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Como se sefial6 en la primera edicion de este afio 2013, se optd por cambiar la fecha de publicacion de la segunda edicion
y asf facilitar a los panelistas estables e investigadores, el despacho de sus respectivos articulos. Desde ya agradecemos
su comprension y los invitamos a recoger como habitual las nuevas fechas de publicacion, de esta manera buscamos
mejorar nuestras publicaciones futuras.

Esperamos al igual que en ediciones anteriores podamos aportar articulos que sean de interés para usted. Como siempre
queremos agradecer la variedad de articulos técnicos de extension académicos y de empresas proveedoras de la industria
salmonera, que hacen un importante aporte para esta edicion en particular, consolidando la revista “Version Diferente”
como el medio escrito técnico cientifico de extension més leido y esperado en cada edicion semestral.

Para esta edicion los temas a tratar entre otros son: “Antecedentes biolégicos del Piojo de Mar”, “HSMI”, “ SRS”, “Gestion
Sanitaria en la Salmonicultura”, “Respuesta Inmune en Salmo Salar”, “Diagnéstico de la Acuicultura”, “Lodos y Valor

Agregado”, “Perfil Metabdlico en Salménidos”, “Avances Tecnoldgicos en Balsas Jaulas” , “Terebrasabella Heterouncinata
en Abalones”, “Acuicultura Sustentable”, “Bioautografia”, “Antecedentes de la Trucha Arcoiris” y “Microscopia Laser”.

Aligual que en ediciones anteriores, Ud. podré encontrar materias de consulta
diaria como son: fases lunares, tablas de mareas, ferias salmén-acuicolas y
novedades en servicios y productos de los principales proveedores de la industria.

Los invitamos a participar en nuestra préxima edicion: Primer Semestre 2014

SatmérnrFewicots

(09) 9443 3504 - (09) 9443 3076

opcionaraya@tie.cl - publicidad@opcionaraya.cl
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~ernas Internaclionales 20 semestre 2013

AGOSTO

9 al 12 Agosto
AQUACULTURE EUROPE
University of Science and Technology
Trondheim - Noruega

13 al 16 Agosto

AQUANOR Trondheim
Noruega

SEPTIEMBRE

17 al 20 Septiembre
FHM Food & Hotel Malaysia

Kuala Lumpur Convention Centre - Malasia

22 al 27 Septiembre
20th Annual Practical Short Course
on Aquaculture, Texas - USA

OCTUBRE

5 al 9 Octubre
ANUGA Colgne - Alemania

6 al 10 Octubre
International Symposium on
Tilapia in Aquaculture
Ramada Hotel Jerusalem - Israel

9 al 11 Octubre
DANFISH INTERNATIONAL
Aalborg Congress and Culture Centre
Aalborg

9y 10 Octubre 2013
PESCA SUR 2013
Chile

NOVIEMBRE

6 a 8 Noviembre
AQUAMAR INTERNATIONAL 2013
Canctn - México

7 al 9 Noviembre

EXPO PESCA & ACUIPERU
Centro de Exposiciones Jockey - Pert

DICIEMBRE

10 al 13 Diciembre
ASIA PACIFIC AQUACULTURE
Ho chi Minh City - Vietnam

10y 12 Octubre 2013
Shanghai International
Fisheries & Seafood, Shanghai - China
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~eriados 2013
Internacionales

Fuentes: www.dias-festivos.com - www.qgppstudios.net CHILE CANADA EEUU NORUEGA JAPON
Martes O1 Enero Afo Nuevo @ ® @ [ J
Miércoles 02 Enero Noche Vieja aplazada @ ®
Lunes 14 Enero Dia de la mayoria de edad
Lunes 21 Enero Dia de Martin Luther King ®
Lunes 11 Febrero Dia de la Fundacién de la Nacién
Miércoles 20 Marzo Equinoccio de Primavera
Jueves 28 Marzo Jueves Santo @
Viernes 29 Marzo Viernes Santo ® ®
Sabado 30 Marzo Sabado Santo ®
Lunes 1 Abril Lunes de Pascua ®
Lunes 29 Abril Celebracion del emperador showa
Miércoles 1 Mayo Dia del Trabajo ® ®
Sabado 4 Mayo Midori-nohi fiesta de la Naturaleza
Lunes 6 Mayo Dia de los Nifios (kodomo no hi)

Jueves 9 Mayo Ascensién ®
Viernes 17 Mayo Dia de la Constitucion ®
Lunes 20 Mayo Dia de Pentecostés ®
Lunes 20 Mayo Dia de la Reina Victoria ®
Martes 21 Mayo Dia de las Glorias Navales o
Lunes 27 Mayo Dia Conmemorativo ®
Sébado 29 Junio San Pedro y San Pablo o ®
Lunes 1 Julio Dia de Canada ®
Jueves 4 Julio Dia de la Independencia ®
Lunes 15 Julio Accion de Gracias
Martes 16 Julio Dia Virgen del Carmen [ J
Lunes 5 Agosto Dia Festivo Regional @

Jueves 15 Agosto Asuncién de la Virgen [ )

Lunes 2 Septiembre Dia del Trabajo @ ®
Lunes 16 Septiembre Dia del respeto a los Ancianos
Miércoles 18 Septiembre Independencia Nacional @

Jueves 19 Septiembre Dia de las Glorias del Ejército [

Viernes 20 Septiembre Dia Festivo @

Lunes 23 Septiembre Equinoccio de otofio
Sabado 12 Octubre Dia de Hispanidad @ @

Jueves 14 Octubre Dia del Deporte
Viernes 14 Octubre Accion de Gracias  J
Jueves 31 Octubre Iglesias Evangélicas y Protestantes [ J
Viernes 1 Noviembre Dia de todos los Santos [ J
Lunes 4 Noviembre Dia de la Cultura Nacional
Lunes 11 Noviembre Dia de los Veteranos @

Jueves 28 Noviembre Accién de Gracias @

Domingo 8 Diciembre Inmaculada Concepcién [ J
Miércoles 25 Diciembre Dia de Navidad [ ® @ @
Martes 31 Diciembre Nochevieja [ J
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Mareas

Mareas Puerto Montt 20 semestre 2013

DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA

H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS
01 0142 1.98 16 0009 2.01 01 0332 2.50 16 0212 2.42 01 0502 2.23 16 0459 1.57
L 0809 5.12 M 0630 5.13 J 0954 5.16 v 0847 5.29 D 1108 5.55 L 1111 6.21
1431 2.29 1247 2035 1634 2.19 1533 2.17 1737 1.64 1738 0.92
2038 4.76 1853 4.95 2238 4.72 2143 4.86 2343 5.27 2345 6.02
02 0256 2.09 17 0112 2.14 02 0437 2.30 17 0350 2.22 02 0540 1.88 17 0551 1.02
M 0921 5.21 MI 0741 5.17 v 1051 5.47 s 1013 5.68 L 1145 5.87 M 1201 6.66
1551 2.17 1406 2.36 1725 1.86 1652 1.68 1809 1.33 1822 0.50

2154 4.79 2014 4.87 2328 5.02 2259 5.33
03 0404 2.03 18 0230 2.17 03 0524 2.04 18 0504 1.74 03 0015 5.58 18 0028 6.45
MI 1024 5.44 J 0900 5.36 S 1135 5.79 D 1120 6.21 M 0614 1.54 MI 0636 0.61
1655 1.92 1534 2.16 1805 1.56 1751 1.11 1219 6.13 1244 6.94
2256 4.97 2140 5.01 2357 5.87 1839 1.07 1903 0.26
04 0500 1.88 19 0352 2.01 04 0007 5.30 19 0601 1.20 04 0044 5.84 19 0107 6.70
J 1115 5.72 v 1017 573 D 0603 1.79 L 1214 6.72 MI 0646 1.25 J 0716 0.39
1745 1.65 1652 1.74 1212 6.05 1840 0.63 1250 6.32 1323 6.99
2345 5.18 2257 5.34 1839 1.32 1908 0.87 1940 0.24
05 0545 1.72 20 0505 1.66 05 0041 5.52 20 0045 6.33 05 0114 6.05 20 0144 6.76
v 1158 5.97 S 1123 6.21 L 0637 1.57 M 0650 0.76 J 0718 1.03 v 0754 0.39
1825 1.43 1756 1.24 1246 6.25 1300 7.06 1322 6.42 1400 6.84
1910 1.15 1923 0.31 1938 0.74 2014 0.40
06 0025 5.37 21 0000 5.76 06 0112 5.69 21 0127 6.62 06 0143 6.20 21 0218 6.63
S 0623 1.59 D 0605 1.25 M 0710 1.41 MI 0733 0.50 v 0751 0.89 S 0830 0.58
1234 6.16 1221 6.68 1317 6.36 1342 7.18 1354 6.42 1434 6.52
1901 1.29 1850 0.78 1939 1.05 2003 0.22 2008 0.71 2047 0.72
07 0101 5.50 22 0054 6.15 07 0142 5.81 22 0207 6.72 07 0214 6.27 22 0251 6.37
D 0657 1.51 L 0658 0.88 MI 0741 1.30 J 0814 0.45 S 0824 0.85 D 0905 0.90
1308 6.28 1312 7.03 1348 6.39 1421 7.06 1427 6.31 1508 6.11
1933 1.21 1938 0.45 2008 1.00 2040 0.33 2039 0.79 2118 1.13
08 0134 5.57 23 0141 6.42 08 0212 5.87 23 0244 6.63 08 0245 6.25 23 0324 6.02
L 0729 1.48 M 0746 0.65 J 0813 1.26 v 0853 0.61 D 0900 0.92 L 0939 1.31
1340 6.31 1358 7.18 1419 6.32 1458 6.74 1501 6.11 1542 5.63
2004 1.20 2022 0.31 2037 1.03 2115 0.62 2112 0.96 2150 1.60
09 0205 5.59 24 0226 6.52 09 0241 5.87 24 0319 6.38 09 0319 6.15 24 0358 5.62
M 0801 1.50 MI 0831 0.59 A% 0846 1.29 S 0930 0.92 L 0937 1.11 M 1016 1.75
1411 6.27 1441 7.10 1450 6.19 1534 6.28 1538 5.80 1620 5.14
2034 1.25 2104 0.38 2107 1.11 2149 1.03 2147 1.24 2225 2.08
10 0236 5.55 25 0307 6.45 10 0312 5.83 25 0355 6.03 10 0357 5.96 25 0438 5.21
MI 0833 1.57 J 0913 0.72 S 0920 1.38 D 1008 1.34 M 1019 1.39 MI 1100 2.19
1441 6.15 1522 6.82 1522 5.99 1611 5.74 1620 5.43 1709 4.67
2104 1.33 2144 0.62 2138 1.25 2224 1.51 2228 1.59 2310 2.53
11 0307 5.48 26 0348 6.24 11 0344 5:.73 26 0434 5.62 11 0441 5.70 26 0532 4.83
J 0905 1.67 v 0955 1.00 D 0955 1.53 L 1049 1.81 MI 1109 1.74 J 1203 2.56
1512 5.98 1602 6.38 1556 5.74 1652 5.18 1713 5.03 1824 4.30

2134 1.45 2223 0.98 2211 1.44 2303 2.01 2318 2.00

12 0338 5.39 27 0429 5.93 12 0419 5.64 27 0519 5.22 12 0541 5.39 27 0020 2.90
A 0939 1.81 S 1038 1.40 L 1034 1.73 M 1140 2.26 J 1217 2.08 A 0654 4.59
1544 5.78 1643 5.85 1635 5.45 1747 4.67 1828 4.68 1344 2.72
2206 1.58 2303 1.42 2249 1.69 2354 2.48 2012 4.22
13 0411 5.30 28 0514 5.56 13 0502 5.49 28 0623 4.88 13 0031 2.37 28 0210 2.99
S 1015 1.95 D 1125 1.84 M 1122 1.98 MI 1256 2.60 v 0705 5.17 S 0831 4.62
1619 5.56 1730 5.29 1723 5.12 1912 4.31 1353 2.22 1522 2.53
2240 1.72 2349 1.87 2336 1.98 2010 4.59 2139 4.45
14 0448 5.22 29 0608 5.22 14 0557 5.32 29 0114 2.81 14 0214 2.47 29 0338 2.74
D 1056 2.09 L 1224 2.25 MI 1224 2.23 J 0751 4.73 s 0845 5.27 D 0944 4.88
1659 5.35 1831 4.79 1830 4.81 1443 2.64 1533 1.96 1619 2.18
2320 1.86 2100 4.31 2146 4.93 2230 4.80
15 0533 5.16 30 0048 2.28 15 0041 2.28 30 0259 2.84 15 0351 2.13 30 0430 2.35
L 1144 2.24 M 0718 4.98 J 0714 5.20 v 0919 4.88 D 1009 5.68 L 1033 5.23
1748 5.13 1346 2.51 1352 2.36 1607 2.36 1645 1.45 1659 1.81
1955 4.49 2003 4.66 2217 4.58 2253 5.48 2307 5.17

31 0207 2.52 31 0414 2.58

MI 0839 4.96 s 1023 5.20

1521 2.47 1659 1.99

2128 4.49 2306 4.93

Mareas Dalcahue: Hacer las sgtes. correciones. -Sumar 27 minutos a la hora pleamar -Sumar 27 minutos a la hora bajamar.
Mareas Castro: Hacer las sgtes. correciones. -Sumar 3 minutos a la hora pleamar -Sumar 3 minutos a la hora bajamar.
Altura: Pleamar: restar 0,72 mts. Bajamar: restar 0,30 mts.
EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS.



