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RESUMEN

La actividad enzimdtica extracelular (EEA) de la microbiota sedimentaria esta
compuesta de comunidades bacterianas, fungicas y protozoarias, que
facilitan la degradacion y el reciclaje de materia orgdnica. Esto es
fundamental para el funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos del
carbono y nitrogeno, mediante la hidrdlisis de proteinas y carbohidratos.

La bahia de Concepcion (36°40 S 73°02 W) presenta alta materia orgdnica
debido a su productividad bildégica. Sin embargo, ésta presenta variaciones
tanto al contenido de materia orgdnica como en las tasas de degradacion y
de EEA. En esta tesis se estudiaron 3 sitios de la bahia de Concepcién, donde
se midieron los pardmetros fisicos-quimicos de la columna de agua y se
exirajeron muestras de sedimento superficial para la cuantificacion y
comparacion espacial de EEA, aminodcidos y tasas de degradacion de
proteinas. Se exirajo, ademds, un testigo de sedimento de 70 cm de
profundidad para la comparacion temporal (vertical) de las variables
biogeoquimicas (EEA y aminodcidos). Las mediciones de dichos pardmetros
de sedimento superficial y del testigo fueron a partir de slurries, que consiste
en mezclar una proporciéon similar de sedimento con agua de mar
autoclavada con el fin de homogeneizar las muestras.

Se plantea como hipdtesis que la EEA serd mayor en sedimentos superficiales
con mayor contenido de materia orgdnica Idbil en sitios cercanos a la costa,
existiendo un gradiente longitudinal (costa-océano) y uno vertical (sedimento
superficial-sedimento profundo). A pesar de la variabilidad de los resultados
obtenidos se observa un gradiente de EEA y materia orgdnica ldbil que
disminuye hacia el sitio mds alejado de la bahia. Respecto al testigo de
sedimento, los resultados indican disminucidon en las mismas variables
conforme aumenta la profundidad del testigo. Sin embargo, la prueba
estadistica ANOVA concluye que no hay diferencias significativas en la
relacion de los pardmetros.



INTRODUCCION

La materia orgdnica disuelta (DOM) en el océano, se considera el mayor
reservorio de carbono reducido (o carbono orgdnico). Este se produce
mayoritariamente por el plancton fotosintético de las capas superficiales del
océano, suministrando sustratos Idbiles a vastas poblaciones microbianas
heterotréficas (bacterias, hongos), como fuente de nitrdgeno y fosforo
(Hansell et al. 2009). Estos microorganismos heterotrofos son clave para
procesos de descomposicion de la materia orgdnica, reciclaje de nutrientes y
del flujo de carbono a través de las redes froficas acudticas (Azam et al
1983, Boden & Hutt 2018).

El fitoplancton es el productor marino de materia orgdnica mds abundante,
y, por lo tanto, su composicidon quimica determina la proporcionalidad en los
compuestos de carbono y nitfrdgeno tanto de la columna de agua como del
sedimento (Redfield et al. 1963). Los procesos fisicos y bioldgicos que
inferactuan en la columna de agua permiten la exportacion del carbono
orgdnico hasta el fondo marino (Ducklow & Steinberg 2001), estimdndose que
un 0.5% de la materia orgdnica producida en la superficie del océano, se
transporta verticalmente sin ser intervenido por la bomba bioldgica hasta
alcanzar la superficie del sedimento y que solo el 0.1% se entfierra en el
sedimento (Hedges 1992, Hedges 2002), mientras que, la mayoria de la
productividad fitoplanctonica (99%) se remineraliza en la columna de agua y
en el sedimento superficial (Arnosti 2011) . Los aminodcidos contenidos en las
células del fitoplancton aportan la mayor parte del nitrdgeno orgdnico en el
océano (Degens 1970), mientras que, en el sedimento superficial es alrededor
del 20-50%, siendo ademas la principal fuente de nitrégeno orgdnico en los
sedimentos, debido a su alta labilidad para la mineralizacidn microbiana
(Pantoja & Lee 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Bomba Bioldgica (biological pump). El CO2, N2 y Fe particulado
ingresan al sistema marino para ser fijados por el fitoplancton hasta ser
descompuestos, degradados, consumidos, excretados y hundido por efecto
gravitacional y adveccion hacia el fondo marino. Modificado de Ducklow &
Steinberg (2001).

Se ha demostrado que la comunidad microbiana sedimentaria hidroliza una
gama amplia de substratos de alto peso molecular, en comparacion a las
comunidades bacterianas de la columna de agua (Arnosti 2008). Para la
incorporacion de moléculas orgdnicas, la membrana externa celular de los
microorganismos heterotrofos ademds de proporcionar proteccion, como
barrera, permite el paso de solutos polares de bajo peso molecular por
transporte simple a través de proteinas triméricas, porinas o canales (Weiss
1991) desde la membrana externa al espacio perispldsmico, incorporando
substratos de maximo peso molecular ca. 600 Da (Weiss 1991, Pantoja et al.
1997, Arnosti 2011). No obstante, la materia orgdnica particulada y disuelta
contiene compuestos de alto peso molecular (Chrost 1991), y a medida que
estos sean hidrolizados externamente a la membrana, se incorporan hasta el
periplasma (Billen 1991).

