10 y

Figura 21).

Tabla 17. Promedios (+ desviacion estandar) de los indices ecoldgicos de la comunidad
microbiana del Fiordo Comau (afios 2012 y 2013) y Puyuhuapi (afio 2009), obtenidos del T-

RFLP y pirosecuenciacion Roche 454 (al nivel taxondmico de especies).

Pirosecuenciacion Roche 454

Indice ecologico T-RFLP . A .
(nivel taxondmico = especies)

Riqueza (S) 31,60+7,85 184,22+75,71 *

Indice de Margalef (d) 2,48+0,67 21,08+7,99

Equidad de Pielou (J') 0,78+0,12 0,68+0,11

Indice de Shannon (H'") 2,70+0,57 3,48+0,67

Indice de Simpson (1-A") 0,86+0,11 0,91+0,06

* Riqueza al nivel de clase = 23,00+5,43; Riqueza al nivel de orden = 40,67+9,39
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Tabla 18. Parametros de la comunidad microbiana y frecuencias de OTUs obtenidas con el

T-RFLP en los Fiordos Comau (afios 2012 y 2013) y Puyuhuapi (afio 2009).

Frecuencia de OTUs (%)

Muestra Riqueza de OTUs H'(Shannon) I'(indice de Pielou) 205 05-09 1-10 >10

Fiordo Comau

Julio 2012 [S] 40 3,32 0,90 0 11 27 2
Enero 2013 [S] 17 2,04 0,72 0 4 10 3
Julio 2012 [M] 37 3,24 0,90 0 6 29 2
Enero 2013 [M] 34 2,80 0,79 0 17 14 3
Fiordo Puyuhuapi (muestreo: julio — agosto 2009)

C1 (cabecera) 42 3,28 0,88 0 14 25 3
C2 (cabecera) 22 1,85 0,60 0 10 10 2
C5 (z. intermedia) 36 3,13 0,87 0 11 24 1
C6 (z. intermedia) 29 2,88 0,86 0 11 16 2
C7 (boca) 30 1,99 0,58 0 18 10 2
C8 (boca) 29 2,49 0,74 0 12 16 1
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6. DISCUSION

6.1 FIORDO COMAU

6.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de las capas de agua salobre (~0,5m) y marina

(20m)

En las aguas superficiales del Fiordo Comau se registraron menores valores de
salinidad (<24,10 psu) y mayores en las aguas subsuperficiales (>29,35 psu), siendo estos
valores similares a los reportados en los fiordos de la Patagonia Norte de Chile, como el
Fiordo Reloncavi (Carrasco & Silva, 2005; Carrasco & Silva, 2007; Silva et al., 2012). Se ha
descrito en sistemas de fiordos, que estas diferencias se deben fundamentalmente al aporte
de agua dulce proveniente de rios, precipitaciones y escurrimiento costero que generan una
capa superficial menos salina (Sievers, 2006). Particularmente, el Fiordo Comau esta
fuertemente influenciado por aportes de agua dulce provenientes de los rios Vodudahue y
Lloncochaigua principalmente, y elevadas precipitaciones (e.g., 5.435 mm anual en
promedio en la Estacion Huinay) (Soto, 2009). La temperatura registrada en la estacion
Huinay confirma la estacionalidad de las muestras superficiales (capa salobre; ~0,5 m),
debido a las variaciones anuales de la radiacion solar, con altas temperaturas en los meses de
marzo 2012 y enero 2013 coincidentes con la época de verano, y menores en julio 2012
coincidente con la época de invierno. Es esperable que en marzo 2012 las temperaturas sean
mas bajas debido a la transicion verano/otofio, respecto al mes de enero 2013 que se

encuentra en el primer tercio de la estacion.

La mayor concentracion de clo-a se localizo a 20 m de profundidad (capa marina)
durante enero 2013 (primer tercio del verano; 7,28 mg m™). Estas condiciones también han
sido registradas previamente en este fiordo, con altas concentraciones (> 5,3 mg m™~) durante
el verano austral (enero 2009) y maximas bajo la haloclina (~15m) durante casi todo el afio
(Iriarte et al., 2013). La tasa de crecimiento fitoplanctonica es regulada por la temperatura

del agua, concentracion y forma predominante de los nutrientes (e.g., nitrito, nitrato,
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amonio), y la cantidad y calidad de la Radiacién Fotosintéticamente Activa (PAR; cantidad
de radiacion capaz de producir actividad fotosintética) (Cloern et al., 2014). En este sentido,
Iriarte et al. (2013) también registraron una alta radiacion PAR a 10 m de profundidad en el
Fiordo Comau, asociada con las altas tasas de crecimiento de fitoplancton durante el verano,
lo que explicaria la alta concentracion de clo-a en la capa marina. Las bajas concentraciones
de clo-a observadas en los meses restantes (0,41 — 1,09 mg m™) se encuentran dentro del
rango de estudios previos para el seno Reloncavi en los primeros 25 m de profundidad (1,5
— 5 mgm™>) yen la entrada e interior del Fiordo Comau (< 0,5 mg m) (Ramirez & Pizarro,
2005). Las bajas concentraciones superficiales en este fiordo, podrian resultar de la
estratificacion halina semi-permanente de la columna de agua, que actia como una barrera
que restringe la distribucion vertical de nutrientes inorganicos hacia las capas superficiales,
y, por lo tanto, el crecimiento fitoplanctonico (Sanchez et al., 2011; Iriarte et al., 2013). La
estacionalidad de la concentracion de clo-a, como indicador de la biomasa fitoplanctonica,
fue mayor durante enero 2013 asociada con una menor concentracion de NO;3". Estos
resultados son consistentes con estudios previos en zonas de fiordos, los cuales indican que
esta condicion estaria dada por la sintesis de materia organica por parte de la comunidad
autotrofica (Daneri et al., 2007) y la asimilacion de nutrientes por el fitoplancton (Ramirez
& Pizarro, 2005; Silva, 2006). Se ha demostrado que el fitoplancton, en términos de clorofila,
responde a la adicion de NO3 correlacionandose con los florecimientos de diatomeas y una
relativamente alta biomasa fitoplanctonica (> 2 mg m™) y produccion primaria (Iriarte et al.,
2013). Por otra parte, las altas concentraciones de NO3™ en marzo y julio 2012 se deben,
probablemente, a los mayores aportes de aguas oceanicas, las cuales constituyen una de las
fuentes principales de nutrientes en la zona de fiordos y canales de Chile, ya que las aguas
dulces provenientes de los rios, lluvias y el derretimiento de glaciares son pobres en NO3™ (0

a2 uM) (Silva, 2006; Mayr et al., 2011).

Las altas concentraciones de silicato registradas en la capa salobre durante julio 2012
(20,69 uM) estarian asociadas con la menor temperatura y mayor salinidad en ese mes (r =
+1,00; p<0,05). Condiciones similares, i.e., de altas concentraciones de silicato en la capa

superficial (> 20 uM; <5 m), han sido informadas para sistemas de fiordos, como Reloncavi,

67



Comau y Puyuhuapi (Silva, 2006), los rios Ventisquero y Aysén (Silva, 20006), y los canales
Moraleda (Silva, 2006), Baker y Mitchell (Silva, 2006; Prado-Fiedler, 2009), entre otros,
donde la influencia de rios y glaciares adyacentes constituyen un aporte importante de silicato
a la capa superficial con maximos en la boca de algunos rios (Silva, 2006; Prado-Fiedler,
2009). En el Fiordo Comau, las concentraciones de silicato en la capa superficial son mayores
en invierno (julio 2012), temporada que coincide con un mayor flujo fluvial debido al
aumento de las precipitaciones. Por otra parte, las menores concentraciones registradas en
enero 2013 serian resultado del consumo por parte del fitoplancton con estructuras silicicas
como las diatomeas (Silva, 2006) y por la disminucidn en los aportes de silicato durante el

verano (disminucién de las precipitaciones).