VEICEN

VD Segundo Semestre 2013

Mareas Puerto Montt 20 Semestre 2013

DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA

H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS
01 0508 1.93 16 0534 0.93 01 0542 1.18 16 0025 6.32 01 0556 1.06 16 0049 6.20
M 1112 5.58 MI 1143 6.40 v 1147 5.95 S 0642 0.74 D 1202 5.93 L 0711 1.05
1732 1.44 1800 0.61 1758 1.00 1248 6.17 1810 1.06 1314 5.79
2339 5.53 1856 0.86 1916 1.30
02 0543 1.52 17 0006 6.38 02 0005 6.15 17 0102 6.37 02 0020 6.38 17 0124 6.23
MI 1146 5.91 J 0618 0.60 S 0620 0.79 D 0719 0.75 L 0643 0.71 M 0745 1.08
1803 1.11 1225 6.60 1226 6.21 1324 6.13 1249 6.16 1348 5.77
1840 0.45 1835 0.74 1931 0.97 1856 0.84 1949 1.37
03 0009 5.88 18 0045 6.58 03 0042 6.45 18 0136 6.31 03 0106 6.65 18 0156 6.19
J 0616 1.13 v 0658 0.46 D 0701 0.51 L 0754 0.88 M 0731 0.49 MI 0817 1.19
1220 6.18 1304 6.63 1306 6.35 1358 5.99 1337 6.27 1420 5.68
1834 0.82 1916 0.47 1914 0.61 2003 1.16 1943 0.73 2020 1.50
04 0040 6.18 19 0121 6.61 04 0122 6.64 19 0208 6.16 04 0154 6.77 19 0227 6.07
v 0650 0.80 S 0735 0.49 L 0742 0.38 M 0827 1.10 MI 0819 0.43 J 0848 1.35
1254 6.37 1340 6.51 1348 6.36 1431 5.78 1425 6.26 1451 5.54
1906 0.63 1950 0.63 955 0.61 2034 1.42 2030 0.76 2050 1.68
05 0112 6.41 20 0155 6.49 05 0203 6.67 20 0240 5.94 05 0242 6.73 20 0257 5.89
S 0725 0.58 D 0809 0.68 M 0826 0.42 MI 0858 1.36 J 0908 0.51 v 0918 1.55
1329 6.44 1414 6.26 1432 6.22 1503 5.53 1514 6.13 1522 5.35
1939 0.55 2022 0.92 2038 0.76 2105 1.70 2119 0.90 2121 1.88
06 0146 6.54 21 0227 6.25 06 0247 6.55 21 0311 5.68 06 0331 6.54 21 0328 5.65
D 0802 0.50 L 0842 0.97 MI 0912 0.61 J 0930 1.66 v 0958 0.72 s 0948 1.77
1405 6.37 1447 5.94 1518 5.96 1537 5.25 1604 5.91 1554 5.15
2014 0.60 2053 1.27 2124 1.03 2138 2.00 2210 1.13 2154 2.10
07 0221 6.54 22 0258 5:.95 07 0335 6.29 22 0345 539 07 0423 6.22 22 0400 5.39
L 0841 0.57 M 0915 1.32 J 1003 0.92 v 1005 1.96 S 1050 1.03 D 1020 1.99
1444 6.17 1520 5.56 1610 5.63 1614 4.95 1658 5.64 1627 4.95
2051 0.80 2124 1.67 2215 1.37 2214 2.30 2305 1.42 2229 2.31
08 0300 6.41 23 0330 5.61 08 0429 5.95 23 0423 5.08 08 0519 5.84 23 0435 5.13
M 0922 0.79 MI 0949 1.70 A 1059 1.28 S 1045 2.25 D 1146 1.36 L 1056 2.19
1526 5.86 1555 5.17 1709 5.30 1657 4.68 1758 5.38 1706 4.77
2132 1.12 2158 2.07 2314 1.71 2259 2.56 2310 2.50
09 0342 6.15 24 0406 5.24 09 0533 5.59 24 0510 4.80 09 0007 1.71 24 0515 4.89
MI 1008 1.12 J 1028 2.08 S 1206 1.60 D 1134 2.48 L 0623 5.46 M 1137 2.35
1613 5.46 1638 4.78 1820 5.05 1752 4.47 1250 1.65 1752 4.66

2218 1.52 2238 2.45 2355 2.76 1906 5.20
10 0432 5.80 25 0452 4.89 10 0027 1.96 25 0610 4.59 10 0120 1.92 25 0000 2.64
J 1104 1.51 v 1118 2.43 D 0649 5.32 L 1237 2.61 M 0737 5.18 MI 0606 4.71
1712 5.06 1736 4.45 1324 1.77 1902 4.40 1402 1.82 1229 2.45
2315 1.94 2335 2.78 1941 5.00 2021 5.18 1851 4.64
11 0537 5.43 26 0556 4.60 11 0153 2.01 26 0108 2.80 11 0241 1.95 26 0103 2.68
v 1215 1.86 S 1231 2.67 L 0813 5.27 M 0722 4.53 MI 0856 5.09 J 0712 4.62
1830 4.76 1900 4.27 1444 1.72 1348 2.59 1516 1.83 1332 2.47
2059 5.18 2014 4.51 2133 5033 2000 4.75
12 0034 2.25 27 0059 2.95 12 0314 1.79 27 0223 2.66 12 0357 1.78 27 0219 2.59
S 0703 5.21 D 0723 4.48 M 0930 5.43 MI 0834 4.64 J 1007 5.19 v 0828 4.67
1347 1.98 1405 2.67 1553 1.50 1454 2.39 1621 1.70 1444 2.37
2005 4.76 2031 4.34 2204 5.51 2113 4.78 2234 558 2109 5.01
13 0212 2.26 28 0235 2.83 13 0421 1.45 28 0327 2.34 13 0459 1.52 28 0335 2.32
D 0837 5.29 L 0845 4.61 MI 1032 5.69 J 0934 4.91 \% 1107 5.38 S 0942 4.88
1516 1.76 1518 2.44 1649 1.22 1549 2.09 1715 1.52 1554 2.14
2130 5.09 2134 4.61 2258 5.86 2202 5.15 2326 5.85 2214 5.39
14 0340 1.90 29 0340 2.50 14 0515 1.11 29 0420 1.93 14 0549 1.28 29 0443 1.91
L 0955 5.64 M 0944 4.89 J 1123 5.94 v 1026 5.25 s 1155 558 D 1048 5.21
1623 1.35 1607 2.11 1736 1.00 1638 1.73 1801 1.37 1657 1.80
2233 5.57 2218 4.96 2344 6.14 2248 5.58 2313 5.85
15 0443 1.39 30 0425 2.08 15 0601 0.85 30 0508 1.48 15 0010 6.06 30 0543 1.44
M 1054 6.05 MI 1029 5.24 v 1208 6.11 S 1114 5.61 D 0633 1.12 L 1148 5.59
1716 0.93 1646 1.73 1818 0.87 1724 1.37 1237 5.72 1754 1.42

2323 6.03 2254 5.36 2334 6.01 1841 1.29
31 0504 1.63 31 0008 6.31
J 1108 5.61 M 0637 0.98
1722 1.35 1242 5.94
2329 5.77 1847 1.07

Mareas Dalcahue: Hacer las sgtes. correciones. -Sumar 27 minutos a la hora pleamar -Sumar 27 minutos a la hora bajamar.
Mareas Castro: Hacer las sgtes. correciones. -Sumar 3 minutos a la hora pleamar -Sumar 3 minutos a la hora bajamar.
Altura: Pleamar: restar 0,72 mts. Bajamar: restar 0,30 mts.
EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS.
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Mareas

Mareas Puerto Chacabuco 20 Semestre 2013
Gentileza del Servicio Hidrografico y Oceanogréfico de la Armada de Chile
JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE

HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA
H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS
01 0205 0.94 16 0045 0.96 01 0329 1.09 16 0236 0.95 01 0434 1.12 16 0423 0.75
L 0834 2.25 M 0723 2.16 J 1003 2.43 A 0911 2.48 D 1058 2.42 L 1051 2.76
1455 1.02 1350 1.03 1643 0.84 1557 0.62 1731 0.75 1718 0.31
2106 2.10 1952 1.91 2258 2.01 2211 1.99 2352 2.07 2342 235
02 0309 0.95 17 0202 0.96 02 0420 1.04 17 0342 0.84 02 0516 1.03 17 0519 0.59
M 0941 2.37 MI 0835 2.27 v 1051 2.52 S 1014 2.64 L 1136 2.47 M 1144 2.86
1607 0.90 1513 0.88 1724 0.74 1650 0.43 1801 0.66 1802 0.21

2219 2.11 2114 1.93 2341 2.09 2310 2.15
03 0403 0.92 18 0308 0.89 03 0504 0.97 18 0440 0.70 03 0022 2.16 18 0026 2.53
MI 1036 2.51 J 0941 2.43 S 1132 2.58 D 1110 2.81 M 0554 0.93 MI 0611 0.46
1702 0.77 1616 0.67 1800 0.65 1737 0.26 1211 2.51 1233 2.90
2317 2.17 2227 2.03 2359 2.32 1830 0.58 1844 0.16
04 0450 0.87 19 0405 0.77 04 0016 2.15 19 0533 0.54 04 0050 2.24 19 0108 2.66
J 1122 2.63 v 1038 2.62 D 0544 0.91 L 1201 2.95 MI 0629 0.82 J 0659 0.38
1746 0.65 1708 0.45 1208 2.62 1821 0.14 1244 2.54 1319 2.87
2325 2.16 1831 0.59 1858 0.51 1926 0.18
05 0001 2.22 20 0458 0.63 05 0047 2.20 20 0043 2.46 05 0118 2.33 20 0151 2.75
v 0532 0.81 s 1130 2.81 L 0619 0.85 M 0623 0.42 J 0703 0.71 v 0746 0.37
1201 2.71 1754 0.25 1240 2.64 1248 3.02 1316 2.56 1403 2.77
1824 0.57 1901 0.54 1905 0.08 1928 0.45 2007 0.26
06 0037 2.25 21 0013 2.30 06 0116 2.23 21 0126 2.57 06 0148 2.40 21 0234 2.717
S 0611 0.77 D 0548 0.50 M 0652 0.80 MI 0711 0.35 v 0739 0.62 S 0833 0.42
1237 2.75 1218 2.97 1311 2.64 1334 3.01 1351 2.53 1447 2.61
1858 0.53 1839 0.12 1930 0.51 1948 0.09 2000 0.42 2048 0.39
07 0110 2.26 22 0057 2.42 07 0144 2.25 22 0209 2.63 07 0222 2.47 22 0318 2.74
D 0646 0.75 L 0637 0.39 MI 0725 0.75 J 0757 0.35 S 0817 0.57 D 0921 0.53
1309 2.75 1304 3.06 1341 2.62 1418 2.91 1427 2.47 1532 2.41
1930 0.51 1923 0.05 1959 0.50 2030 0.18 2034 0.43 2127 0.57
08 0140 2.24 23 0141 2.49 08 0213 2.28 23 0254 2.63 08 0259 2.52 23 0401 2.66
L 0718 0.75 M 0723 0.33 J 0758 0.71 v 0844 0.43 D 0859 0.56 L 1010 0.68
1339 2.72 1350 3.08 1413 2.57 1503 2.74 1506 2.36 1620 2.19
2001 0.52 2007 0.06 2029 0.50 2112 0.33 2111 0.48 2206 0.77
09 0209 2.21 24 0226 2.51 09 0245 2.30 24 0341 2.60 09 0341 2.54 24 0445 2.56
M 0748 0.76 MI 0810 0.35 v 0833 0.70 S 0933 0.56 L 0945 0.60 M 1103 0.84
1408 2.66 1435 3.00 1447 2.49 1550 2.52 1551 2.22 1714 2.00
2030 0.56 2052 0.15 2101 0.53 2154 0.53 2151 0.58 2247 0.97
10 0238 2.17 25 0313 2.49 10 0322 2.31 25 0429 2.54 10 0427 2.52 25 0530 2.44
MI 0819 0.78 J 0856 0.44 S 0912 0.72 D 1027 0.73 M 1037 0.68 MI 1204 0.98
1438 2.59 1521 2.85 1524 2.38 1642 2.28 1646 2.06 1814 1.84
2059 0.60 2136 0.30 2137 0.59 2238 0.74 2236 0.71 2333 1.14
11 0310 2.14 26 0403 2.44 11 0405 2.32 26 0518 2.46 11 0519 2.49 26 0620 2.34
J 0851 0.81 v 0945 0.59 D 0958 0.77 L 1128 0.89 MI 1141 0.76 J 1319 1.07
1510 2.50 1609 2.63 1608 2.23 1743 2.06 1753 1.92 1922 1.75

2131 0.66 2222 0.50 2216 0.67 2327 0.96 2332 0.86

12 0346 2.12 27 0455 2.38 12 0452 2.32 27 0611 2.38 12 0619 2.45 27 0036 1.27
v 0927 0.86 S 1040 0.77 L 1052 0.85 M 1241 1.01 J 1259 0.80 v 0718 2.25
1546 2.38 1703 2.39 1702 2.08 1853 1.90 1911 1.85 1439 1.09
2206 0.73 2311 0.71 2302 0.79 2038 1.73
13 0430 2.10 28 0550 2.33 13 0546 2.31 28 0027 1oi3 13 0046 0.97 28 0153 1.33
s 1011 0.93 D 1146 0.93 M 1200 0.91 MI 0710 2.33 v 0730 2.45 S 0824 2.21
1629 2.24 1807 2.17 1809 1.93 1406 1.05 1425 0.74 1540 1.03
2247 0.81 2009 1.82 2034 1.87 2153 1.78
14 0520 2.10 29 0009 0.92 14 0002 0.91 29 0140 1.22 14 0208 0.98 29 0303 1.31
D 1106 1.01 L 0649 2.30 MI 0648 2.32 J 0816 2.30 S 0844 2.51 D 0926 2.21
1723 2.09 1308 1.03 1324 0.91 1522 1.01 1536 0.61 1623 0.94
2338 0.90 1922 2.01 1929 1.86 2127 1.82 2152 1.99 2245 1.89
15 0618 2.11 30 0119 1.06 15 0119 0.97 30 0248 1.23 15 0321 0.89 30 0401 1.23
L 1221 1.06 M 0755 2.30 J 0758 2.37 A 0919 2.32 D 0952 2.63 L 1019 2.25
1832 1.97 1436 1.03 1449 0.80 1616 0.93 1631 0.45 1657 0.84
2043 1.94 2053 1.88 2232 1.88 2253 2.16 2322 2.01