Para esto, las enzimas hidroliticas extracelulares catalizan la hidrdlisis de
moléculas de alto peso molecular de la materia orgdnica a substratos
suficientemente pequenos (< ca. 600 Da) permitiendo el paso a través de la
membrana celular (Chrost 1991, Weiss 1991, Arnosti 2011). Dentro de la célula,
parte de estos sustratos formardn parte de la biomasa, ofra fraccion serd
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respirada como CO», y ofra fraccion excretada como carbono orgdnico
disuelto (Liu et al. 2000) (Figura 2).

Por ende, la hidrdlisis enzimdtica extracelular (EEA en inglés) se considera el
paso inicial en la cascada de remineralizacion del carbono por parte de
bacterias (Arnosti 2011) y hongos marinos (Gutiérrez ef al. 2011), con la
participacion de ectoenzimas ubicadas entre la pared celular y el periplasma
de los microorganismos, y las exoenzimas que estan disueltas o asociadas a
particulas (Chrost 1991, Martinez & Azam 1993). Estas enzimas son las
encargadas de hidrolizar polimeros y oligbmeros a mondmeros o dimeros
(Pantoja et al. 1997, Hoppe et al. 2002, Williams & Jochem 2006) rompiendo
enlaces especificos para generar las subunidades de polimeros biosintéticos
(Figura 2), como ésteres de fosfato, nucledtidos, péptidos, amino-azucares,
lipidos, polisacdridos estructurales y de almacenamiento (Wiliams & Jochem
2006). Una parte del carbono orgdnico escapa a la degradacién microbiana
heterotréofica de la columna de agua y del sedimento superficial,
entierdndose en el sedimento (Arnosti 2011). Igualmente, la EEA responde
rapidamente a las entradas de materia orgdnica por sedimentacion (Meyer
1987, Arnosti et al. 1995) y disminuye con la profundidad del sedimento
(Fabiano & Danovaro 1998).
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Figura 2: Modelo del ciclo microbiano y la transformacion de materia
orgdnica por bacterias via actividad enzimdtica extracelular. Fuente: Liu et al.
2000.

Las enzimas extracelulares que reaccionan son principalmente hidrolasas
(e.q., glicosidasas, peptidasas, esterasas), enzimas que rompen los enlaces C-
O y C-N de polimeros (Hoppe 1991) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de la actividad hidrolitica de las enzimas sobre moléculas

de alto peso molecular de la materia orgdnica junto la liberacion de

productos no incorporados, CO3 por respiracion y carbono orgdnico disuelto.

Fuente: Arnosti 2011.

El océano costero es influenciado por fuentes de materia orgdnica por
descargas de rios con aportes terrestres y la exudacion de plantas y algas
(Billen 1991). Estos representan importantes contribuciones de nutrientes y
materia orgdnica Idbil, que estimulan la heterotrofia y la red alimentaria
microbiana, y con ello, los ciclos biogeoguimicos (Billen 1991). La bahia de
Concepcion es un drea somera y semicerrada con dos conexiones a mar
abierto (boca grande y boca chica) en direccién norte (Farias et al. 1996).
Recibe aportes directos a la costa a fravés del Rio Andalién (sureste) y del
humedal Rocuant (suroeste) (Farias et al. 1996), ademds de derivados
fotosintéticos producto de la fertilizacion por la surgencia (Billen 1991). Asi, los
pardmetros hidrogrdaficos y biogeoquimicos de la columna de agua de la
bahia Concepcion, estadn determinados por la variabilidad del viento local
(Brandhorst 1971, Ahumada & Chuecas 1979), presentando cambios
estacionales en el viento. Durante invierno predominan vientos norte, y la
lluvia incrementa la descarga del rio Andalién (Salamanca 1993), mientras
que en verano dominan vientos sur, que en conjunto con la fuerza Coriolis
genera el afloramiento de aguas profundas, lo que aumenta la
productividad del ambiente y genera cambios en el agua de fondo
producto de la surgencia, tanto en la bahia como en la drea costera
adyacente (Ahumada et al. 1983). A partir de estas condiciones se espera
encontrar gradientes longitudinales (costa-océano) asociados a diferentes
tasas de degradacion de la materia orgdnica y calidad de esta en
sedimentos costeros.



Hipdtesis 1: La actividad enzimdtica extracelular (EEA) es mds alta en
sedimentos con mayor contenido de materia orgdnica Idbil en sedimentos
superficiales cercanos a la costa en comparacion con sedimentos cercanos
al borde continental, existiendo un gradiente longitudinal (costa-océano) y
uno vertical (testigo de sedimento).

Objetivo: Determinar las tasas de hidrdlisis enzimatica extracelular y calidad
de materia orgdnica en sedimentos marinos costeros superficiales de la bahia
de Concepcion.

Objetivos especificos:
e Determinary comparar las tasas de hidrolisis enzimdtica extracelular en
sedimentos marinos.
e Determinary comparar la composicion de aminodcidos en sedimentos
Marinos.
e Generar un indice de degradacion para la estimacion de calidad de
materia orgdnica.

