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ABSTRACT

Although the deep ocean is one of the least explored areas, ocean trenches, those
that constitute some of the deepest ecosystems on Earth characterized by
extreme environments, are even more so.

Our study focuses on the structuring of metazoan organisms in the deep ocean,
exploring crucial aspects of diversity and the influence of depth on marine
communities. The metazoans that inhabit the Atacama Trench present
challenges in their identification due to the limited information available about
them. To overcome these limitations, molecular tools were used, using DNA
fragments from the minor subunit (18S) ribosomal RNA gene. This approach,
known as eDNA-metabarcoding, allowed us to analyze samples collected at
various stations and depths in the Atacama Trench, providing data on the
community composition of the metazoan in the deep ocean.

It was observed that the metazoan communities at the sampling stations in the
Atacama Trench were mainly composed of Nematoda, Arthropoda and
Annelida. However, homogeneity was identified in other groups, highlighting
the dominance of orders such as Monhysterida and crustaceans of the Copepoda
class in abundance. On the other hand, it was evident that diversity was not
strongly linked to factors such as depth or hydrostatic pressure, since the
stations with greater diversity showed a greater contrast in terms of depth.
Rather indicating other phenomena such as dispersion could be those that had a
greater effect on the diversity of the metazoan of the Atacama Trench, this is
also supported by the fact that the stations with the greatest diversity are those
closest to the coast. and that station that is closest to oceanic areas.

Furthermore, the limitations of using the 18S gene were exhibited when trying
to obtain lower taxonomic classifications, since the success rate decreased
considerably, generating a large number of ASVs not classified at the Family
level.



RESUMEN

Si bien el océano profundo es una de las zonas menos exploradas, las fosas
oceanicas, aquellas que constituyen algunos de los ecosistemas mas profundos
de la Tierra caracterizados por ambientes extremos, lo son atin mas.

Nuestro estudio se enfoca en la estructuracion de organismos metazoos en el
océano profundo, explorando aspectos cruciales de la diversidad y la influencia
de la profundidad en las comunidades marinas. Los metazoos que habitan la
Fosa de Atacama presentan desafios en su identificacion debido a la limitada
informacion disponible sobre ellos. Para superar estas limitaciones, se
emplearon herramientas moleculares, utilizando fragmentos de ADN del gen
ARN ribosomico de subunidad menor (18S). Este enfoque, conocido como
eDNA-metabarcoding, permitié analizar muestras recolectadas en diversas
estaciones y profundidades de la Fosa de Atacama, proporcionando datos sobre
la composicion comunitaria del metazoo en el océano profundo.

Se observo que las comunidades de metazoos en las estaciones de muestreo en
la Fosa de Atacama estaban principalmente compuestas por Nematoda,
Arthropoda y Annelida. Sin embargo, se identific6 homogeneidad en otros
grupos, destacando el dominio de 6rdenes como Monhysterida y crustaceos de
la clase Copepoda en abundancia. Por otra parte, se observo que la diversidad
no mostraba una correlacion significativa con factores como la profundidad o
la presion hidrostatica. De hecho, las estaciones con los indices de diversidad
mas altos fueron aquellas que presentaban una mayor variacion en sus
profundidades. Indicando mas bien que otros fenémenos como la dispersion de
individuos, podria ser quien tuvieran un mayor efecto en la diversidad del
metazoo de la Fosa de Atacama, esto también se respalda en el hecho de que las
estaciones con mayor diversidad sean la que se encuentra mas cercana a la costa
y aquella estacién que se encuentra mas cercana a zonas oceanicas.

Ademas, se exhibieron las limitaciones del uso del gen 18S al intentar obtener
clasificaciones taxondmicas mas bajas, ya que el porcentaje de éxito disminuy6
considerablemente, generando un gran niimero de ASVs no clasificados a nivel
de Familia.



1. INTRODUCCION

1.1 Océano profundo

El Océano profundo, caracterizado por aguas que se encuentran por debajo de
los 200 m, son el bioma mas grande del mundo y representan mas del 65% de
la superficie de la Tierra y mas del 95% de la biosfera global (Corinaldesi,
2015). Sin embargo, podemos decir con certeza que lo que conocemos con
respecto a este ecosistema es completamente limitado, siendo uno de los mas
inexplorados. El océano profundo esta segmentado principalmente por cuatro
zonas: Zona Mesopeléagica (200-1000 m), Zona Batial (1000-2000 m), Zona
Abisal (2000-6000 m) y Zona Hadal (> 6000 m)(Rogers, 2015). En cada una de
estas zonas la diversidad relativa de especies varia puesto a que existe una
disminucion en la abundancia y biomasa de organismos con el aumento de la
profundidad (Jamieson et al., 2010). A pesar de las condiciones ambientales
extremas como lo es la presion, la baja temperatura, la escasez de alimento y
luz, existen diversas formas de vidas que se han adaptado a estos hostiles
ambientes (Grassle y Maciolek 1992; Smith et al. 2008; Jamieson et al. 2009)

El océano profundo se caracteriza por la extincion total de luz solar, la alta
presion hidrostatica (> 10 MPa; 100 atmosferas terrestres, aproximadamente),
las bajas temperaturas (1 - 4 °C) y la escasez de alimentos (Nunoura et al.,
2015). La escasez de alimento estaria relacionada a la disminucion de la materia
organica en hundimiento, la cual proviene de la produccion bioldgica superficial
(Buesseler & Boyd, 2009), esta es la principal caracteristica que podria limitar
la abundancia de organismos en el océano profundo. El éxito de los organismos
que habitan aguas profundas esta altamente influenciado por la nieve marina,
impactando esta sobre la biodiversidad en dicha zona (Bochdansky et al., 2010).
La nieve marina, junto a fumarolas hidrotermales y la quimiosintesis pueden ser
los principales precursores de alimento en las profundidades.



1.2 Fosa de Atacama

La zona hadal, hace referencia a las partes mas profundas del océano las cuales
a su vez son las zonas menos estudiadas, estas zonas estan constituidas
practicamente en su totalidad por las fosas ocednicas (Nunoura et al., 2015;
Taira et al., 2005). Existen 33 fosas ocednicas (Jamieson, 2015) distribuidas
principalmente a lo largo del Anillo de Fuego del Pacifico (Figura 1). ’
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Figura 1. Mapa del Anillo de Fuego del Pacifico demarcado por la zona destacada de

rojo y la ubicacion de algunas fosas oceanicas, incluyendo la Fosa de Atacama en el

Océano Pacifico Sur Oriental (Modificado de
https://es.wikipedia.org/wiki/Cinturéon_de fuego del Pacifico. Acceso: 25.03.2022).
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En una fosa oceanica se logra apreciar un ecosistema hadal-pelagico y un
ecosistema hadal-bentonico (Wolff, 1959). Estos son lugares aislados
encontrados en zonas de subduccion. Se cree que la abundancia de organismos
comienza a decaer a medida que la profundidad aumenta, en la zona hadal
podria ocurrir lo contrario, es decir, la zona hadal no necesariamente por ser la
mas profunda, seria la zona con menos abundancia de organismos del océano
profundo. (Rex et al., 2006; Schmidt & Arbizu, 2015). Esto podria ser a causa
de la morfologia de las fosas, las grandes y prolongadas pendientes en su



estructura favorecerian el flujo y transporte de materia orgénica hacia el fondo
(Glud et al., 2013; Ichino et al., 2015).