31 0230 1.11 31 0345 1.19

MI 0903 2.35 S 1014 2.37

1550 0.94 1657 0.84

2200 1.95 2317 1.97

Hacer ajustes del horario en los meses correspondientes.
EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS.
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HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA HORA ALTURA
H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS
01 0448 1.11 16 0507 0.65 01 0545 0.75 16 0030 2.80 01 0607 0.47 16 0048 2.87
M 1103 2.31 MI 1129 2.70 v 1155 2.33 S 0638 0.44 D 1218 2.31 L 0705 0.43
1727 0.73 1740 0.34 1754 0.54 1253 2.54 1805 0.48 1318 2.39
2353 2.14 1842 0.45 1858 0.60
02 0529 0.96 17 0007 2.60 02 0023 2.52 17 0110 2.89 02 0034 2.78 17 0125 2.88
MI 1142 2.38 J 0600 0.51 S 0625 0.56 D 0722 0.39 L 0648 0.29 M 0743 0.43
1756 0.62 1219 2.73 1235 2.39 1334 2.49 1300 2.37 1353 2.34
1822 0.30 1830 0.44 1922 0.48 1847 0.39 1935 0.64
03 0021 2.28 18 0050 2.75 03 0058 2.68 18 0149 2.91 03 0115 2.91 18 0159 2.83
J 0606 0.80 v 0649 0.41 D 0705 0.39 L 0804 0.41 M 0731 0.18 MI 0819 0.48
1218 2.44 1305 2.70 1314 2.42 1413 2.41 1343 2.39 1427 2.26
1826 0.51 1904 0.30 1908 0.36 1959 0.55 1930 0.34 2008 0.70
04 0051 2.42 19 0131 2.84 04 0136 2.80 19 0227 2.86 04 0158 2.98 19 0231 2.75
v 0644 0.64 S 0735 0.38 L 0747 0.29 M 0844 0.48 MI 0816 0.14 J 0853 0.57
1254 2.48 1349 2.62 1355 2.40 1451 2.28 1428 2.36 1500 2.17
1859 0.43 1945 0.36 1948 0.34 2034 0.66 2014 0.35 2038 0.79
05 0123 2.55 20 0213 2.87 05 0217 2.87 20 0302 2.77 05 0243 2.97 20 0301 2.63
S 0722 0.51 D 0820 0.41 M 0831 0.25 MI 0923 0.59 J 0902 0.18 \4 0925 0.67
1331 2.48 1431 2.49 1439 2.33 1528 2.15 151G 2.31 1532 2.08
1933 0.37 2024 0.47 2029 0.38 2106 0.79 2059 0.43 2108 0.88
06 0158 2.65 21 0253 2.83 06 0300 2.87 21 0335 2.64 06 0330 2.90 21 0330 2.50
D 0802 0.42 L 0905 0.50 MI 0917 0.29 J 1000 0.73 v 0951 0.28 S 0956 0.78
1410 2.43 1513 2.33 1527 2.24 1605 2.01 1610 2.23 1606 2.00
2010 0.36 2101 0.61 2113 0.47 2136 0.92 2146 0.55 2138 0.98
07 0237 2.71 22 0332 2.74 07 0347 2.82 22 0407 2.50 07 0420 2.78 22 0401 2.36
L 0845 0.40 M 0949 0.63 J 1008 0.38 v 1037 0.87 S 1043 0.42 D 1029 0.88
1451 2.34 1555 2.15 1622 2.13 1644 1.90 1709 2.15 1646 1.95
2048 0.41 2136 0.78 2200 0.61 2207 1.06 2239 0.72 2215 1.08
08 0320 2.73 23 0410 2.62 08 0438 2.73 23 0440 2.35 08 0516 2.63 23 0439 2.22
M 0931 0.43 MI 1034 0.78 v 1104 0.51 S 1117 1.00 D 1142 0.58 L 1107 0.97
1538 2.21 1640 1.98 1725 2.03 1730 1.81 1811 2.11 1734 1.92
2130 0.51 2210 0.95 2254 0.77 2242 1.18 2344 0.88 2304 1.17
09 0406 2.70 24 0448 2.48 09 0536 2.61 24 0519 2.21 09 0619 2.47 24 0527 2.08
MI 1023 0.52 J 1121 0.94 S 1209 0.63 D 1207 1.09 L 1250 0.72 M 1158 1.04
1634 2.07 1729 1.84 1834 1.98 1825 1.77 1918 2.11 1832 1.93
2216 0.66 2245 1.11 2335 1.29

10 0457 2.63 25 0528 2.34 10 0001 0.91 25 0611 2.09 10 0103 0.99 25 0018 1.23
J 1123 0.62 v 1218 1.06 D 0642 2.51 L 1318 1.13 M 0731 2.34 MI 0633 1.97
1740 1.95 1825 1.74 1325 0.70 1932 1.79 1404 0.78 1309 1.07
2310 0.82 2328 1:.25 1946 1.99 2030 2.18 1939 1.98
11 0557 2.55 26 0614 2.22 11 0122 0.99 26 0105 1.34 11 0229 0.98 26 0153 1.20
v 1235 0.70 S 1331 1.13 L 0755 2.45 M 0722 2.00 MI 0848 2.27 J 0751 1.91
1853 1.89 1931 1.70 1440 0.69 1430 1.09 151 0.78 1422 1.03
2100 2.09 2047 1.87 2138 2.32 2050 2.09
12 0021 0.95 27 0038 1.35 12 0244 0.96 27 0239 1.28 12 0347 0.88 27 0315 1.06
S 0705 2.50 D 0715 2.12 M 0908 2.44 MI 0839 1.99 J 1001 2.28 v 0910 1.93
1357 0.71 1445 1.12 1540 0.63 1523 1.00 1604 0.74 1520 0.93
2011 1.91 2049 1.74 2206 2.26 2149 2.01 2236 2.50 2151l 2.26
13 0144 0.99 28 0209 1.37 13 0357 0.85 28 0348 1.12 13 0449 0.72 28 0415 0.85
D 0819 2.50 L 0825 2.08 MI 1016 2.47 J 0948 2.04 v 1105 2.32 S 1019 2.01
151@ 0.63 1536 1.04 1631 0.56 1605 0.87 1652 0.69 1609 0.81
2128 2.02 2156 1.84 2301 2.46 2236 2.20 2325 2.67 2242 2.47
14 0301 0.93 29 0323 1.29 14 0458 0.69 29 0440 0.91 14 0540 0.58 29 0504 0.61
L 0930 2.56 M 0931 2.10 J 1116 2.51 v 1045 2.12 S 1156 2.37 D 1116 2.13
1607 0.52 1615 0.93 1716 0.50 1644 0.73 1737 0.64 1656 0.67
2231 2.20 2242 1.99 2347 2.65 2316 2.41 2328 2.67
15 0409 0.80 30 0419 1.14 15 0551 0.54 30 0524 0.68 15 0008 2.80 30 0549 0.39
M 1033 2.64 MI 1027 2.16 v 1207 2.54 S 1134 2.22 D 0625 0.48 L 1204 2.25
1655 0.42 1648 0.80 1800 0.46 1724 0.60 1239 2.40 1742 0.53

2322 2.40 2317 2.16 2354 2.61 1819 0.60
31 0504 0.95 31 0012 2.85
J fLNININS 2.25 M 0632 0.22
1720 0.67 1248 2.34
2350 2.34 1828 0.42

Hacer ajustes del horario en los meses correspondientes.
EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS.
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ANTECEDENTES BIOLOGICOS
para un manejo integrado del piojo de mar

LIBERTAS CAPITUR

shravo@uach.cl

Sandra Bravo y Verénica Pozo; Universidad Austral de Chile

una de las principales amenazas que enfrenta la industria del

salmon en Chile. Al igual que para Lepeophteirus salmonis,
piojo que afecta al salmoén del Atlantico en el hemisferio norte,
los dafios ocasionados estan relacionados con el dafio mecénico
infringido y la inmunosupresién provocada, dejando a los peces
altamente suceptibles a otras enfermedades virales y bacteria-
nas causantes de severos cuadros de mortalidad. En Chile, C.
rogercresseyi inmunodeprime a los peces, provocando severos
cuadros de SRS (Sindrome Rickettsial de los Salménidos). Es-
tos piojos ademas se caracterizan por desarrollar resistencia a
los escasos pesticidas autorizados para su control. Frente a este
escenario, finalmente se ha entendido que el control del piojo de
mar debe estar centrado en un manejo integrado, mas que en el
solo uso de pesticidas. Sin embargo, para poder lograr un ma-
nejo efectivo de la Caligidosis es importante conocer la biologia
del parasito, sus mecanismos de infeccién, sus requerimientos
ambientales y los factores que inciden en la pobre defensa de los
peces parasitados.

Desde sus inicios, Caligus rogercresseyi (Boxshall & Bravo) es

Diseminacion de Caligus

C. rogercresseyi presenta ocho estados de desarrollo, tres planc-
tonicos, de vida libre y cinco estados de parasitismo (Fig.1). El
ciclo de vida es dependiente de la temperatura del agua. De
acuerdo a estudios desarrollados por Gonzélez y Carvajal (2003),
a 10,0°C el ciclo de vida se completa en aproximadamente 45
dias, a 15,0°C en 26 dias y a 4°C no se observaria desarrollo.
En la Tabla 1 se presenta informacion acerca de los grados-dias
que tarda el desarrollo de cada uno de los estadios de C. roger-

Figura 1: Ciclo de vida de Caligus rogercresseyi

cresseyi en condiciones de laboratorio. A 10°C el ciclo desde la
incubacién de los sacos ovigeros maduros hasta la obtencion de
los piojos adultos es de aproximadamente 39 dias (389°D). Esta
informacién es Util para proyectar el ciclo de vida de Caligus y
las cargas parasitarias en un centro de cultivo, de acuerdo a la
estructura poblacional que presenten estos piojos sobre los peces
al momento del muestreo.

] <
((Th )

[incubacion sacos ovigeros || o [ 0] 0|
Nauplius | 425 12 1,2 12
Nauplius Il 463 12 1,2 24
Copepodito 658 79 7,9 103
Chalimus | 830 62 6,2 165
Chalimus II 1.271 88 88 253
Chalimus Il 2.146 31 3,1 284
Chalimus IV 4. 201 31 3l | 3B
Adulto inmaduro 4.380 30 3 345
Adulto maduro 5.030 44 4.4 389

°D= grados-dias; UTA= unidades térmicas acumuladas.

Tabla 1. Ciclo de vida y estados de desarrollo de Caligus rogercresseyi en
condiciones de laboratorio

Caligus en su primera etapa de vida es de natacién libre for-
mando parte del zooplancton. Los estadios de natacion libre
(nauplius y copepodito), se desplazan a través de las corrientes
de aguas superficiales, atraidos por la luz, distribuyéndose prefe-
rentemente en los primeros cinco metros de la columna de agua.
Estos estadios se alimentan de sus propias reservas de energia
enddgenas (Boxaspen, 2006).

El copepodito, es el estado infectivo, y en condiciones de labora-
torio no logran sobrevivir mas de 7 dias libre en el mar, por lo que
deben adherirse rapidamente a un hospedador, de lo contrario
morira al agotar sus reservas de energfa (Bravo, 2010). Su nivel
de dispersion es dependiente de la velocidad de la corriente. En
sectores donde la velocidad de la corriente es de 5 cm/ segundo
los parasitos pueden recorrer 30 Km en 7 dias; 151 Km con
velocidades de 25 cm/ segundo y 300 Km con 50 cm/segundos.
El conocimiento de la direccion y velocidad de las corrientes su-
perficiales en los sitios de cultivos, es clave para implementar un
programa de manejo integrado por area efectivo para el control
de la Caligidosis.
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Los cuatro estadios de chalimus se diferencian por el tamafo (Tabla
1; Fig. 2), y se caracterizan por presentar un filamento frontal que
les permite permanecen adheridos al pez, alimentandose del mu-
cus. Como en todos los crustaceos, los ejemplares juveniles realizan
muda de la caparazon entre cada estadio de desarrollo, proceso
necesario para que su cuerpo aumente de tamafo. A diferencia
de Lepeophtheirus, las especies de Caligus realizan esta muda sin
desprenderse de su hospedador, permaneciendo fijos en el sector de
adhesién hasta alcanzar el estado adulto.

Figura 2: Estados de desarrollo de chalimus en Caligus rogercresseyi.

Los ejemplares adultos se mueven libremente sobre la superficie
corporal del pez. Las hembras se diferencian claramente de los
machos (Fig.3 ), y ambos sexos presentan similar tamafio, con
una longitud aproximada de 0,5 cm (Boxshall & Bravo, 2000).
Las hembras maduras se caracterizan por presentar dos largos
sacos ovigeros que cuelgan del abdomen (Bravo y col., 2009).

En estudios realizados en laboratorio se ha podido observar que
a 10°C las hembras sobreviven hasta 100 dias (1000°D) en
el hospedador, mientras que los machos sobreviven 80 dias
(800°D). Los ejemplares adultos de ambos sexos, pueden so-
brevivir hasta 7 dias sin un hospedador, libres en el mar (Bravo,
2010), lo que hay tener en consideracion frente a tratamientos
que presentan efectividad reducida, como resultado de una mala
aplicacion del producto, o debido al desarrollo de resistencia de
estos parasitos al producto empleado.

Las hembras una vez que alcanzan la etapa adulta son inme-
diatamente copuladas por un macho, atraido por las ferormo-
nas liberadas por la hembra. Durante la copulacién, el macho
introduce un par de espermatdforos en su complejo genital,
blogueando los ductos copulatorios de la hembra, de tal forma
prevenir nuevos apareamientos, lo que obliga a las hembras a
mantenerse monogamas.

Los estudios de fecundidad han generado importante informa-
cion para entender los altos niveles de parasitos generados en los
centros de cultivos. Como un mecanismo de estos parasitos para

Figura 3: Estados adultos de Caligus rogercresseyi (hembra con saco,
hembra sin saco y macho)

preservar la especie, al igual que L. salmonis, las hembras de
C. rogercresseyi producen durante su periodo de vida hasta 11
generaciones de sacos ovigeros, con solo una cépula del macho.
El par de sacos produce en promedio 100 huevos, los que son
generados con una frecuencia de 4 dias en verano y 6 dias en
invierno (Bravo, 2010). Esto significa, que si la carga promedio
de piojos en un pez es de 5 hembras, en una jaula el nimero de
huevos generado puede ser de 25.000.000, lo que multiplicado
por 20 jaulas da un total de 500 millones de huevos generados
en una camada. La sobrevivencia registrada en condiciones de
laboratorio desde la incubacién de los huevos a la etapa de cope-
podito es de aproximadamente 50%. Tomando en consideracién
lo anterior, se puede concluir que son las hembras (con y sin
saco), las responsables de los altos niveles de infestacion en las
dos especies de salmoénidos susceptibles (salmén del Atlantico y
trucha arcoiris), y es hacia éstas que deben ir dirigidas las accio-
nes de control. Por lo que la correcta diferenciacién de las hembras
de los machos es clave, para poder predecir correctamente los
niveles de infestacion.

