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RESUMEN

La salmonicultura es una actividad que impacta los sedimentos a través de los
residuos de la alimentacion. Los microorganismos juegan un rol fundamental en
el reciclaje de la materia organica; sin embargo, el efecto de la salmonicultura
sobre la composicion microbiana aun es poco conocido. En particular,
Piscirickettsia salmonis es una bacteria patdgena presente en los cultivos durante
largo tiempo en Chile. En este trabajo se estudiaron las comunidades
microbianas asociadas al sedimento (metagendmica) y particularmente P.
salmonis (QPCR), ya que el sedimento podria ser un posible reservorio. Asi
también, se determinaron los parametros fisicoquimicos del sedimento (C, N, P,
Redox y Materia Orgéanica Total), en el area de estudio del fiordo Puyuhuapi. El
programa de muestreo fue desde el inicio del periodo productivo (primavera 2022)
hasta el otofio 2023. Se obtuvieron muestras en un gradiente desde las balsas
jaulas de un centro productivo y hasta 7 kildmetros distante de él. Los resultados
demuestran que existe un incremento significativo (p < 0,05), en la concentracion
de C, N, P y Redox, en los sedimentos a través del tiempo y una correlacion
significativa (p<0,05) de estos parametros con la sefial molecular (Log) de la
presencia de P. salmonis. Asi también, se observé un incremento de la diversidad
de bacterias asociadas a la degradacion anaerdbica de materia organica bajo la
balsa jaula. Finalmente se determiné un incremento de la sefial molecular de P.
salmonis en los sedimentos del area de estudio a través del tiempo, siendo este
el primer indicio de que esta matriz ambiental pudiese actuarcomo un reservorio,

asociado al proceso productivo de la cria de salmoén.
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ABSTRACT

Salmon farming is an activity that affects sediments through feed waste.
Microorganisms play a fundamental role in the recycling of organic matter;
however, the effect of salmon farming on microbial composition is still poorly
know. In particular, Piscirickettsia salmonis is a pathogenic bacteria present in
crops for a long time in Chile. In this work, the microbial communities associated
with the sediment (metagenomics) and particularly P. salmonis (QPCR) were
studied, since the sediment could be a possible reservoir. Likewise, the
physicochemical parameters of the sediment (C, N, P, Redox and Total Organic
Matter) were determined in the study area of the Puyuhuapi Fjord. The sampling
program was from the beginning of the productive period (spring 2022) to autumn
2023. Samples were obtained in a gradient from the cage ponds of a production
center and up to 7 kilometers away from it. The results demonstrate that there is
a significant increase (p < 0.05) in the concentration of C, N, P and Redox, in the
sediments over time and a significant correlation (p < 0.05) of these parameters
with the molecular signal (Log) of the presence of P. salmonis. Likewise, an
increase in the diversity of bacteria associated with the anaerobic degradation of
organic matter was observed under the cage raft. Finally, an increase in the
molecular signal of P. salmonis was determined in the sediments of the study area
over time, this being the first indication that this environmental matrix could act as

a reservoir, associated with the productive process of salmon farming.
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INTRODUCCION

1. Salmonicultura

La acuicultura constituye una importante fuente de produccién de alimentos que
contribuye a reducir la presién sobre otros recursos. En el caso de Chile, la
acuicultura se ha transformado en uno de los sectores econémicos de mayor
dinamismo (O'Ryan & Pereira, 2015). Esta industria puede contribuir al desarrollo
economico a través del incremento sostenido de su produccion, el desarrollo de
mercados a nivel nacional e internacional, la generacion de nuevas
oportunidades de empleos directos e indirectos, asi como también mediante otros
efectos positivos que se transmiten a las industrias relacionadas. Es bien sabido
gue muchos recursos pesqueros han sido sobreexplotados y que muchos estan
actualmente agotados y no pueden satisfacer la demanda mundial de productos
del mar. En este contexto, la acuicultura mundial es vista como una industria clave
para satisfacer la creciente demanda de alimentos para el consumo humano.
Actualmente, la acuicultura suministra mas del 50% de todos los productos del
mar producidos para el consumo humano, habiendo aumentado laproduccion 20
veces entre 1970 y 2010 (de 2,6 a 60,4 millones de toneladas porafio) con una
tasa de crecimiento anual promedio de 7,8% (Troell et al., 2014), dando como
resultado la industria de produccion de alimentos de mas rapido crecimiento en
el mundo (FAO, 2014). En Chile la salmonicultura es la principal actividad

acuicola, actualmente, el salmén es la mayor exportacion distinta del cobre



producen 990 mil toneladas de salmoénidos al afio, exportando mas de 4.300
millones de ddélares en 2020, consolidando a Chile como el segundo pais
productor a nivel mundial después de Noruega, concentrando el 26% de la
produccion mundial (FAO, 2020). Existe, no obstante, efectos no deseados como
subproductos de esta actividad econdmica, entre otros, impactos negativos sobre
el sistema ambiental y natural, competencia por el uso del espacio geograéfico, y
cambios sociales relacionados con fenémenos migratorios (Phillips, 2010).

La salmonicultura se da preferentemente en las regiones Los Lagos y Aysén,
dado las caracteristicas geograficas y oceanograficas que estas zonaspresentan,
siendo lugares propicios para dicha actividad (Lopez, 2016). Suaumento a influido
directamente en el medio ambiente donde se desarrolla y pesea la gran amplitud
y magnitud de sus efectos ambientales, el conocimiento de esto en Chile es vago
en la mayoria de los casos, dado que muchas veces esta basado en estudios que
no cumplen con estandares técnicos que permitan dar cuenta real de la situacion
ambiental (Buschmann, 2001). Dentro de las fuentes de contaminacion se puede
mencionar, el uso indiscriminado de antibioticos en comparacion a otros paises,
debido a que no sélo se les suministra a los peces enfermos, sino que también a
los sanos, creando una resistencia a futuros medicamentos. Estos antibioticos
potencialmente seleccionan y modifican la distribucion ambiental de bacterias
resistentes a los antibioticos (Shah et al., 2014). Se han detectado cantidades
elevadas de bacterias resistentes a los antibiéticos tanto en la columna de agua
como en los sedimentos marinos debajo de jaula de cultivo (Cabello et al., 2016).
Junto con esto se registran impactos por los desechos organicos de peces y los

residuos de la alimentacion, cuyo efecto principal es la eutroficacion de las aguas.



El aumento de nutrientes afectadirectamente a la produccion de salmones,
permitiendo el aumento en la frecuencia e intensidad de las floraciones de
microalgas, las cuales al concluir suciclo, sedimentan y se acumulan en el fondo
(Salgado, 2011).

El alimento para peces, la materia fecal y los productos de excrecion no
consumidos se acumulan en los sedimentos debajo de las jaulas de peces y
forman una capa de sedimento negro blando (Buschmann et al., 2006). Estos
sedimentos tienen un pH mas bajo, concentraciones mas altas de materia
organica y una mayor acumulacion de nutrientes, en particular compuestos de
fosforo y nitrogeno, que las areas de referencia. Estos insumos organicos
modifican las propiedades fisicas y quimicas del sedimento e influyen en los
procesos biogeoquimicos, que alteran la estructura de las comunidades
microbianas bentonicas (Fodelianakis et al., 2015).

Las comunidades bacterianas presentes en los sedimentos marinos cumplen la
importante funcion ecoldgica del ciclo de nutrientes, la mineralizacion, la
degradacion y la diagénesis de la materia organica (Buschmann et al., 2008).
Estas comunidades también juegan un papel vital en la transformaciéon de los
contaminantes (Benoit et al.,, 2003); sin embargo, se desconoce como los
insumos de la salmonicultura en Chile modifican estas comunidades bacterianas.
El uso de antimicrobianos para prevenir y controlar patdgenos en la acuicultura
del salmoén es comun en Chile y ha resultado en un aumento de la resistencia a

los antibioticos de las bacterias en el medio ambiente (Buschmann et al., 2012).



2. Microorganismos asociados al Fiordos Puyuhuapi.

La zona de los canales y fiordos australes chilenos es una de las mas vastas
extensiones estuarinas de nuestro planeta, ocupando un area de 240.000 km2
(Pantoja et al., 2011).Los ecosistemas subantarticos, como la plataforma interna
del sur de Chile (41°a 56° S), se caracterizan por un complejo sistema de fiordos,
canales, golfos y bahias. Como zona de estudio se seleccion6 el fiordo
Puyuhuapi, ubicado en la regidon de Aysen formado producto del retroceso de dos
glaciares que permitio el ingreso de las aguas marinas a su interior y se extiende
desde la localidad de Puyuhuapi en el norte (44° 19'S-72°33’0), hasta el canal
Moraleda en el sur (44°57°S-73°21°0), donde conecta con el océano abierto
(Seguel, 2019). La circulacidon del agua en el fiordo Puyuhuapi sigue un patrén
estuarino caracterizado por un flujo superficial hacia el mar de aguas mas dulces
del continente y una intrusion de aguas oceanicas a través de los canales Jacaf
y Moraleda. Las condiciones hipoxicas por debajo de los 120 m de profundidad
son promovidas por la remineralizacién de la materia organica y la presencia de
los umbrales de Jacaf y Puyuhuapi que limitan la ventilacion (Silva & Vargas,
2014).

El Fiordo Puyuhuapi tiene una longitud aproximada de 105 kilémetros, con
profundidades que varian entre los 50 metros en la cabeza del fiordo hasta los

260 metros en el sector central. Este canal no presenta islas en su interior.



El pasaje Galvarino representa un estrechamiento, disminuyendo el ancho del
canalde 2 kildbmetros a 200 metros (Salvo, 2012).