A lo largo de la columna de agua se puede encontrar una amplia diversidad de
organismos marinos, dentro de estos, destacan los metazoos. La fauna pelagica
abarca una amplia variedad de grupos, como protozoos, Cnidaria, Ctenophora,
Chaetognatha, Polychaeta, Mollusca, Crustaceos, Urocordados y peces
(Peterson et al., 2006). Entre estos grupos, el metazoa, que consiste en
organismos planctonicos metazoarios, destaca por su abundancia y biomasa,
destacandose por sus niveles notables de diversidad filogenética y taxondmica.
Estos metazoos comprende 15 filos y 41 grupos funcionales (Bucklin et al.,
2016). Las comunidades metazooplanctonicas estan conformadas tanto por
holoplancton, que completa todo su ciclo vital en la columna de agua, como por
meroplancton, que engloba organismos planctonicos con fases larvales tanto
pelagicas como bentonicas (Bucklin et al., 2016). La alta dependencia del
metazoo de las condiciones de la columna de agua hace que muestren una gran
sensibilidad a los gradientes ambientales, como la temperatura, salinidad,
oxigeno, presion hidrostatica, y la cantidad y calidad del alimento (Bucklin et
al., 2019; Kim et al., 2020; Lindeque et al., 2013; Sommer et al., 2017). En la
actualidad, se han identificado mas de 7000 especies de zooplancton marino, y
se estima que el nimero total podria alcanzar hasta las 28000 especies cuando
se incluye el meroplancton (Polovina et al., 2008; Stuart et al., 2003)

1.3 Estudio de organismos Metazoos

El estudio de metazoos en el océano se ha centrado practicamente en un analisis
morfologico, lo cual ha demostrado grandes niveles de diversidad, mientras que
para el estudio de microorganismos la aplicacion de técnicas morfo-
taxondmicas no es del todo eficiente (Gooday et al., 2020). Es por esto por lo
que el uso de secuencias de ADN para estudiar la diversidad ambiental ha ido
en aumento debido al hecho de poseer una aplicacion mas amplia.
La aplicacion y avance de la secuenciacion de alto rendimiento (HTS) ha
ampliado las posibilidades de realizar estudios moleculares sobre la
biodiversidad en metazoos. Este método posibilita la secuenciacion masiva de
miles a millones de fragmentos de ADN de manera simultanea, permitiendo un



procesamiento mas eficiente y econdmico de multiples muestras en
comparacion con la taxonomia tradicional. El metabarcoding se basa en la
identificacion simultdnea de multiples taxones en una muestra, utilizando la
informacién del ADN de uno o mas genes, pudiendo aplicarse en el ADN
recolectado de una comunidad de metazoo, que fuese capturada, mientras que
la aplicacion del ADN ambiental (¢eDNA) se basa en filtrar muestras de agua
recolectada. Utilizando los fragmentos de tejido, células y orgénulos de la
especie o grupos de interés que fueron filtrados se extrae el ADN (Quast et al.,
2012). Esto debido a que los restos de organismos en la columna de agua van
decantando, lo que provoca que estos vayan dejando rastros de ADN, los que
pueden ser recolectados mediante la toma de muestras de agua (Laroche et al.,
2020)

El metabarcoding de ADN, ha abierto una nueva interpretacion al analisis de
biodiversidad, ampliando el conocimiento sobre la vida en el mar (Stat et al.,
2019). Estos procesos presentan ventajas sobre la taxonomia clasica, el no
depender de taxonomos expertos a la hora de identificar una amplia gama de
filos, seria una de ellas, asi también como la implementacion del metabarcoding
en la comunidad de metazoos ha evidenciado su eficacia para identificar
especimenes pequefios, inmaduros y cripticos (Heller et al., 2018; Quast et al.,
2012) incluso ha demostrado la capacidad de detectar un nimero superior de
especies 0 géneros en comparacion con la taxonomia tradicional (Heller et al.,
2018; Westcott & Schloss, 2017) asi como también, su aplicacion ha permitido
la identificacion de gradientes de distribucion vertical (Benson et al., 2005) y la
deteccion de cambios en la estructura comunitaria del metazoo (Fiedler &
Talley, 2006; Heller et al., 2018), la cual podria variar por diversos factores,
como lo es la presion hidrostatica (Kim et al., 2020)

No obstante, para llevar a cabo el metabarcoding es esencial contar con una base
de datos de referencia que vincule los datos obtenidos con una asignacion
taxonémica (Zhang et al., 2013). En consecuencia, la aplicacion del
metabarcoding, facilita el estudio de la diversidad desconocida en muestras
obtenidas de ecosistemas con acceso limitado para muestreo y observacion,
como es el caso del océano profundo.



1.4 Relevancia cientifica, hipotesis y objetivos

El océano profundo, siendo el ecosistema mas extenso, permanece como la
regiéon menos explorada del planeta en cuanto a sus organismos y procesos
oceanograficos que influyen en sus condiciones de hébitat. En este escenario, la
disponibilidad de alimentos y la presion hidrostatica generan una variedad de
habitats, propiciando alteraciones significativas en la estructura y diversidad de
las comunidades marinas. Este estudio se enfocard principalmente en
comprender la estructuracion del metazoo en relacion con la profundidad. El
metazooplancton abarca una amplia variedad de organismos en términos de
tamano existiendo organismos que van aproximadamente desde los 200um a
organismos menores a 4000 um, los cuales pertenecerian a diversos grupos
taxonémicos. La evaluacion de su composicion resulta extremadamente
compleja y diversa debido a que muchas especies dominantes estdn compuestas
por varios estadios de vida, a menudo no pudiendo ser descritos. Por ello, la
identificacion de poblaciones a partir de muestras de campo, que cominmente
solo reportan estadios adultos, se ve limitada mediante la taxonomia clasica. Por
ende, se optard por el uso de herramientas moleculares que, al emplear
fragmentos de ADN del gen ARN ribosémico de subunidad menor (18S) (Chiba
et al., 2018; Schloss et al., 2009), proporcionaran datos sobre la composicion
comunitaria del océano profundo. Se llevard a cabo un analisis de las muestras
recolectadas en diversas estaciones y profundidades mediante eDNA-
metabarcoding, lo que permitird estimar la diversidad y estructuracion del
metazoo habitante en las profundidades de la Fosa de Atacama. Por lo tanto, se
abordaran las siguientes preguntas de investigacion: jexiste estructuracion de
las comunidades de metazoos respecto a la profundidad?, si es asi, ;como se
comporta el perfil de diversidad y abundancia relativa en el océano profundo?
Estas preguntas son de gran interés para la comunidad cientifica al momento de
realizar estudios en lugares poco explorados, por lo cual permitirdn entender la
ecologia del océano profundo.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