Considerando que la tasa de fecundidad de las hembras de L.
salmonis es alrededor de 700 huevos por saco, 15 veces mayor
que la tasa de fecundidad de las hembras de C. rogercresseyi, las
regulaciones en Noruega y en otros paises del hemisferio

Figura 4: La hembra de arriba fue colectada desde salmones infectados
en la X Region. La hembra de abajo fue colectada en la XI Regién.
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Figura 5: Comparacién de la longitud de los sacos ovigeros en hembras
colectadas en la X Region vs hembras colectadas en la | Region.
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Figura 6: Comparacion del nimero de huevos por saco ovigero en hembras
colectadas en la X regién vs hembras colectadas en la XI Region.

norte estan focalizadas en mantener un nimero no mayor a 0.5
hembras por pez. La actual regulacion en Chile exige eliminar el
25% de la biomasa del centro de cultivo cuando la carga de Ca-
ligus es superior a 9 parasitos adultos por pez, sin discriminar
si son hembras o machos. La tasa de fecundidad es dependien-
te de la temperatura (Richie et al.,1993; Bravo y col., 2013).
En estudios realizados en la XI Region se registrd que a menor
temperatura, el ciclo de vida es mas largo, las hembras son mas
grandes (Fig. 4), generan sacos mas largos (Fig. 5) y es mayor
el nimero de huevos por saco (Fig. 6). Este es el caso de la Xl
Region, en donde la fecundidad de las hembras ha mostrado ser
mayor que en la X Regién, probablemente atribuido a diferencias
en las condiciones ambientales que presentan ambas regiones. La
XI Region, a diferencia del mar interior de la X Region es altamente
influenciada por la corriente de Humboldt.

Ademés de la temperatura, que tiene un claro efecto sobre el
ciclo de vida de estos parasitos (Gonzalez & Carvajal, 2003) y
sobre su tasa de fecundidad (Bravo y col., 2013), la salinidad
ha mostrado tener un efecto importante sobre su sobreviven-
cia, lo que ha llevado a que algunos centros de cultivos sean
localizados en zonas estuarinas para evitar las infestaciones de
los salmones por Caligus. Para L. salmonis se ha reportado una
mayor tasa de crecimiento y una mayor tasa de asentamiento a
salinidad de 34%o. comparado con salinidades de 24%. (Tucker
y col., 2000). La salinidad también ha mostrado afectar la eclo-
sion de los huevos y el desarrollo de los estados de vida libre en
L. salmonis, observandose en condiciones de laboratorio, que

a salinidad menor a 25 %o los nauplius son menos activos,
registrandose también mortalidad y problemas de muda en los
copepoditos (Johnson & Albright, 1991).

En condiciones de laboratorio, se ha observado que ejemplares
adultos de C. rogercresseyi no logran sobrevivir por mas de 30
minutos en agua dulce (0%o). A 15%0 se ha registrado una
sobrevivencia de 20% a las 24 horas de exposicion en parasitos
colectados desde zonas con alta salinidad (>25 %), en compa-
racién al 80% de sobrevivencia registrado en parasitos colectados
desde zonas altamente influenciadas por agua dulce (Bravo y col.,
2008), pero también se ha observado que los copepoditos no
logran sobrevivir a salinidad menor a 25 %o, lo que explicaria
la menor intensidad de infestacion registrada en zonas altamente
influenciadas por agua dulce en el sur de Chile (Fig. 7).
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Figura 7: Intensidad de infestacién de Caligus rogercresseyi en cuatro
areas de la X Region (media += DS).

En estudios desarrollados en Noruega se corrobord que el uso de
fotoperiodo con luz artificial en centros de cultivos, incrementa la
atraccién de los copepoditos, incrementando la carga de piojos en
las jaulas. Esto debido a que la luz artificial afecta la distribucion
vertical de los salmones en la jaula y también la distribucion ver-
tical y actividad de los piojos, favoreciendo la infestacion (Hevroy
y col., 2003). Novales y col. (2000) sugieren que el sistema de
vision de los nauplios de L. salmonis, estan mejor adaptados para
la deteccion de sombras bajo campos de luz brillante (horas de
luz diurna), mientras que los copepoditos y adultos estarian mas
especializados para la deteccion del hospedador en el creplsculo
y durante la noche, cuando el nivel de luz es mas bajo, lo que
también podria ocurrir con C. rogercresseyi.

El copepodito, estado infectivo, localiza al pez a través de las an-
tenas primarias, estructuras activadas por estimulos mecanicos,
consideradas importantes apéndices sensoriales en los copépo-
dos y el principal sitio de percepcién quimica, empleadas para la
localizacién y reconocimiento del hospedador. Al igual que para
L. salmonis, la fuerza de atraccion natural estd basada en ciertas
moléculas presentes en el mucus de los peces (semioquimicos),
que activan los mecanismos sensoriales tanto de los copepoditos
como de los ejemplares adultos, permitiéndoles
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Figura 8: Estructura bucal de los copépodos pertenecientes a la familia
Caligidae. Fuente: Kabata, 1974.

encontrar a su hospedador (Bailey y col., 2006; Pino y col.,
2007). El copepodito se adhiere al pez a través del segundo par
de antenas y de los maxilipedos. El filamento frontal se desarrolla
inmediatamente después de que el copepodito se ha establecido
e iniciado su alimentacién sobre el hospedador. Frente a esto, los
peces altamente estresados reaccionan secretando mas mucus,
como una forma de eliminar a estos ectoparasitos, lo que genera
una mayor fuerza de atraccion.

El dafio mecanico provocado por el piojo de mar en su hospeda-
dor esta dado principalmente por la forma de alimentacion, méas
que por el mecanismo de fijacién o por el desplazamiento de
estos parasitos sobre la superficie corporal del pez. Estos piojos
raspan la superficie del pez con una estructura dentada presente
en el extremo del cono oral (Fig.8), dirigiendo con ayuda de las
maxilas y maxilipedos, el mucus y detritus acumulado al inte-
rior del cono bucal (Kabata, 1974). C. rogercresseyi se alimen-
ta basicamente del mucus que producen los peces estresados,
provocando petequias que son puerta de entrada a otros pat6-
genos. El nivel de severidad de estas petequias es dependiente
del nimero de parésitos sobre el pez (Fig.9). El dafio provocado
por L. salmonis es mucho mas severo debido al mayor tamafio
de las hembras (12 mm) con respecto a Caligus (5 mm), las que
se alimentan ademas del mucus, de la epidermis de los peces
(Fig.10).

Ademas de los efectos del dafo mecénico que incluyen, pér-
dida del epitelio; hemorragias; incremento en la produccién de
mucus; alteracion de la bioquimica del mucus; necrosis del te-
jido, y como resultado de esto, perdida de la funcién protectora
fisica y microbiana, provocando problemas osmorregulatorios e
infecciones secundarias (Johnson y col., 2004; Tully & Nolan,
2002). El piojo de mar secreta compuestos inmunomodulado-
res a través de las glandulas salivales, los que contienen pros-
taglandina E2 (PGE2) y tripsinas, responsables de la falta de
respuesta inmunitaria en el sitio de fijaciéon, por parte de los
peces parasitados (Fast et al. 2002; 2003), propiciando asi el
ingreso de otros patdgenos, como es el caso de P salmonis. La
prostaglandina E2 es un compuesto vasodilatador que inhibe la
respuesta inflamatoria del hospedador, en tanto que la tripsina
juega un rol importante en el establecimiento y mantenimiento
del piojo de mar sobre el hospedador (Fast et al., 2003). Los

cambios maés relevantes en la composicion sanguinea incluyen
anemia, reduccion de los linfocitos, alteracion de las proteinas,
desbalance ionico, y niveles elevados de cortisol (Johnson y col.,
2004; Tully & Nolan ,2002; Johnson & Fast, 2004). Estos cam-
bios tienen un severo efecto en el bienestar del animal, lo que se
traduce en estrés y debilitamiento del hospedador, con reduccion
en su capacidad de osmorregulacién y habilidad respiratoria, lo
que afecta su inmunocompetencia (Costello, 2006).

El salmén del Atlantico (Salmo salar) y la trucha arco iris (Oncor-
hynchus mykiss) son las especies que han mostrado ser altamente
susceptibiles a C. rogercresseyi. El salmén coho (Oncorhynchus
kisutch) presenta resistencia bajo las mismas condiciones de cul-
tivo (Pino y col., 2007), siendo parasitado solo por estadios juve-
niles (chalimus), en ausencia de especies susceptibles, los que
no logran alcanzar el estado adulto. Se sospecha que al igual que
para el caso de L. salmonis, en el mucus del salmén coho existen
compuestos que bloguean la secrecién de proteasas de bajo peso
molecular liberadas por estos parasitos, como es el caso de la
tripsina (Fast y col., 2002; 2003).

Para un manejo efectivo de la caligidosis, ademéas de la rota-
cién de productos con distinta composicién molecular para evitar
desarrollo de resistencia por parte de estos ectoparésitos, es fun-
damental lograr acuerdos de manejo integrado con los centros de
cultivos que comparten las mismas masa de agua. Con esto,
los periodos de descanso, las estrategias en la sincronizacién y
rotacion de tratamientos podran dar la efectividad esperada. El
foco de las estrategias de control debe ser puesto en las hem-
bras, considerando su alta tasa de fecundidad. Sin embargo,
si los periodos de descanso son efectivos, la carga de piojos
debiera disminuir significativamente, dado los pocos dias que
logran sobrevivir los copepoditos y ejemplares adultos libres en
el mar, lo que permitird disminuir los volumenes de antiparasita-
rios utilizados para el control de Caligus en Chile. Las lecciones
recibidas en el periodo 2007-2010 nos ensefiaron que, bajas
cargas de biomasa de salmones cultivados por area y la buena
calidad de los smolts introducidos a los sitios de cultivos son
también relevantes para lograr peces resistentes.

Figura 9: Salmon del Atlantico infestado por Caligus rogercresseyi.
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Figura 10: Salmon del Atlantico infestado por Lepeophtheirus salmonis.
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Inflamacion del Masculo Esquelético y Cardiaco

Carlos Sandoval Hurtado; M.V. Escuela de Graduados, Fac. Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile. Jefe Laboratorio Biovac S.A., carlos.sandoval@biovac.cl

Enrique Paredes Herbach; M.V., Dr. med.vet. Instituto de Patologia Animal, Universidad Austral de Chile. eparedes@uach.cl

Maria José Navarrete Talloni; M.V., MPVM, PhD. Instituto de Patologia Animal, Universidad Austral de Chile. majose.navarrete@uach.cl

La enfermedad HSMI, Inflamacion del Musculo Esquelético y
Cardiaco (Heart and Skeletal Muscle Inflammation) fue diagnos-
ticada por primera vez en Noruega en el afio 1999 y hasta la
fecha ha ido en aumento. Escocia reporté un caso similar, el cual
alin no ha sido confirmado (Ferguson 2005). Afecta solamente
al Salmén del Atlantico, normalmente desde 4 y hasta 9 meses
post-siembra en mar, pero también se han reportado casos de
aparicion de signologia desde la primera semana en infecciones
experimentales (Kongtorp 2009)

Es una enfermedad altamente infecciosa que ha ido en rapido au-
mento en Noruega, ademas de presentar una alta morbilidad, los
centros pueden verse comprometidas en la totalidad de sus jaulas
con una morbilidad cercana al 100%, y tasas de mortalidad que
pueden alcanzar hasta el 20% (Kongtorp 2006).

Etfologfa

El agente causal es un Piscine Reovirus.

La enfermedad HSMI sélo afecta a Sa/mo salar y los brotes de la
enfermedad comienzan en promedio 4 a 9 meses post-siembra
en mar.

La signologia externa que presentan los peces es escasa, descri-
biéndose un nado erratico, que se caracteriza en que lo peces
enfrentan la corriente dentro de la jaula, otro signo que puede
estar presente es la pérdida del apetito. Las mortalidades suelen
ser bajas pero la morbilidad muy alta como se mencioné ante-
riormente.

Los peces afectados normalmente son de 1 Kgy casi nunca su-
peran 1,5 Kg estos peces pueden desarrollar un extenso dafio en
la musculatura cardiaca sin mostrar signologia clara, pero una
vez que el compromiso cardiaco es muy grande comienzan los
brotes de mortalidad. En este punto alrededor del 100% de los
peces ya estan afectados (Kongtorp 2008).

A la necropsia, los peces afectados en general se presentan con
una buena condicién y sin lesiones externas. Internamente, lo
que primero llama la atencion es el hemopericardio y un corazén
péalido o grisaceo. El higado puede estar palido e ictérico o negro
y congestivo. Algunos peces presentan una capa de fibrina en
la superficie del higado. Al ser esta una enfermedad que afecta
el corazon, signos de trastornos circulatorios, tales como fluidos
asciticos y esplenomegalia también podrian o no estar presentes.
El tejido que rodea los ciegos piléricos puede

presentar puntos rojos, que indican petequias o congestién
venosa (Kongtorp 2008). La aparicion de estos signos no son
concluyentes para el diagnostico, pero nos pueden servir como
herramienta de sospecha, mas aln si se presentan en un alto
porcentaje de la poblacion.

Alteraciones macroscopicas del musculo esquelético (como el
nombre de la enfermedad lo indica), no son frecuentes y estas
lesiones se pueden detectar mediante histologia solo al final de
la enfermedad.

Los dafos producidos por el agente de HSMI se producen al poco
tiempo del contagio (menor a diez dias en infecciones experimen-
tales).

HSMI se caracteriza por una severa epicarditis, siendo este el
signo méas temprano de la enfermedad junto con la presencia de
células inflamatorias rodeando los vasos sanguineos, con una
infiltracién predominante de células mononucleares.

Luego seguiran los signos mas “clésicos” del HSMI que incluyen
la presencia abundante de células inflamatorias en los tejidos ya
mencionados, més los estratos cardiacos compacto y esponjo,
donde se observan células mononucleares como macréfagos, lin-
focitos y células tipo plasmocito. Las células inflamatorias estan
ubicadas dentro y alrededor de los miocitos distribuidos con un
patron difuso. En casos severos la infiltracion celular es extensiva
y difusa con una gran nimero de miocitos necréticos. Los mioci-
tos afectados muestran signos de condensacion y degeneracion
celular, eosinofilia y vacuolizacion. También se pueden encontrar
células con picnosis y cariolisis, estas células necréticas aparecen
en asociacion con los tejidos afectados por células inflamatorias.
También algunos miocitos de ambos estratos cardiacos, se pue-
den encontrar con nucleos hipertréficos.

Diagnéstico

Mediante RT PCR Piscine Reovirus complementado con

técnicas histopatolégicas e IHQ.