El fiordo Puyuhuapi, al igual que otros fiordos y canales de la zona austral
del pais, ha sido escenario del desarrollo de la salmonicultura. Esta actividad no
esta exenta de costos ambientales, ya que se estima que, en términos
espaciales, la ‘huella ecoldgica’ (o impacto ambiental) generada por un centro de
cultivo de salmones, puede llegar hasta 10.000 veces al entorno de la actividad
misma, ya que conllevan a la modificacion del ambiente directo y circundante; por
ejemplo, mediante la liberacion de alimento no consumido por los peces, que
produce variaciones en la concentracion de nutrientes, turbidez, concentraciones
de oxigeno, conductividad y pH en la columna de agua (Buschmann et al., 2001).
De los nutrientes incorporados al ambiente marino, se ha estimado que el 80 —
88% del carbono, 52 — 95% del nitrégeno y 85% del fosforo terminan como
guimicos disueltos o material particulado en el ambiente marino (Bentzon-Tilia et
al., 2016). Estos compuestos se acumulan en el sedimento, lo que disminuye los
niveles de oxigeno disponible, aumenta la produccion de gases téxicos, como los
sulfuros, por actividad anaerobica, lo que impacta la diversidad biolégica de los
sedimentos, permitiendo Unicamente la sobrevivencia de aquellos organismos
capaces de vivir en estas condiciones (Niklitschek et al., 2013).

Los fiordos y canales de la Patagonia chilena son ecosistemas con una alta
produccion de materia organica y flujo vertical de carbdén, donde la degradacion
de la materia organica es realizada principalmente por la comunidad bacteriana

(Montero et al., 2011).



Esta comunidad es capaz de procesar una proporcion significativa del
carbon organico que ingresa al sistema, ofreciendo una ruta permanente y
fundamental para la transferencia de materia organica hacianiveles tréficos
superiores (Montero et al., 2011).

Los microorganismos responden a los cambios ambientales modificando su
estructura comunitaria y sus caracteristicas funcionales. En este contexto, los
cambios en la calidad y el suministro de materiales aléctonos asociados con las
variaciones en los regimenes de entrada de agua dulce y/o el cultivo de salmones
en fiordos Patagonicos pueden tener consecuencias directas en las comunidades
microbianas costeras (Karl, 2007).

La composicion de la comunidad procariética durante un ciclo anual en un
muestreo en el fiordo Puyuhuapi, se encontr6 comunidades bacterianas
Actinomycetales, Rhodobacteraceae, Cryomorphaceae y Flavobacteriaceae
asociadas con aguas dulces estuarinas, mientras que Cenarchaeaceae y
Oceanospirillales eran representativas de las aguas subantarticas modificadas
presentes en el fiordo (Gutiérrez et al., 2018).

En las aguas de los fiordos, las variaciones espaciales (a través del fiordo)
y estacionales en la composicion de la comunidad microbiana se han relacionado
con la disponibilidad de nutrientes (Storesund et al., 2015) y, en los fiordos
glaciares, con la variacion en la descarga de agua derretida (Gutiérrez et al.,

2015).



3. Microorganismos en los sedimentos y su rol en el ciclo Biogeoquimico

Las comunidades bacterianas presentes en los sedimentos marinos cumplen la
importante funcion ecoldgica del ciclo de nutrientes, la mineralizacion, la
degradacion y la diagénesis de la materia organica (Buschmann et al., 2009).
Estas comunidades también juegan un papel vital en la transformacién de los
contaminantes; sin embargo, se desconoce cOmo los insumos de la
salmonicultura en Chile modifican estas comunidades bacterianas. El uso de
antimicrobianos para prevenir y controlar patégenos en la acuicultura del salmén
es comun en Chile, ha resultado en un aumento de la resistencia a los antibi6ticos
de las bacterias en el medio ambiente (Buschmann et al., 2012).

Las comunidades microbianas brindan informacion util sobre el cambio
ambiental. Los microorganismos estan presentes en practicamente todos los
entornos y suelen ser los primeros organismos en reaccionar a los cambios
guimicos vy fisicos en el medio ambiente. Los cambios en las comunidades
microbianas suelen ser un precursor de los cambios en la salud y la viabilidad
del medio ambiente en general (Lima, 2018). Los cambios en las comunidades
de bacterias del sedimento dentro y alrededor de las operaciones acuicolas son
complejos y provocan una alteracion debido a la descomposicion de los productos
resultantes de los insumos y las materias primas que promuevan la proliferacion
de bacterias, cuya fuente de alimento es la materia organica. Este proceso afecta
la interaccién quimica, fisica y estructural de la relacion agua-sedimento en
los ecosistemas acuéticos (Burbano et al., 2021). Por lo tanto, la atencion

cientifica para comprender las complejidades ambientales y caracterizar los



Impactos es fundamental.

Los microorganismos son generalmente los primeros en responder a los
cambios quimicos y fisicos en el medio ambiente y, debido a su bajo nivel tréfico,
pueden usarse como indicadores de cambios ambientales (Zak et al., 2011). Los
sedimentos debajo de las piscifactorias brindan herramientas adecuadas para
monitorear la respuesta de las comunidades bacterianas a las perturbaciones de
la acuicultura, porque los insumos y la carga organica se monitorean y depositan
constantemente, y se conoce el sitio de deposicién (Fodelianakis et al., 2015).
Los microorganismos son componentes ecologicamente importantes y
funcionalmente diversos de los ambientes que sustentan una variedad de
procesos y funciones de los ecosistemas (Clark et al., 2018). Las bacterias
contribuyen en gran medida a los procesos biogeoquimicos y la circulacion de
nutrientes en los ecosistemas acuicolas (Madsen, 2011). Las comunidades
bacterianas de sedimentos degradan la materia organica en los sedimentos por
mineralizacion (Chen et al., 2018), y desempefian un papel clave en la
descomposicion de la materia organica disuelta en el agua y depositan los
metabolitos de las bacterias degradadas en los sedimentos en forma de
particulas de materia organica (Winton et al., 2019).

Los efectos potenciales de los desechos organicos de la acuicultura del
salmon sobre la actividad y la estructura comunitaria de los microorganismos han
recibido poca atencién (Montero et al., 2021). Los sedimentos son el principal
sumidero de contaminantes antropogénicos en los ecosistemas acuaticos y
desde alli estas sustancias son reintroducidas continuamente en la columna de

agua por medio de resuspension y transferencia tréfica, facilitando su



bioacumulacién y por tanto efectos adversos en la biota (Barraza, 2019). En
ecosistemas de fiordos, la salmonicultura suministra sustratos disueltos
aléctonos a través de la disolucion de particulas organicas derivadas de heces 'y
alimentacién (Wang et al., 2012). Este material organico se considera altamente
degradable (Nimptsch et al., 2015) y podria proporcionar sustratos organicos
para la actividad microbiana (Kamjunke et al., 2017). Dado que los sedimentos
constituyen sumideros de contaminantes y fuentes de éstos al variar las
condiciones ambientales, principalmente pH, potencial redox, cantidad de
materia organica, temperatura, contenido de oxigeno, entre otros (Barroso et al.,
2022). Algunas caracteristicas geoquimicas y fisicoquimicas de los sedimentos
marinospueden ayudar a comprender el sistema de corrientes, el estado de la
condicionéxido-reductora en el fondo, la densidad de la poblacion de la fauna
bentodnica, la actividad de los microorganismos y la naturaleza del depdsito
sedimentario (Martinez, 2016). La disminucion de la concentraciéon de oxigeno
disuelto afecta la muerte o migracion de la macrofauna que generalmente son
responsables de la bioirrigacion de los sedimentos, por lo que las condiciones
anoxicas se propagan mas severamente (Chavez-Crooker & Obreque-Contreras,
2010). Un ambiente sedimentario permite que se lleven a cabo mudltiples
procesos microbianos por la existencia de diferentes condiciones redox y

aceptores de electrones intrinsecos.

En sedimentos reducidos existen microorganismos enzimaticamente activos
capaces de sobrevivir en ambientes ya sea con un pH alto o bajo y en condiciones

de oxidacion o reduccion (Rios, 2015). Las comunidades bacterianas marinas



pueden tener diferentes niveles de sensibilidad o tolerancia a los cambios de
pH/pCO, en funcion de su resiliencia fisiolégica, que esta determinada por su
exposicion ambiental a condiciones homogéneas o heterogéneas de pH/pCO,
(Aguayo et al., 2020). El enriquecimiento organico también puede resultar en una
mayor abundancia de bacterias y virus patégenos asociados con detritos
organicos (Chéavez-Crooker yObreque-Contreras, 2010). Los microorganismos
intervienen en muchos procesos importantes en el medio ambiente acuético,
incluidos autopurificacion, reciclaje de nutrientes y desarrollo de tolerancia a
metales pesados (Leon et al., 2018). Los procesos microbianos juegan un papel
importante en el mantenimientode la quimica del agua y sedimento. Estos
procesos microbianos estan influenciados por la calidad del agua, parametros
como amonio, nitrito, nitrato, sulfuro y oxigeno disuelto (Fernandez et al., 2008).
El subsuelo marino puede albergar millones de microorganismos procariotas
(Whitman et al., 1998), Ademas, es bien sabido que las poblaciones microbianas
responden rapidamente a los cambios ambientales, por lo que podrian ser utiles
para evaluaralteraciones en las condiciones bentonicas, es decir, los efectos de la

pisciculturaen los sedimentos subyacentes (Luna et al., 2012).
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En los sedimentos fuertemente enriquecidos en materia organica y
empobrecidos en oxigeno, como los que se encuentran en los centros de cultivos,
los flujos de mineralizacion de carbono son impulsados completamente por
bacterias anaerobicas, que aumentan la acumulacién y las emisiones de sulfuro
(Hargrave et al., 2008).