La presion hidrostatica, asociada a la profundidad, modula la estructura
comunitaria del metazoo en la Fosa de Atacama, afectando su abundancia
relativa y diversidad.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Conocer la diversidad y estructura comunitaria de las comunidades de metazoos
en las profundidades de la Fosa de Atacama.

2.3 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Caracterizar la diversidad y estructura comunitaria del metazoo presente
en los distintos puntos de estudio en la zona de la Fosa de Atacama.

2. Evaluar el efecto de la presion hidrostatica en la modulacion de la

diversidad y estructura comunitaria del metazoo en la Fosa de Atacama.

3. Estimar la capacidad de asignacion taxonomica de las bases de datos
genéticos actuales en la diversidad de metazoos en la Fosa de Atacama.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el océano Pacifico Suroriental, al norte de Chile,
frente a las costas de Antofagasta, abarcando la region entre los 23.2°S y 23.8°S.
Se focaliz6 especificamente en la Fosa de Atacama, caracterizada por alcanzar
una profundidad maxima de 8081 metros. La recoleccion de muestras se llevo
a cabo mediante el despliegue de Landers equipados con botellas Niskin de 30
litros. Estas muestras fueron obtenidas de cuatro puntos de muestreo ubicados
a diversas profundidades: S1 (5416 metros), S2 (6700 metros), S3 (6800
metros) y S4 (7011 metros). (Figura 2)

América del Sur
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Figura 2. Estaciones de muestreo para el andlisis de ADN ambiental metabarcoding
del gen 18S en la Fosa de Atacama del Pacifico Sur Oriental.

3.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras de agua recolectadas fueron filtradas a través de un Sterivex con
un tamafio de poro de 0.22um. mediante una bomba peristaltica. Las muestras
filtradas fueron congeladas a -20C° para su posterior andlisis genético en el



laboratorio. Estas muestras de agua recolectada contendrian ADN,
representando gran parte de las especies habitantes en la zona de estudio,
incluyendo el metazooplancton

3.3 Extraccion de ADN

Este proceso se llevd a cabo en Laboratorio de Ecologia Molecular y
Microbiana (LOM) de la Universidad de Concepcion, donde las muestras
fueron descongeladas y se agregaron 40 uL de solucion de lisozima
directamente en el Sterivex. Se realizaron incubaciones a 37°C con rotacion
durante 45 minutos. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de solucion de
proteinasa K (1 mg de Proteinasa K en 100 pL de buffer de lisis) y 100 pL de
sulfato Dodecyl de sodio (SDS) al 20%, seguido de una incubacién a 50°C con
rotacion durante 2 horas. El lisado resultante fue transferido a un tubo de 15 mL
mediante el uso de una jeringa esteril de 3 mL.

Se agregd 1 mL de buffer de lisis al filtro y se procedio a lavar a 55°C durante
15 minutos. Este material fue combinado con el lisado previamente obtenido.
Se adicion6 1 volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1),
seguido de una mezcla mediante vortex durante 1 minuto, seguido de un reposo
de 1 o 2 minutos.

La centrifugacion se llevo a cabo a 1500 xg durante 5 minutos, y la fase acuosa
superior se transfirid cuidadosamente a un nuevo tubo Falcon, evitando
arrastrar la fase intermedia. Se incorpord 1 volumen de cloroformo: alcohol
Isoamilico (AIA), con mezcla mediante vortex y un reposo de 1-2 minutos.
Después de centrifugar a 1500 revoluciones por minuto (rpm) durante 5
minutos, la fase acuosa se transfirid a otro tubo Falcon con precaucion. Para
precipitar el ADN, se afiadieron 0.8 volimenes de Acetato de Sodio 3M pH 5.2
y 1 volumen de isopropanol frio, con una incubacion durante toda la noche a -
20°C.

Al dia siguiente, se procedid a la centrifugacion a 13.000 rpm durante 15
minutos en tubos Eppendorf de 2 mL. En caso de exceder los 2 mL, se llevo a
cabo una centrifugacion adicional, eliminando el sobrenadante antes de volver
a agregar 2 mL en el mismo tubo. La eliminacion del sobrenadante se realizo
con cuidado para evitar arrastrar el ADN sedimentado. El pellet resultante fue
lavado con etanol al 80% frio y centrifugado durante 10 minutos a 13.000 rpm.
Se desecho el sobrenadante y se permitid que el pellet se secara a temperatura
ambiente, eliminando con precaucion cualquier residuo de etanol después de



realizar un spin down.
Una vez seco, el pellet fue resuspendido con 50 pL de agua Mili Q y se mantuvo
a 37°C durante algunas horas para una completa resuspension. Se cuantificaron
en un nanodrop y se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para
evaluar sus integridades. Finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C. para
ser enviadas a secuenciar a la plataforma Illumina MiSeq (FASMAC Co., Ltd.).
Austral- omic, Valdivia.

3.4 Purificacion de las muestras

Las muestras de ADN fueron purificadas utilizando columnas del kit Zymo
Genomic DNA Clean & Concentrator, siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el proveedor. Posteriormente, las muestras de ADN se
eluyeron en 25 pL de buffer Tris 10 mM para la preparacion de las bibliotecas.
Las muestras fueron cuantificadas por fluorimetria, con el objetivo de entregar
una cuantificacion exacta de la concentracion de ADN.

Numero Codigo Qubit ng/ul. | 260/280
1 S1 11,1 2,08
2 S2 1,53 2,94
3 S3 10,2 2,02
4 S4 19,1 2,05

Tabla 1. Concentracion de las muestras en ng/ul. Se muestran las
concentraciones obtenidas por fluorimetria y ratio 260/280 por medio de
absorbancia para las diferentes muestras.