El impacto de HSMI es importante ya que logra mortalidades acu-
muladas en mar de hasta un 20% en S. salar, y al propagarse
rapidamente podriamos tener mas de 1 centro por zona afectado.
Su alta morbilidad se suma al problema anterior. Ademés, se ha
demostrado que los peces pueden transmitir el agente desde dos
meses antes hasta dos meses después de un brote.
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Carlos Sandoval Hurtado, Pedro llardi Lazcano y Harold Oliva Mayegas.
Laboratorio de 1+D+i, Veterquimica S.A., Santiago de Chile.
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Hoy en dia el gran problema que enfrentan los cultivos de sal-
mones en nuestro pais, dicen relacion fundamentalmente, en la
fase de crecimiento y engorda en agua de mar, con la presencia
de un patégeno intracelular facultativo de caracteristicas epide-
mioldgicas altamente invasivo, cada dia mas prevalente con un
aumento sostenido en la frecuencia de aparicién de brotes a ni-
vel de los lotes cultivados y ademas altamente potente desde la
perspectiva infecciosa denominado Septicémia o Sindrome Ric-
kettsial del Salmén (SRS), el que ademas de sus caracteristicas
propias, reviste impacto en las poblaciones cultivadas al asociar-
se a otras patologias bacterianas que si bien no son propias del
agua de mar se arrastran desde la fase de agua dulce como BKD
causada por Renibacterium salmoninarum y también entidades
parasitarias como la Caligidiosis (Caligus spp.). Asi SRS causado
por Piscirikettsia salmonis en cualquiera de sus variantes es hoy
en dia la gran enfermedad de los salmones Chilenos.

Es sabido que la vacunacién ha permitido a la industria del sal-
moén controlar numerosas enfermedades. No obstante, las in-
fecciones con P salmonis persisten, quizas debido a que, al ser
éste, un patdgeno intracelular facultativo, requiere formulaciones
de vacuna con capacidad dual para inducir tanto una respuesta
humoral como una respuesta celular.

En la actualidad la autoridad Salmonera nacional y a la luz de los
Ultimos antecedentes han establecido un control exhaustivo sobre
las areas destinadas a la produccion de salménidos en nuestras
regiones australes, a esto se suma la implementacion de un pro-
grama nacional de vigilancia activa en el cual estan fuertemente
involucrados los productores, y las asociaciones gremiales de pro-
ductores y criadores, es asi como INTESAL de SalménChile, ela-
bora informes semanales de la situacion sanitaria de las diferentes
areas, determinando para los centros la condicién de Centro en
Alerta y Centro de Activa Diseminacion (CAD).

Rickemune-Vax®, por la pureza de su antigeno y la utilizacion,
en su formulacién, de un adyuvante de Ultima generacion tiene
la capacidad de inducir en forma equilibrada una respuesta in-
mune, humoral y celular por parte de los peces vacunados.

Rickemune-Vax® estimula el sistema inmune innato y adquiri-
do en poblaciones de Salmo salar, esto se demostr6 mediante
la semicuantificacion de marcadores moleculares asociados al

sistema inmune de los peces y por serologia. Adicionalmente,
mediante ensayos de eficacia de la vacuna Rickemune-Vax®
frente al patégeno, se determind un RPS>70% tanto en desafio
realizados a 600 UTA como a las 2100 UTAs.

La enfermedad infecciosa considerada como la principal causa
de mortalidades en la salmonicultura nacional es el Sindrome
Rickettsial de los Salmonidos (SRS), provocando anualmente
grandes pérdidas a la industria chilena. Entre algunas caracte-
risticas de la enfermedad se pueden destacar que frecuentemen-
te comienza luego de algunas semanas que el pez haya sido
introducido al agua de mar. Los peces infectados se observan
letargicos, orillados, y presentan movimientos verticales o cir-
culares. Se evidencia oscurecimiento de piel, exoftalmia y dis-
tensién abdominal (Figura 1). En etapas avanzadas de la enfer-
medad se observa frecuentemente aumento de mortalidad con
acumulados de un 2 a un 40%. Uno de los primeros signos
clinicos evidenciados son pequefas lesiones blancas a nivel de
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piel que luego nodulan para posteriormente ulcerarse. También
se puede observar a nivel de musculatura la presencia de cavi-
taciones con contenido seroso de tipo abscedativo. Las lesiones
observadas en piel implican varios grados de abrasion y posterior
necrosis de epidermis, dermis y muscular subyacente, (Sando-
val, 2012). Sin embargo en brotes agudos la mortalidad puede
presentarse sin mayores signos de enfermedad.

Zona Geografica m

1 Estuario Reloncavi 1

2 Seno Reloncavi 4

3 Chiloé Norte 7

4 Chiloé Centro 11

B Chiloé Sur 1

6 Hornopirén - Redihué 5

7 Chaitén 1

8 Puerto Cisnes 3

9 Melinka 1

10 Chonos 1 Figura 2.
11 B (A 3 Mapa lugares geograficos donde se

realizaron los aislamientos.

A nivel de cavidad abdominal, una de las lesiones patognoméni-
cas de la enfermedad, es la presencia de higado palido amarillo
con nodulaciones subcapsulares con halos hemorragicos en su
periferia (Figura 1). También se observan hemorragias petequia-
les en grasa peripilérica, grasa visceral y vejiga natatoria, pali-
dez de dérganos parenquimatosos, hepatomegalia, renomegalia,
esplenomegalia, intestino y estémago hemorragico, ademas de
hemorragia sobre la superficie cerebral. La patologia méas mar-
cada es la necrosis y edema con una respuesta granulomatosa,
siendo encontrada en tejido hematopoyético de rifdn, bazo y
hepatocitos en higado (Sandoval, 2012).

Estan reconocidas como vias de entrada al pez de P salmo-
nis la piel y branquias, siendo la ruta oral la menos preferida
por la bacteria para infectar los peces (Larenas y cols., 2003).
Ademas, se ha reportado que su sobrevida en agua de mar le
permitiria infectar peces por via horizontal sin requerir un hos-
pedero intermedio (Lannan y Fryer, 1994). Una vez que la bac-
teria supera las barreras fisicas del pez, esta infecta, sobrevive,
replica y se propaga en los macréfagos de salmonideos (Rojas
y cols., 2009), alterando la funcién de eliminacién de bacterias
por parte de los macréfagos al impedir la fusion fagosoma al
lisosoma (McCarthy y cols., 2008; Gémez y cols, 2013). Final-
mente causa la muerte de los macréfagos al inducir apoptosis de
macrdfagos (Rojas y cols., 2010). Tacchiy cols. 2011, observa-
ron que en los estadios tempranos de infeccion de salmones por
Piscirickettsia salmonis, ocurria una disminuciéon de transcritos
de genes involucrados en la respuesta inmune adaptativa, por lo
tanto no es de extrafar que SRS sea el causante de més del 60%
de las mortalidades inducidas por enfermedades infecciosas en
centros de engorda en agua de mar.

La ausencia de tratamientos efectivos contra la Piscirickettsiosis
ha acentuado la necesidad de desarrollar estrategias que preven-
gan la enfermedad. Una alternativa es la vacunacion, ya que este
método ha permitido a la industria del salmén controlar nume-
rosas enfermedades desde hace ya tiempo a nivel de los paises
tradicionalmente productores de salmén y truchas en cautiverio.
En Chile, el uso de vacunas para la acuicultura, se remonta a
comienzos de la década de 1980, y en la actualidad se dispone
de varias formulaciones sean estas bacterinas, virinas o recombi-
nantes, para infecciones usualmente presentes en los centros de
cultivo, muchas de las cuales por acuerdos de la misma industria
deben ser administradas a los peces de manera obligatoria.

Para el caso de infecciones controladas con R salmonis, Smith y
cols., (1997) lograron proteger peces pre-smolts inyectando una
bacterina por via intraperitoneal. Sin embargo, una formulacién
semejante pero concentrada no consiguié la misma proteccion,
razon por la cual, se han utilizado diversas maneras de obtener
antigenos efectivos en protectividad de R salmonis ya sea me-
diante extraccion por calor, recombinacion de ellos o prototipos
basados en el &cido nucleico bacteriano.

Estos y otros ensayos de vacunacién han mostrado que los
salmoénidos desarrollan una respuesta inmune adaptativa a este
patdgeno. Esto se ha concluido a partir de numerosos ensayos
de vacunacion-desafio y confirmado por el aislamiento de an-
ticuerpos especificos. Sin embargo, la mayoria de los estudios
correspondientes en peces, han investigado solamente la res-
puesta inmune humoral, desestimando o no evaluando la celular
faltando informacioén respecto de que parte del sistema inmune,
humoral o mediado por células, es crucial en la defensa de las
infecciones de P salmonis, o si es que hay memoria inmunolégi-
ca de células citotoxicas involucradas.

Desde los trabajos de Watts y cols. alla a inicios del 2000, se sabe
que los peces teledsteos poseen sistema inmune innato y adquiri-
do. Ademés, la respuesta innata mediada por las células presen-
tadoras define si se evoca una respuesta predominantemente me-
diada por células o predominantemente mediada por anticuerpos.
En el caso de R salmonis, un patégeno intracelular facultativo, es
sabido entonces que se requeriria de formulaciones vaccinales,
con capacidad dual de inducir tanto una respuesta humoral como
una respuesta celular. Esto resulta ser un factor determinante en
la efectividad y la duracién del efecto protector de las vacunas que
actualmente estan en el mercado y explicarian las fallas en la efi-
ciencia protectiva de larga duracion. Lo que se aprecia en el uso
creciente de antibidtico con la escasa correlacion entre tratamientos
y reduccion de mortalidad por enfermedades.

Rickemune-Vax®

El objetivo de Rickemune-Vax®; vacuna contra Piscirickettsiosis,
fue disponer de una formulacién vaccinal efectiva, que mejorara la
entrada de los antigenos de P salmonis a las células presentadoras
de los salmonidos, con lo cual puede lograr una mejor activacion
del sistema inmune innato y adaptativo para luego desarrollar una
inmunidad protectora contra dicho patdgeno intracelular.
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Figura 3. Arbol de alineamiento de secuenciacién del 16S P. salmonis.
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Es un hecho comprobado que para desarrollar vacunas altamen-
te eficientes se debe considerar y conocer los factores antigéni-
cos, relacionados con el hospedero, del agente infeccioso como
también el serotipo predominante del patégeno en cada sector
geografico afectado, antes de la formulacion de la vacuna. Para
el desarrollo de Rickemune-Vax® se analizaron y caracterizaron
mas de 40 aislados de sectores representativos del sur de Chile
(Figura 2).

Para la caracterizacién genética de los aislados se utilizaron técni-
cas de fingerprinting las cuales determinaron dos grupos genéticos.
Los grupos genéticos estan relacionados mayoritariamente a la cepa
LF-89 y otro menor con la cepa LM-90, esto se ratificé mediante
secuenciacion de los genes 16S e ITS de los aislados, situacién que
coincide con la literatura técnica especifica (Figura 3).

Sin embargo, al hacer un anélisis antigénico de los aislados se
determindé mediante estudios de perfiles de proteinas totales,
ELISA SRS usando Kit comercial o Western blot (Figura 4), que
sélo existia un serogrupo en todos los aislados estudiados razon
que determino utilizar para la vacuna una cepa de P salmonis,
representativa de la realidad nacional que ademas presenta ca-
racteristicas de patogenicidad que la hacen Unica.

El medio de cultivo en que se multiplica y crece la bacteria fue la
segunda innovacion en la formulacion de Rickemune-Vax®, aun
cuando, los métodos estandar de crecimiento de P salmonis se
basan en el cultivo de la bacteria en lineas celulares susceptibles
como CHSE-214. La cepa escogida para Rickemune-Vax® fue cre-
cida en placas de Agar, lo cual permite mejorar sustancialmente
tanto la pureza del antigeno, sin la presencia de restos celulares,
como también, aumentar la concentracion bacteriana en las for-
mulaciones sin generar factores inductores de inmunosupresion y
ademas mantener las caracteristicas de la bacteria en términos de
morfologfa espacial (conformacién) y patogenicidad.

H

Figura 4. A. Gel SDS PAGE aislados P salmonis representativos de los
grupos genéticos. B. Western Blot aislados P salmonis representativos
de los grupos genéticos.

Se suma a este nuevo y efectivo producto vaccinal, en la pre-
paracién de las formulaciones la utilizacion de un adyuvante de
Gltima generacién que genera una respuesta equilibrada de an-
ticuerpos y células.

En pruebas del producto en condiciones controladas en depen-
dencias de Veterquimica S.A., se determind que en peces vacu-
nados con Rickemune-Vax® se observaban aumentadas las po-
blaciones celulares CD4 y CD8, ademas, se observd, mediante el
empleo de RT-PCR en tiempo real, el aumento en las citoquinas
INF-y y NKEF (Figura 5). Se espera que estos marcadores refle-
jen aumentos en los efectores de la citotoxicidad mediada por
células los cuales fueron identificados como células tipo linfoci-
tiarias citotdxicas (CTLs) y tipo natural killer (NK) (Utke y cols.,
2007). Adicionalmente se observo aumentos en la cantidad
de anticuerpos especificos anti P salmonis tanto a corto plazo
(600UTA) como a largo plazo (1900 y 2055 UTAs. Figura 6).

Una vez conocidos los efectos en el sistema inmune de los pe-
ces, se realizaron ensayos de inmunizacion y desafio para eva-
luar la eficacia de la vacuna. En las pruebas de corto plazo (600
UTA) y en las de largo plazo, se obtuvo un porcentaje de sobrevi-
da los peces (RPS) inmunizados con Rickemune-Vax® por sobre
el 70% cuando el 60% de los peces controles habia muerto y
este RPS se mantuvo sobre un 70% finalizado el ensayo (Figura
7 Ay B). Sin embargo, el desafio siempre fue generar una vacu-
na que protegiera del Sindrome Rickettsial del Salmoén pasadas
las 2000 UTA, para esto se inmunizaron peces y se desafiaron
pasado este tiempo, los resultados mostraron que Rickemune-
Vax® es capaz de producir RPS por sobre 70% en peces inmu-
nizados por mas de 2100 UTAs.

B

Figura 5. Expresion relativa marcadores inmunolégicos salmonideos
tres dias post inmunizacién con Rickemune-Vax®. A. gen NKEF. B. gen
INF-y. C. gen CD8. D. gen CDA4.
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Anticuerpos especificos anti P salmonis
1900 y 2500 UTAs Post-Inmunizacién

2.0
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Control Control
1900 UTAS 2500 UTAS

6 mpos de peces / muestreos UTAs

Figura 6. Medicién Anticuerpos especificos anti P salmonis Medicién
1900 y 2500UTAs Post-Inmunizacién con Rickemune-Vax®.