Si bien la calidad de las aguas superficiales es una medida Util para evaluar
la diversidad microbiana y la salud general de los ecosistemas acuéticos, los
estudios han demostrado que los sedimentos suelen ser reservorios mas
robustos de diversas poblaciones microbianas, incluidos patdégenos, asi como

bacterias indicadoras ecologicas (Abia et al., 2019).

4. Piscirickettsia salmonis

La septicemia Rickettsial Salmonidea (SRS) o piscirickettsiosis es una
enfermedad sistémica producida por la bacteria intracelular Piscirickettsia
salmonis (P. salmonis), la cual es responsable de la alta mortalidad en la industria
de cultivo de especies salmonideas en Chile (Lannan & Fryer, 1993). Los
primeros brotes de piscirickettsiosis en Chile se presentaron a fines del afio 1989,
aunque se ha sugerido que ésta habria estado presente desde 1981. Inicialmente
se describié sélo en salméon Coho (Sindrome del salmén Coho), pero pronto
fueron afectadas todas las especies salmonideas cultivadas en Chile, llegando a
producir hasta un 90% de mortalidad en algunos centros de cultivo (Cvitanich et

al., 1991). En 1990 se aisl6 el organismo desde una linea celular de embrion de
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Salmén Rey y fue clasificado como una rickettsia (Fryer et al., 1992).

La patogenicidad de este organismo fue confirmada en 1991 por el cumplimiento
de los postulados de Koch (Ingraham & Ingraham 1998). El aislado chileno ha sido
clasificado como Piscirickettsia salmonis, un nuevo género de rickettsia y una
nueva especie bacteriana (Fryer et al., 1992). Los signos clinicos externos de SRS
en peces incluyen coloracién corporal oscura y acentuada palidez branquial
consecuencia de anemia severa, marcada exoftalmia bilateral, masas
eritematosas, erosiones cutaneas, pequefias manchas blancas, Ulceras y
extensas areas descamadas (Larenas et al., 1996). Los signos internos mas
comunes de infeccion son: esplenomegalia y renomegalia. Ademas se puede
presentar ascitis hemorragica sobre la grasa visceral, estdbmago, vejiga natatoriay
en la musculatura corporal (Cvitanich et al., 1991). La infeccion sistémica también
afecta otros 6rganos como higado, ovario y branquias (Wilhem et al., 2006). Las
lesiones microscopicas mas importantes se encuentran en el higado,rifién, bazo
e intestino y también se pueden observar cambios patolégicos en cerebro,
corazon, ovario y branquias (Chen et al., 2000). P. salmonis puede ser transmitida
horizontalmente a peces sanos, que cohabitan con peces inoculadosen ausencia
de vectores o por contacto directo (Fryer & Hedrick, 2003), existiendoun sinergismo
con la densidad poblacional y el estrés. Los sitios de entrada masprobables del
agente, serian piel y branquias intactas. La alta mortalidad obtenidaen peces
inyectados en forma subcutanea sugiere que los ectoparasitos puedenjugar un rol

importante en la transmisién natural de la enfermedad (Smith et al., 1999).
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La temperatura mas favorable para producir la enfermedad en condiciones
experimentales es de 14° C, lo cual es cercano a la temperatura Optima de
replicacion in vitro de la bacteria, que va entre los 15° C a 18° C. Su multiplicacion
in vitro disminuye bajo los 10° C y sobre los 21° C y se detiene sobre los 25° C
(Larenas et al., 1997). También se ha demostrado experimentalmente que P.
salmonis puede ser transmitida desde machos o hembras de trucha arcoiris
infectados, a su progenie (Larenas et al., 1996). La bacteria se une a la superficie
de las ovas por medio de extensiones tipo seudopodos que aparentemente
emergen desde la membrana externa y se unenal corion de la ova (Larenas et al.,
2003). Los peces infectados de forma vertical se pueden transformar en
portadores asintomaticos de la enfermedad. Sin embargo, no se sabe si estos
peces desarrollan signos clinicos de la enfermedadluego de una subsiguiente
exposicion al agente o si se vuelven refractarios a la infeccion (Larenas et al.,
2003). La respuesta celular innata es el mecanismo protector mas importante en
pecesy P. salmonis es capaz de infectar, sobrevivir,replicarse y propagarse en la
linea celular RTS11 (trucha arcoiris) de células tipomacréfago/monocitos lo que
demuestra que la bacteria tiene la capacidad de infectar, sobrevivir y propagarse
dentro de macréfagos de salmoénidos y células tipo monocitos. La infeccion de
células del sistema inmune innato de salmdénidos sin inducir una respuesta
importante de muerte celular puede conducir a la persistencia de la bacteria P.
salmonis y consecuentemente a su diseminacion aotros tejidos, favoreciendo la

evasion de la primera linea de defensa contra patégenos (Rojas et al., 2009).
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P. salmonis es un patégeno/patobionte, oportunista/endégeno ambiental,
cuya capacidad para producir enfermedad es fuertemente y desencadenada por
condiciones ambientales que inciden en la salud de sus huéspedes salmones,
sugiere que la aparente mayor virulencia de P. salmonis en Chile involucra
factores ambientales externos (Barthlomew et al., 2017).

Las comunidades bacterianas presentes en los sedimentos marinos
cumplen la importante funcién ecologica del ciclo de los nutrientes, la
mineralizacion, la degradacion y la diagénesis de la materia organica
(Buschmann et al., 2009).

Debido a que las comunidades microbianas responden rapidamente a la
variacion ambiental, la identificacion de cambios en la composicion y funcion
microbiana de los sedimentos representa un indicador util de los impactos de la
acuicultura en los ambientes costeros. Se ha sospechado la existencia de
reservorios marinos de P. salmonis, pero estos siguen siendo relativamente
desconocidos. Actualmente, no hay informacién sobre la distribucion de P.
salmonis en el medio marino fuera del pez huésped, en particular, su presencia
en el agua, sedimentos, biopeliculas, entre otros. Aunque existe evidencia
anecdotica sobre la participacion de parasitos externos e isépodos, no se sabe
en qué medida estos organismos desempefian un papel en la transmision de la
enfermedad (Steven et al., 2019).

P. salmonis puede sobrevivir hasta 14 dias en agua salada, solo un estudio

informd bacterias de vida libre después de hasta 40 dias en el agua de mar que
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rodea un centro con brote de enfermedad (Olivares & Marshall, 2010). Se sabe
que P. Salmonis esta inactivo por encima de 20°C y el éptimo para la replicacion
es entre 15-18°C. No hay informacion disponible hasta la fecha sobre la
prevalencia de P. salmonis alrededor de los centros de peces. Bacterias marinas
como Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, Yersinia ruckeri, Flavobacterium
psychrophilum, y Aeromonas salmonicida han sido detectadas en agua y
sedimentos alrededor de centros de produccion. Sin embargo, no se dispone de
informacion sobre la presencia o el potencial de supervivencia de P. salmonis en
el agua y los sedimentos. Es posible que P. salmonis sobreviva en sedimentos
acuaticos que pueden resuspenderse en la columna de agua con el tiempo
(Steven et al., 2019).

En un estudio llevado a cabo en el Mar Adriatico, se comprobé la presencia
de vibrios en la zona costera y su asociacion con el sedimento, encontrandose
las cepas de Vibrio alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus con una persistencia
de los vibrios en el agua de mar y como reservorio acuatico adicional que es el
sedimento (Harriague et al., 2008).

La existencia de peces silvestres asintomaticos infectados con P. salmonis
demuestra que la bacteria puede persistir sin ser detectada en ambientes
marinos durante largos periodos de tiempo, por lo tanto P. salmonis puede ser un

patégeno oportunista de transmision ambiental bien adaptado (Avendafio, 2021).
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5. Microorganismos y secuenciacién masiva

Para determinar los microorganismos en una muestra, se parte del ADN
gue se extrae, se amplifica y se secuencian los genes que codifican para la
subunidad 16S del ARN (acido ribonucléico) ribosomal, molécula antigua ya
propuesta por Carl Woese en 1975, pero presente en todas las bacterias
actuales, y cuya estructura y funcién han permanecido constantes a lo largo del
tiempo. La subunidad 16S del ARN ribosomal es considerada como la diana
universal para la identificacion bacteriana, por sus caracteristicas y propiedades
gue permiten la caracterizacion taxonomica de las bacterias, pudiendo discernir
hasta nivel de género y en algunos casos de especie (Valenzuela et al., 2015).
Con la utilizacion del gen de referencia, las técnicas moleculares de
secuenciacion masiva y las herramientas para andlisis de datos, se ha podido
conseguir informacién sobre los microorganismos, con un nivel de detalle sin
precedente en cuanto a taxonomia y funcién de los microorganismos,
recuperando la mayor diversidad posible de especies, aunque son precisos mas
estudios para reconocer a los microorganismos en su entorno natural (Suarez et

al., 2019).