3.5 Extraccion de ADN, reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y
secuenciacion

Las bibliotecas de secuenciacion fueron confeccionadas empleando la enzima
de alta fidelidad Platinum SuperFi II Polymerase para los cebadores de 18S
Forward: TTGTACACACCGCCC 18S Reverse:
CCTTCYGCAGGTTCACCTAC (Amaral-Zettler et al., 2009). Se llevé a cabo
un proceso de PCR con 35 ciclos y una temperatura de alineamiento de 55°C
con el objetivo de generar los amplicones (fragmentos de ADN) en todas las
muestras, incluyendo controles negativos en cada reaccion de PCR para



verificar la limpieza del proceso. Posteriormente, todos los amplicones fueron
purificados mediante perlas magnéticas Agencourt AMPure XP a una
proporcion de 0,9X. Seguidamente, se cuantificaron por fluorimetria y se
mezclaron en cantidades equimolares.
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Figura 3. Electroferograma de biblioteca de secuenciacion. Se muestra el
electroferograma obtenido con el instrumento Fragment Analyzer del rRNA 18S. En
rojo se muestra el tamaio promedio de la biblioteca. En el eje X se ve el tamafio de los
amplicones (pares de bases), y en el eje Y las unidades de fluorescencia relativa (RFU).
LM y UM son marcadores de la corrida para alinear las muestras con el Ladder, LM=
Lower marker; UM= Upper marker.

3.6 Cuantificacion

Después de completar la preparacion de las bibliotecas, se llevd a cabo una
cuantificacion final mediante fluorimetria con el objetivo de diluirlas a una
concentracion adecuada para su carga en el equipo I[llumina Miseq. Para realizar
esta cuantificacion, se empled el kit Qubit dsDNA HS Assay Kit en el
fluorimetro Qubit 4.0, utilizando una curva de calibracion con dos estandares
de concentracion conocida. Una vez determinada la concentracién de las
bibliotecas en ng/uL, se calculd la concentracion en nM, esencial para las
diluciones subsiguientes necesarias para cargar el equipo Miseq. Este calculo se



basé en la concentracion en ng/uL y el tamafio en pares de bases (pb), utilizando
la siguiente formula:

. n
Concentracion u—‘?

660g
mol

x Tamaifio de biblioteca pb | x10° = Concentracién nM

3.7 Secuenciacion

Luego de determinar la concentracion de las bibliotecas, estas fueron diluidas a
una concentracion de 4nM y combinadas en un pool. A partir de este pool, se
inici0 el protocolo de carga en el equipo Miseq siguiendo las indicaciones del
fabricante segun el "MiSeq System Denature and Dilute Libraries Guide". En
resumen, la biblioteca se sometié a una desnaturacion con NaOH 0,2M durante
5 minutos y se ajustd0 a una concentracion final de 10pM, la cual fue la
concentracion seleccionada para el Kit MiSeq Reagent Kit v3 de 600 ciclos.
Esta dilucion se mezclo con una biblioteca de control PhiX en un 20% para
introducir heterogeneidad en la secuenciacion. Finalmente, se cargaron 600 puL
de este pool desnaturado en el equipo de secuenciacion Illumina Miseq en el
laboratorio AUSTRAL-omics, eligiendo la configuracion FastQ y llevando a
cabo lecturas pareadas.

3.8 Analisis bioinformatico y asignacion taxonomica

El analisis de datos se llevo a cabo mediante aplicaciones del software Mothur
(Schloss et al., 2009).
Mothur es un software utilizado en aplicaciones de bioinformatica y gendémica
para el andlisis de datos de secuenciacion de ADN. Para el andlisis mediante
Mothur se emplearon diversos comandos (Tabla 2)

Las secuencias obtenidas para el gen 18S fueron agrupadas por amplicon de
secuencia variante (ASVs). La asignacion taxondmica de cada ASV se llevo a
cabo mediante una comparacion con la base de datos SILVA (Quast et al., 2012)



COMANDOS RESUMEN

make.contigs(file=stability.files, deltag=10, insert=30, | Realiza la creacién de contigs a partir de secuencias
trimoverlap=T, processors=65) Forward y Reverse, recorta la region superpuesta,
summary.segs(fasta=current) mantiene insertos con una calidad >30.
screen.seqs(fasta=current, group=current, maxambig=0, | Proporciona estadisticas sobre cuantos contigs fueron
maxhomop=10, contigsreport=current) eliminados debido a ambigiiedades y homopolimeros,
summary.seqs(fasta=current) para mantener la calidad y reducir posibles errores de
secuenciacion.
screen.seqs(fasta=current, group=current, minlength=115) Elimina fragmentos demasiado cortos

screen.seqs(fasta=current, group=current, name=current, start=1) | Se utiliza para asegurar que todas las secuencias

summary.seqs(fasta=current) (contigs) inicien en el mismo punto en el extremo del
fragmento.

screen.seqs(fasta=current, group=current, minlength=115) Se utiliza para asegurar que todas las secuencias tengan

summary.seqs(fasta=current) una longitud igual o superior a 115 bases.

unique.seqgs(fasta=current) En conjunto, estos comandos permiten identificar y

summary.seqs(fasta=current, name=current) resumir las secuencias Unicas presentes en tus datos.

get.current()

chimera.vsearch(fasta=current, name=current, group=current, | En conjunto, estos comandos estan disefiados para

dereplicate=f) limpiar y preprocesar las secuencias eliminando
remove.seqs(fasta=current, accnos=current, group=current, | quimeras y corrigiendo errores de PCR, preparandolas
name=current, dups=t) para analisis posteriores.

summary.segs(fasta=current, name=current)
pre.cluster(fasta=current, name=current, group=current, diffs=1,
method=unoise)

degap.seqs(fasta=current)

classify.segs(fasta=current, Estos pasos son fundamentales en el analisis de
template=Silval28_ShortAll.ng.fasta, secuencias biolégicas, ya que permiten asignar
taxonomy=taxmap_slv_ssu_ref 128 ShortAll.txt, identificaciones taxonémicas a las secuencias
group=current) obtenidas, proporcionando informacién sobre la
count.segs(count=current, compress=t) composicién taxondmica de la muestra.

Tabla 2. Resumen de los pasos aplicados en el software Mothur y sus
respectivas acciones.

En cuanto al analisis de diversidad, en ese momento se calcularon varios
indices, incluyendo Riqueza (S), Shannon (H") y Simpson (1- ), mediante la
implementacion del paquete "INEXT" en Rstudio (Hsieh et al., 2016)
Posteriormente, se evaluo la estructura comunitaria estandarizando las muestras
con raiz a la cuarta y aplicando diferentes pruebas como; escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS). y cluster mediante la distancia de Bray
— Curtis. Al momento de estimar la similitud y diferenciacion entre
profundidades, se utilizo SIMPER (porcentaje de similitud). Todos estos
analisis se llevaron a cabo en el programa PRIMER (Clarke & Gorley, 2015).