METODOLOGIA
Area de muestreo

La Bahia Concepcion (Figura 4, 36°40 S 73°02 W) es un drea somera de
profundidad mdaxima 45 m, y semicerrada de 190 km aprox. de longitud. Se
encuentra rodeada de industrializacion y urbanizacion, donde los desechos
domeésticos e industriales son vertidos de manera directa e indirecta a través
de la marisma Rocuant y rio Andalién (Farias ef al. 1996).

Los paradmetros hidrograficos de la bahia se ven afectados por la variabilidad
del viento local (Brandhorst 1971, Ahumada & Chuecas 1979), teniendo en
cuenta dos regimenes de viento anuales, durante el invierno y durante el
verano, cambiando igualmente las caracteristicas hidrograficas del agua de
fondo, la cual, en el franscurso del invierno el régimen se ve caracterizado
por agua superficial subantdrtica (SAW), generando una alta concentracion
de oxigeno disuelto y baja concentracion de nutrientes (Salamanca 1993),
mientras que, durante el verano este régimen se veria afectado por el agua
ecuatorial subsuperficial (ESSW), obteniendo alta productividad por aumento
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de nutrientes a partir del agua subsuperficial que emerge producto de las
surgencias (Arcos & Navarro, 1986). De este modo, se genera un gradiente
vertical de oxigeno dentro de la bahia y una zona de minimo oxigeno ocupa
el fondo marino costero (Farias ef al. 1996).

El sedimento de la bahia se caracteriza por un lodo reducido negro y blando
(principalmente limo y arcilla), rico en materia orgdnica (15-18%) con una fina
capa (mm) de floculante suprayacente, en el que, condiciones anodxicas
prevalecen en la interfaz sedimento-agua la mayor parte del ano (Farias
1992).

Jst7
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Figura 4: Imagen satelital de io Bahia Concepcion, y las estaciones de
muestreo. Fuente: Google Earth, data 2021.

Muestreo

La recoleccidon de muestras de sedimento se llevd a cabo los dias 2 y 10 de
noviembre 2021 en la embarcacidn Kay Kay Il de la Universidad de
Concepcion, en 3sitios (estaciones) de la Bahia de Concepcion (tabla 1).
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Tabla 1: Coordenadas de las estaciones de muestreo y profundidades.

Sitio de Rotulo  Coordenadas Profundidad Equipo
muestreo (m) utilizado
Estacion 6 Sté 36°36,5S 73°00,56 W 34 Draga, corer
Estacion 7 St7 36°35,5S 73°00,6 W 37 Draga
Estacion 18 | St 18 36°30,8 S 73°07,7 W 87 Draga

Con draga van Veen (0.5 m3 de mordida) se obtuvo el sedimento superficial
y, mediante rumhor corer se recolectd un testigo de sedimento de 73 cm de
longitud. Ademds, con el CTD SBE 25 (seabird) con sonda multiparamétrica se
midieron los pardmetros fisicoquimicos en la columna de agua, y se
consideraron las mediciones de bajada promediadas cada 1 m de
profundidad (temperatura (°C), oxigeno (ml/L y % de saturacion),
fluorescencia (mg/ms3), turbidez (NTU) y radiacion fotosintética activa (PAR))

Las muestras fueron almacenadas en cdmara fria (4°C), para ser
posteriormente procesadas en el laboratorio de Geoquimica Orgdnica
Marina de la Universidad de Concepcion.

Determinacion de actividad enzimatica extracelular

Para las 3 estaciones de sedimento superficial se realizaron incubaciones en
triplicados, mientras que para el testigo de sedimento se utilizaron estratos
segmentados, y dependiendo de la cantidad de sedimento disponible,
algunos estratos fueron mezclados, resultando 5 muestras en los primeros 10
cm (0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10 cm) y 7 muestras para la seccidon mas profunda (10-
14, 16-20, 26-30, 36-40, 46-50, 56-60 y 66-70 cm). Asi, se trabajé con 21 muestras
en total (9 muestras de sedimento superficial y 12 muestras desde el testigo).

Las incubaciones para estimar la EEA se realizaron en slurries con 10 a 14 ml
de sedimento y 10 ml de agua de mar autoclavada (Pantoja et al. 2011) en
viales dmbar de 40 ml. Cada slurrie se inoculd con 200 uL de sustrato
fluorogénico simil de proteinas (L-leucina-4-metil-7-cumarinilamida (MCA-
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Leu)) para obtener una concentracion final de 50 uM (Meyer 1987) (Figura 5).
La estimacion de EEA se midid durante 2 horas en intervalos de 30 a 50 min.

H peptide-like bond fluorescent
7 \
[} V4 7 \
HN-C-C & ‘o HN
R N< Polynuclear enzyme [ Polynuclear
H {aromatic compound T H,N- C. ) C\ * aromatic compound
R OH
-
Amino acid

H,N
B-naphthylamine (Somville and Billen 1983)
7-amino-4-methylcoumarin (Kanaoka et al. 1977; Hoppe 1983) \CEJ

CH,

Figura 5. Mecanismo general de la reacciéon de sustratos fluorogénicos para
la determinacion de hidrdlisis enzimdatica extracelular de macromoléculas
(Pantoja 2000).