6. PCR en tiempo real

gPCR se ha utilizado ampliamente en la ecologia microbiana para

determinar la abundancia de genes en diferentes ambientes. Por otra parte, la



transcripcion inversa del ARN en ADNc se combina con gPCR y RT-gPCR para
cuantificar la expresion génica. Por lo tanto, qPCR y RT-gPCR representan
métodos rapidos y eficaces para la cuantificacién de nimeros de genesy / o de
transcripcion dentro de las muestras ambientales. Los microorganismos en los
sedimentos experimentan varios procesos en los ecosistemas, incluyendo la
mineralizacion de la materia orgénica, la degradacion de los contaminantes y el
ciclo biogeoquimico de los macronutrientes como el nitrégeno (Fogel et al., 2019).
Tiempo real de reaccion en cadena de polimerasa también conocida como PCR
cuantitativa (g-PCR) es una herramienta ampliamente utilizada en la ecologia
microbiana de cuantificar la abundancia de genes de grupos taxonémicos y
funcionales en muestras ambientales. Utilizado en combinacion con una reaccion
de transcriptasa inversa (RT-g-PCR), también se puede emplear para cuantificar
la transcripcion de genes. -PCR hace uso de la quimica de deteccidn
fluorescentes altamente sensibles que permiten la cuantificacion de los

amplicones de PCR durante la fase exponencial de la reaccion (Tatti et al., 2016).

7. Biomasa microbiana viva (ATP)

Adenosintrifosfato (ATP) tiene varias caracteristicas Unicas que lo convierten
en un indicador confiable de la biomasa microbiana en ambientes acuaticos. La
presencia de ATP es una molécula marcadora de células metabdlicamente

activas (Templer et al., 2011).
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Los sedimentos debajo de las balsas jaulas entregan informacion importante
para monitorear la respuesta de las comunidades bacterianas a las
perturbaciones ambientales, porque los insumos y la carga organica se
monitorean y depositan constantemente, y se conoce el sitio de deposicion
(Fodelianakis et al., 2015). Las comunidades bacterianas de sedimentos
degradan la materia organica en los sedimentos por mineralizacién (Chen et al.,
2018), y desempefian un papel clave en la descomposicion de la materia organica
disuelta en el agua y depositan los metabolitos de las bacterias degradadas en
los sedimentos en forma de particulas de materia organica (Winton et al., 2019).
La degradacién de la materia organica es un proceso inherente en todos los
microorganismos y la medicion de adenosina 5'-trifosfato (ATP) en sedimentos
nos entrega una estimacion de la biomasa microbiana viva o activa (Holm-
Hansen & Booth 1966). La concentracion de ATP se utiliza como indicador de

biomasa viva en estudios ecolégicos de microorganismos acuaticos (Karl, 1993).

8. Modelo Geogréafico R con PBS mapping.

R es un sistema integrado al que se afiaden complementos que reciben el
nombre de paquetes (packages). En este caso se utilizd el paquete PBSmapping

(https://cran.r project.org/web/packages/PBSmapping/).



El paquete de software PBS Mapping amplia los lenguajes estadisticos Ry S-
PLUS para incluir funciones de trazado bidimensional similares a las
comunmente disponibles en un Sistema de Informacion Geogréafica (SIG)

(Schnute et al., 2015).

Un paquete es un conjunto de funciones que mantienen algun tipo de relacién
entre ellas, y que generalmente vienen acompafiadas de archivos de ayuda y de
ficheros de datos. Se utilizo el paquete para la construccion de cartogramas de
los resultados obtenidos. En el presente trabajo se realizO un estudio del
sedimento en un centro de cultivodel fiordo Puyuhuapi, realizando un muestreo
bajo el centro de cultivo y con unagradiente distante de 1y 7 kildmetros del centro
de cultivo, donde se midio los parametros fisicoquimicos, diversidad microbiana

y cuantificacion molecular de la bacteria Piscirickettsia salmonis.

PREGUNTA DE INVESTIGACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Pregunta de investigacion

JInfluird el cultivo de salmones sobre las comunidades bacterianas en los
sedimentos permitiendo la presencia de especies patdgenas como Piscirickettsia

salmonis?



2. Hipotesis

El impacto antropogénico del cultivo del salmén en el ecosistema de fiordos de
la Patagonia chilena modifica la diversidad microbiana de los sedimentos
afectados, permitiendo la acumulacion de microorganismos patdégenos para la

acuicultura como P. salmonis.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar las comunidades bacterianas asociadas con el sedimento impactado
por la actividad del cultivo del salmon y cuantificar la presencia molecular de la

bacteria Piscirickettsia salmonis en sedimentos del fiordo Puyuhuapi.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar la diversidad y abundancia relativa de las comunidades
microbianas en el sedimento de un centro de cultivo de salmones en el fiordo
Puyuhuapi.

2) Determinar las asociaciones entre las caracteristicas fisicoquimicas del
sedimento y las comunidades bacterianas producto del impacto de la

actividad acuicola.
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3) Determinar la presencia molecular de la bacteria patdogena Piscirickettsia
salmonis en sedimentos intervenidos mediante PCR en tiempo real.

4) Determinar la dispersion de la bacteria Piscirickettsia salmonis asociada a los
factores fisicoquimicos ambientales, mediante un modelo de geogréfico R

con PBS mapping.
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MATERIALES Y METODOS

En esta seccidn se detalla la metodologia experimental llevada a cabo junto con

la instrumentacion utilizada para realizar los correspondientes ensayos y analisis.

1. Areade estudio

El area de estudio correspondi6 al fiordo Puyuhuapi (figura 1), donde se
realizaron tres campafias de muestreo (septiembre 2022; noviembre 2022 y abril
2023). Las muestras fueron obtenidas de sedimentos en una gradiente desde el
centro de cultivo en tres sitios: EO bajo balsa jaula de cultivo (44°44'42.00"S;
72°43'26.58"0); E1 a 1 km del centro (44°44'21.65"S; 72°44' 02.76"0) y EC

estacion control a 7 km del centro (44°40'38.77"S; 72°43'43.87"0).
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Figura 1. Area de estudio, Mapa de Chile con Region de Aysén destacada, fiordo
Puyuhuapi y estaciones de muestreo (EO, E1y EC).
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2. Obtencién de muestras de sedimentos

Los sedimentos fueron recolectados con una draga Van Veen a partir de
los puntos de muestreo seleccionados. Desde cada punto se recolectaron
muestras de sedimentos en triplicado de los 5 primeros centimetros. Para analisis
de bacterias cada muestra fue almacenada en frascos plasticos estériles de 15
mL de capacidad (Falcén), preservadas con ARN later hasta su extraccion de
ADN, la cual se realiz6 con Power Soil DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories)
segun las especificaciones del fabricante.

Para la determinacion de los parametros fisicoquimicos las muestras fueron
colocadas en bolsas plasticas protegidas de la luz y posteriormente congeladas

a -20°C hasta su analisis.

3. Determinacion de Parametros Fisicoquimicos

De las variables fisicoquimicas, el contenido de materia organica en
sedimento se determind por el método de calcinaciéon (Luczack et al., 1997). La
metodologia utilizada es aquella descrita en la resolucion N°3411/06 de la
Subsecretaria de Pesca. Los resultados seran presentados como promedios de
porcentaje en peso (%) de materia organica para cada una de las estaciones de

muestreo y sus réplicas.

24



Las mediciones de potencial de 6xido-reduccién se realizaron en el sedimento
con equipo pH metro marca Horiba, para las mediciones de carbono y nitrégeno
se analizaron en un equipo elemental Leco, modelo Truspec, el cual realiz6 la
mediciébn en base al método de combustiébn directa de Dumas, el que se
caracteriza por realizar una pir6lisis completa de la muestra y medicién del
contenido de nitrégeno y carbono de los gases de combustion.

Para los analisis de Fosforo en sedimento, se realizaron las mediciones por
el método Olsen, que utiliza extractantes quimicos que solubilizan o forman
complejos con los cationes que retienen al Fésforo. La medicion de la muestra se
realizo en un espectrofotometro UV-VIS Marca Shimadzu a una longitud de onda

de 882 nm.

4. Extraccion de ADN gendémico

El ADN genomico se extrajo por triplicado de cada muestra de sedimento
usando PowerSoil Kit de aislamiento de ADN (MO-BIO Laboratories, Inc., EE.
UU.), segun las instrucciones del fabricante. Los extractos se agruparan
posteriormente. La calidad y la concentracion del ADN fueron comprobadas por
espectroscopia UV/VIS (NanoDrop ND-1000, Peglab, Erlangen, Alemania). El

ADN se utiliz6 como plantilla para la secuenciacién de alto rendimiento.
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5. Secuenciacion masiva del gen 16S rRNA (lllumina MySeq)

La secuenciacion de lllumina se realiz6 en Genoma Mayor, Universidad
Mayor, Santiago, Chile. Los datos sin procesar se analizaron utilizando el
software de analisis bioinformético Mothur (versién 1.35.1; https://mothur.org). Se
descartaron lecturas inferiores a 200 pb. La eliminacion de ruido de las lecturas
se logro utilizando el comando “pre.cluster” de la plataforma Mothur para eliminar
secuencias probablemente causadas por errores y ensamblar lecturas que
difieren solo en 2 pb. Las secuencias quiméricas se identificaron y eliminaron

mediante el algoritmo UCHIME.

6. Determinacion de Piscirickettsia salmonis mediante PCR en tiempo Real

La cuantificacion de Piscirickettsia salmonis en las muestras de sedimento
se realiz6 mediante PCR en tiempo real. Para esto se preparé una mezcla de
reaccion compuesta por 10 yL de TagMan Universal PCR Master Mix 2X
(contenia la enzima Taq polimerasa, dNTPs 10mM, MgCI2 6mM, Buffer Taq 10X)

y 1,2 uL de ADN extraido. A cada tubo se le agrego del stock de cada partidor

(partidor Forward 5-TGATTTTATTGTTTAGTGAGAATGA-3' y partidor Reverse

5-AAATAACCTAAATTAATCAAGGA-3) y sonda especifica Tagman P.

salmonis G6FAMTTTGTTCTTTAACAATGTGGTMGBNFQ, obteniendo un

volumen final dereaccién de 20 uL. El numero de copias del gen ribosomal de
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Piscirickettsia salmonis se determiné por interpolacién de los valores de Ct en
una curva de calibracion para el gen ADNr 16s. Los resultados fueron expresados
como numero de copias por gramo de sedimento humedo (N°copies/g sed

himedo).