4. RESULTADOS

4.1 Procesamiento bioinformatico

Todas las muestras fueron sometidas a extraccion y amplificacion de ADN. Se
obtuvieron un total de 1605990 lecturas para el gen 18S. Las secuencias unicas
se agruparon, resultando en 25339 ASV y solo 410 ASV pudieron asignarse a
metazoos (1,62%). Las curvas de rarefaccion basadas en el nimero de ASV,
mostraron saturacion, lo que indica una alta cobertura de muestreo (figura 4).
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Figura 4. Curva de rarefaccion para el gen 18S de las muestras en la Fosa de Atacama

4.2 Diversidad y composicion

Lo valores méaximos de riqueza, se exhibieron en la estacion 1(S=76), siendo
esta la menos profunda, mientras que la estacion 3 fue la estacion con menor
valor (S=26) (Tabla 3). Los indices de diversidad relativa como Shannon y
Simpson concordaron con los valores de riqueza, mostrando los valores mas
altos en la estacion 1(H'=3,19;1- A=0,94) y en la estacion 3 los mas bajos
(H'=0,78;1- A=0,31).



Tabla 3. indices de diversidad del gen 18S en la Fosa de Atacama. Para las 4
estaciones se calculo riqueza (S), Shannon (H") y Simpson (1- A).

Muestra Profundidad (m) | S H’(loge) 1-A
1 5416 76 3,19 0,94
2 6700 48 2,26 0,77
3 6800 26 0,78 0,31
4 7011 57 2,52 0,88

La asignacion taxonomica a nivel de filo basada en 18S dio como resultado 111
ASV que pudieron ser identificados para las cuatro estaciones de muestro,
mientras que 16 no lograron ser identificados, indicando que existido un gran
numero de ASV clasificados a nivel de filo (87,40%) y una minoria que no se
clasifico (12,60%). El mayor porcentaje de filos no clasificados (>8%), se
encontrd en la estacion 4, mientras que en la estacion 2 se obtuvo el menor
porcentaje de filos no clasificados (2,84%).

Los filos Nematoda, Arthropoda y Annelida, compusieron los filos con mayor
abundancia relativa para los cuatro sitios de estudio (77,09%) (ver anexo 1). El
filo Nematoda fue mas predominante en la estacion 3 (83%) mientras que en la
estacion 4 no tuvo una gran abundancia (6%). Por otro lado, el filo Arthropoda
fue quien demostré mayor predominancia en la estacion 4 (41%), mientras que
en la estacion 3 fue donde tuvo su menor participacion respecto a los cuatro
sitios de muestreo (8%). En cambio, el filo Annelida tuvo su mayor abundancia
en la estacion 1 (16,15%) y su menor en la estacion 3 (2,13%). Los demas filos
tuvieron una baja incidencia dentro de las cuatro estaciones (22,91%) (figura
5A).
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Figura 5. (A) Diversidad y abundancia relativa de los filos encontrados con el gen 18S
en la Fosa de Atacama. Los filos Nematoda (39.47%) Arthropoda (27.27%) y Annelida
(10.34%), fueron los de mayor abundancia relativa en las cuatro estaciones. (B)
Porcentaje de diversidad clasificada (95.05%) y no clasificada (4.95%) a nivel de filo
en las cuatro estaciones en la Fosa de Atacama.



La asignacion taxonomica a nivel de 6rdenes basada en 18S dio como resultado
83 ASV que pudieron ser identificados, mientras que 44 no lograron ser
clasificados, indicando que existid6 un gran nimero de ASV no clasificados
(34,65%) en las cuatro estaciones. El mayor porcentaje de ordenes no
clasificados (>63%), se encontro en la estacion 2, mientras que en la estacion 3
fue donde se obtuvo el menor porcentaje de 6rdenes no clasificados (13,22%)
de las cuatro estaciones (ver anexo 2).

Los ordenes clasificados con mayor abundancia relativa fueron Monhysterida,
Calanoida y Capitellida (33,15%), mientras el resto de los dérdenes encontrados
presentaban una menor participacion (24,89 %). El orden Monhysterida fue
predominante en la estacion 3 (83,43%), mientras que su menor participacion
se dio en la estacion 4 (0,48%). Por otro lado, la mayor presencia para el orden
Calanoida fue en la estacion 2 (9,21%), mientras que su menor fue en la estacion
3 (0,19%). Asimismo, el orden Capitellida tuvo su mayor presencia en la
estacion 4 (12,31%) y la menor en la estacion 2 (0,32%) (Figura 6). Por otra
parte, también se exhibid una alta presencia de 6rdenes no clasificados (42,32%)
(figura 6B). La alta participacion de ordenes no clasificados estuvo presente
también en la estacion 2 (60,48%) y 4 (37,39%), mientras que en la estacion 3,
la que fuese la estacion con menor diversidad (Tabla 3) no hubo gran incidencia
de 6rdenes no clasificados (7,80%).
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Figura 6. (A) Abundancia relativa de los 10 érdenes mas predominantes en la Fosa de
Atacama para las cuatro estaciones de muestreo. Los 6rdenes no clasificados (37. %),
Monhysterida (22.64%) y Calanoida (5.80%), fueron los 6rdenes con mayor
abundancia relativa encontrados. (B) Porcentaje de total de ordenes clasificados
(58.05%) y no clasificados (41.95%).



La asignacion taxondémica a nivel de familia basada en 18S dio como resultado
54 ASV que pudieron identificarse, indicando que existié un gran nimero de
ASV que no lograron ser clasificadas en familia (57,48%) en las cuatro
estaciones. El mayor porcentaje de familias no clasificadas (>91%) se encontro
en la estacion 3, mientras que en la estacion 1 se obtuvo el menor porcentaje de
familias no clasificadas (51,68%), de las cuatro estaciones.