6.1.2 Diversidad alfa de la comunidad bacterioplanctonica (bacterias y arqueas) y su
asociacion con las condiciones ambientales en las capas de agua analizadas (~0,5

y 20m)

Basado en los resultados de biodiversidad bacterioplanctonica obtenidos de la
secuenciacion (al nivel taxondmico de especies), se observo que las capas de agua analizadas
presentaron una diversidad promedio (H’ = 3,15+0,55) en el rango inferior a lo reportado en
otros estudios de ecosistemas con influencia marina. Por ejemplo, en aguas de deshielo
marino (H> = 3,24+0,36) y aguas marinas superficiales (H> = 3,63+0,25) en el Artico
(Bowman et al., 2012), en aguas dulces (H’ = 4,334+0,74) y marinas (H” = 4,27+0,62) frente
a un gradiente de salinidad en las aguas costeras del Océano Atlantico (Silveira et al., 2011),

y en aguas superficiales costeras en la Antartica (H* = 5,88+0,43) (Zeng et al., 2014).

A partir de los resultados obtenidos de la secuenciacion (al nivel taxondmico de
especies), se observo que la diversidad se correlacion6 negativamente (p<0,05) con la clo-a
en la capa salobre y en menor grado en la capa marina (p>0,05). En otros sistemas de fiordos,
como el estuario de la bahia de Moreton en Australia (Hewson & Fuhrman, 2004), asi como
en experimentos de mesocosmos con bacterias (Kassen et al., 2000), también se ha observado

que la diversidad microbiana tiende a disminuir cuando aumenta la productividad. Esto es
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consistente con lo ocurrido en enero 2013 (capa marina) donde la diversidad fue menor y la
concentracion de clo-a mayor. No es claro el mecanismo subyacente a este patron en
ambientes heterogéneos, pero es probable que implique mecanismos de adaptacion
(estrategias k y r), donde la especie mejor adaptada a un ambiente productivo (y altamente
estratificado) domine la comunidad, disminuyendo la diversidad (Kassen et al., 2000). En la
capa marina en enero 2013 se registr6 una alta abundancia de arqueas Thaumarchaeota

unclassified, lo que explicaria la baja diversidad registrada junto con el bajo indice de Pielou.

Se observo que la diversidad bacterioplanctonica (con el método de secuenciacion)
fue mayor en la capa salobre (H’ = 3,324+0,41) que en la marina (H” = 2,98+0,71), donde
predominaron bajas salinidades (<24,1 psu). Un comportamiento similar se observo a lo largo
del gradiente de salinidad en la Bahia de Delaware, donde las mayores diversidades se
asociaron con bajas salinidades (9 muestras, rango: 0,01 — 30,5 psu; Campbell & Kirchman,

2013), coincidiendo con los resultados obtenidos para el Fiordo Comau.

6.1.3 Estructura de la comunidad bacterioplancténica (bacterias y arqueas) y su
asociacion con las condiciones ambientales en las capas de agua analizadas (~0,5

y 20m)

A partir de los andlisis de agrupamiento obtenidos del T-RFLP y la secuenciacion (al
nivel taxonémico de clase y orden), se observd que la comunidad del bacterioplancton se
diferencio basicamente por la estacionalidad asociada a las muestras (verano e invierno) y en
menor grado a las diferencias fisico-quimicas de las capas (salobre y marina). Sin embargo,
el andlisis comparativo SIMPER no sugirié grandes discrepancias en la composicion de la
comunidad bacterioplanctonica, en relacion a las proporciones de las OTUs asociadas a las
muestras de verano (marzo 2012 y enero 2013) e invierno (julio 2012), pero si se observo
que las representantes de las arqueas Thaumarchaeota (unclassified) aportaron mas a las
muestras de invierno (14,74%) que de verano (4,43%). Esta variacion en la abundancia
coincidi6 con los cambios en la concentracion de NO»', siendo sustentada por una correlacion

positiva, aunque débil (p>0,05) en la capa salobre. Aqui, las mayores abundancias de

69



Thaumarchaeota (unclassified) se asociaron con altas concentraciones de NO> en julio 2012.
Se ha descrito que estas arqueas oxidan aerdbicamente el amonio (NHs") a NO>", siendo
quienes contribuyen mas significativamente al proceso de nitrificacion en ambientes marinos
(Konneke et al., 2005; Treusch et al., 2005). Por otra parte, se ha reportado que altas
concentraciones de NH4" son capaces de inducir aumentos en la abundancia y actividad de
grupos nitrificantes en aguas marinas articas (Christman et al., 2011). Se ha reportado que
las salmoniculturas liberan NH4" a la columna de agua debido a la excrecion de los salmones,
fecas y alimentos no ingeridos, aumentando las concentraciones naturales bajo las balsas
jaulas (> 1,5 uM; Soto & Norambuena, 2004; Elizondo et al., 2015). En este estudio, sin
embargo, las salmoniculturas se encontraban en descanso durante el mes de invierno (julio
2012). Este descanso corresponde a un periodo en el que las concesiones no realizan actividad
productiva, y segin SERNAPESCA (2013) este se realiza cada dos afios (2010, 2012 y 2014)
entre mayo y julio. En el Fiordo Comau se ha documentado que los rios aportan agua dulce
con altas concentraciones de NH4" (>1uM) (Prado-Fiedler, 2000; Soto & Norambuena, 2004;
Elizondo et al., 2015). Esto sugiere que las altas abundancias de Thaumarchaeota
(unclassified) en julio 2012 (capa salobre) estarian asociadas con altas concentraciones de

NH4" provenientes de los rios y con la remineralizacion de materia orgéanica in situ.

A través de la secuenciacion se registro similitud (valor bootstrap de 62 — 91%) entre
las muestras de julio 2012 (capas salobre y marina) y enero 2013 (capa marina), lo que podria
estar dado por la presencia de algunos grupos de arqueas como las Cenarchaeales y
Nitrosopumilales que tuvieron abundancias similares en todas estas muestras (Julio 2012 [S],
Julio 2012 [M], Enero 2013 [M]), a diferencia de las capas de marzo 2012 en que las arqueas
presentaron bajas abundancias (<0,18%; capa marina) o bien estuvieron completamente
ausentes (Marzo 2012 [S]). En este caso, la ausencia de arqueas en marzo 2012 también
coincidié con bajas concentraciones de NO;™ en la capa salobre, lo cual podria ser resultado
de los menores aportes de NH4" por parte de los rios durante el Gltimo tercio del verano,
donde las menores concentraciones de silicato dan cuenta de menores aportes fluviales
durante esta época (Silva, 2006; Prado-Fiedler, 2009). Las bajas concentraciones de arqueas

en la capa marina (marzo 2012) no fueron totalmente explicadas por las concentraciones de
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NOz, las cuales fueron mayores, incluso, a las de julio 2012. Con esto se sugiere que otros
factores podrian estar involucrados en las bajas abundancias de arqueas (e.g., competencia
biologica). Se ha descrito que bajo condiciones limitantes de NH4", las arqueas amonio-
oxidantes compiten no s6lo con las bacterias amonio-oxidantes, sino que también con
bacterias heterotroficas e incluso fitoplancton (Martens-Habbena et al., 2009). Esto podria
ser particularmente cierto para las muestras del mes de marzo 2012, donde se registraron

altas abundancias de Cyanobacteria tanto para la capa salobre como marina.