Durante cada intervalo 1 ml de slurrie se centrifugd a 1,5 RCF por 90 s y al
sobrenadante (500 uL aprox.) se midio la fluorescencia en la fracciéon filfrada
a 365 nm de excitaciéon y 455 nm de emision UV en un fluorbmetro Turner
Design (Figura 6).

BEE I
| [#[&]=— = ]

Figura 6: Esquema con resumen del procedimiento llevado a cabo para la
determinacién de la fluorescencia.
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e Curva de calibracion de la senal fluorométrica

Las curvas de calibracidon se determinaron midiendo la florescencia del
producto de la hidrdlisis, 4-metil-7-cumariniliamida (MCA) en agua de mar
autoclavada.

Se prepard una soluciéon stock 4,24 mM de MCA de la cual se anadié una
dlicuota de 20 uL de MCA a 2 ml de agua de mar autoclavada para
preparar una solucion de trabagjo que se usard a través de disoluciones
seriadas para generar la curva de calibracion de concentraciones 4,20 uM;
2,10 uM; 1,05 uM; 0,52 uM; 0,26 uM y 0,13 uM.

e Cdlculo de las tasas de EEA

Las tasas de degradacion de los sustratos por hidrdlisis se calcularon de
acuerdo con cinética de primer orden, en donde la tasa constante de
degradacion (k) corresponde a la pendiente de la curva de In[Co/(Co-P)]
versus el tiempo de incubacion, donde P es la concentracion del producto
(MCA) a partir del sustrato inicial Co (Pantoja & Lee 1994).

Determinacion de aminodacidos

Para cuantificar aminodcidos (aminodcidos individuales hidrolizados totales,
THAA) como indicador de calidad de la materia orgdnica, se utilizd 200 mg
del sedimento liofilizado en un total de 32 muestras (4 réplicas para la St 6, y
dos replicas para las estaciones St 7 y St 18, respectivamente, y 24 estratos del
testigo) en viales de 5 ml.

Se cuantificaron 15 THAA: acido aspdartico (Asp), acido glutdmico (Glu), serina
(Ser), histidina (His), glicina (Gly), freonina (Thr), arginina (Arg), alanina (Ala),
tirosina (Tyr), metionina (Met), valina (Val), fenilalanina (Phe), isoleucina (lle),
leucina (Leu) v lisina (Lis). Para ello, se realizd hidrdlisis y neutralizaciéon previa
derivatizacion e inyeccion en el HPLC.

¢ Hidrdlisis del sedimento

La hidrdlisis del sedimento permite romper los enlaces peptidicos de las
proteinas contenidas con el fin de obfener aminodcidos individuales
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cuantificables. Para ello, se prepard 50 ml de la solucidon de hidrdlisis con 30 m
de dcido clorhidrico (HCI) 7 N, 5§ ml de fenol 2% y 5 ml de dcido
trifluoroacético (TFA) 10% y se completd con agua MiliQ. Se agregaron 3 ml
de la solucion de hidrdlisis a las muestras en los viales de 5 ml y se expusieron a
nitrbgeno gaseoso (N2) para la remocion de oxigeno. Se dejaron en unad
placa calefactora a 120°C durante 1 hora 30 minutos (Figura 7) a partir del
protocolo del Laboratorio de Geoquimica orgdnica de la Universidad de
Concepcion, segun Pantoja & Lee (1999).

5880 SN O
1]
[

Figura 7: Muestras hidrolizadas con solucion dcida (coloracion amarilla) junto

a la placa calefactora en el que se completard la hidrdlisis de proteinas
posterior a la actividad térmica (coloracion café opaca).

¢ Neuvtralizacion

La neutralizacién de las muestras hidrolizadas es necesaria para inyectar las
muestras en el HPLC cambiando el pH dcido a pH neutro. Por consiguiente, se
prepararon soluciones de neutralizaciéon con hidréoxido de sodio (NaOH) a
concentraciones 6 N, 1 Ny 0.1 N, a partir de diluciones seriadas con 24 g de
NaOHs aforando a 100 ml de agua Mili-Q (6 N). Se removieron 16,7 ml de la
solucion y se aford (1 N) y con 10 ml de la solucién anterior se aford
nuevamente (0.1 N); proporciones establecidas a través de cdiculos de
concentracion y volumen.
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200 uL de muestra dacida fue traspasa a vial de 1T ml en el que se generd una
serie de neuftralizacion con 300 ul - 600 uL de soluciones bdasicas (Figura 8), y
con tiras de papel de pH se visualizaba el resultado de neutralizaciéon (Figura
9).

"~ T

Figura 8: Muestras neutralizadas Figura 9: Papel de pH en el rango 1-
(coloracién naranja) en vial de 1 14 que define la muestra hasta
ml, a partr de las muestras tornarse neutro-bdsica (color verde
hidrolizadas con solucidn dcida. azul).

e Dilucién y HPLC

Entre 20 o 50 uyL de las muestras neutralizadas se diluyeron con metanol 40%
(MeOH 40%/agua Mili-Q 60%) hasta completar un vial de 1 ml. Los
aminodcidos individuales son derivatizados con 25 mg de reactivo OPA (o-
ftalaldehido) y 1.5 ml de buffer acetato 0.1 M para asegurar la deteccion por
fluorescencia.