7. Biomasa microbiana viva (ATP)

Para la deteccion del ATP, se evalué la biomasa microbiana total (TMB),
compuesta por bacterias dentro de las capas de muestras de sedimento de 0-5
cm (Fabiano & Danovaro 1998). Inmediatamente después del muestreo, se
extrajo submuestras por triplicado en una solucion amortiguadora (TRIS). EI ATP
se cuantificd utilizando el ensayo de bioluminiscencia (Holm-Hansen & Booth
1966, Karl 1993) en un equipo Lumindmetro medidor de ATP marca Glomax

20/20, usando como estandar el complejo Luciferin-Luciferasa.

8. Analisis Geoestadistico

Se aplicoé un analisis geoestadistico para describir la variacion espacial de
los resultados de la pesquisa de Piscirickettsia salmonis y resultados
fisicoquimicos. Se realiz6 la construccion de mapas utilizando programa R, que
es un software de referencia para estudios biomédicos, ambientales vy
bioinformaticos que permite graficar y mapear evaluando la distribucion de

muestras variables a una escala temporal y espacial.
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Un paquete es un conjunto de funciones que mantienen algun tipo de relacién
entre ellas, y que generalmente vienen acompafadas de archivos de ayuda y de
ficheros de datos. Se utilizé el paquete para la construccion de cartogramas de

los resultados obtenidos.

9. Analisis estadisticos y Andlisis de Comunidades bacterianas.

Para andlisis de Piscirickettsia salmonis y analisis fisicoquimicos se utilizé el
software DATAtab para los calculos estadisticos utilizando la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis considerando diferencias significativas con un
p<0.05. Este estadistico se acompafid con la prueba post hoc de Dunn-
Bonferroni.

Para determinar la correlacion entre Piscirickettsia salmonis y los parametros
fisicoquimicos, se utilizo el Coeficiente de correlacion de Pearson, que cuantifica
la intensidad de la relacidn entre dos variables. Entregando un valor en la escala
de 1 a 0, donde mas cercano a 1 es mayor su relacion.

Para los analisis de las comunidades microbianas se determind en funcion de la
composicion y la abundancia relativa de los diferentes taxones presentes en cada
muestra. El entorno R se utilizé para representar graficamente las abundancias
relativas, considerando solo los abundantes taxones (abundancia relativa al 1%
de la comunidad en todas las muestras). Para el analisis de la diversidad, las
muestras fueron seleccionadas con el menor numero de lecturas en todo el
conjunto de datos y el indice de diversidad (Diversidad de Shannon) y el indice

de dominancia (Simpson), se obtuvieron utilizando USEARCH. Para comparar
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las composiciones de la comunidad bacteriana a través de grupos de muestras,
se realizaron andlisis de similitudes de Bray-Curtis, y se utilizaron matrices de
similitud para obtener un grafico CLUSTER, usando PRIMER 7 (Primer-E, Ltd.

Albany, Nueva Zelanda).

RESULTADOS

1. Parametros Fisicoquimicos

Para caracterizar la calidad del sedimento en las tres estaciones de muestreo, se
realizaron analisis de los parametros fisicoquimicos como: carbono, nitrégeno,
materia organica, fosforo y potencial redox.

Tabla 1. Resultados de parametros fisicoquimicos en las tres estaciones de
muestreo en las tres fechas de muestreo.

Fosforo Carbono | Nitrégeno Potencial MOT
Estaciones de Muestreo (mg/Kg) (%) (%) Redox (mV) %

Estacion EO septiembre 2022 5,13 0,93 0,11 -124 4,59
Estacion E1 septiembre 2022 4,90 0,66 0,07 -104 4,03
Estacion EC septiembre 2022 4,27 0,38 0,03 -110 5,41
Estacion EO noviembre 2022 18,11 1,07 0,18 -177 6,32
Estacion E1 noviembre 2022 15,12 0,90 0,13 -158 5,92
Estacion EC noviembre 2022 12,69 0,42 0,05 -145 6,5
Estacion EO abril 2023 29,42 1,82 0,22 -220 6,96
Estacion E1 abril 2023 22,04 1,13 0,15 -208 4,67
Estacion EC abril 2023 17,19 0,55 0,06 -154 5,54

EO: estacion bajo centro de cultivo; E1: estacion a 1 Km del centro; EC: estacién control a 7 Km
del centro.
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1.1 Determinacién de Carbono en sedimento.

Las mayores concentraciones de Carbono se encontraron en la estacion EO
debajo al centro de cultivo, en las 3 fechas de muestreo, con valores de 0,93%

en septiembre 2022; 1,07% en noviembre 2022 y 1,82% en abril 2023.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la figura 2. La prueba
de Kruskal-Wallis ha mostrado que hay diferencia significativa entre las
categorias de la variable independiente Estaciones de Muestreo con respecto a
la variable dependiente Carbono (%), p=0,02.

La prueba de Dunn-Bonferroni ha demostrado que los resultados son

significativamente diferentes entre EO y EC con un valor de p<0,05.

Concentracién de Carbono
2.50
1.82
2.00
Q\c 112
5 0 0.93 1.07 13
S : 0.90
0
= 0.66
8 1.00 I I
0.38 0.42 065
0.50 I
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Estacién Estacion Estacion Estacion Estacion Estacion Estacion Estaciéon  Estacidn
EO E1C. Control EO E1C Control EO E1 Control
C.Cultivo  Cultivo Sept2022 C.Cultivo Cultivo Nov2022 C.Cultivo C.Cultivo Abril 2023
Sept 2022 Sept 2022 Nov 2022 Nov 2022 Abril 2023 Abril 2023

Figura 2: Gréfico de concentraciones de Carbono en donde se aprecian las
diferencias significativas de % de Carbono en las tres estaciones muestreadas,
con un p< 0,05.
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1.2 Determinacion de Nitrégeno en sedimento.

Las mayores concentraciones de Nitrdgeno se encontraron en la estacion EO
debajo al centro de cultivo, en las 3 fechas de muestreo, con valores de 0,107%

en septiembre 2022; 0,180% en noviembre 2022 y 0,223% en abril 2023.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la figura 3. La prueba
de Kruskal-Wallis ha mostrado que hay diferencia significativa entre las
categorias de la variable independiente Estaciones de Muestreo con respecto a
la variable dependiente Nitrégeno (%), p=0,028.

Para ver donde estan estas diferencias, se utilizo la prueba de Dunn-Bonferroni,
la cual demostré que los resultados son significativamente diferentes entre EO y

EC con un valor de p<0,05.
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Figura 3: Gréafico de concentraciones de Nitrdgeno, en donde se aprecian las

diferencias significativas de % de Nitrdgeno en las tres estaciones muestreadas,
con un p< 0,05.

31



1.3 Determinacién de Potencial Redox en sedimento.

Los valores encontrados en Potencial Redox, corresponden a valores negativos,
en donde més negativo es el valor, mas reducido e intervenido se encuentra el
sedimento.

En este estudio los valores de Potencial Redox fueron negativos en las 3
estaciones, demostrandose la reduccion del sedimento incluso en la estacion
control. Pero donde los valores fueron aun mas negativos correspondio a la
estacion EO debajo del centro, con valores de: -124 mV en septiembre 2024; -
177 mV en noviembre del 2022 y -220 mV en abril del 2023.

Junto con esto se puede apreciar el aumento de la reduccion del sedimento en
el tiempo, en todas las estaciones de muestreo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la figura 4. La prueba
de Kruskal-Wallis ha mostrado que existen diferencias significativas entre las
categorias de la variable independiente Estaciones de Muestreo con respecto a
la variable dependiente Potencial Redox (mV) con un p<0,01.

La prueba de Dunn-Bonferroni demostré diferencias significativas entre

estaciones con un valor de p<0,05.
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Figura 4: Grafico de medicion de Potencial Redox, en donde se aprecian las
diferencias significativas de Potencial Redox en las tres estaciones muestreadas,
con un p<0.01.

1.4 Determinacion de Materia Organica Total en sedimento.

En cuanto a la Materia Organica Total (MOT), las concentraciones encontradas
no fueron significativamente distintas entre estaciones, lo que se puede apreciar
en el gréfico de la figura 5. Esto fue corroborado por los resultados obtenidos en
la prueba de Kruskal-Wallis, el cual demostré que no hay diferencias significativas

con un p=0,102.
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Figura 5: Gréfico de concentracion de Materia Organica, en donde no se aprecian
las diferencias significativas de Materia Organica Total (% MOT) en las tres
estaciones muestreadas.

15 Determinaciéon de Fosforo en sedimento

Las mayores concentraciones de Fosforo se encontraron en la estacion EO
debajo al centro de cultivo, en las 3 fechas de muestreo, con valores de 5,1342
mg/Kg en septiembre 2022; 18,1125 mg/Kg en noviembre 2022 y 29,4206 mg/Kg
en abril 2023.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la figura 6. La prueba
de Kruskal-Wallis ha demostrado que hay diferencias significativas entre las
estaciones de Muestreo con respecto a la variable dependiente Fésforo (mg/Kg),

con un valor de p=<0,01.
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La prueba de Dunn-Bonferroni corroboré las diferencias significativas entre

estaciones con un valor de p<0,05.
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Figura 6: Grafico de concentracion de Fosforo, en donde se aprecian diferencias
significativas de Fosforo (mg/Kg) en las tres estaciones muestreadas con un
p=<0,01.