6.1.4 Composicion de la comunidad bacterioplanctonica (bacterias y arqueas) y su
asociacion con las condiciones ambientales en las capas de agua analizadas (~0,5

y 20m)

En general, la comunidad bacterioplancténica del Fiordo Comau estuvo constituida
por grupos considerados caracteristicos tanto de agua dulce como oceanica, similar a lo
encontrado a lo largo del gradiente de salinidad del Estuario del Rio Parker en Massachusetts
(Crump et al.,, 2004). Entre estos, las bacterias pertenecientes a las Proteobacteria,
Bacteroidetes y Actinobacteria. Estas tltimas han sido poco reconocidas como bacterias

abundantes en estuarios (Kirchman et al., 2005).

El analisis estadistico multivariado (CCA), que combind los datos de la secuenciacion
(al nivel de clase) y las variables fisico-quimicas del agua, revel6 que la comunidad no fue
totalmente explicada por las variables de temperatura, salinidad, NOy", fosfato y clo-a. En
¢éste, las OTUs menos abundantes (<1% de la abundancia total) se asociaron de manera
independiente con alguna de estas variables, mientras que, las OTUs mds abundantes (>1%
de la abundancia total), entre ellas las arqueas Thaumarchaeota unclassified y las bacterias
Cytophagia, Flavobacteriia, Cyanobacteria unclassified, Alphaproteobacteria y
Actinobacteria, se concentraron al centro del diagrama revelando una baja correlacion con
estas variables. Asi también lo confirmo el analisis de Pearson entre las abundancias relativas
de estas clases y las variables ambientales, el cual no reveld correlaciones significativas,

excepto entre las abundancias de Actinobacteria con la salinidad en la capa marina (r = -
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0,999; p<0,05). Patrones similares para las Actinobacteria han sido observados a lo largo de
gradientes de salinidad en el estuario de Delaware (Kirchman et al., 2005) y del rio Krka en
Croacia (Korlevi¢ et al., 2016), donde estas bacterias fueron mas abundantes en muestras con
bajas salinidades (<10 psu). Esto podria suponer que las abundancias de Actinobacteria

estarian asociadas con la salinidad en las muestras analizadas del Fiordo Comau.

Se observaron correlaciones débiles tanto en el CCA como el analisis de Pearson,
pero las clases Cytophagia y Flavobacteriia tendieron a variar espacial (i.e., por capas) y
estacionalmente, con mayores abundancias en las capas marinas, principalmente en las
muestras de verano (2012 y 2013). Resultados similares han sido observados a lo largo de un
gradiente de salinidad en el estuario de Delaware, donde estas bacterias fueron mas
abundantes en muestras marinas, pero no variaron sistematicamente a lo largo de ese
gradiente (Kirchman et al., 2005), sugiriendo que se adaptan rapidamente frente a un

gradiente salino.

Dentro de las Alphaproteobacteria, los miembros del orden Rhodobacterales fueron
las mas abundantes, alcanzando un 10,69% de abundancia relativa en la capa salobre en enero
2013. Las Alphaproteobacteria han sido ampliamente descritas en ambientes marinos
(Giovannoni & Rappé, 2000) con altas abundancias en las ordenes Rickettsiales y
Rhodobacterales en aguas costeras (Gilbert et al., 2012). Se ha observado que algunos
representantes de las Rhodobacterales tienden a estar asociados con altas tasas de produccion
primaria y altas concentraciones de nutrientes y temperatura en aguas costeras de Plymouth
(UK Gilbert et al., 2012). También se han descrito como el grupo colonizador primario de
las capas superficiales en aguas costeras templadas, donde han dominado en abundancia
(Dang & Lovell, 2000; 2002; Dang et al., 2008). En el presente estudio, no se encontraron
correlaciones significativas entre las abundancias de Alphaproteobacteria con las variables
ambientales medidas, pero se observé una asociacion positiva con la temperatura consistente
con los estudios mencionados, lo que podria explicar la alta abundancia de Rhodobacterales

observada en la capa salobre durante enero 2013.
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Las Gammaproteobacteria, aunque con un abundancia mas baja (< 4,23% de la
abundancia total), tendieron a correlacionarse positivamente con la temperatura en la capa
marina (r = 0,679; p>0,05), siendo més abundantes en enero 2013 cuando la temperatura fue
mayor. De la misma forma, Gilbert et al., (2012) encontraron que las Gammaproteobacteria
se correlacionaron fuerte y positivamente con la temperatura (r = 0,72; p<0,001) en las aguas
costeras de Plymouth (UK). Gilbert et al., (2012) utilizaron la misma técnica molecular que
en el presente estudio (i.e., secuenciacion), sin embargo, en el Fiordo Comau no se
observaron correlaciones tan robustas para las Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria
como las observadas por dichos autores. Lo anterior podria ser explicado debido a la extensa
serie de tiempo microbiana que analizaron (6 afios; muestras mensuales) a diferencia de los

diez meses (en tres instancias) de este estudio.

6.1.4.1 OTUs (especies) abundantes y raras

El reciente desarrollo de la secuenciacion masiva aplicado en estudios de ecologia
microbiana, ha revelado la inmensa diversidad de las comunidades microbianas marinas y la
prevalencia de filotipos en la bidsfera rara (Galand et al., 2009). Los resultados en este trabajo
indicaron que s6lo el 7,52% de las OTUs se ciclaron (o variaron) entre raras (y semi-raras) y
abundantes, sugiriendo que estas OTUs son raras hasta que las condiciones cambian
(Campbell et al., 2011). Estas OTUs pertenecieron a 9 clases donde las mas frecuentes fueron
las Flavobacteriia (8 especies), Cyanobacteria (6 especies) y Alphaproteobacteria (4
especies). Estudios previos también han mostrado que las Alphaproteobacteria constituyen
un grupo frecuente tanto en las taxas raras como abundantes, aun cuando se considera un
valor de corte menor para las OTUs raras (<0,01%; Galand et al., 2009). Dentro de este
grupo, la familia Rhodobacteraceae ha sido detectada mayoritariamente en las fracciones
abundantes (>1%) o raras (<1%) que dentro de la fraccion que cicla (Campbell et al., 2011).
Estas observaciones también son ciertas en este estudio, donde las especies pertenecientes a
esta familia (38 OTUs en total) fueron raras el 94,74% de las veces, mientras que solo 2
OTUs ciclaron entre abundancias > 1% y < 1%. Estas ultimas pertenecieron a las especies

Rhodobacter sp. CR07-97 (identidad promedio 99,97+0,01%) y Roseobacter sp. B1l
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(identidad promedio 99,79+0,01%), detectadas en mayor abundancia en la capa salobre en
enero 2013 (5,07 y 3,44%) y menor en marzo 2012 (0,44 y 0,38%), lo que podria estar
relacionado con las mayores temperaturas registradas en enero 2013 (20,10°C). Estos
resultados coindicen con estudios anteriores de ambientes lacustres, que demuestran que las
Rhodobacter sp. aumentan rapidamente en abundancia cuando la temperatura alcanza sobre
los 20°C (Do et al., 2003). Ademas, se encontraron OTUs raras de la clase Spirochaetia (4
especies) en marzo 2012 (capa salobre; 60 secuencias en total), las cuales han mostrado estar
asociadas a bacterias patdogenas que son anaerobicas quimioheterotrofica en la naturaleza
pero que pueden ser también parasitos responsables de muchas enfermedades como
leptospirosis, enfermedad de Lyme y treponematosis como la sifilis y el pian y espiroquetosis

intestinal (Villegas et al., 2004).