Luego se llevd a cabo la inyeccion de las muestras en conjunto del blanco
(metanol 40%) y el estandar 1 uM en el cromatografo liquido (HPLC) Shimadzu
(modelo Nexera-LCMS-2020) con detector de fluorescencia. La fase movil
consistid en un gradiente en el tiempo con solventes metanol 40% y buffer
acetato de sodio 25 mM pH 5.7 a 1 mil/min, y se utilizé una columna C18 (250
mm x 4.6 mm).

indice de degradacién (DI)

A partir del porcentaje relativo de cada THAA, se calculd el DI para
sedimentos marinos. Este explica la degradacion de la materia orgdnica
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segun indique su labiidad a la descomposicion enzimdtfica y tasa de
degradacion de primer orden que resume el peso relativo de 14 aminodcidos
(excluye lisina) (Dauwe et al. 1999), a fravés de la suma del DI de los
aminodcidos individuales estandarizados con el factor bibliogrdfico
propuesto por Dauwe et al. (1999) para cada uno (tabla 4), por medio del
promedio y la desviacion estdndar del conjunto de datos a partir de todas las
muestras.

Formula 1: DI = (Caa — AVGaa) * Factor Coeficiente
SDOO

Donde Caq = concentracion (umol/g) del aminodcidos de la muestra; AVGaa
= promedio de las concentraciones aminodcidos de las muestras; SDaa =
desviacion estandar.

Anadlisis Estadisticos
Andlisis de componentes principales (PCA)

Como primer paso para establecer una comparacion de las variables
observadas, se utilizd el método estadistico PCA con el programa RStudio.
Este es un algoritmo matemdtico que reduce la dimension de la matriz de
datos y conserva la mayor parte de la variacidon entre la data por medio de
la obtencion de los componentes principales (Jolliffe 2002) (2 rectas que
convergen). Esto se genera a través de la estandarizacion con la varianza de
los resultados obteniendo una combinacion lineal con la dispersion de dicha
matriz. El fin es facilitar la interpretacion visual entre las variables (EEA, THAA y
Dl) a través de la agrupacion de datos.

Andlisis de varianza de 1 via (ANOVA)

Para poner aprueba las Hipdtesis 1 se realizd el test estadistico ANOVA de 1
via, utilizando el programa Sigmaplot version 12, a partir de los datos de EEA
(nmol/g h), THAA (umol/g) y DI, asegurando que cumpla los supuestos
estadisticos de normalidad de los datos y homocedasticidad de varianza.
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Como método posteriori se realizd el Tuckey test con el fin de comparar
diferencias significativas entre estaciones.

RESULTADOS
e Caracterizacion de la zona de estudio

Los sedimento costeros (St 6 y St 7) presentaron caracteristicas organolépticas
similares (olor fuerte, oscuros, fango denso y espeso) y con presencia de
fauna bentonica (poliquetos), mientras que el sedimento alejado a la costa
(St 18) se caracterizd con olor tenue, fango mas claro y con mayor contenido
liquido y, con presencia de filamentos de la bacteria del género Thioploca.

De los parédmetros medidos en el agua de fondo; la St 7 presentd valores mds
altos (temperatura (°C), oxigeno disuelto (OD) (% de saturacion), y radiacion
fotosintética activa (PAR)) respecto a las otras estaciones, con excepcion de
la fluorescencia(mg/m3) y turbidez (NTU) (tabla 2 y Figura 10).
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Figura 10: Parémetros promediados cada 1 metro en la columna de agua.
a) Temperatura (°C); b) % de saturacion de oxigeno disuelto (OD); c)

Iradiancia/PAR; d)

Fluorescencia

(mg/m?) y e)

Turbidez

(NTU) de las

estaciones medidas (lineas St 6: azul, St 7: roja, St 18: verde).
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Tabla 2: Pardmetros medidos en la zona de agua de fondo de la bahia
Concepcion.

Sté St7 St 18
OD (ml/L) 0.2 0,4 0.1
OD (% saturacion) 3.7 7.0 1.8
Irradiancia (PAR) 0,0003 0,008 0,001
Temperatura (°C) 9.7 9.8 9.3
Salinidad (PSU) 34,5 34,5 34,5
Fluorescencia (mg/m3) | 1,6 2,4 8,9
Turbidez (NTU) 1.4 1,6 38.2

Actividad enzimdtica extracelular (EAA)

A través de la reaccion fluorométrica con MCA-leu, se obtuvo que la St 7
ubicada en la boca grande de la bahia presentdé mayor tasa de EEA (1.18 =
0.54 nmol/g h), segquida de la St 6 (0.44 £ 0.13 nmol/g h) con la menor
profundidad y ubicada mas al interior de la bahia, y finalmente, la St 18 (0.40
+ 0.09 nmol/g h) ubicada fuera de la bahia con mds de 80 m de profundidad
(Figura 11).
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Figura 11: Comparacion de la tasa enzimdtica de hidrdlisis extracelular
(promedio y DS) en nmol/g h de sedimento superficial de las estaciones 6, 7 y
18, respectivamente, de la bahia Concepcion (promedio = DS).