El nimero de familias vari6 entre los grupos, se logro clasificar un total de 32
familias siendo las més abundantes Capitellidae (4,71%), Metridinidae (3,84%),
Doliolidae (2,95%) y Phyllodocidae (2,83%), mientras que el resto de las
familias clasificadas tuvo una baja presencia en las cuatro estaciones (11,57%)
(ver anexo 3). El nimero de familias no clasificadas fue mayor al 74% (Figura
7B) por lo que esta asignacion predomino en las cuatro estaciones. En la
estacion 1 la familia Doliolidae (11,75%) fue la con mayor predominancia de
las 32 familias clasificadas, mientras que su menor participacion fue en la
estacion 2 y 3 (0%). La familia Capitellidae tuvo su mayor participacion en la
estacion 4 (12,31%), mientras que la menor fue en la estacion 2 (0,32%). La
familia Metridinidae tuvo su mayor participacion en la estacion 2 (6,41%) y su
menor en la estacion 3 (0,15%). Por otra parte, la familia Phyllodocidae tuvo su
mayor predominancia en la estacion 1 (5,64%), mientras que la menor, la tuvo
en la estacion 3 (0,06%). (figura 7A)
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Figura 7. Abundancia relativa de las 10 familias mas predominantes con el gen 18S
para las cuatro estaciones de muestreo sobre la Fosa de Atacama. Las
Familia unclassified (69.12%), Metazoa (Animalia) unclassified (4.95%) vy
Capitellidae (4.71%), fueron las familias con mayor abundancia relativa. (B) Porcentaje
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Los andlisis multidimensionales como el de Cluster y NMDS mostraron que las
cuatro muestras presentaron una similitud del 20%. Sin embargo, estas se
agruparon en dos grupos uno compuesto por S3 y otro que incluyo S2, S1y S4.
Presentando este ultimo grupo una similitud del 30% (figura 8)
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Figura 8. Analisis de Cluster. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS).



5. DISCUSION Y CONCLUSION

La diversidad de metazoos detectada en las cuatro estaciones de muestreo de la
Fosa de Atacama fue superior en la estacion mas superficial (5416m), a su vez
esta estacion tuvo mayor similitud con la estacion mas profunda (7011m),
siendo esta la segunda mas diversa.

Algunos estudios sugieren que la diversidad en el océano profundo podria estar
determinada por gradientes verticales de oxigeno y temperatura (Seibel, 2011;
Tittensor et al., 2010). Sin embargo, otros indican que la estructuracion de las
comunidades del océano profundo podria estar directamente relacionada con la
presion hidrostatica (Ichino et al., 2015; Jamieson et al., 2010). En nuestros
resultados, no se observa una clara influencia de la presion hidrostatica en la
determinacion de la diversidad del océano profundo. Esto sugiere que otros
fendmenos podrian estar desempefiando un papel significativo, como los
procesos de dispersion y la radiacion desde zonas costeras u ocednicas hacia la
Fosa de Atacama.

En el analisis de datos, se identificaron un total de 410 ASVs 18S, los cuales
fueron asignados a metazoos. Comparando estos resultados con estudios
similares en la Fosa de Atacama, se observa una similitud en el nimero de ASVs
asignados, como se inform6 en un estudio previo con 497 (Ramirez-Flandes et
al., 2022). Ademas, las curvas de rarefaccion obtenidas en este estudio
mostraron una saturacion, lo que indica que el muestreo fue exitoso para
estudios de diversidad y concordante con investigaciones anteriores realizadas
en la zona.

Estudios en zonas pelagicas indican que alli existe una amplia diversidad,
mientras que investigaciones mesopelagicas sugieren que la diversidad
disminuye conforme aumenta la profundidad (Fernandez de Puelles et al., 2019;
Costello & Chaudhary, 2017). Sin embargo, en este trabajo se exhibe que la
diversidad no estaria ligada a la profundidad, asimismo investigaciones mas
recientes en el océano profundo también sugieren que la diversidad es
ligeramente mayor en aguas abisales-hadales, especialmente por debajo de los
4000 metros (Ramirez-Flandes et al., 2022). Esto pudiendo deberse a diversos
procesos fisicos, entre ellos, el transporte vertical, la actividad de mesoescala y
submesoescala (Correa-Ramirez et al., 2007; Hormazabal et al., 2013), el
transporte de Ekman (Aguirre et al., 2012; Bravo et al., 2016), asi como los



filamentos y meandros de las surgencias (Marin et al., 2001; Sobarzo &
Figueroa, 2001), estos tendrian el potencial de contribuir al desplazamiento de
plancton, nutrientes y materia organica e inorganica desde las areas productivas
de surgencias hacia las zonas oceanicas oligotroficas, influyendo asi en la
distribucion de organismos. En nuestro estudio los perfiles de abundancia
relativa para el gen 18S fueron variados en las cuatro estaciones de muestreo,
exhibiendo una ausencia en la estructuracion respecto a la profundidad, ya que,
en la estacion 1 la cual siendo la menos profunda fue donde se present6 la mayor
diversidad, ademas esta estacion tuvo mayor similitud con la estacion 4, la cual
fue la més profunda del estudio. El hecho de encontrar estaciones con distinta
profundidad, pero similares parametros de riqueza podrian deberse a la
dispersion.

Por otro lado, al contrastar nuestros resultados con los hallazgos de
investigaciones previas en las aguas profundas de la Fosa de Atacama, se deduce
que la clase de crusticeos Copepoda exhibe una abundancia considerable a
profundidades superiores a 4000m (Ramirez-Flandes et al., 2022). Sin embargo
en comparacion con trabajos previos, nuestro andlisis difiere, ya que mientras
en el estudio de (Ramirez-Flandes et al., 2022) la clase Hydrozoa era dominante
en abundancia, en nuestra investigacion se evidencio que el orden Monhysterida
era el predominante. Esto podria explicarse por el descenso abrupto del Lander
lanzado en la estacion 3 durante la toma de muestras, lo que resultd en la
remocion de particulas del lecho oceanico que posteriormente fueron
recolectadas en las muestras de agua. Ademads, cabe sefialar que no se pudo
llegar a una clasificacion mas baja, debido a la falta de datos para esta categoria
taxonomica. Este escenario se evidencid en varios 6rdenes identificados en este
estudio, con solo un 58,05% de clasificacion lograda. Similarmente, la
clasificacion a nivel de familias también presentd limitaciones, alcanzando
unicamente un 25,93%.

El marcador 18S es el mas comun utilizado en estudios de ADN ambiental para
metazoos, siendo un gen presente en todos estos organismos, permite detectar
una considerable suma de estos, sin embargo, al utilizar este marcador se
obtiene una baja resolucion al momento de identificar a nivel de especies, este
marcador en su lugar, proporciona informacion sobre niveles taxondmicos
superiores como lo son ordenes y familias (De Vargas et al., 2015). Otro
inconveniente potencial de este marcador radica en la posibilidad de que
algunos organismos compartan la misma region V-9, que es la region donde se



aplica el marcador 18S. Esto podria conducir a una superposicion de los
resultados, ya que es factible que dos organismos pertenecientes a filos distintos
compartan la misma region V-9 y, por lo tanto, sean clasificados de manera
similar. En contraste el gen COI, otro de los marcadores utilizados estos
métodos, tiene una mayor resolucion taxondmica para la identificacion de
especies, pero una menor tasa de éxito en la amplificacion de grupos
taxonomicamente diversos (Deagle et al., 2014) por lo que generalmente, es
necesaria la utilizacidon de mas de un marcador para asegurar la clasificacion de
taxones mas especificos.