Los resultados revelaron que una vasta mayoria de las OTUs raras (79,15%) lo fueron
siempre y no fueron detectadas como abundantes (o semi-raras) en ninguna otra muestra.
Estas comprenden condiciones ambientales contrastantes, como agua superficial y
subsuperficial, y verano (primer y Gltimo tercio) e invierno, por lo tanto, se esperaria que las
OTUs fueran raras bajo ciertas condiciones ambientales y abundantes cuando las condiciones
se volvieran adecuadas. Resultados similares a los obtenidos en este estudio, se han registrado
previamente en el Océano Artico, donde las OTUs que fueron raras en aguas superficiales no
se volvieron abundantes en aguas profundas (Galand et al., 2009), asi como las OTUs que
fueron raras en invierno en aguas superficiales, no se volvieron abundantes durante el verano
(Kirchman et al., 2010). Sin embargo, estos estudios no consideraron la vasta mayoria de
OTUs raras que son indetectables (i.e. abundancia = 0) cuando las condiciones cambian. En
el Fiordo Comau mas del 42,53% de las OTUs raras no fueron detectadas en la capa marina
luego de ser comparadas con la capa salobre en un mismo periodo. De la misma manera, mas
del 54,39% de las OTUs raras no fueron detectadas en la transicion entre un mes y el siguiente
(i.e. entre marzo 2012 — julio 2012 y julio 2012 — enero 2013). Esto sugiere que de alguna
forma, las OTUs raras si estarian respondiendo a los cambios ambientales del ecosistema,
representado en sus abundancias relativas, las cuales desaparecen cuando las condiciones
cambian.
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Del total de OTUs raras (355 OTUs), 14 OTUs correspondieron a filotipos sin asignar
(i.e., uncultured) y s6lo 2 OTUs uncultured se registraron en el grupo de las abundantes. Esto
sugiere que la mayoria de las OTUs raras encontradas en las muestras del Fiordo Comau han
sido abundantes en otros habitats, ya que las OTUs clasificadas son facilmente identificadas
comparandose con grandes bases de datos (Galand et al., 2009). Sin embargo, esto cambiaria
debido a la nueva clasificacion disponible en base a los nuevos descubrimientos, donde una
prominencia notable de Candidate Phyla Radiation se ha descrito recientemente,
representando aproximadamente la mitad de la diversidad del dominio bacteriano (Brown et

al., 2015; Attar, 2016; Hug et al., 2016).

6.2 FIORDO PUYUHUAPI

6.2.1 Caracterizacion geoquimica del sedimento superficial (0-2cm)

Los sedimentos del Fiordo Puyuhuapi presentaron porcentajes de fango dentro de los
rangos naturales reportados para este (Sepulveda et al., 2005) y otros fiordos chilenos (Daneri
etal., 2007; Silva & Prego, 2002). De manera similar, las concentraciones de MOT a lo largo
del fiordo, permanecieron dentro de los rangos encontrados normalmente en los sedimentos
del mar interior de Chiloé (>5,88%; Rudolph et al., 2009) y del Fiordo Puyuhuapi (>5,0%;
Silva, 2006). Al igual que en este estudio, Silva (2006) registrd altas concentraciones en la
cabecera (7,5 — 12,5%) y boca (7,5 — 10%), y més bajas en la zona intermedia (5,0 — 7,5%).
En los sistemas de fiordos chilenos, la principal fuente de MOT son la produccion primaria,
el aporte continental y/o transporte riberefio y la accion antropogénica a lo largo de la costa
(Rudolph et al., 2009). En la cabecera del Fiordo Puyuhuapi se encuentra el poblado de
Puyuhuapi y el Rio Ventisquero (caudal medio invierno = 31,3 m s’'; Olmos, 2012) (Farias,
2008; Quiroga et al., 2009; Daneri et al., 2012), los cuales podrian ocasionar un
enriquecimiento adicional al sedimento ademas de los aportes de los centros salmoneros o de
cultivo de mitilidos provenientes del fouling en las redes de balsas jaulas (Quiroga et al.,
2009). Esto es coincidente con las menores concentraciones de ODF registradas en los

centros de la cabecera, que probablemente estén relacionadas con el aporte de materia
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organica continental y fluvial, que contribuyen a una mayor demanda de oxigeno durante su
degradacion (Quiroga et al., 2009). Por otra parte, las condiciones andxicas registradas en la
zona intermedia (centro C5) coincidieron con altas concentraciones de HaS (100,10 mg L),
las cuales se encuentran sobre los valores registrados en estudios anteriores. Por ejemplo, en
los sedimentos asociados a la Zona de Minimo Oxigeno (ZMO) en las costas de Pert, donde
se encontraron concentraciones maximas de H>S de 4,43 mg L' entre 0-2 cm del sedimento
(Solis et al., 2012), y en los sedimentos costeros del fiordo Limfjorden en Dinamarca, con
méximos de 13,63 mg L en los primeros 6 cm (Jorgensen, 1977b). El potencial redox
negativo da cuenta de la presencia de un entorno reductivo, sugiriendo que en el centro C5
podria existir una alta descomposicion anaerdbica de materia organica a expensas de la
reduccion de sulfuro a H»S (liberado como gas en el proceso de desgasificacion) (Telfor &

Robinson, 2003; Castillo et al., 2005).

Para clasificar el impacto del enriquecimiento orgénico en sedimentos marinos,
Hargrave et al. (2008) proponen una relacion entre los cambios de potencial redox, pH,
disponibilidad de oxigeno disuelto y enriquecimiento orgénico, con el aumento en la
concentracion de sulfuro en sedimentos marinos. Ante esto, los sedimentos del Fiordo
Puyuhuapi, a excepcion del centro C5 (zona intermedia), podrian considerarse como 6xicos
a hipoxicos, con potenciales redox entre < -150 y -50 mV, pH entre 6 y 7, ODF entre 3 y 10
mL L'y H,S < 51,12 mg L', Los sedimentos del centro C5, de acuerdo a esta clasificacion,
se considerarian como severos con anoxia persistente (potencial redox < -150 mV; pH < 6;
ODF = 0 mL L'; H,S > 102,24 mg L!). Es importante mencionar que los centros C2
(cabecera), C5 (zona intermedia) y C7 (boca) se encontraban operativos durante la ejecucion
del proyecto, mientras que los C1 (cabecera) y C6 (zona intermedia) se reportaron como
centros no operativos, aunque podrian considerarse como centros abandonados y sin ninguna
mantencion (Quiroga et al., 2009). El centro C8 (boca) habia sido removido del lugar y se

reporto la presencia de redes y otros materiales en el fondo (Quiroga et al., 2009).
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6.2.2 Diversidad alfa de comunidad bacteriana bentonica y su asociacion con las

condiciones geoquimicas del sedimento

Con los resultados de biodiversidad bacteriana obtenidos tanto del T-RFLP como
secuenciacion (al nivel taxondémico de especies), se observo que los sedimentos del fiordo
presentaron una diversidad promedio (H> = 2,60+0,60 y 4,15+0,21 para T-RFLP y
secuenciacion, respectivamente) menor a la registrada previamente en sedimentos bajo una
piscicultura en la costa de Pachino en Italia (H’=3,19+0,014; T-RFLP; Danovaro et al., 2006)
y en sedimentos marinos del estuario del Rio de las Perlas en China (H’=6,76 en promedio;

secuenciacion; Wang et al., 2012).