A partir del ANOVA se determind que las diferencias de EEA (nmol/g h) entre
las estaciones de la bahia Concepcion fueron significativas con un p = 0.045.
Sin embargo, la prueba posterior (Tuckey tfest) no identificd diferencias
significativas entre las estaciones.

El testigo de sedimento de la St 6 presenta mayor EEA en el estrato superficial
con valores de 13.5 nmol/g h, disminuyendo hacia la zona mas profunda. No
obstante, en el cm 7 hubo un aumento en la EEA respecto al estrato anterior,
alcanzando 5.3 nmol/g h. Bajo los 20 cm la EEA se mantuvo constante en un
rango de 0.3 a 0.05 nmol/g h (Figura 14.q).

Debido a que solo se contd con un dato por estrato, no se realizd test
estadistico.

Aminodcidos

A fravés del promedio de las concentraciones (umol/g) se observd que en el
sedimento superficial la St é presenté mayor concentraciéon de THAA (301.3 +
137.3 umol/g), mientras que la St 18 en promedio fue mayor que la St 7 (159.4
+19.0 umol/g y 136.3 = 83.2 umol/g, respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12: comparaciéon de las concentraciones de aminodcidos individuales
(umol/g) de cada réplica del sedimento superficial (St 6, St 7 y St 18,
respectivamente) de la bahia Concepcion (promedio + DS).

El indice de degradacioén en las zonas mds cercanas a la costa (St é y St 7)
tuvieron mayor tendencia a valores positivos (materia orgdnica Idbil), no
obstante, la St 6 presentd contrastes en su réplicas, donde 3 de 4 resultaron
indices negativos vy, la otra, resultd ser positiva respecto a las demds réplicas,
mientras que el indice de degradacion en la St 18 indicd valores negativos
asociados a presencia de material orgdnico refractario (Figura 13).
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Figura 13: Comparacién del ID de aminodcidos totales del sedimento
superficial de las estaciones 6, 7 y 18, respectivamente, de la bahia
Concepcion (promedio * DS).

Costa Oceano

Por parte del testigo de sedimento, en general se observa que el promedio
de la concentracion (umol/g) del total de aminodcidos individuales tiende a
disminuir a mayor profundidad, sin embargo, se observan estratos con
aumento en su concentracidon total respecto al estrato anterior, como
observaenalos7cm, 10cm, 27 cm, 49 cmy 67 cm (Figura 17). Por otro lado,
el DI mostrd un descenso en la labilidad de la materia orgdnica con el
aumento de profundidad en el testigo, sin embargo, de igual manera se
observan estratos profundos que tienden a valores positivos, como a los 13
cm, y posteriormente en menor magnitud los cm 47, 57 y 59 que tienden por
definiciéon a contenido Iabil (Figura 14.b).
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Figura 14: A la izquierda se observa el testigo de sedimento de la St 6 (Bahia
de Concepcidén) de 73 cm de longitud utilizado para las mediciones. El perfil
de la izquierda (a) entrega la tasa enzimdtica extracelular en nmol/g h y el
perfil de la derecha (b) el indice de degradacién de los aminodcidos totales
en testigo de sedimento de la St 6.

Mediante el test ANOVA readlizado para THAA (umol/g) y DI entre las
estaciones de la bahia Concepciodn, se determind que no hay diferencias
significativas entre estos resultados (p = 0.246, p = 0.516, respectivamente).

El aminodcido individual que presentd mayor recurrencia tanto en
sedimentos superficiales (Figura 18) como en sedimento profundo (Figuras 19
y 20) fue la treonina (Thr), y en menores concentraciones la histidina (His) y
alanina (Ala). Ademas, la serina (Ser) Unicamente en el testigo de sedimento
contd con valores mas altos en comparacion al sedimento superficial de las
estaciones, viéndose aumentos en la parte superficial (hasta los 7 cm de
profundidad), a los 17 cm y desde los 27 a 40 cm del testigo. La his en el
testigo de sedimento presentd un aumento en el estrato 27 cm.
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Andlisis de componentes principales

La relacion entre las variables se resumid en la Figura 15 que incluye las
variables EEA (nmol/g h), THAA (umol/g) y DI, de a las estaciones de muestreo
y sus réplicas (St 6 = 6.1, 6.2y 6.3;St7=7.1y 7.2; St 18 =18.1 y 18.2). El PCA1
describe con un 70% de confianza la agrupacion de los datos, observandose
gue los componentes de EEA y DI contribuyen a la St 7, y los aminodcidos
totales componen principalmente la St 6. Mientras que la Figura 16 reune los
aminodcidos individuales en la St 6 principalmente con un 61.7% de
confianza.

18.2

aa ID

PC2 (18.2%)

PC1 (70.0%)

Figura 15: PCA de los componentes de EEA (nmol/g h), THAA (umol/g) y DI)
en sedimento superficial (St 6, St 7 y St 18).
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Figura 16: PCA de 15 aminodcidos totales individuales en relaciéon con el
sedimento superficial (St 6, St 7 y St 18).