Conclusiones
® Rickemune-Vax® es un efectivo producto inmunolégico di-
sefiado para otorgar proteccion de largo plazo a los salmoni-
deos en cultivo contra el SRS,.

e La vacuna es elaborada a partir de aislados puros de una
cepa patdgena local, representativa tanto genética como an-
tigénicamente de aislados de P salmonis obtenidos desde
centros positivos a la enfermedad.

e |a bacteria fue multiplicada y crecida en placas de agar man-
teniendo todas las caracteristicas de morfologia y patogenici-
dad propias de la bacteria.

e Rickemune-Vax®, estimula el sistema inmune innato y es-
pecifico de peces inmunizados, condicién protectiva, que se
mantiene activa y altamente reactiva contra el patégeno aun
pasadas 2100 UTAs post vacunacion.
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Gestion sanitaria en la salmonicultura:
PASADO, PRESENTE Y FUTURO

SERNAPESCA

Alicia Gallardo Lagno
Jefa Unidad de Salud Animal
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, Sernapesca

1. INTRODUCCION

La Anemia Infecciosa del Salmoén (ISA!) es una enfermedad
transfronteriza, altamente infecciosa que afecta al salmén de At-
lantico (Sa/mo salar), siendo su agente etiologico un virus de la
familia Orthomixoviridae, denominado virus de la Anemia Infec-
ciosa del Salmén (ISAv?).

En Chile se produjo el primer brote de la enfermedad en salmén
atlantico, en julio del 2007, en un centro de cultivo ubicado en
la isla Lemuy en Chiloé central, en el cual se detecté aumento de
la mortalidad, signologia clinica consistente con la enfermedad y
finalmente confirmacién de laboratorio de la presencia del ISAv,
por medio de PCR y cultivo celular.

! Por su sigla en inglés: Infectious Salmon Anemia
2 Por su sigla en inglés: Infectious Salmon Anemia virus

La situacién de centros de cultivo en la region, se observa en
la siguiente figura:

T. Arcoiris 63

S. Salar 186

S. Coho 38
Multi - species 5

Total 292

2. MEDIDAS IMPLEMENTADAS
Las principales medidas post brote que se realizaron en el pais
fueron:
. Acciones especificas de vigilancia y control de ISA
. Fortalecimiento de Sernapesca
. Nueva regulacion
. Nueva estructura institucional
. Nuevo modelo de gestion sanitaria
. Medidas voluntarias adoptadas por la industria
. Nuevo modelo de produccion
. Investigacion

Reforzamiento de Sernapesca

Durante el afio 2008, Sernapesca recibié un incremento
presupuestario que permitié implementar un equipo de
inspectores sanitarios tanto en el nivel central como en los
niveles regionales desde la regién metropolitana a la regién de
Magallanes (la dotacién regional de Sernapesca en el ambito
acuicultura pasé de 5 funcionarios a mas de 50, concentrados
principalmente en las regiones de Los Lagos y Aysén).

Sernapesca establece por primera vez en Chile una autorizacion
sanitaria de movimientos basada en analisis negativos para
ISAV. El certificado de movimientos esta vigente hasta la fecha,
aplica para todos los movimientos de salménidos en el pais y se
denomina “Certificado Sanitario de Movimiento” (CSM).

En el Grafico 1 se muestra la tendencia al alza de las actividades
de control realizadas por Sernapesca desde el inicio del brote en
julio del afno 2007 a julio del 2008.

Medidas especificas de vigilancia y control de ISA
Mediante la Resolucion N° 2638 de 8 octubre de 2008) se
establecid el Programa Sanitario Especifico de Vigilancia y
Control de la Anemia Infecciosa del Salmén a ejecutarse en todas
las unidades de cultivos (en mary agua dulce). En este programa
se recogen las medidas contenidas en el Plan de Contingencia
de ISA, y se incorporan medidas adicionales de control de
movimientos de peces y estructuras, control de reproductores,
control de smolts previo a su traslado al mar, exigencias para
cosecha y procesamiento de peces, entre otros. Todas estas
medidas tienden a controlar los principales factores de riego
asociados a la transmision de la enfermedad.

Sernapesca




<
(=]
(%]
D
o
3]
=
o
D
(72}

VD Segundo Semestre 2013

Gréfico 1. Actividades de fiscalizacion y control de ISA, realizadas por
Sernapesca desde el mes de agosto de 2007 a julio de 2008.

Las acciones de vigilancia se realizaron en todas las etapas
productivas. La técnica oficial fue el RT- PCR. Se establecié un
laboratorio oficial de verificacion y se fortalecié la red diagnostica
oficial de Sernapesca a través del desarrollo de procedimientos,
normas técnicas, ring test y exigencias de acreditacion de calidad.
Se establecieron tamanfos y frecuencias de muestreo.

Las acciones de control involucraban a los reproductores, traslados
y a los centros de cultivos clasificados como brotes, los cuales
debian cosechar o eliminar las jaulas con signologia clinica, ademas
algunos centros sospechosos, como medida precautoria, realizan
una eliminacion temprana de las jaulas positivas.

Centros de matanza y plantas de proceso

De acuerdo con el PSEVC-ISA, la matanza y procesamiento de pe
ces provenientes de centros de cultivo confirmados, sospechosos
y en riesgo sélo podia realizarse en centros de matanza o plantas
de procesamiento gue cuenten con un sistema de desinfeccién de
riles, de acuerdo a las exigencias establecidas por el Servicio y que
hayan sido autorizadas por éste.

Entre 2009 y 2010, el Servicio autorizé la operacién de 29
plantas primarias y secundarias para el procesamiento de
peces provenientes de centros clasificados como sospechosos
o brote, todas las cuales contaron con sistemas de desinfeccion
de riles, aprobado por el Servicio. La medida de desinfeccion
de riles mas utilizada por las plantas autorizadas fue el uso de
derivados del cloro como el diéxido de cloro e hipoclorito del
calcio con un 82%, seguido por el ozono con un 18%. Todas las
plantas de proceso son sometidas a acciones de fiscalizacion.

OTRAS MEDIDAS

Control de importaciones

Dado que dentro de las vias de transmision de ISA, la via vertical
y transgeneracional no estaban descartadas y basandose en el
principio precautorio, Sernapesca consideré medidas alternativas
y adicionales de proteccién y control para evitar la introduccién
de Enfermedades de Alto Riesgo a través de las ovas de especies
salmoénidas, estableciendo requisitos complementarios para la
certificacién sanitaria de ovas importadas (Resolucion N° 1803
de 11 de julio de 2008).

Establecimientos de Areas de Manejo
Sanitario (AMS)

Las medidas consideran descansos coordinados por &rea de
tres meses y densidades de cultivo para las cuatro especies.
Estas &reas se denominaron posteriormente Agrupaciones de
Concesiones de Salmonicultura (ACS), conforme lo establecid
la Ley de Pesca y Acuicultura en el afio 2010.

3. MODELO ACTUAL DE GESTION
SANITARIA EN SALMONICULTURA

Dada la experiencia adquirida desde el brote de ISA y diversas
asesorias de expertos nacionales e internacionales, Sernapesca
define el modelo de gestion sanitaria, el cual considera acciones
pre frontera y post frontera.

Acciones Pre Frontera

e Aumento del nivel adecuado de proteccién.

e Basado en analisis de riesgo de importaciones (ARI)
basado en lineamientos de la OIE.

* |dentificacién de peligros: listas de enfermedades en
Chile.

e Evaluacion de riesgos de materiales y equipos usados.

o Medidas de mitigacion en origen y destino.

e Medidas de control para peces ornamentales.

El modelo post frontera considera acciones a nivel de toda la cadena
de produccion, basado en lineamientos OIE, con amplia participacién
de todos los actores y con transparencia durante los procesos.

El reglamento sanitario fue fortalecido en sus aspectos de bio-
seguridad critica, relacionada con el manejo de mortalidades,
cosecha, movimientos, descansos, entre otros.

Para la vigilancia de enfermedades existen nuevos actores, como
los laboratorios de referencia, quienes gestionan la estandariza-
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cion y control de calidad de las metodologias analiticas oficiales
y realizan asesoria a Sernapesca.

Laboratorios de referencia nacionales

* Laboratorio de * |aboratorio de * Laboratorio de

Patdgenos Biotecnologia y Bioguimica y

Acuicola, NBC. Patologia Virologia.
Animal.

* Pontificia * Universidad

Universidad * Universidad de Valparaiso.

Catolica de Austral de Chile.

Valparaiso.

ISA R. Salmoninarum || R. Salmoninarum

Piscirickketsia exoticas exdticas

salmonis

Se fortalece la vigilancia temprana de enfermedades a través de
la participacion de Médicos Veterinarios privados, de Sernapesca
y certificadores de la condicién sanitaria.

Sernapesca ha elaborado dos programas de control de enferme-
dades para caligidosis y SRS, cuyos principios son:
a)  Conocer mas al patégeno
b)  Deteccion temprana de positivos
c)  Control réapido de positivos
) Proteccién de negativos

[oX

4. SITUACION SANITARIA ACTUAL

Se ha recuperado la produccion de salmoénidos, superando
incluso la produccion 2007.

La situacién de ISA estd bajo control, presentdndose después
de dos afnos dos brotes de la enfermedad en el presente afio,
los cuales no se diseminaron hacia otras zonas del pais. Se
establecid vigilancia en base al riesgo de forma de detectar
oportunamente los casos positivos a ISA en la zona infectada y
en la macrozona afectada.

En base al informe sanitario de la salmonicultura en centros marinos
2012, elaborado por Sernapesca, las principales conclusiones son:

* La biomasa de salménidos cultivados en mar durante el afio
2012 alcanza el maximo histérico, de las cuales la Regién de
Aysén concentra el 52,88.

¢ Los indicadores de mortalidad del anio 2012, de acuerdo a los
registros histéricos de los Ultimos siete afios, se encuentran
dentro de los niveles esperados.

e Como resultado de la estrategia implementada a través del
programa de control de ISA, desde el afio 2010 no se han
presentado brotes en el pais. La variante predominante del
virus es HPR 0. Las acciones de verificacion, fiscalizacion
y vigilancia de los centros Confirmados HPR O por parte
del Servicio, asi como los informes sanitarios semanales
enviados por los Médicos Veterinarios de las empresas, no
muestran evidencia de la aparicién de signologia clinica y/o
mortalidad asociada a la enfermedad en estos centros.

* Se observa un incremento general moderado de cargas de
caligus, entre el afio 2011 y 2012.

* Existe una focalizacién de zonas con mayores cargas de ca-
ligus y una asociacién positiva con el aumento de biomasa
cultivada durante el afio 2012.

* Se observa una disminucién de las cargas de caligus desde
la publicacion del nuevo PSEVC-Caligidosis y especificamen-
te en aquellas zonas donde se han realizado campanas sani-
tarias por parte del Servicio.

* En relacién a la mortalidad, el analisis por region sefala a
Aysén como aquella que ha presentado los mayores aumentos
en los meses del primer semestre en comparacién al afio an-
terior y la trucha arcoiris es la especie que ha presentado las
mayores alzas de las tres especies més cultivadas. La causa
infecciosa mayormente asociada a estas mortalidades en las
tres especies de salmonidos es Piscirickettsiosis, enfermedad
que destaca, ademas, con el mayor porcentaje de diagndsticos
de laboratorio en centros marinos.

Lecciones aprendidas

* La crisis de ISA se constituyé en una oportunidad
para emerger mas fuerte como Servicio y pais.

* Debemos estar preparados para nuevas emergencias
siempre pensando en el peor escenario.

* Las decisiones sanitarias deben basarse en ciencia.

* La comunicacion estratégica es clave en el control sanitario.
* El trabajo con las partes interesadas de la industria es funda-
mental en el éxito para prevenir y controlar enfermedades.

* La salmonicultura debe abordarse en forma holistica y con
una vision periférica (enfoque cadena de valor).

* |a gestion sanitaria debe apoyarse necesariamente

con una adecuada regulacion.

¢Qué sigue entonces?

Continuar con la implementacién del nuevo modelo de gestion
sanitaria (validacion con nuevos escenarios); consolidacion y
fortalecimiento de la institucionalidad; potenciar la investigacién
y desarrollo aplicado a las prioridades sanitarias. No somos los
mismos del 2007, tenemos una institucionalidad ad hoc, una
reglamentacién robusta, un trabajo publico-privado avanzado y
un modelo de gestidon sanitaria que se validara continuamente...

Sernapesca



VD Segundo Semestre 2013

Automotriz

NUEVA TRAVERSE

Mas espacio para tus suenos.

Mas seguridad, disefio y tecnologia
NUEVA VERSION 4X2 DESDE

$18.990.000°

MOTOR 3.6L SIDI V6 / POTENCIA HASTA 288 HP / CAPACIDAD 8 PASAJEROS** / SUNROOF**
ASISTENTE DE ESTACIONAMIENTO CON CAMARA DE RETROCESO* / SISTEMA DE ALERTA DE

- A (. EXCLUSIVO AIRBAG CENTRAL DISENO VANGUARDISTA NUEVA RADIO MY LINK® CON
PUNTOS CIEGOS** / DVD PLAYER™ / ASIENTOS DE CUERO CON CALEFACION Y AIRE FRIO ENTRE CONDUCTORY PASAJERO PANTALLA TOUCH Y BLUETOOTH
7AIRBAGS: FRONTALES, LATERALES, DE CORTINAY CENTRAL.

Fotografias referenciales. Precio valido desde 02/07/13 hasta 31/07/13, no incluye flete. Precio no valido para Zona Franca. *Precio corresponde a Traverse III 1LT SU 5P 3.6L FWD **Equipamiento segdin version.

S

s chevoletc www.salfasur.cl % o )
VALDIVIA - 0SORNO - PUERTO MONTT i s 2 600 600 4004 ket

Central de Atencion Clientes SMiTADA. CHEVROLET



VD Segundo Semestre 2013

(=)
=
o
—_—
<
—
(=1
=2
<
J—)




VD Segundo Semestre 2013

Eficacia en Vacunas Contra Caligidosis:
UNA APROXIMACION ESTADISTICA

acaligidosis producida por el copépodo Caligus rogercresseyi

es un problema persistente en la industria acuicola que

a la fecha no tiene una solucién concreta y eficaz. Los
problemas derivados de esta patologia recaen principalmente en
la calidad del producto final, por consecuencia del retraso en el
crecimiento de los peces parasitados, por el aumento del estrés y
en la susceptibilidad de éstos a ser atacados por otros patégenos
oportunistas.

Una alternativa a los tratamientos con antiparasitarios (piretroides,
avermectinas e inhibidores de la sintesis de quitina), racional y
con buenas proyecciones, es el uso de vacunas. Estos productos
presentan numerosas ventajas frente a sus contrapartes
quimicas, debido a su inocuidad, su especificidad, su bajo
impacto ambiental, su caracter preventivo y su posibilidad de
ser actualizadas répidamente en casos de resistencia, la cual
es minima. El uso de vacunas inyectables en las etapas de
agua dulce y orales en la etapas de engorda permite también
disminuir el manejo y bajar los costos de produccion, y adelantar
los tiempos de cosecha, dado el mejor rendimiento de los peces
en cultivo.