Los indices ecoldgicos principales (riqueza, diversidad y abundancia) calculados a
través del T-RFLP, no se correlacionaron significativamente (p<0,05) con ninguno de los
parametros fisico-quimicos medidos. Asimismo, no presentaron patrones claros de
distribucion a lo largo del fiordo, aunque algunos centros que se encontraron operativos
durante la toma de muestras, como el C2 (cabecera) y C7 (boca), exhibieron bajos indices de
diversidad (H* < 1,99) y riquezas (S < 30 OTUs), mientras que los centros C1 y C8, no
operativos y ubicados dentro de la misma zona respectiva que los centros anteriores,
exhibieron mayores valores (H> > 2,49 y S > 29 OTUs). En un estudio, de diversidad
gendmica en sedimentos, Torsvik et al. (1996) encontr6 un patrén similar con un aparente
aumento en la diversidad y riqueza después del cese de cultivo en una piscicultura. No
obstante, para el caso de los centros ubicados en la zona intermedia, C5 y C6, esta condicion
no se cumplio, encontrandose mayor diversidad y riqueza en el centro operativo (centro C5;
H’ =3,13 y S =36 OTUs) vs el no operativo (centro C6; H* = 2,88 y S = 29 OTUs). Otros
factores podrian afectar la estructura microbiana en estos ecosistemas, como la presencia de
agentes antibacteriales utilizados en las salmoneras. Estos agentes tienen un efecto
bacteriostatico/bactericida sobre algunas bacterias, con una ventaja selectiva correspondiente
para aquellas que se vuelven resistentes (Torsvik et al., 1996). En el presente estudio el uso
de agentes antibacteriales no fue analizado, pero podria tener un efecto sobre la diversidad

bacteriana bentdnica en el centro C6, donde la diversidad disminuye producto su utilizacion.
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Otra explicacion del comportamiento opuesto observado en los centros de la zona intermedia,
podria ser el efecto de los antibidticos. En sedimentos donde el nimero de bacterias y la
competencia es alta, muchas bacterias inhiben a sus competidores mas fuertes produciendo
antibidticos o bacteriocinas (Torsvik et al., 1996). Esto podria ser particularmente cierto en

el centro C5, donde también se observo una mayor abundancia total de bacterias.

6.2.3 Estructura de la comunidad bacteriana bentonica y su asociacion con las

condiciones geoquimicas del sedimento

A partir de los analisis de agrupamiento obtenidos con el T-RFLP y la secuenciacion
(al nivel taxondémico de clase), se observé que la comunidad bacteriana se diferencio
basicamente por el estado operacional en que se encontraron los centros mas que por la
ubicacion dentro del fiordo. Asi también, lo verificé el analisis comparativo SIMPER,
sugiriendo que la composicion de la comunidad bacteriana benténica del Fiordo Puyuhuapi

depende de que la muestra se encuentre asociada a un centro operativo o no.

6.2.4 Composicion de la comunidad bacteriana bentonica y su asociacion con las

condiciones geoquimicas del sedimento

La secuenciacion (al nivel taxondmico de clase y orden) revel6 que la composicion
bacteriana bentonica vari6 entre las tres zonas principales del fiordo. Los sedimentos de la
cabecera (centro C1) estuvieron dominados por las clases Flavobacteriia y
Deltaproteobacteria; la zona intermedia por las Clostridia y Bacteroidia; y la boca por las
clases Clostridia y Epsilonproteobacteria. La presencia de estos grupos es consistente con
estudios anteriores que han reportado secuencias asociadas a los siguientes phyla: Firmicutes
(Polymenakou et al., 2005; Vieira et al., 2008; Feng et al., 2009; Leloup et al., 2009;
Mahmoudi et al., 2013), Proteobacteria (Ravenschlag et al., 2001; Bowman & McCuaig
2003; Inagaki et al., 2003; Vieira et al., 2008; Feng et al., 2009; Mahmoudi et al., 2013) y
Bacteroidetes (Orphan et al., 2001; Polymenakou et al., 2005; Vieira et al., 2008; Feng et

al., 2009; Mahmoudi et al., 2013), mayoritariamente distribuidas en sedimentos.
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Si bien estas variaciones son claras, no se observo que fueran totalmente explicadas
por las variables fisico-quimicas de ODF y MOT. Asi lo confirmé el andlisis estadistico
multivariado (CCA), que combiné los datos de la secuenciacion (al nivel de taxonomico de
clase, orden y especies) y las variables fisico-quimicas del sedimento, en el cual algunas de
las OTUs menos abundantes (<1% de la abundancia total) se correlacionaron con las
concentraciones de ODF y MOT, mientras que, las OTUs mas abundantes (>1% de la
abundancia total), entre ellas las clases Flavobacteriia, Deltaproteobacteria, Clostridia,
Bacteroidia y Epsilonproteobacteria, se concentraron al centro del diagrama revelando una
baja correlacion con estas variables. Sin embargo, el analisis de Pearson entre las abundancias
relativas de las OTUs maés abundantes (que aducen a clases) y los factores fisico-quimicos,
reveld algunas fuertes correlaciones (p<0,05) positivas y negativas, sugiriendo que, factores
distintos al ODF y MOT modulan las abundancias de las OTUs abundantes en los sedimentos

del Fiordo Puyuhuapi.

Por ejemplo, el phyla de las Firmicutes (entre ellas las Clostridia y Bacilli) y
Bacteroidetes (entre ellas las Bacteroidia, Cytophagia y Flavobacteriia), abundantes en
todas las muestras de sedimento analizadas (>10,18%), tendieron a correlacionarse
positivamente con la MOT y el potencial redox, con mayores abundancias en sedimentos con
un alto contenido de MOT (clases Bacilli, Cytophagia y Flavobacteriia) y entornos reducidos
(Cytophagia) como el centro C1 ubicado en la cabecera. Mientras que, las Clostridia y
Bacteroidia tendieron a correlacionarse negativamente con el ODF y positivamente con el
contenido de H»S, con mayores abundancias en condiciones anoxicas y altas concentraciones
de H»S (centro C5). Aunque se encontraron bajas significancias, estas correlaciones fueron
semejantes y concordantes entre las diferentes clases mencionadas, sugiriendo que los
parametros ODF, H>S, MOT y potencial redox podrian explicar la distribucion de las
Firmicutes y Bacteroidetes en los sedimentos salmoneros del Fiordo Puyuhuapi. Las
bacterias pertenecientes a estos phyla han sido registradas en sedimentos marinos
contaminados con altos niveles de hidrocarburos de petrdleo (Polymenakou et al., 2005;
Mahmoudi et al., 2013). También, Vieira et al. (2008) han sugerido que las altas abundancias

de estos grupos son indicadoras de ambientes marinos contaminados. Por lo tanto, se sugiere

79



que los sedimentos de los centros C1 y C5 podrian estar contaminados debido a las altas

abundancias registradas de Bacteroidetes y Firmicutes, respectivamente.

Las Proteobacteria constituyeron uno de los tres phyla mas abundantes en los
sedimentos del Fiordo Puyuhuapi, comprendiendo entre el 8,68 y 49,13% con méximas
abundancias en la boca (centro C8). Dentro de estas, las clases Deltaproteobacteria y
Epsilonproteobacteria fueron las mas abundantes, con maximos valores en la cabecera
(14,80%) y boca (27,91%) del fiordo, respectivamente. Las Deltaproteobacteria se
correlacionaron positivamente con el pH (p<0,05), siendo mas abundantes en los sedimentos
oxicos de la cabecera (pH=7,44) y menos abundantes en los sedimentos anoxicos de la zona
intermedia (pH=6,66). Resultados similares se han observado en los sedimentos lacustres en
la Meseta Tibetana, donde las abundancias de Deltaproteobacteria aumentaron junto con el
pH (7,0 — 8,0) (Xiong et al., 2012). Por otra parte, se ha descrito que las Deltaproteobacteria
son principalmente sulfato-reductoras y estrictamente anaerébicas (Orphan et al., 2001;
Leloup et al., 2009), pero algunas también han sido observadas en sedimentos hipoxicos
altamente impactados por actividades agricolas e industriales (Mahmoudi et al., 2015), y en
sedimentos Oxicos superficiales en el abismo del Pacifico Sur (Durbin & Teske, 2011).
Thomas et al. (2008) sugirieron que las Deltaproteobacteria podrian descender de ancestros
aerobicos con metabolismos complejos, donde las Myxococcales y Bdellovibrionales atin
conservan esta caracteristica. Esto sugiere que, las Deltaproteobacteria, encontradas en los
sedimentos del Fiordo Puyuhuapi, podrian estar asociadas a grupos aerdbicos, donde el pH

seria el principal factor determinante de su distribucion.