DISCUSION

Sedimento superficial

Para la comparacion de la variable de aminodcidos entre estaciones se
genero dificultades debido a la diferencias de replicas. Se observd que la St 6
presentd mayor concentracion de THAA (301.3 = 137.3 umol/g), mientras que
la St 7 y St 18 mantuvieron un rango similar entre si (136.3 £ 83.2 umol/gy 159.4
+ 19.0 umol/g, respectivamente), donde la St 18 en promedio presentd mayor
concentracion en comparacion a la St 7 como se vio en la figura 12. Entre
ambas estaciones costeras, la St 7 presenta mayor tendencia a materia
orgdnica ldbil en (figura 13), esto, podria compararse con los valores
obtenidos en la actividad de hidrdlisis extracelular (EEA) que fue mayor y
correspondiente a la mismas comunidad del sedimento muestreado respecto
a las ofras estaciones (Figura 11), y se relacionaria entre estaciones cercanas
a la costa (St 6 y St 7) con un mayor contenido de materia |dbil y
aminodcidos. Ademds, se podria considerar que estas estaciones tienen
mayores aportes terrigenos, pero como se menciond estos generan aportes
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orgdnicos refractarios y con menor contenido de aminodcidos, por lo que
podria explicar el menor contenido de aminodcidos individuales en la St 7
(Cowie and Hedges, 1992). La comunidad de microorganismos presente es
una caracteristica del sedimento de cada estaciéon, en el que la diferencia
de esto expligue que haya microorganismos que degraden mayor cantidad
de materia orgdnica, como si predominasen hongos marinos o bacterias.
Pantoja & Lee (2003) cuantificaron concentraciones de aminodcidos (THAA-
C/TOC (TOC: carbono orgdnico total, siglas en inglés)) y la fraccion de THAA-
nitrdbgeno relativo en nitrogeno total en sedimento superficial (hasta los 5 cm),
estimando que las estaciones ubicadas mds cerca de la superficie terrestre
presentaban mayor concentraciéon de THAA-C/TOC. Consecuentemente, los
resultados de Pantoja & Lee (2003) mostraron que la St 7 (con 0.34 THAA-
C/TOC) fue ligeramente mayor que la St 6 (0.25 THAA-C/TOC), y 17 veces
mayor que la St 18 (0.02 THAA-C/TOC), no concordando con los resultados
medidos en el presente trabajo entre la St 6 y St 7, ya que la St é presentd
mayor concenfracion de THAA (Figura 12 y Figura 16).

El PCA agrupo los aminodcidos totales a la St 6, y la EEA e DI a la St 7 (Figura
15), asociando los pardmetros medidos principalmente a las estaciones
cercanas a la costa (St 6 y 7), y desune la St 18 (ubicada fuera de la bahia).
Entonces, si bien los resultados graficados muestran diferencias y el PCA
muestra agrupaciones visibles entre ellos, el test estadistico ANOVA concluye
que las variabilidades vistas no son significativas entre las estaciones 6, 7 y 18.

Testigo de sedimento (hasta 70 cm)

Para un testigo de sedimento, frecuentemente se espera que a medida que
aumenta la profundidad en el sedimento el contenido de materia orgdnica
Iabil disminuya, debido mayoritariamente a efectos de descomposicion por
parte de los micro y macroorganismos benténicos (Brown et al. 1972). Esto se
observd en los perfiles del testigo presentando tendencia al decrecimiento.
Sin embargo, en el perfil de concentracion de THAA individuales (Figura 19)
hubo un peak de histidina en el estrato 27 y peaks de treonina y serina en
zonas profundas, en el que la treonina alcanzd valores similares al superficial.

Se ha documentado que la treonina y serina estdn asociadas a las frdstulas
de silices de diatomeas y proporcionan proteccion contra la degradacion
microbiana (Hecky et al. 1973), lo que podria estar vinculado a su aparicion
en la superficie del testigo y en la zona profunda.
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De igual forma, la concenfracion de aminodcidos totales se observaron
peaks debido a los aumentos de aminodcidos individuales (Figura 17).
Ademds, a los 13 cm de profundidad la labilidad aumentd 2 veces por sobre
el estrato superficial. Cowie y Hedges (1992) en un testigo de 50 cm de la
bahia Dabbo, Washington, estimaron que la composicion elemental de la
materia orgdnica sedimentaria (%OC, %N, THAA) tendi® a caer mads
notoriamente desde los 10-15 cm de profundidad, sin embargo, se observé
que a pesar de que la fluctuaciones decayeran, hubo aumentos en las
concentraciones de proteinas en estratos profundos similar o levemente
mayor al estrato superficial, coincidiendo con la dispersion en la
concentracion de aminodcidos de este trabajo.