A pesar de las numerosas bondades que las vacunas tienen ¢Por
qué razoén adn no existe un nimero considerable de vacunas
contra ectoparasitos en el mercado en comparacion con el nimero
de vacunas existentes contra bacterias y virus? Esta pregunta se
puede responder enfocandose en el mecanismo de accion de las
vacunasy en el de los patégenos. Los ectoparéasitos tienen poca o
nula interaccién con el sistema inmune del hospedero y por ende
una reinfestacion es bastante comun, ya que en la mayoria de los
€asos, No se genera una memoria inmunolégica protectiva para
infestaciones posteriores. Sin embargo, es posible sobrellevar
este problema desplegando el concepto de antigenos ocultos
(concealed antigens, en inglés) y antigenos expuestos (exposed
antigens). Los primeros hacen referencia a proteinas que nunca
son detectadas por el sistema inmune del hospedero, pero si son
accesibles a la accion de los anticuerpos. En los ectoparasitos
gue se alimentan de sangre, estos antigenos son generalmente
proteinas ubicadas en el lumen del intestino, que estan en
contacto con la sangre y por ende, con los anticuerpos que estan
presentes en ella. La unién de los anticuerpos a estas proteinas
puede generar una disminucién de su funcion y dependiendo
de ésta, puede provocar una disminucién en la capacidad de
permanecer parasitando al hospedero. Los antigenos expuestos
se refieren a proteinas secretadas, que tienen una participacion

importante durante la infestacién, defensa y alimentacion durante
el ciclo de vida del parasito y que podrian ser reconocidos por el
sistema inmune del hospedero, aunque se ha observado que por
si solos no generan una proteccion importante. Ambos conceptos
nos permiten construir una estrategia para buscar y seleccionar
antigenos candidatos para la vacuna a desarrollar. Sin embargo, es
importante ademas tener un conocimiento acabado del mecanismo
de infestacion del parasito y también de su expresion genética
durante su ciclo de vida. Estas razones explican la dificultad de
desarrollar una vacuna contra los ectoparasitos y la respuesta de
la poca abundancia de vacunas de este tipo.

Vacuna contra el Caligus y estudios de eficacia
Virbac-Centrovet ha invertido cuantiosos recursos para desarrollar
una vacuna contra C. rogercresseyi utilizando el conocimiento
que se tiene actualmente de su mecanismo de infestacién y de
las proteinas que participan en este proceso. Con esto, nuestro
equipo ha logrado desarrollar un producto que puede generar
una disminucién de carga parasitaria del alrededor de un 40
% respecto a peces controles en condiciones de infestacién
equivalentes. Este es un resultado promisorio y comparable con
otros productos similares (Vacuna Gavac®), que sin embargo,
puede tener otras aristas importantes que hay que considerar en
el campo de los ectoparasitos.

La baja en la carga parasitaria indicada también est4 asociada
a una probabilidad de ocurrencia, esto es relevante debido a la
alta variabilidad que tienen naturalmente los peces y al acotado
nimero de éstos que se utiliza en los monitoreos de carga
en los centros de cultivo. Para denotar esto de mejor manera
utilizaremos como ejemplo los peces control (sin vacuna) de un
estudio de eficacia tipico, cuando son sometidos a un desafio
con céligus. La dispersién natural que se ha encontrado es
bastante alta, con peces que presentan carga de 8 caligus/pez
hasta 150 céligus/pez bajo las mismas condiciones, entregando
un promedio de 50 parésitos por pez. Esto nos hace creer que
existe una probabilidad de infeccién asociada al parésito y una
probabilidad de rechazo a la infeccién asociada al pez, que en
su conjunto puede explicar y permitir modelar los resultados
obtenidos en los ensayos. La vacuna en este sentido aumentaria
la probabilidad de rechazo de la infeccion parasitaria en los
peces, pero el resultado estaria influenciado de las condiciones
de cada pez o dicho de otra manera, de la distancia de este
respecto al promedio de la poblacién analizada. Si el aumento
de la probabilidad promedio del rechazo de la infestacion es
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significativo respecto a los controles, el rango de variabilidad en
el resultado final se acorta, ya que disminuyen el nimero de
opciones de infestacién y por otro lado la inmuno-estimulacion
de los peces vacunados homogenizaria en parte la respuesta de
la poblacion frente a la infestacion. Para evaluar esta conjetura,
hemos realizado un anélisis de re-muestreo o bootstrapping
de los resultados de dos formulaciones de vacunas de eficacia
conocida, como se muestra en la figura 1, para estimar la varianza
de las poblaciones analizadas y su intervalo de confianza. Para
realizar este método utilizamos los resultados crudos de un
ensayo de desafio como la representacién de la distribucion
natural de una poblacion mas grande. A ésta se le simuld 10
mil muestreos aleatorios de 30 peces calculando el promedio de
carga en cada uno. Una vez con los 10 mil resultados se realizd
un histograma de los promedios de cada muestreo y se calculd
el promedio global y la varianza. Cabe destacar que el promedio
global calculado se aproxima con un decimal al valor promedio
del muestreo original.

Distribucion del Promedio de Cargas
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Figura 1: Resultado del anélisis de bootstrapping con 10000 re-muestreos.
A: Vacuna 1 con un 43 % de reduccion de carga con promedio de 27,8
céligus/pez y varianza 6,7; Control con promedio 49,8 céligus pez y
varianza 25,7 (intervalo de confianza 99.8 %). B: Vacuna 2 con 22 % de
reduccion de carga con promedio 38.6 caligus/pez y varianza 13,1; Control
49.9 céligus/pez y varianza 25,9 (intervalo de confianza 75 %).

Con este analisis podemos inferir que la variabilidad del
resultado se ve afectada por la eficacia de la vacuna al aumentar
la probabilidad de rechazo de la infestacién de los peces, sin
importar la variabilidad natural de los peces. Aunque es natural
pensar que los peces utilizados en el ensayo son distintos y por
ende su variabilidad es distinta y quizas no comparable. Para
eliminar este problema, modelamos un proceso de infestacion

reduciéndolo a solo tres variables, de valores que van desde
0 a 1: La primera es la probabilidad de infestacién de una
poblacién de copepoditos (PC), la segunda es la probabilidad de
rechazo de la infestacion promedio de una poblacién de peces
(PP) y finalmente la tercera es la variabilidad de estos peces en
la poblacién analizada (VP). Se modelaron 150 infestaciones
de caligus por pez con un total de 10 mil peces, modificando
las variables anteriormente mencionadas, de tal manera de
ajustar los resultados de este modelo (promedio y varianza) con
los obtenidos con las pruebas experimentales. Los resultados se
observan en la figura 2.
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Figura 2: Resultado del modelo de infeccién. A: Resultado de un ensayo
de desafio en acuario, Vacuna V12 con promedio de 29,22 céligus/pez y
varianza 7,1; Control con promedio 47,3 caligus/pez y varianza 26,7. B:
Resultado del modelo propuesto, Vacuna V12 con 30,24 céligus/pez y
varianza 7,6; Control 48.0 caligus/pez y varianza 25,8. Los valores de las
variables en el modelo fueron: Vacunados V12: PC = 0,6; PP = 0,693;
VP = 0,87. Controles PC = 0,6; PP = 0,49; VP = 0,87.

Los resultados muestran que para imitar los resultados
experimentales de los peces controles en el modelo, tuvieron que
tener valores de PC = 0,6; PP = 0,49 y VP = 0,87. Lo que
destaca la alta variabilidad de los peces. Sin embargo, al ver los
resultados de los peces vacunados en el modelo, PC = 0,6;
PP = 0,693; VP = 0,87, se observa que lo Unico que cambio
fue la probabilidad de rechazo a la infestacion, manteniendo la
variabilidad natural de los peces. Por un lado, esto asegura en
parte, la correcta realizacion de la prueba experimental, ya que
al tener la misma variabilidad tanto vacunados como controles,
son comparables entre si. Y ademas demuestra por otro lado,
que la disminucién de la varianza de la carga parasitaria por
pez del grupo vacunado se debe principalmente al aumento de
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la probabilidad de rechazo a la infestacién, no solo disminuyendo
la carga promedio, respecto al control, sino que homogenizando la
carga de la poblacion vacunada. Los valores de PC se mantuvieron
iguales en ambos grupos, debido a que el desafio en la prueba
experimental fue Unico y en el mismo estanque para peces
vacunados y controles.

Adicionalmente, existe una incertidumbre asociada al muestreo
que puede reflejar una realidad completamente distinta a la que
ocurre a nivel global. Por esta razén, determinar la eficiencia de
una vacuna de este tipo, solamente por la reduccién promedio
de carga parasitaria, puede llevar a errores en su evaluacién en
terreno. Para solucionar este tipo de problematica, se utilizaron
los datos obtenidos por el analisis de bootstrapping y se calcu-
|6 la probabilidad de reduccién de carga en diferentes niveles
de tres vacunas con promedios de reduccién similares, esto se
muestra en la figura 3.
Probabilidad de eficiencia

— Vacuna 1

o \ \ : vacuna 3
70 N N\

60 \ E\
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% Reduccion de carga parasitaria

Figura 3: Probabilidad de reduccién de carga de distintas formulaciones
de vacunas contra caligus. Vacuna 1 tuvo un 43% de reduccion de carga,
la vacuna 2 un 39% de reduccion de carga y la vacuna 3 un 36% de
reduccion de carga. Sin embargo, la probabilidad de tener una reduccion
de al menos un 40 % (linea punteada) para la vacuna 1 fue de 70%, para
la vacuna 2 fue de un 42% vy para la vacuna 3 de un 32%.

El analisis realizado indica la importancia no sélo de la re-
duccion de la carga, sino también de la homogeneidad de
la respuesta en el grupo vacunado. Esto permite asegurar
una respuesta notoria en los muestreos realizados en terre-
no. También podemos observarlo méas dramaticamente si
evaluamos la vacuna 1 usando como criterio una reduccién
de carga de al menos un 30%; en este caso la probabilidad
sube a un 95% (ver figura 3), asegurando una disminucion
homogénea y significativa en los muestreos.

En conclusién, una vacuna con estas caracteristicas no pue-
de evaluarse de la misma manera que las desarrolladas para
patégenos virales o bacterianos y necesita tener criterios dis-
tintos de seguimiento y de eficacia para poder asegurar su
correcto funcionamiento en terreno. Una disminucién de un
40 % de las cargas parasitarias generaria una baja signifi-
cativa en el uso de antiparasitarios evitando el desarrollo de
resistencia en los parasitos y una baja también significativa
en impacto ambiental
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RESPUESTA INMUNE INNATA EN Sa/mo salar:

LIBERTAS CAPITUR

RESUMEN

El Sistema Inmune Innato es la primera barrera de defensa de los
organismos frente a los patégenos, en este sistema, los patdge-
nos son reconocidos por diversos receptores, entre los principales
estan los Receptores tipo Toll, TLR. Los TLRs reconocen Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos, PAMPs. Cada TLR es capaz
de reconocer uno o varios PAMPs de diversos patégenos, como
virus o bacterias, y desencadenar una Respuesta Inmune Innata
contra ellos, ademas de activar y dirigir una Respuesta Inmune
Adaptativa contra los patégenos en el organismo hospedero. En
peces teledsteos se han descrito algunos TLRs y ademas se han
descubierto TLRs especificos de peces.

P, salmonis es uno de los patégenos que causa fuerte mortalidad
en las especies salmonideas cultivadas en Chile. El mecanismo
de reconocimiento de las células blanco, de invasividad y los
tipos de respuesta generada, son hasta ahora desconocidos. Se
estudiaron algunos de los TLR en el tiempo, involucrados en la
respuesta inmune de salmén ante la infeccion de P salmonis
viva, P salmonis inactivada y LPS, usando la linea celular SHK-1
como modelo. Para ello se clonaron parcialmente los receptores
TLR1, TLR22, TLR5 de membrana y TLR5 soluble, y se ana-
lizaron sus cinéticas de expresién mediante RT-qPCR ante las
distintas infecciones. Con los resultados obtenidos se puede con-
cluir que Salmo salar expresa los receptores TLR1, TLR22, TLR5
de membrana y TLR5 soluble. Los que modulan su expresion
dependiendo de la forma de exposicién de P salmonis. Ademas
TLR1 y TLR22 logran estimular su expresion frente al patégeno
indicando que reconocen algin PAMPs.

INTRODUCCION

El sistema inmune lo poseen todos los vertebrados, incluidos
los peces teledsteos, para defenderse de los diversos patoge-
nos a los que se ven enfrentados diariamente. A través de la
evolucién se han desarrollado mecanismos para identificar
estos agentes patdgenos, diferencidndolos de los componen-
tes propios del organismo, y asi poder eliminarlos (Collado
et al., 2008). La defensa por el sistema inmune se basa en
dos respuestas: La Respuesta Inmune Innata y la Respuesta
Inmune Adquirida. Debido a que la inmunidad adquirida no
ocurre inmediatamente en respuesta a un antigeno o patdge-
no nuevo, este retardo en la respuesta podria tener un efecto
devastador en el hospedero, las respuestas innata y adquirida

TLR
TLR1

TLR2

TLR3

TLR4a/b

TLR5m

TLR5s

TLR7

TLR8

TLR9

TLR13

TLR14

TLR19

TLR20
TLR21

TLR22

TLR23

!Salazar C., 'Haussmann D., '?Isla A., ‘Kausel G., >*Romero A. y »2Figueroa J.
!Instituto de Bioguimica y Microbiologia, Facultad de Ciencias Universidad Austral de Chile.
2Centro FONDAP: Interdisciplinary Center for Aquaculture Research (INCAR). Proyecto N°15110027
3|nstituto de Patologfa Animal, Facultad de C. Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

Triacil-lipopéptidos

Lipopéptidos; Lipo-
proteinas; Pam3CSk4

dsRNA; polyl:C; com-
ponentes bacterianos

NC

Flagelina

Flagelina

ssRNA

ssRNA

CpG DNA no me-
tilado

NC
NC
NC
NC

CpG DNA no me-
tilado

dsRNA; poly I:C

NC

T. rubripes; D. rerio; T. negrovi-
ridis*2;

T. rubripes; D.r erio; C. carpio;
T. negroviridis; P. olivaceus; |.
punctatus;

T. rubripes; D. rerio; C. carpio; T.
negroviridis; O. mykiss; P. oliva-
ceus; |. punctatus; G. rarus;

D. rerio*1,*2; G. rarus

T. rubripes; D. rerio*2; T. negro-
viridis; O. mykiss; |. punctatus

T. rubripes; O. mykiss; S. salar;
|. punctatus;

T. rubripes; D. rerio; C. carpio;
0. mykiss;

T. rubripes; D. rerio*2; O. my-
kiss*2; T. negroviridis; S. salar;

T. rubripes; D. rerio; T. negroviri-
dis; S. salar; O. mykiss; P. oliva-
ceus; S. aurata*2; P. crocea*2

S. salar;

T. rubripes; D. rerio

D. rerio*2;

D. rerio*2; |. punctatus;

T. rubripes; D. rerio; T. negroviri-
dis; I. punctatus;

T. rubripes; D. rerio; T. negroviri-
dis; S. salar*2; O. mykiss*2; C.
aurata*2

T. rubripes; T. negroviridis;
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Figura 1: Cinéticas de expresion del receptor TLR5m. Control: tiempo
0 para cada cinética; h: hora; d: dia. Linea negra representacion de la
expresion del control en cada cinética. Cambio de color en cada cinética
corresponde a un aumento con respecto al control. Los otros TLR anali-
zados muestran similares resultados a los mostrados.

estan coordinadas, de tal forma que la respuesta inmunitaria
innata representa el proceso inicial e instructor en la defensa del
hospedero en mamiferos. En peces teledsteos, al ser organismos
poiquilotermos, cuando se encuentran a temperaturas muy bajas
no son capaces de activar adecuadamente algunas funciones
inmunitarias adaptativas, como la produccion de anticuerpos y
una lenta proliferacién de linfocitos (Rubio, 2010). En cambio
la respuesta inmune innata es relativamente independiente de la
temperatura (Magnadéttir, 2006).