Las abundancias relativas de Epsilonproteobacteria no se correlacionaron
significativamente con ninguno de los parametros fisico-quimicos medidos, aunque mostro
correlaciones negativas mas débiles (p>0,05) con el porcentaje de fango y el potencial redox,
siendo mas abundantes en la boca del fiordo, donde las concentraciones de estos parametros
fueron menores. En los sedimentos marinos, las Epsilonproteobacteria han sido registradas
superficialmente en el Mar de Wadden, Alemania (Llobet-Brossa et al., 1998), la Fosa de

Japon (Li et al., 1999), en sedimentos andxicos ricos en metano de California (Orphan et al.,
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2001) y en la Antartica (Bowman & McCuaig, 2003), entre otros. Se ha observado que
algunas Epsilonproteobacteria, por ejemplo del Arcobacter, son quimioautotrofas que tienen
la habilidad de llevar a cabo la sulfato-oxidacion (Orphan et al., 2001). Aunque no se observo
un ambiente oxidado en los sedimentos de la boca del fiordo, se sabe que la degradacion de
la materia organica siempre existe, incluso bajo condiciones reducidas (Froelich et al., 1979).
Asimismo, podria existir la presencia de micro-nichos oxidativos en un entorno reducido
(redox negativo), estructura que también se ha registrado en los sedimentos costeros del
fiordo Limfjorden en Dinamarca (Jorgensen, 1977b). Los ambientes oxidados son propios de
sedimentos gruesos o de aquellos que son pobres en materia organica (ZoBell, 1946),
caracteristicas que también fueron observadas en la boca del Fiordo Puyuhuapi, con menores
porcentajes de fango y MOT. Esto sugiere la presencia de una estructura heterogénea en los
sedimentos del Fiordo Puyuhuapi, donde los miembros de las Epsilonproteobacteria

llevarian a cabo la sulfato-reduccion en la boca del fiordo, bajo condiciones reducidas.

Las condiciones fisico-quimicas en los sedimentos del centro C5 fueron favorables
para el desarrollo de la sulfato-reduccion (ODF =0 mL L, H2S > 12mg L'}, pH <7 y Eh <
0; Telfor & Robinson, 2003; Castillo et al., 2005), sin embargo, las bacterias sulfato-
reductoras mas comunes no fueron registradas. Entre estas, las Desulfobacterales,
Desulfovibrionales y Syntrophobacterales de la clase Deltaproteobacteria (Dexter-Dyer,
2003), las Thermodesulfobacteria (Dexter-Dyer, 2003) y las Beggiatoa (clase
Gammaproteobacteria) (Jorgensen, 1977a), mientras que, otras se registraron en baja
abundancia, como las pertenecientes a las familias Peptococcaceae (clase Clostridia) y
Nitrospiraceae (clase Nitrospira), ambas menores al 1% de abundancia relativa. Esto sugiere
que probablemente exista otro grupo taxondmico asociado a la sulfato-reduccion en el centro
C5, por ejemplo, se ha registrado que las arqueas Archaeoglobus también son capaces de
llevar a cabo este proceso (Canfield & Raiswell, 1999), dominio que en este caso no fue

analizado en los sedimentos del Fiordo Puyuhuapi.
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6.2.4.1 OTUs (especies) abundantes y raras

Los resultados en este trabajo indicaron que so6lo el 7,61% de las OTUs ciclaron entre
raras (y semi-raras) y abundantes, sugiriendo que estas OTUs son raras hasta que las
condiciones cambian (Campbell et al., 2011). Estas pertenecieron a las clases Clostridia (15
OTUs) y Flavobacteriia (9 OTUs), principalmente, las cuales mostraron una variacion a lo
largo del fiordo. En la cabecera (centro C1), la mayoria de las OTUs abundantes que variaron
a rara o semi-rara en las otras muestras, pertenecieron a las Flavobacteriia (6 OTUs),
mientras que en la zona intermedia (centro C5) y boca (centro C8) estas pertenecieron a las
Clostridia con 7 y 6 OTUs, respectivamente. Estudios previos indican que las Bacteroidetes
representan un gran nimero de OTUs raras en aguas superficiales articas (Galand et al.,
2009). También constituyen un grupo frecuente dentro de las fracciones que ciclan entre raras
y abundantes temporalmente en la columna de agua, cambios asociados principalmente a

aumentos en abundancia de la familia Flavobacteriaceae (Campbell et al., 2011).

Los resultados revelaron que una vasta mayoria de las OTUs raras (82,00%) lo fueron
siempre y no fueron detectadas como abundantes (o semi-raras) en ninguna otra muestra.
Estas comprenden variaciones espaciales a lo largo del fiordo y condiciones ambientales
contrastantes, como sedimentos mas protegidos en la cabecera y con mayor influencia
oceanica en la boca. Resultados similares a los obtenidos en este estudio, se han registrado
previamente en ambientes marinos, donde las OTUs raras permanecieron raras aun cuando
las condiciones estacionales (Kirchman et al., 2010) y espaciales (Galand et al., 2009)
cambiaron. Sin embargo, estos estudios no consideraron la vasta mayoria de OTUs raras que
son indetectables (i.e. abundancia = 0) cuando las condiciones cambian. Al igual que en el
Fiordo Comau, un alto porcentaje de OTUs raras no fueron detectadas (>61,18%) al
comparar las muestras entre si. Esto sugiere que de alguna forma, las OTUs raras si estarian
respondiendo a los cambios fisico-quimicos del ecosistema, representado en sus abundancias
relativas, en el que las OTUs raras de la cabecera (con menor ODF y mayor MOT) no son
registradas en la zona intermedia (ODF = 0 mL L' y menor MOT), asi como las OTUs entre

la zona intermedia y la boca (mayor ODF).
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6.2.4.2 Presencia de patdgenos en sedimentos con impacto de salmonicultura