2. Piscirickettsia salmonis

De las tres estaciones muestreadas la que obtuvo mayor sefial de ADN captada,
correspondié a la Estaciéon EO debajo del centro de cultivo, con valores de:
6,23x10° en septiembre 2022; 1,29x108 en noviembre 2022 y 5,09x108 en abril

2023.
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Cabe destacar que en las otras dos estaciones (E1 y EC), hubo un aumento de
la sefial en abril del 2023, con valores de 2,48x107 para estacién E1 y 1,03x10°

para estacién EC (Estacién control).

De acuerdo a los resultados obtenidos, observados de la figura 7. La prueba de
Kruskal Wallis ha demostrado que hay diferencia significativa entre las estaciones
de muestreo con respecto a la variable dependiente Piscirickettsia salmonis
(N°copies/g sed humedo), con un p=0,012. Junto con esto, se aplicé la prueba de
Dunn-Bonferroni, la cual demostré que los resultados son significativamente

diferentes entre EO y EC con un valor de p<0,05.
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Figura 7: Grafico de deteccion de Piscirickettsia salmonis, en donde se aprecian
las diferencias significativas de P. salmonis (N° copias/g sed hiumedo) en las tres
estaciones muestreadas, con un p< 0,05.
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3. Correlacién Pardmetros fisicoquimicos con Piscirickettsia salmonis

El logaritmo del numero de copias del gen de Piscirickettsia salmonis
determinado por gramos de sedimento humedo se correlaciona
significativamente (Pearson; p <0,05) con todos los parametros fisicoquimicos
analizados a excepcion de MOT, siendo la mas alta correlacion con Nitrégeno con
0,93; seqguido por Carbono con 0,89; Potencial Redox con 0,84 y finalmente
Faésforo con 0,78. También se realizé la determinacién de la correlacion entre los

parametros (ver tabla 2).

Tabla 2: Coeficiente de correlacion de Pearson de Piscirickettsia salmonis con
los parametros fisicoquimicos (P, C, N, Redox y MOT) y correlacion entre las
parametros.

Piscirickettsia
salmonis
Coeficiente de correlacion de (n°copias/g sed Fosforo Carbono | Nitrogeno Potencial MOT
Pearson ham) (mg/Kg) (%) (%) Redox (mV) %
Piscirickettsia Porcentaje 1 0,78 0,89 0,93 0,84 0,34
salmonis (n°copias/g | correlacion
sed ham) valor-p 0,014 0,001 <.001 0,005 0,368
Porcentaje 0,78 1 0,76 0,78 0,97 0,61
Fésforo (mg/Kg) correlacion
valor-p 0,014 0,017 0,013 <.001 0,083
Porcentaje 0,89 0,76 1 0,96 0,8 0,34
Carbono (%) correlacion
valor-p 0,001 0,017 <.001 0,01 0,374
Porcentaje 0,93 0,78 0,96 1 0,83 0,4
Nitrogeno (%) correlacion
valor-p <.001 0,013 <.001 0,006 0,284
Porcentaje 0,84 0,97 0,8 0,83 1 0,53
Potencial Redox (mV) | correlacion
valor-p 0,005 <.001 0,01 0,006 0,146
Porcentaje 0,34 0,61 0,34 0,4 0,53 1
MOT % correlacion
valor-p 0,368 0,083 0,374 0,284 0,146
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4. Biomasa microbiana viva (ATP)

En cuanto a los resultados de ATP se aplicé la prueba estadistica Mann-Whitney
U-test en donde las concentraciones encontradas fueron significativamente

distintas entre los muestreos de noviembre 2022 y abril 2023 con un p=0,025.

De acuerdo al grafico de ATP (figura N°8), podemos apreciar las concentraciones

de ATP en las dos ultimas fechas de muestreo.

Concentracion de ATP

45.00

40.00 32.84
35.00

30.00

3
o
[«n}
(<5}

25.00 16.71

20.00

15.00

nmol ATP/Kg sed him

10.00 2.89
1.20 1.00

R T

0.00

EO Cultivo E1l. Cultivo E. ControlNov EO Cultivo El. Cultivo E.Control
Nov 22 Nov 22 22 Abril 23 Abril 23 Abril 23

Figura 8: Gréfico de concentracion de ATP en las dos fechas de muestreos que
se realizo el analisis, noviembre 2022 y abril 2023.
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5. Analisis de las comunidades bacterianas.

Se trabaj6 con la abundancia relativa al 1% de la comunidad en todas las
muestras. Para comparar las composiciones de la comunidad bacteriana a través
de grupos de muestras, se realizaron andlisis de similitudes de Bray-Curtis, y se
utilizaron matrices de similitud para obtener un grafico CLUSTER, usando

PRIMER 7.

Para los calculos de diversidad y abundancia se trabajo con los indices de

Shannon e indice de diversidad de Simpson.

Los phyla con mayor abundancia en las tres estaciones correspondieron a
Actinobacteria y Proteobacteria, con porcentajes de Actinobacteria de 16,91%
para EO; 13,33% para E1 y 1,35% para EC. En cuanto a Proteobacteria los
porcentajes correspondieron a 60,08% para EO; 54,88% para E1 y 88,79% para

EC (Tabla 3).

Tabla 3: Abundancia de phyla bacteriano en porcentaje en las tres estaciones
de muestreo.

Phyl EO0 % E1% EC %
a
Actinobacteria 23,19 15,14 1,36
Bacteroidetes 5,57 8,22 1,27
Chloroflexi 3,22 4,13 0,05
Firmicutes 8,82 10,20 7,62
Proteobacteria 82,39 62,32 89,69
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La abundancia de familias de bacterias en las estaciones EO, E1 y EC se puede
apreciar en el diagrama de racimo (Figura 9) y en los diagramas de frecuencia

(Figura 10, 11y 12).

Las familias con mayor abundancia en la Estacion EO (debajo centro de cultivo)
correspondi6 a: Actinobacteria con 13,32%; Desulfobulbaceae 6,88%;
Desulfuromonadales 5,62%; Deltaproteobacteria 8,61% y Xanthomonadaceae
7,70%. Para la Estacion E1 (a 1 kildmetro del centro) las familias mas abundantes

correspondieron a: Actinobacteria con 8,55%; Porphyromonadaceae 5%

Sphingomonadaceae 8,20% y Desulfobulbaceae 9,48%. En cuanto a la Estacion
EC (Control) las familias mas abundantes correspondieron a

Gammaproteobacteria con 72,48% y Rhodocyclaceae 5,26%.
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EC

Figura 9: Diagrama de abundancia relativa de los taxas mas abundantes (superior
al 1%) asignado a las familias bacterianas obtenidas en lasestaciones EO, E1 y

EC.
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Figura 10: Diagrama de frecuencia de Estacion 0, en donde se aprecia la abundancia
relativa por familia de bacterias.
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Figura 11: Diagrama de frecuencia de Estacion 1, en donde se aprecia la abundancia
relativa por familia de bacterias.
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Figura 12: Diagrama de frecuencia de Estacion Control (EC), en donde se aprecia
la abundancia relativa por familia de bacterias.
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Figura 13: Cluster dendrograma Bray Curtis en donde se aprecia la similitud entre
estaciones acompafiado con los indices de Shannon y dominancia de Simpson.

Se realiz6 un diagrama de conglomerados que representa similitudes en la
composicion de la comunidad bacteriana a nivel de familia (Figura 13). Este
diagrama mostro que las comunidades bacterianas presentes en la estacion EO
y E1 se agruparon, con un alto porcentaje de similitud del 61,55%. En cuanto a
estacion EO con respecto a la EC (estacion control) la similitud fue de 14,43 % y
E1 con respecto a EC fue de 14,02%, por lo cual se demostrd que la estacion EC

presento una baja similitud con ambas estaciones.



Los calculos del indice de Shannon demuestran que existe una mayor diversidad
en las estaciones EO y E1, con valores de 3,076 para EO y 3,331 para E1, versus

el valor de EC (Estacion Control) de solo 1,136.

Esto se ve respaldado por el indice de Simpson, que entrega resultados de
dominancia de especies, donde podemos apreciar que las mayores dominancias
fueron en las estaciones EO y E1, con valores de 0,935 y 0,955 respectivamente.
La estaciéon EC presentd una baja dominancia con un valor de 0,424 lo que
corroboraria la dominancia de una especie en esta estacion, lo que se observo
en el diagrama de racimo (Figura 9) y en el diagrama de frecuencia (Figura 12),

con dominancia de la familia Gammaproteobacteria.

6. Analisis Geoestadistico

Se utilizé el software modelo R complementado con el paquete PBS mapping
para obtener mapas de burbujas con las concentraciones de Piscirickettsia
salmonis y los parametros fisicoquimicos.

Para todos los mapas creados, se caracterizaron las concentraciones de los
parametros analizados con colores. En donde el color rojo corresponde a la
mayor concentracién, naranjo concentracion medio-alto, amarillo a una media

concentracion y verde una baja concentracion.
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En el mapa de burbujas de Piscirickettsia salmonis, se puede apreciar la sefial
de la bacteria en las tres estaciones y en las tres fechas de muestreo, donde se
aprecia una sefial baja con los menores valores en la estacion E1, en la primera
fecha de muestreo correspondiente a septiembre 2022. Para la estacién control
EC, la sefial se caracterizd con verde para las dos primeras fechas (septiembre
2022 y noviembre 2022). La estacion EO (debajo del centro) no present6 sefial
baja en verde, en la primera fecha obtuvo una sefal amarilla (septiembre 2022)

y sefial naranja y roja en las dos siguientes fechas (noviembre 2022 y abril 2023).