Aminodcidos

La naturaleza de cada péptido es variable, por lo que las tasas de hidrdlisis
de componentes proteicos podrian variar segun su estructura (Panfoja & Lee
1999). Cowie & Hedges (1992) caracterizaron los aminodcidos proteicos
enterrados en sedimento segun su fuente de origen, resultando esta similares
entre si. Con ello se determind que organismos como fitoplancton,
zooplancton, bacterias y hongos son los mayores generadores de
aminodcidos (50-140 mg cada 100 mg de carbono orgdnico), seguido de las
macroalgas (macrdofitos) (~30 mg cada 100 mg de carbono orgdnico) y
finalmente, con bajos aportes las plantas vasculares, en el que las plantas no
lenosas oforgan mayor cantidad (~18 mg cada 100 mg de carbono
orgdnico) que los tejidos lenosos. Sin embargo, la materia orgdnica
producida en la columna de agua y que alcanza la superficie del sedimento
para ser utilizado por la comunidad microbiana, es menor a 0.1% (Cowie &
Hedges 1992).

Los aminodcidos individuales no exhibieron una tendencia clara a la estacion
o a sedimento mds profundo. La treonina muestra ser el aminodcido con
mayor predominancia en cada muestra. Cowie y Hedges (1992) mostrd
mAaximos invernales de glicina, treonina, dcido aspdrtico y alanina a 30 m de
profundidad, y una disminucion de dcido aspdrtico a 60 m de profundidad, y
a 30 m de profundidad exhibieron minimos invernales la firosina, metionina y
fenilalanina, lo que podria ser consistente estacionalmente debido que el
muestreo se realizd a fines de invierno y comienzos de otono. Finalmente, el
mismo autor mostré que el dcido glutdmico se enriguece mientras que la
arginina se agota a 60 my relativo a los 30 m de profundidad y no observaron
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patrones estacionales consistentes, esto no coincidid con el presente estudio,
debido a que las concentraciones para ambos aminodcidos fueron bajas.
Los aminodcidos intracelulares presentes en el plasma celular como dacido
glutdmico, fenilalanina y metionina (Hecky et al. 1973), son mds susceptibles a
la degradacion que los aminodcidos asociados a la pared celular, como la
glicina, serina y alanina (Wang et al. 2018), no obstante, los aminodcidos
individuales mencionados a excepcidon de la ala presentaron
concentraciones bajas.

La prueba estadistica PCA agrupa los THAA mayoritariamente a la St 6, como
se observo en la fendencia de los aminodcidos totales en general para esta
estacion.

CONCLUSION

1. Los sedimentos superficiales del interior de la bahia de Concepcion se
caracterizaron por presentar mayor EEA (St 7), mayor contenido de
aminodcidos (St 6) y mayor presencia de materia orgdnica labil, en
comparaciéon con sedimentos alejados de la costa (St 18) y sedimentos
mas antiguos (profundidad en sedimentos) (Tabla 3).

2. El sedimento ubicado fuera de la bahia (St 18) presentd valores
negativos en el DI (mayor materia orgdnica refractaria), lo que podria
presumir que hubiera un alto consumo de materia orgdnica Idbil por
parte de la comunidad microbioldégica o que los aportes de materia
orgdnica ldbil al sedimento marino fuesen bajos.

3. Las concentraciones de oxigeno del agua de la zona profunda en las 3
estaciones se encontraban en niveles subdxicos (1.7% a 7% saturacion
de OD).

Tabla 3: Resumen de los resultados de cada estacion y se establece entre las
mismas una comparacion de las variables medidas.

Tasa de EEA Concentracion de DI
aminodcidos

Sté Baja (similar ala st 18)  Alta +/-
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St7
St 18

4.

Alta Baja (similar a la st 18) +

Baja Baja -

Con el andlisis exploratorio (PCA) se observaron variaciones entre los
paradmetros de las estaciones costeras que sugieren un gradiente
longitudinal (costa-océano). Sin embargo, el andlisis estadistico
(ANOVA) determind que las variaciones entfre estas 3 estaciones no son
significativas entre si, por lo tanto, la hipodtesis 1 no se acepta.

. En el caso del testigo de sedimento que presentd irregularidades en la

degradacion de la materia orgdnica en diferentes estratos, en
comparacion a la EEA y contenido de aminodcidos, se mantiene que
la degradacidon va decreciendo al menos hasta los 10 cm de
profundidad, debido a que posteriormente hay intervalos de aumentos
en la degradacién, que podrian estar asociados a efectos bioldgicos
(biopertubacion) o eventos naturales (tsunamis/terremotos).
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ANEXO

Tabla 4: A partir de la base de datos de Dauwe et al. (1999) se utilizd el factor
coeficiente para la determinacion del DI, que calcularon en diferentes tipos
de sedimentos.

Aminoacidos Factor
individuales Coeficiente

asp -0,102
glu 0,065
ser 0,015
his 0,158
gly -0,099
thr -0,129
arg -0,115
ala -0,043
tyr 0,178
met 0,134
val . -0,044
phe - 0,134
ile 0,139
leu 0,169
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Figura 17: Suma de las concentraciones (umol/g) de aminodcidos
individuales de los estratos del testigo.
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Figura 18: Porcentaje de mol de aminodcido medidos para las estaciones (de
izquierda a derecha St 6 (R4, R3, R2y R1),St7 (RTyR2) y St 18 (R1y R2)).
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Figura 19: Concentracion (umol/g) de aminodcidos individuales en la vertical
de sedimento de la St 6.
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Figura 20: Porcentaje de mol de aminodcidos medidos en la vertical del
sedimento de la St 6.
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