Dentro de las Firmicutes, las Clostridia fueron la clase mas abundante (75,96% en
promedio de las Firmicutes) en el Fiordo Puyuhuapi. El principal habitat de este grupo es el
suelo, pero también han sido encontrados en aguas residuales, rios, agua de mar, carne fresca
y peces (Haagsma, 1991). Se ha reportado que las Clostridia causan varias enfermedades,
como el botulismo, tétano, gangrena enfisematosa, edema maligno, hepatitis necrotica
infecciosa, enterotoxemia y gangrena gaseosa (Haagsma, 1991). En el Fiordo Puyuhuapi, se
encontraron especies relacionadas a las Clostridium botulinum (identidad promedio
89,73+2,25%) y C. perfringens (identidad promedio 94,76+1,13%) con una abundancia entre
0,10 y 1,21%. Se ha documentado que estas especies se encuentran entre las bacterias
patogenas asociadas a peces (Novotny et al., 2004), sugiriendo que también podrian estarlo
con los peces de cultivo en las concesiones analizadas. La C. botulinum es el agente causal
del botulismo, y las del tipo E han sido registradas en sedimentos marinos y lacustres, y en
intestino de peces (Novotny et al., 2004). Se ha reportado en los Grandes Lagos de América
del Norte que esta bacteria ha matado miles de peces y aves acuaticas desde el afio 1999
(Getchell & Bowser, 2006). Las esporas de C. botulinum tipo E son sélo perjudiciales si
germinan, producen la toxina y luego son consumidas por un huésped susceptible (Getchell
etal., 2006). La potente toxina se produce bajo condiciones anaerdbicas y altas en nutrientes,
que ocurren en organismos muertos, por lo tanto, los peces que mueren con esporas en sus
tejidos pronto se convierten en un sustrato adecuado para estas bacterias de descomposicion
(Getchell et al., 2006; Haagsma, 1991). También pueden permanecer por muchos afios (al
menos 20 afios) en el suelo y agua debido a que las esporas son altamente resistentes
(Haagsma, 1991). Esto podria revelar el motivo por el cual la C. botulinum fue mas abundante
en el centro C8 (boca) (1,21% del total de abundancia) que en el resto de los centros (<
0,11%), aunque este centro se haya encontrado abandonado y no operativo. Los riesgos para
la salud humana en la manipulacioén o consumo de peces infectados con C. botulinum son un
problema que deberian vigilarse més de cerca en este fiordo. Para esto se propone la
necesidad de informacion que documente la distribucion de la C. botulinum tipo E en peces

y su rol como vectores potenciales de esta bacteria.
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Otra especie infecciosa de Clostridium registrada en los sedimentos del Fiordo
Puyuhuapi, es la C. tetani (identidad promedio 99,334+0,26%) pero en menores proporciones
(0,03 — 0,32%). Esta bacteria produce el tétano en animales y humanos que crece en los
tejidos lesionados resultando en toxemia (Haagsma, 1991). Es encontrada mas comunmente
en estiércol de caballos que de otros animales (Haagsma, 1991), por lo que su origen podria

estar dado por aportes terrigenos a lo largo del fiordo.

Dentro de las Epsilonproteobacteria, algunas especies de Arcobacter fueron
registradas, entre ellas las A. butzleri (1,38%; identidad promedio 99,99+0,01%) y A.
cryaerophilus (1,49%; identidad promedio 98,55+0,03%) abundantes en la boca (centro C8).
Estas especies son consideradas patdgenos emergentes, donde se les ha registrado en
enfermedades entéricas en humanos y animales, y ocasionalmente en bacteriemia (Snelling
et al., 2006). La A. butzleri ha sido aislada del agua de mar y ha sido mas abundante cuando
se encuentra asociada al plancton que en un estado puramente libre, lo cual trae implicancias
ecologicas y epidemiologicas (Maugeri et al., 2004). En este estudio, la presencia de especies
de Arcobacter indicaria un potencial grado de infeccion en los sedimentos del centro C8, vy,

aunque se encontr6 abandonado y no operativo, los efectos siguen evidenciandose.

6.3 COMPARACION DE LOS PATRONES EN LA ESTRUCTURA DE LA
COMUNIDAD MICROBIANA MEDIANTE T-RFLP Y
PIROSECUENCIACION ROCHE 454 PARA AMBOS FIORDOS

Con los resultados de biodiversidad bacteriana, se observd que la riqueza promedio
de la secuenciacion (al nivel taxondomico de especies) fue mayor a la obtenida con T-RFLP
en mas de un 80%, pero fue bastante similar en los niveles superiores de clase y orden.
Algunos estudios han mostrado que las OTUs del T-RFLP podrian estar al nivel de clase o
género (Hewson & Fuhrman, 2004; van Dorst et al., 2014), donde un taxén dado podria estar
representado por mas de una unidad taxonémica operacional (OTU) (Gillevet et al., 2009).
La diversidad de Shannon obtenida de la secuenciacion (al nivel taxonémico de especies) fue

mayor a la obtenida por T-RFLP. Estudios anteriores han demostrado que los métodos de
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fingerprint como el T-RFLP subestiman la diversidad alfa, siendo inadecuados en
comparaciones con otras investigaciones de la ecologia microbiana (van Dorst et al., 2014).
Aunque la literatura indica que la diversidad del T-RFLP es solo un 50% de la diversidad de

la secuenciacion (Pilloni et al., 2012), en este trabajo representé mas de un 75%.

El indice de Pielou fue mayor en los resultados obtenidos por T-RFLP, sugiriendo
que la distribucion de la diversidad es mas equitativa con el T-RFLP que con la
secuenciacion. Lo anterior es consistente con el mayor nimero de OTUs abundantes que de
semi-raras registradas en el T-RFLP. En la secuenciacion (al nivel taxonémico de especies)
se observo un vasto nimero de OTUs raras que coexisten con un menor numero de
abundantes y semi-raras. Estas diferencias entre ambas técnicas, han sido observadas en
muchos otros trabajos, donde ellos se refieren al éxito de la secuenciacion en recuperar las
OTUs raras (Fuhrman 2009). Aunque la literatura indica que ambas tienen una deteccion
<0,1% (Hewson & Fuhrman, 2004; Fuhrman 2009), en este trabajo la deteccion del T-RFLP
fue >0,5% (Ver Tabla 18).

En este estudio, ambas técnicas moleculares de diferente resolucion fueron capaces
de diferenciar patrones generales de estructura comunitaria (analisis de agrupamiento) en las
muestras de agua (Fiordo Comau) y sedimento (Fiordo Puyuhuapi). Se ha demostrado en
diferentes ecosistemas, que la secuenciacion 454 es un método robusto y reproducible para
la recuperacion fiable de la diversidad y estructura de comunidades microbianas complejas,
con una reproducibilidad al nivel taxondmico de clase y orden, comparables a otras
herramientas de deteccion como el T-RFLP (van Dorst et al., 2014; Pilloni et al., 2012). En
este estudio, para cada técnica molecular se empled un numero de muestras diferente. Para
el Fiordo Comau se utilizaron cuatro muestras para T-RFLP y seis para secuenciacion,
mientras que, para el Fiordo Puyuhuapi se utilizaron seis muestras para T-RFLP y so6lo tres
para secuenciacion. Por lo tanto, ambas técnicas fueron utilizadas de manera
complementaria, donde el T-RFLP fue capaz de detectar la estructura general de las
comunidades microbianas en las dos zonas de estudio, ademas de obtener valores de riqueza

similares a los obtenidos con la secuenciacion (al nivel de clase y orden).
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i)

iii)

7. CONCLUSIONES

La variabilidad ambiental, asociada a la salinidad y disponibilidad de nutrientes (nitrito
y nitrato), afectd diferencialmente la estructura y composicion comunitaria del
bacterioplancton (bacterias y arqueas) en los estratos salobres (o aguas superficiales) y
marinos (o subsuperficiales) del Fiordo Comau. Sin embargo, la comunidad superficial
no fue menos diversa como se propuso, al contrario, la comunidad superficial fue mas
diversa (para la secuenciacion) y compleja que la subsuperficial, debido a la presencia
de bacterias caracteristicas de agua oceanica (e.g., Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria) y dulce (e.g., Actinobacteria).

En la capa superficial, una alta abundancia de Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria y Actinobacteria respondieron a bajas concentraciones de nitrito
y nitrato, y altas temperaturas durante el verano 2013. La capa marina estuvo
representada por las clases Cytophagia y Flavobacteriia, cuyas abundancias fueron
mayores durante el verano (2012 y 2013), mientras que, las arqueas Thaumarchaeota
(unclassified) fueron caracteristicas de las muestras de invierno (afio 2012), asociandose

a una mayor concentracion de nitrito.