Los ASVs 18S recolectados en los cuatro puntos de muestreo fueron
comparados como secuencias con bases de datos como SILVA,
METAZOGEENE y PR2 para elaborar los perfiles taxondmicos
correspondientes. Aunque estas bases de datos han demostrado resultados
optimos en analisis de diversidad, este estudio revelod un elevado porcentaje de
ASVs asignados a metazoo que no pudieron ser clasificados en grupos mas
especificos (>60%). Este hallazgo resalta la influencia de la cobertura
geografica y de los cebadores de amplificacion en los resultados de cualquier
estudio de ADN ambiental.

Se sugiere llevar a cabo andlisis complementarios en el futuro, incorporando
otros marcadores genéticos como el COI. Este enfoque seria beneficioso para
diferenciar entre especies, especialmente para aquellos organismos que no se
amplifican de manera efectiva con el marcador 18S. Ademas, al emplear el COI
como un complemento al 18S, se podria obtener un resultado mas preciso en
situaciones en las que organismos de filos distintos comparten la misma region
genética. Este enfoque conjunto de marcadores podria proporcionar una
perspectiva mas completa y fiable sobre la diversidad genética del metazoo en
la Fosa de Atacama, ademads se siguiere implementar el uso de mas bases de
datos al momento de realizar la clasificacion taxondmica e incluir la evaluacion
de diversos procesos oceanograficos y variantes ambientales como patrén que
module la diversidad en esta zona.

Los analisis de diversidad y abundancia del metazoo, asignado mediante el gen
18S, no revelaron un patron estructurado en relacion con la presion hidrostatica.
A pesar de la expectativa de que las gradientes ambientales, como la presion
hidrostatica, desempenarian un papel fundamental en la estructuracion de las
comunidades en el océano profundo, los resultados indican que otros factores,
como los procesos de dispersion y la radiacion desde zonas costeras u ocednicas,



podrian tener una mayor influencia, asimismo otros procesos fisicos que
ocurren en la Fosa de Atacama podrian estar contribuyendo al hecho de que
exista una mayor diversidad en las zonas costeras y en las zonas ocednicas de
esta region.

A pesar de las limitaciones de las bases de datos debido a las secuencias
disponibles para la identificacidn, este trabajo destaca el potencial del ADN
ambiental para llevar a cabo estudios de diversidad en el océano profundo.



ANEXO

Anexo 1. Tabla de porcentaje de filos asignados por estacion

S1% S$2% S3% S4% Filo

18,13 49,35 83,54 6,63 Nematoda

32,71 21,63 8,01 46,89 Arthropoda

26,20 1,60 0,52 8,79 Chordata

16,15 9,65 2,13 13,47 Annelida
0,19 6,20 0,00 0,22 Ctenophora
0,29 6,31 0,35 1,96 Echinodermata
2,85 2,84 5,41 8,72 Metazoa_(Animalia)_unclassified
0,09 0,00 0,00 0,00 Chaetognatha
0,16 0,00 0,00 0,00 Hemichordata
0,10 0,02 0,05 0,07 Mollusca
0,24 0,00 0,00 0,00 Nemertea
0,10 1,28 0,00 0,06 Xenacoelomorpha
2,79 1,12 0,00 13,18 Cnidaria

Diversidad y abundancia de Filos encontrados den las cuatro estaciones de
muestreo de la Fosa de Atacama.



Anexo 2. Tabla de porcentaje de ordenes asignados por estacion.

S1(%) S2(%) S3(%) S4(%) Orden
42,32 60,48 7,80 37,39 Orden_unclassified
4,02 2,53 83,43 0,48 Monhysterida
8,22 9,21 0,19 5,54 Calanoida
2,85 2,84 5,41 8,72 Metazoa_(Animalia)_unclassified
4,49 0,32 1,80 12,31 Capitellida
2,79 1,12 0,00 13,18 Semaeostomeae
0,52 0,55 0,13 12,47 Decapoda
6,85 4,68 0,06 0,95 Phyllodocida
11,75 0,00 0,00 0,04 Doliolida
7,50 1,10 0,52 0,83 Phlebobranchia
2,76 0,49 0,00 5,41 Copelata
0,06 6,20 0,00 0,00 Cydippida
0,21 3,26 0,09 1,96 Apodida
0,08 3,06 0,26 0,00 Elasipodida
2,54 0,00 0,05 0,02 Cyclopoida
1,56 0,61 0,27 0,07 Sipuncula
0,00 2,27 0,00 0,03 Spionida
0,10 1,28 0,00 0,06 Acoela
0,00 0,00 0,00 0,28 Amphipoda
0,20 0,00 0,00 0,07 Terebellida
0,24 0,00 0,00 0,00 Cetartiodactyla
0,19 0,00 0,00 0,05 Harpacticoida
0,16 0,00 0,00 0,00 Enteropneusta
0,14 0,00 0,00 0,00 Heteronemertea
0,11 0,00 0,00 0,00 Monostilifera
0,10 0,00 0,00 0,00 Stolidobranchia
0,10 0,00 0,00 0,00 Oegopsida
0,09 0,00 0,00 0,00 Aphragmophora
0,00 0,00 0,00 0,07 Pteropoda
0,00 0,00 0,00 0,05 Cestida
0,05 0,00 0,00 0,00 Podocopida

Porcentaje obtenido de cada orden asignado en las cuatro estaciones de
muestreo de la Fosa de Atacama.