En la ultima fecha de muestreo (abril 2023) la estacion E1 obtuvo una sefal
naranja y la estacion control (EC) una sefal amarilla, esto demuestra que la
bacteria es diseminada hacia otros lugares del fiordo, cercanos al centro de

cultivo (Ver figura 14).
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Figura 14: Mapa de burbuja con las concentraciones de Piscirickettsia salmonis
en las tres estaciones (EO, E1 y EC) en las tres fechas de muestreo.

En relacién al Carbono, el mapa de burbuja muestra la mayor concentracion en
rojo (alto) para la estacién EO (debajo del centro) en la ultima fecha de muestreo
(abril 2023). Con concentraciones en naranjo (medio-alto) paralas Elen la Gltima
fecha de muestreo (abril 2023). Concentraciones amarillas (media) en la estacion
E1l muestreo noviembre 2022 y estacion EO en las fechas de muestreo de
septiembre 2022 y noviembre 2022. Las concentraciones mas bajas en verde
fueron encontradas en la estacion E1 en la primera fecha de muestreo

(septiembre 2022) y en las fechas de la estacion control (EO) correspondiente a
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septiembre 2022, noviembre 2022 y abril 2023 (ver figura 15).
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Figura 15: Mapa de burbujas con las concentraciones encontradas de Carbono,
en la tres estaciones (EO, E1 y EC) en las tres fechas de muestreo.

En relacion al Fosforo, el mapa de burbuja muestra la mayor concentracion en
rojo (alto) para la estacion EO (debajo del centro) en la ultima fecha de muestreo
(abril 2023). Con concentraciones en naranjo (medio-alto) para la estacion Elen
la dltima fecha de muestreo (abril 2023). Concentraciones amarillas (media) en
las estaciones EO y E1 en la segunda fecha de muestreo de noviembre 2022 y
en estacion EC en la ultima fecha de muestreo abril 2023. Las concentraciones

mas bajas en verde fueron encontradas en las estaciones EO y E1 en la primera
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fecha de muestreo (septiembre 2022) y en estacion control (EO) en la primera y
segunda fecha de muestreos correspondientes a septiembre 2022 y noviembre

2022 (ver figura 16).
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Figura 16: Mapa de burbujas con las concentraciones encontradas de Fosforo,
en las tres estaciones (EO, E1 y EC) en las tres fechas de muestreo.

En relacion al Nitrégeno, el mapa de burbuja muestra la mayor concentracion en
rojo (alto) para la estacion EO (debajo del centro) en la ultima fecha de muestreo

(abril 2023). Con concentraciones en naranjo (medio-alto) para la estacion E1 en
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la dltima fecha de muestreo (abril 2023) y estacion EO en la segunda fecha de
muestreo noviembre 2022. Concentraciones amarillas (media) en las estaciones
EO primera fecha de muestreo septiembre 2022 y en la estacién E1 en la segunda
fecha de muestreo de noviembre 2022. Las concentraciones mas bajas en verde
fueron encontradas en las estaciones E1 en las tres fechas de primera fecha de
muestreo (septiembre 2022) y en estacion control (EO) en las tres fechas de
muestreo correspondientes a septiembre 2022, noviembre 2022 y abril 2023 (ver

figura 17).
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Figura 17: Mapa de burbujas con las concentraciones encontradas de Nitrégeno
en las tres estaciones (EO, E1 y EC) en las tres fechas de muestreo



De acuerdo al mapa de burbujas obtenido para potencial redox, los resultados
indican mayores concentraciones en rojo para EO y E1 para el Ultimo muestreo
(abril 2023). Concentraciones naranjas (medio-alto) para estacion E1 segunda
fecha de muestreo noviembre 2022. Concentraciones amarillas (medio) para
estacion E1 segunda fecha de noviembre 2022 y EC en la dltima fecha de
muestreo abril 2023. Concentraciones en verde (baja) fueron encontradas en la
primera fecha de muestreo septiembre 2022 para las tres estaciones y segunda

fecha de muestreo noviembre 2022 para estacion control EC (ver figura 18).
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Figura 18: Mapa de burbujas con las concentraciones encontradas de Potencial
Redox, en las tres estaciones muestreadas en las tres fechas de muestreo.
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En cuanto a las concentraciones de Materia Organica, no hubieron diferencias
marcadas entre estaciones, lo que fue corroborado por la prueba estadistica
Kruskal Wallis y se refleja en el mapa de burbujas, en donde podemos apreciar
colores similares en las tres estaciones, con concentraciones altas (rojas) y medio
altas (naranjas), que comprueban que el pardmetro de Materia Organica no

presento grades diferencias entre estaciones y fechas (ver figura 19).
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Figura 19: Mapa de burbujas con las concentraciones encontradas de Materia
Organica en las tres estaciones muestreadas en las tres fechas de muestreo.
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DISCUSION

Se ha determinado que en el sedimento en areas adyacentes a los centros de
cultivo, la mayor acumulacién de nutrientes es producto de las fecas y el alimento
no consumido por lo peces cultivados, aumentando las concentraciones de
fosforo, carbono y nitrégeno, modificando las propiedades fisicoquimicas del
sedimento influyendo en los procesos biogeoquimicos, que alteran la estructura

de las comunidades microbianas (Hornick & Buschmann, 2018).

En el presente trabajo, la estacion EO (bajo la balsa jaula), es donde se encontro
las mayores concentraciones de fosforo, carbono, nitrégeno y un sedimento
altamente reducido (potencial redox). Esto corresponde a lo esperado, ya que es
un sector que esta recibiendo constantemente enriquecimiento de material
organico, formando una capa de sedimento negro blando y que altera la

estructura de las comunidades microbianas bentonicas (Rosenberg, 2001).

Los residuos organicos son arrastrados hacia otros lugares, lo que pudimos
apreciar en la estacion E1 (a 1 kildmetro del centro de cultivo) y en la estacion
control EC (a 7 kilbmetros del centro de cultivo), lo que demostré que también
corresponden a sedimentos intervenidos. La busqueda de una estacion control
(EC) no fue facil, esto debido a que el fiordo Puyuhuapi posee en este momento
un gran namero de concesiones acuicolas activas, por lo cual una estacién

control sin impacto ambiental no es posible encontrar.
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Estos resultados son importantes ya que la degradacion microbiana es una via
de transformacién para los contaminantes organicos en el medio ambiente, y
puede proporcionar condiciones favorables para su degradacion (Fenner et al.,

2013).

La estructura de las comunidades bacterianas es sensible a los cambios en las
condiciones ambientales, especialmente cuando se someten a aportes de
nutrientes relacionados con la actividad antropogénica como la acuicultura

(Hornick & Buschmann, 2018).

En las comunidades bacterianas presentes en este estudio, el phyla dominante

en las tres estaciones de muestreo correspondié a Proteobacteria (tabla 3).

En las estaciones EO y E1, hubo una similitud en la diversidad encontrada, con
la presencia de los phyla: Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. La estacion
control EC presento una baja diversidad microbiana, distinto a lo esperado, con
un mayor presencia de los phyla Proteobacteria y Firmicutes. El origen de estas
bacterias se puede explicar por un estudio realizado por Coca et al. (2023), que
indican que las bacterias intestinales en el salmon del Atlantico pertenecen
principalmente a los phyla Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes,
Bacteroidota, Actinobacteria y Verrucomicrobia. De estos, tres phyla fueron
encontrados en las estaciones muestreadas, lo que corrobora la relacion entre lo
gue elimina el salmén en cultivo mediante las heces y lo que llega al fondo marino

y se convierte en posible reservorio.
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Considerando un umbral del 1% de abundancia relativa (Leon et al., 2018), la
diversidad estuvo representada en 40 Familias, de las cuales las familias mas
abundantes correspondieron para estacion EO a las familias: Actinobacteria,
Desulfobulbaceae, Desulfuromonadales, Deltaproteobacteria y
Xanthomonadaceae. Para la estacion E1 las familias mas abundantes fueron:
Actinobacteria, Porphyromonadaceae, Sphyngomonadaceae y
Desulfobulbaceae. Para la estacion control EC fueron solo dos las familias méas
abundantes, correspondiente a Gammaproteobacteria y Rhodocyclaceae (ver
graficos 10, 11y 12). Las familias de bacterias encontradas crecen en sedimentos
reducidos y con alto enriquecimiento organico, como es el caso de
Desulfobulbaceae, que actian como bacterias que acoplan la reduccion de
oxigeno en la superficie del sedimento a la oxidacion de sulfuros en capas

anoxicas mas profundas (Pfeffer et al., 2012).

Las Actinobacterias son responsables del reciclaje de la materia organica,
desintegrando aquellos compuestos resistentes que las bacterias comunes y los
hongos filamentosos no pueden descomponer, desempefiando un papel
fundamental en el ciclo del carbono. Las Deltaproteobacteria son bacterias
reductoras de sulfato. Las Delsulfuromonadales, Porphyromonadaceae,
Sphyngomonadaceae y Xanthomonadaceae se caracterizan por su potencial
reductor de metales asi como su habilidad para la degradacién de hidrocarburos
(Miranda et al., 2021). Koster & Meyer-Reil (2001), indican que los sedimentos

marinos se ven afectados por la interaccién de factores geoldgicos, biolégicos,
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hidrolégicos y fisicoquimicos y biolégicos como reservorios de nutrientes

acumulando pesticidas, antibiéticos y metales pesados.