La estructura y composicion bacteriana bentonica del Fiordo Puyuhuapi respondieron
tanto al estado operativo del centro (andlisis SIMPER mediante T-RFLP) como a los
cambios espaciales en el fiordo (analisis SIMPER mediante T-RFLP y de composicion
mediante secuenciacion). La cabecera (centro C1) estuvo representada por las clases
Flavobacteriia y Deltaproteobacteria, las cuales se asociaron con una mayor
disponibilidad de materia orgénica total y un mayor nivel de pH. La zona intermedia
(centro C5) estuvo compuesta por las Clostridia y Bacteroidia, cuyas abundancias
tendieron a ser mayores asociadas a bajas concentraciones de oxigeno disuelto de fondo
y altas de H»S. En la boca (centro C8) fueron mas abundantes las Clostridia y
Epsilonproteobacteria, asociadas con una alta concentracion de H>S y un entorno

reducido.
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iv) La materia organica explicdé mayormente, pero no significativamente, la estructura y

composicion de las comunidades bacterianas bentonicas en un ecosistema de fiordo con
influencia salmonera como el Fiordo Puyuhuapi, aunque también el estado operacional
del centro salmonero fue imperante. La comunidad bacteriana fue mas rica y diversa
(para el T-RFLP) en sitios con menor influencia de la salmonicultura (i.e., en un centro
no operativo), pero no necesariamente con mayor influencia marina (hacia la boca del
fiordo) como se propuso. Ante el menor nimero de muestras analizadas con
secuenciacion (3 muestras), se hace necesario el empleo de un mayor nimero (que
incluya centros operativos y no operativos), con el fin de determinar si el estado
operacional del centro también interviene en los cambios de la composicion bacteriana

bentodnica.

A través de una comparacion en la estructura de la comunidad microbiana entre las
diferentes aproximaciones moleculares (T-RFLP y pirosecuenciacion Roche 454), se
observd que ambas fueron capaces de diferenciar los patrones generales de estructura
(andlisis de agrupamiento) de las comunidades bacterioplanctonicas (Fiordo Comau) y
bentonicas (Fiordo Puyuhuapi). Se sugiere que para estudios de tipo experimental, en
donde sean requeridas muchas réplicas o un seguimiento temporal, asi como en estudios
de patrones de diversidad asociados a factores ambientales, podrian verse beneficiados
por la alta reproducibilidad de los T-RFLPs, considerando la limitacion de la asignacion
taxonomica. En contraste, estudios que requieran una caracterizacion minuciosa de la
diversidad y abundancia de grupos taxonomicos con precision filogenética, deberan

apostar por una estrategia de bibliotecas de clones o pirosecuenciacion con barcoding.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Resumen de la recuperacion de OTUs, en términos de riqueza, de las dos

endonucleasas utilizadas en el T-RFLP (Hhal y Mspl) para ambos fiordos.
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Anexo 2. Promedios (y desviacion estandar) de los factores fisico—quimicos del agua del

Fiordo Comau. Ref.: POC: Carbono Organico Particulado, DOC: Carbono Organico

Disuelto.
Capa Salobre (Om) Capa Marina (20m)

Marzo 2012 Julio 2012 Enero 2013 Marzo 2012 Julio 2012 Enero 2013
Temperatura (°C) 16,53 8,82 20,10 11,12 10,22 11,48
Salinidad (psu) 20,00 24,10+0,71 18,49+0,69 29,354+0,07 30,20+1,13 31,60
Clorofila-a (mg m) 0,41 1,09+0,08 0,62+0,00 0,84+0,02 0,62+0,09 7,28+0,58
Nitrito (uM) 0,08+0,02 0,38+0,06 0,10 0,38 0,30+0,05 0,14+0,02
Nitrato (M) 1,31+1,11 12,81+1,14 1,69 14,01 16,53+1,01 0,53+0,07
Fosfato (uM) 1,34+1,37 1,07+0,09 0,39 1,01 1,42+0,07 0,47+0,12
Silicato (M) 14,03+4,15 20,69 11,35 15,70 20,73 0,49+0,16
POC (ug L) 320,09 273,79+7,66  203,68+12,13  296,45+14,91  159,27+3,99  472,60+229,03
DOC (umol L) 147,38+6,07  105,42+1,41 98,38+9,60 187,92+37,36 SD* 143,13£9,02
POC total (mg L) 2,04+0,00 1,54+0,02 1,38+0,13 2,56+0,45 SD* 2,19+0,34

* SD: sin dato
POC total = POC + DOC
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Anexo 3. Heatmap de las OTUs (referidas a especies) del bacterioplancton (bacterias y arqueas) presentes en la capa salobre y
marina del Fiordo Comau analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454. La escala de color representa las abundancias
de las OTUs encontradas, donde los valores positivos (colores verdes) denotan mayor abundancia y menor hacia los valores

negativos (colores rojos). En azul se muestran los valores de bootstrap obtenidos del analisis pvclust en R.
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Anexo 4. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores

verdes) y las OTUs (que aducen a érdenes) del bacterioplancton (bacterias y arqueas; en

cruces rojas) obtenidos a partir de la pirosecuenciacion Roche 454 de las muestras de agua

del Fiordo Comau.
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Anexo 5. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores

verdes) y las OTUs (que aducen a especies) del bacterioplancton (bacterias y arqueas; en

cruces rojas) obtenidos a partir de la pirosecuenciacion Roche 454 de las muestras de agua

del Fiordo Comau.
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Anexo 6. Factores fisico—quimicos del sedimento (primeros 2 cm) de los centros salmoneros

del Fiordo Puyuhuapi (Fuente: Quiroga et al., 2009). Ref.: ODF: contenido de Oxigeno

Disuelto de Fondo, MOT: Materia Organica Total, H>S: contenido de Sulfuro de Hidrogeno.

Cl1 C2 C5 Cc6 C7 C8
Localizacion Cabecera  Cabecera  Z.Intermedia  Z.Intermedia Boca Boca
Profundidad de colecta (m) 40 27 59 42 48 62
ODF (mL L") 2,78 2,94 0,00 3,28 348 3,93
Fango (< 63 um) (%) 33,37 39,18 33,27 50,65 5,38 28,84
pH 7,44 6,41 6,66 7,18 7,07 7,06
Potencial redox (mV) -163 -275 -334 -70 -201 -371
HoS (mg L) 0,02 26,55 100,10 5,92 542 24,32
MOT (%) 16,66 15,52 5,61 5,78 9 6,66
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Anexo 7. Heatmap de las OTUs (referidas a especies) presentes en los sedimentos de los centros salmoneros del Fiordo Puyuhuapi
analizadas con la técnica de pirosecuenciacion Roche 454. La escala de color representa las abundancias de las OTUs encontradas,

donde los valores positivos (colores verdes) denotan mayor abundancia y menor hacia los valores negativos (colores rojos). En

azul se muestran los valores de bootstrap obtenidos del analisis pvclust en R.
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Anexo 8. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores

verdes) y las OTUs (que aducen a 6rdenes) bacterianas (en cruces rojas) obtenidas a partir de

la pirosecuenciacion Roche 454 del sedimento del Fiordo Puyuhuapi. Ref.: MOT: Materia

Organica Total, ODF: contenido de Oxigeno Disuelto de Fondo.
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Anexo 9. Analisis Candnico de Correspondencia de las variables ambientales (en vectores
verdes) y las OTUs (que aducen a clases) bacterianas (en cruces rojas) obtenidas a partir de
la pirosecuenciacion Roche 454 del sedimento del Fiordo Puyuhuapi. Ref.: MOT: Materia
Organica Total, ODF: contenido de Oxigeno Disuelto de Fondo.
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