Anexo 3. Tabla de porcentaje de familias asignadas por estacion

S1%

51,68
2,85
4,49
3,92

11,75
5,64
7,50
2,76
0,00
0,21
3,13
0,00
1,56
1,90
0,00
0,70
0,10
0,35
0,24
0,19
0,20
0,16
0,15
0,11
0,10
0,10
0,09
0,00
0,00
0,06
0,00
0,05
0,00
0,00

$2%

70,74
2,34
0,32
6,41
0,00
4,68
1,10
0,49
6,20
3,26
0,00
2,57
0,61
0,00
0,00
0,08
0,71
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

$3%

91,32
5,41
1,80
0,15
0,00
0,06
0,52
0,00
0,00
0,09
0,00
0,26
0,27
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,05
0,05

Familia

62,72 Familia_unclassified
8,72 Metazoa_(Animalia)_unclassified
12,31 Capitellidae

4,88 Metridinidae
0,04 Doliolidae

0,95 Phyllodocidae
0,83 Corellidae

5,41 Oikopleuridae
0,00 Mertensiidae
1,96 Myriotrochidae
0,00 Clausocalanidae
0,00 Elpidiidae

0,07 Golfingiidae

0,04 Opheliidae

1,66 Pelagiidae

0,09 Paracalanidae
0,06 Actinoposthiidae
0,00 Sphaeronectidae
0,00 Monodontidae
0,05 Canthocamptidae
0,00 Cirratulidae

0,00 Ptychoderidae
0,00 Oithonidae

0,00 Oncaeidae

0,00 Pyuridae

0,00 Architeuthidae
0,00 Sagittidae

0,07 Trichobranchidae
0,07 Limacinidae

0,00 Pleurobrachiidae
0,05 Cestidae

0,00 Cytheroidea

0,00 Corycaeidae

0,00 Penaeoidea

Porcentaje de todas las familias encontradas en los cuatro puntos de muestreo
en la Fosa de Atacama



Anexo 4. Lista de comandos utilizados en el software mothur

Comandos utilizados:
Paso 1

En primer lugar, utilizando el comando detlag= 10, se busca establecer el
umbral de calidad, posteriormente con el comando insert=30, se selecciona el
tamafio esperado del fragmento, para luego utilizar el comando trimoverlap=T,
el cual se emplea para eliminar o cortar el solapamiento de las bases, el
comando processors=65, indica el nimero de procesadores a utilizar para
desempenar este analisis, mientras que el comando
summary.seqs(fasta=current) se emplearia para culminar este primer paso
emitiendo un resumen de lo realizado anteriormente.

Paso 2

El segundo paso, emplea el comando screen.seqs, este comando se utiliza para
filtrar y eliminar secuencias que no cumplen con ciertos criterios de calidad.
Los criterios de calidad se fijan bajo los siguientes comandos; fasta=current
indica que se usaran las secuencias actuales, el comando group=current, hace
referencia al archivo de agrupacion, mientras que el comando maxambig=0,
indica el nimero de bases ambiguas permitidas, el comando maxhomop=10,
indica la méaxima region homopolimera permitida, el comando
contigsreport=current, se emplea para emitir un informe de los costing
resultantes post filtrado. Luego de aplicar los comando anteriores se vuelve a
utilizar el comando summary.seqs(fasta=current), realizando un resumen de las
secuencias de este paso.

Paso 3

En este paso, se aplica el comando screen.seqs(fasta=current, group=current,
minlength=115), donde se eliminan las secuencias con una longitud menor a
115 pares de bases. El comando minlength=115, se emplea para establecer la
longitud minima permitida para una secuencia. Posteriormente se aplica el
comando  pcr.seqs(fasta=current, = group=current,start=1, end=692,
keepdots=talse),el cual simula un PCR, donde start=1, indica el nimero de base
de inicio que se utilizard para la seleccion de la region en las secuencias,



mientras que el comando end=692 es el numero de base final que se utilizara
para la seleccion de la region en las secuencias mientras que el comando ,
keepdots=false, se usa para no tomar en cuenta bases ambiguas.

Paso 4

En este paso, se aplica el comando, screen.seqs(fasta=current, group=current,
name=current,start=1, end=691)
summary.seqs(fasta=current), para eliminar los contigs que no lleguen hasta el
final de la region de interés. Siendo el comando fasta=current utilizado para
indicar el formato de entrada de la secuencias, el comando group=current,
agrupa las secuencias y el comando name=current hace referencia al archivo
que lleva por nombre las secuencias, mientras que el comando start=1 fue
utilizado para indicar el inicio de la regiéon de la secuencia a conservar,
complementandose con el comando end=691, el cual indica el fin de la region
a conservar. Posteriormente se vuelve a aplicar el comando)
summary.seqs(fasta=current), para generar un resumen del andlisis anterior.

Paso 5

En este paso se emplean los commandos: screen.seqs(fasta=current,
group=current, name=current, start=1) summary.seqs(fasta=current), los cuales
se utilizan para eliminar contigs que no comienzan desde el principio de la
region fragmentada de interés. Esto es importante para garantizar que las
secuencias utilizadas en analisis posteriores sean consistentes y tengan un punto
de inicio uniforme en la region de interées.

Paso 6

En el siguiente paso se emplean los comandos: screen.seqs(fasta=current,
group=current, minlength=115) summary.seqs(fasta=current), los cuales se
utilizan para eliminar secuencias que tienen una longitud menor a 115 bases,
especialmente si estas secuencias mas cortas se crearon durante el proceso
anterior de eliminacion de colas (tails). Este paso es esencial para asegurarse de
que las secuencias utilizadas en analisis posteriores cumplan con los requisitos
minimos de longitud y calidad.



Paso 7

En el siguiente paso se emplean los comandos: unique.seqs(fasta=current)
summary.seqs(fasta=current, name=current) get.current() los cuales se utilizan
para identificar y crear un conjunto de secuencias Unicas a partir de las
secuencias de entrada. Esto es util para reducir redundancia y agilizar el
analisis posterior. El proceso de crear secuencias Unicas implica identificar y
conservar solo una instancia de cada secuencia tnica presente en los datos.

Paso 8

En este paso se empleean los siguientes commandos:
chimera.vsearch(fasta=current, name=current, group=current, dereplicate=f)
remove.seqs(fasta=current, accnos=current, group=current, name=current,
dups=t) summary.seqs(fasta=current, name=current), estos se utilizan para
detectar y eliminar quimeras de las secuencias procesadas. La deteccion y
eliminacidon de quimeras es crucial para asegurar la integridad y calidad de los
datos en analisis posteriores.

Paso 9

En este paso se emplean los siguiente comandos: pre.cluster(fasta=current,
name=current, group=current, diffs=1, method=unoise)
degap.seqs(fasta=current), los cuales se utilizan para corregir los errores de
PCR utilizando el algoritmo UNOISE y luego realizar la eliminacion de gaps
en las secuencias. UNOISE es un método disefiado para abordar errores de
amplificacion y mejorar la calidad de las secuencias antes de continuar con el
analisis posterior.

Paso 10

Por ultimo se emplean los siguientes comandos: classify.seqs(fasta=current,
template=Silval28 ShortAll.ng.fasta,

taxonomy=taxmap slv_ssu ref 128 ShortAll.txt, group=current)
count.seqs(count=current, compress=t) , los cuales se utilizan para clasificar
taxondémicamente las secuencias de acuerdo con la base de datos de referencia
Silva 128.
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