Estos resultados se vieron respaldos por los indices de Shannon e indice de
Simpson, con valores que muestran una alta diversidad en EO y E1 y una baja
diversidad en estacion Control EC (indice de Shannon). En cuanto al indice de
dominancia de Simpson, los resultados encontrados demuestran una alta
dominancia en las estaciones EO y E1 y una baja dominancia en EC (ver figura
13). Una investigacion realizada por Caruso et al. (2016), respaldan los
resultados que las comunidades microbianas reaccionan rapidamente a los
cambios ambientales modulando su composicion y metabolismo lo que en
consecuencia demuestra un efecto significativo en la biodiversidad y el equilibrio
del ecosistema acuéatico marino. Esto conlleva al aumento de bacterias
potencialmente patdgenas (Resende et al.,, 2015), aparicion de bacterias
anaeroObicas reductoras de sulfatos y nitratos y desaparicion de bacterias

estrictamente aerobicas (Santander-de Leon et al., 2017).

Las Gammaproteobacterias son bacterias fijadoras de nitrégeno y juegan un
papel muy importante en la descomposicion de la materia organica. La familia
Rhodocyclaceae tiene amplias capacidades metabdlicas y puede degradar
multiples fuentes de carbono, como muchos compuestos aromaticos (Smalley et
al., 2015). Estos resultados se ven respaldados por los estudios realizados por Li

et al. (2020), donde enfatizan que los contaminantes también afectan la
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composicion de las comunidades microbianas en el medio ambiente, ya que la
mayoria de los microorganismos se suprimen o mueren bajo los efectos
inhibidores y téxicos de los contaminantes, lo que sélo permite que la poblacion

dominante sobreviva.

Como podemos constatar en este estudio, en los sedimentos de centros de
cultivo y lugares proximos, existe un aumento de bacterias asociadas a
ambientes anaerobicos reductoras de sulfatos y nitratos. Esto también se ve
reflejado con los resultados que estuvimos de adenosintrifosfato (ATP) en las dos
ultimas fechas de muestreo, donde pudimos estimar la biomasa microbiana viva
0 activaen sedimentos, con valores muy superiores de actividad microbiana en

abril 2023 que en noviembre 2022 (ver figura 8).

La determinacion de la bacteria de Piscirickettsia salmonis en el sedimento, fue
uno de los objetivos de esta tesis, ya que existen escasos estudios de la bacteria
en el sedimento. Por lo cual, encontrarla en las tres estaciones de muestreo
(incluida la estacion control) y que su sefial aumente en el tiempo, indica que no
so6lo puede persistir a través del tiempo, sino que también se incrementa a medida

gue los cultivos se desarrollan en el area.

Los resultados obtenidos en Piscirickettsia salmonis fueron trabajados en escala
logaritmica, ya que las diferencias de la sefial captada entre estaciones fue con
varios ordenes de magnitud de diferencia, por lo cual para poder graficar se usé

la escala mencionada (figura 7).
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Al encontrar la sefial molecular (ADN) de P. salmonis y que su sefal aumente a
medida que transcurre el proceso productivo, es una evidencia a favor de que los
sedimentos podrian ser un reservorio (Huerta, 2020). El tercer muestreo de EO
(estacién debajodel centro) en abril 2023, fue de tres de 6rdenes de magnitud
mayor la sefial molecular que el primer muestreo en septiembre 2022, que
correspondio a 7 meses transcurrido de la puesta en marcha del cultivo (ver figura

7).

Estudios realizados por Coca et al. (2023), indican que la microbiota intestinal de
peces en cultivo, contiene una gran variedad de bacterias patdégenas, incluida
Piscirickettsia salmonis. Por lo cual podemos inferir, que es una de las vias en
gue llega la bacteria al sedimento, producto de la decantacion al fondo marino de

las fecas de peces infectados.

Que la bacteria esté presente en otros sitios y no soélo en la estacion mas proxima
a la balsa jaula (Estacion EQ), demuestra que la bacteria puede ser transportada
hacia otros lugares producto de las corrientes y circulacion de las aguas o una
segunda posibilidad, como se trata de un barrio de produccién acuicola donde
los brotes epidémicos generalmente afectan a todo un barrio y no solo a un
centro, la bacteria acumulada en los sedimentos distante al centro de estudio
puede provenir de diversas fuentes (otros centros). De esta manera, esta bacteria

podria considerarse endémica en el area de cultivo estudiada.

En el presente estudio, se provee evidencia que demuestra que los factores

ambientales tienen un impacto significativo en la estructura de las comunidades

59



microbianas. Asi también, las correlaciones significativas observadas entre el
nimero de copias del gen de Piscirickettsia salmonis determinado y las
concentraciones de N, P, C y Potencial Redox, indican que el incremento de la
concentracion de la sefial molecular en el tiempo esté asociado al incremento de
estos parametros fisicoquimicos también a través del tiempo. En otras palabras,
ambos procesos de acumulacion parecen estar acoplados y relacionados con el
transcurso del desarrollo del cultivo de peces en el area. Esta observacion, es
una evidencia de que la bacteria puede estar latente como reservorio enlos
sedimentos y que al tener las condiciones propicias (por ejemplo resuspencion),
podria potencialmente infectar a nuevos cultivos en la fase productiva

subsiguiente de un barrio de produccién acuicola.
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CONCLUSIONES

El fiordo de Puyuhuapi muestra un impacto antropogénico en sus sedimentos de
la industria del salmén, lo que dificulta encontrar areas de control apropiadas. Los
parametros fisico-quimicos analizados de los sedimentos bajo las jaulas de
cultivo de salmoén y areas adyacentes muestran una alta acumulacion de materia
organica que podria facilitar la permanencia de bacterias patdgenas, como P.
salmonis. Asi, los sedimentos, incluidos los de la estacion de control, son un
posible reservorio de bacterias patégenas, incluida P. salmonis.

La diversidad de comunidades bacterianas fue mayor debajo de las jaulas de
salmon (estacion EO) y a 1 km de las jaulas de salmon (estacion E1) en
comparacion con la estacion de control. La diversidad bacteriana encontrada en
la estacion EO estuvo asociada a oxidacion de sulfuros, degradacion de materia
organica, degradadores de hidrocarburos y reduccion de metales, entre otros.
Por tanto, las comunidades microbianas responden a cambios ambientales, como
la constante incorporacion de nutrientes que afectan a los taxones presentes en
esos sedimentos.

El aumento de Carbono, Nitrégeno y Fosforo durante el proceso de produccion
de salmoén y la correlacion significativa del Carbono, Nitrogeno y Fésforo y el
potencial redox con el aumento de P. salmonis en los sedimentos sugiere que el
aumento ocurre durante el cultivo del salmén y refuerza la idea de que P.

Salmonis se acumula durante ese tiempo, convirtiendo el sedimento en un
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potencial reservorio ambiental.

La composicién de la comunidad microbiana refleja una capacidad metabdlica
potencial para la degradacion de una alta carga de materia organica, dado el tipo
de taxa encontradas en el presente trabajo. Esto podria tener incidencia en los
ciclos biogeoquimicos, ya que la composicion de la comunidad microbiana estaria

respondiendo a los aportes de nutrientes relacionados con la actividad acuicola.

PROYECCIONES

La SRS ha sido sujeto de mudltiples estudios y esquemas de control para
sobrellevar sus efectos, destacando métodos preventivos como el uso de
vacunas, la seleccion genética de familias de salmones mas tolerantes a la
infeccion y tratamientos potencialmente curativos como es el uso de antibioticos,
siendo esta Ultima la estrategia mas comun. La cual no ha dado los resultados
esperados, ya que P. salmonis sigue siendo una de las principales causas de
mortalidad en el cultivo de salmones. Para corregir esta tendencia, la industria
debe invertir mas en investigacion y desarrollo para optimizar sus procesos, ya
no solo en términos de producir mas al menor costo econémico, sino que también

al menor costo colateral, basando su produccién en evidencia cientifica.

En este estudio, se determind la sefial molecular de la bacteria P. salmonis en el
sedimento y se demostré que esta sefial se incrementa en el tiempo a medida

que transcurre el proceso del cultivo de peces, lo que constituye un hallazgo
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importante, ya que esta observacion es un primer indicio de que el sedimento
acumula este patdégeno durante dicho proceso, pudiendo transformar a esta

matriz en un potencial reservorio ambiental.

Para continuar con la investigacién seria importante evaluar la viabilidad de la
bacteria P. salmonis en el sedimento y su capacidad infectiva del sedimento al
huésped. Para evaluar la viabilidad de la bacteria desde el sedimento, se
pondrian utilizar técnicas como dilucién en placa de suelo (Ellaiah et al., 1996),
método de extraccion celular en el sedimento (Kallmeyer et al., 2008), entre otras

técnicas.

Para evaluar la capacidad infectiva de P. salmonis en el sedimento, seria
necesario realizar experimentos controlados, en donde se someta a los salmones
a la bacteria aislada desde el sedimento, realizando experimentos de desafio
evaluando todas las condiciones como temperatura, tiempo, etapa de vida del

salmon etc.

Otro hallazgo importante de este estudio, es la importancia en que la industria
salmonera debe evaluar sus técnicas para limpieza del sedimento, ya que la
presencia de P. salmonis en el sedimento como posible reservorio, no seria
aconsejable técnicas donde se intervenga el sedimento, que actualmente la
industria utiliza. Por lo cual estrategias como dragar, oxigenar o remover el
sedimento, podrian ser contraproducentes, ya que provocaria la dispersion o

diseminacion de la bacteria hacia otras areas.
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