El rindn anterior posee similitudes morfoldgicas con la médula
6sea de vertebrados superiores, ya que también sirve como un
organo linfoide secundario y se ha visto que esta implicado en
el “aclaramiento” de antigenos que estan en circulacion, ademas
de ser el principal sitio de produccién de anticuerpos. El bazo
ha sido implicado en el aclaramiento de antigenos y complejos
inmunes de la circulacién sanguinea, también tiene un papel en
la presentacion de antigenos y el inicio de la respuesta inmune
innata. Por su parte, el timo puede ser considerado como agre-
gacion de macréfagos que procesan la proliferacion de células
T (Alvarez-Pellifero, 2008). El rindn anterior y el bazo son re-
conocidos como 6rganos linfoides secundarios (analogos a los
ganglios linfaticos de los mamiferos), érganos donde se localizan
poblaciones de macréfagos y linfocitos capaces de iniciar una
respuesta innata (Rubio, 2010).

La respuesta inmune innata, mediada por sus células, tiene la
importante decision de responder o no frente a un microorganis-
mo en particular, estd decision esta a cargo de los Receptores
de Reconocimiento de Patrones, RRPs (Akira et al., 2006; Ja-
neway et al., 2002), los que tienen a su cargo el reconocimien-
to de un gran numero de posibles patégenos (Aderem et al.,
2000). Estos RRPs reconocen Patrones Moleculares Asociados
a Patégenos, PAMPs y también Patrones Moleculares asociados
a Dafio, DAMPs, que son estructuras endoégenas liberadas de
tejidos dafiados (Randon et al., 2009). Todos los RRPs poseen
3 caracteristicas comunes: 1) Reconocen PAMPs; 2) Son expre-
sados constitutivamente por el hospedero y pueden detectar al
patégeno independiente del ciclo de vida en el que se encuentre;
3) Son codificados en el genoma, no clonales, expresados en
todas las células de un tipo celular, independientes de memoria
inmunolégica y dan lugar a distintas respuestas contra patoge-
nos (Akira et al, 2006).

Los PAMPs se caracterizan por ser: i) Estructuras moleculares que
sélo estan presentes en patdgenos microbianos, no se encuentran
en el organismo hospedero. Esta propiedad permite discriminar
entre lo propio y lo no propio; ii) Estructuras moleculares que son
esenciales para la supervivencia de los patégenos. iii) Son estruc-
turas compartidas por un gran nimero de patdgenos, lo que per-
mite que un nimero limitado de receptores pueda reconocer una
gran variedad de patdgenos. Esta informacién permite identificar
el tipo de patégeno que esta invadiendo y permite evaluar el tipo
de respuesta (Medzmitov et al., 2000).

Los RRPs se pueden encontrar en la membrana celular, en
compartimentos dentro de la célula (Medzmitov et al., 2000) o
pueden ser secretados al torrente sanguineo y fluidos de tejidos
(Janeway et al., 2002). Sus funciones son: i) opsonizacién de
la bacteria o virus, por fagocitocitosis o activacién del comple-
mento, ademas de produccién de mediadores de inflamacién,
con el fin de impedir la diseminacion del patégeno antes de que
se desarrolle la inmunidad adquirida (Moreno et al., 2003); ii)
captacion de agentes patégenos por los fagocitos y células den-
driticas; iii) activacion de las vias de sefalizacion
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Figura 2: Cinéticas de expresion del efector IL-1B. Control: tiempo O para
cada cinética; h: hora; d: dia. Linea negra representacion de la expresion
del control en cada cinética. Cambio de color en cada cinética correspon-
de a un aumento con respecto al control.

que dan lugar a la induccién de genes de respuesta inmune,
tales como los péptidos antimicrobianos y las citoquinas inflama-
torias (Medzmitov et al., 2000; Akira et al., 2006).

La fagocitosis, junto con el producto de los genes activados por
los TLR, instruye el desarrollo de la inmunidad adaptativa, re-
lacionando asi a los TLRs con esta Ultima. La activacion de los
TLRs en las células presentadoras de antigenos, como macréfa-
gos y células dendriticas, induce la produccion de citoquinas y la
expresion de moléculas co-estimulatorias de superficie, ayudan-
do en la elaboracién de la respuesta inmune adaptativa.

TLR en peces teledsteos

Se han descubierto 17 TLR en peces teledsteos, estos pueden
diferir entre especies de peces, los cuales son: TLR1, 2, 3, 4,
bm, 5s, 7, 8,9, 13, 14, 18, 19, 20, 21, 22, 23, perdiéndose
TLR6 y 10 con respecto a los humanos. La estructura es alta-
mente conservada entre mamiferos y peces lo que sugiere la
capacidad de reconocer PAMPs similares a los reconocidos por
TLR de mamiferos (Takano et al., 2010).

Ademés la conservacién estructural de los TLR sugiere que la re-
gulacion de la respuesta inmune es similar en peces y mamiferos
(Rebl et al., 2010). En la tabla 1 se encuentra un resumen de los
TLR que se encuentran en peces y los PAMPs que reconocen. En
el salmén del Atlantico, se han sido descubierto hasta el momento:
TLRS, 9, 13, 22a, 22by 5 soluble (Boltana et al., 2011).

RESULTADOS

Para evaluar la expresion de los receptores TLR5M, TLR5S,
TLR22 y TLR1 frente a la infeccion por P. salmonis se realizd
una cinética a distintos tiempos (0,5, 1, 2, 4,8,12h, 1, 2, 3
y 7 dias) y se analizo6 la expresion de ellos por RT-PCR tiempo
en real. También se realizaron otras cinéticas de expresién, a
los tiempos 2, 16 h y 1 dia, infectando las células con: 1.- P.
salmonis inactivada con formaldehido; 2.- LPS. De esta manera
se pudo evaluar la expresion de los distintos genes en estudio
frente a los mismos patrones moleculares expuestos de distintas
maneras. Como normalizador para los ensayos de cinética en
RT-gPCR se analizé B-actina y EF-1a.

La investigacién de las formas de TLR en peces puede abrir
puertas y estrategias terapéuticas para la profilaxis animal. Adi-
cionalmente, el entendimiento de la funcién de los TLR en peces
y sus especificidades de patdgenos puede guiar al desarrollo de
mejores inmunoestimulantes para el uso en acuicultura comer-
cial, asi como agonistas para el control y prevencién de enferme-
dades (Randon et al., 2010).

Infeccién causada por P salmonis viva:

En general se observa una modulacién de la expresion de los
distintos marcadores estudiados. Lo que podria concluir que P.
salmonis posee la capacidad de modular la expresion de los TLR
en su beneficio, lo que se apoya con el hecho de que esta bacte-
ria puede vivir y replicarse intracelularmente, por lo tanto podria
evadir la respuesta inmune contra ella. En particular es llamativo
el hecho que de TLR5m y TLR5s no exista una gran expresion
de ellos en esta cinética, aunque era esperable por aparentemen-
te poseer flagelina en su membrana, y ante la infeccion con P.
salmonis, causaria una gran activacién de ellos, en particular de
TLR5. La modulacion de la expresion diferencial de los TLR es-
tudiados se apoya con el hecho de que las células del sistema
inmune usan multiples TLR para detectar varias caracteristicas
de un patégeno simultdneamente, productos microbiales pueden
también inducir otros TLR (Randon et al., 2010).
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Infeccion causada por P salmonis inactivada:

En general en todos los marcadores estudiados, su expresion dis-
minuy6 o fue nula, con respecto al control. Lo que concluye que
esta forma de inactivacion no es buena para generar respuesta
inmune, al menos via TLR. Podria explicarse porque la bacteria
queda fija y oculta los ligandos (PAMPS) y no pueden interactuar
con sus TLR y de esta manera no habria activacién de respuesta
inmune contra ella.

Infeccion causada por LPS:

En general en la mayoria de los genes evaluados, menos IL-
1B, se ve una disminucién de expresién en comparacién con
el control. En cambio para IL-1p se ve un aumento durante las
primeras horas de infeccion. Esto concluye que ninguno de los
TLR evaluados presenta como ligando a LPS, pero que si existiria
alguin otro RRP que lo reconozca y que ejerceria una respuesta
inmune contra él (Rebl et al., 2010).

Es importante recordar que este estudio se realizé en cultivo ce-
lular, por lo tanto las interacciones entre distintos tipos celulares
y compuestos humorales no son posibles. Por lo que es necesa-
rio el estudio en cultivo primario y luego en el organismo (in vivo)
para comprobar que el comportamiento de los TLR concuerda

con el estudio realizado in vitro. Ademaés se podrian agregar ma-
yores factores inductores o ligandos para poder comprender el
comportamiento del sistema inmune mas global frente a la in-
feccion con P salmonis.

Basandose en los resultados obtenidos, podemos concluir que:

* Existe RNA mensajero para los receptores tipo
Toll, TLR1, TLR22, TLR5 de membrana y TLR5 so-
luble en salmén del Atlantico. Todas las proteinas
resultantes poseen las caracteristicas estructurales
propias de los receptores tipo Toll descritos hasta
ahora.

* P. salmonis logra modular la expresion de los re-
ceptores estudiados; e IL-1p, importantes en la cas-
cada de senalizacion de TLR. Lo que puede repre-
sentar una forma de cémo esta bacteria logra evitar
la respuesta inmune en peces y causar mortalidades
altisimas en los cultivos de salmén del Atlantico en
Chile.
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) empresas

TRES UTILES HERRAMIENTAS PARA ADMINISTRAR
TU NEGOCIO DE FORMA EFICIENTE

OFFICE 365, PRONTOFORMS Y GPS DE ENTEL EMPRESAS PERMITEN
OPTIMIZAR EL DESARROLLO DE DIFERENTES TAREAS DE MANERA
SENCILLA, RAPIDA Y DE FORMA INTEGRAL.

Administrar de manera éptima un negocio puede llegar a
ser todo un desafio e incluso convertirse en el punto de
quiebre entre sequir o definitivamente, abortar la mision. Es
por eso que la tecnologia puede transformarse en un gran
aliado, especialmente a la hora de simplificar los procesos
operacionales, tomar decisiones clave para la compafiia u
obtener soluciones rapidas y eficientes de forma segura.

Tendiendo en cuenta esta problematica y conociendo las
grandes necesidades que surgen en las grandes, mediana
y pequefias empresas es que Entel Empresas implementa
tres Utiles herramientas: Office 365, ProntoForms y GPS.
Estas, son soluciones de simple instalacion, pero robustas en
simplificar tareas complejas de manera efectiva.

Office 365 es un conjunto de herramientas Microsoft con
las cuales se puede trabajar desde cualquier lugar. Permite
enviar y recibir mensajes de correo electrénico, informacion
de contacto y citas desde un PC, tablet o dispositivos moviles,
entre otras funcionalidades. En definitiva, lo que se logra es
que la oficina deje de ser sélo un espacio fisico, dando paso
a un concepto mas amplio que es una tendencia mundial,
gue es que se puede trabajar desde cualquier lugar, siempre y
cuando, se tenga la tecnologia para hacerlo. Asi, una persona
no necesita llegar a un lugar establecido para mandar un mail
o tener una video conferencia, sélo necesita un Smartphone o
tablet, lo que mantiene la continuidad del negocio y aminora
los tiempos de respuesta, entre otras ventajas.

“Ademas, la idea de implementar esta herramienta es tener
unasolucionintegraly no diferentes herramientas que muchas
veces no se complementan entre si y que son complejas de
manejar. Esta solucion realmente apoya la gestion del negocio
del cliente”, explica el subgerente de productos Ti y Vas de
Entel Empresas, Héctor Garreton.

También, es posible realizar reuniones en linea, incluyendo audio
o video, facilitando asi el trabajo colaborativo con personas
dentro o fuera de la empresa. Documentos importantes del
negocio pueden ser almacenados, visualizados y editados si-
multdneamente, con software ya conocidos como son: Word,
Excel, PowerPoint y One Note.

La seguridad y la proteccion de la informacion son
fundamentales para cualquier compafila y Office 365
garantiza tecnologia antivirus, actualizacion de la Ultima
version disponible en el mercado y completa disponibilidad
del servicio. En caso de que el dispositivo se pierda, dafie
0 sea robado, los datos pueden ser blogqueados. Cuando
el aparato se reemplaza por uno nuevo, al conectarlo
con esta herramienta, todos los datos del usuario -como
correo electronico, contactos y calendario- vuelven a estar
disponibles.
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K MINIMIZA ERRORES EN LA RECOLECCION DE DATOS

Para optimizar el trabajo en terreno, Entel Empresas
implemento el servicio ProntoForms, una nueva aplicacion
world class dirigida a aquellas compafias que utilizan
formularios y que permite que las personas que trabajan
en terreno puedan llenar formularios de ventas, hacer
inspecciones, auditorias, encuestas y reportes. Todo, desde
un smartphone o tablet.

Este servicio hace posible que la recoleccion de datos sea
exactay estandarizada, minimizando los errores y la lentitud en
el proceso de transcripcion. De esta forma, la informacion se
ingresa en linea por lo que queda a disposicion en tiempo real.

También, permite contar con reportes simples e intuitivos de
los datos recolectados, a los que se puede acceder desde un

portal web de facil uso. Asi, se puede contar con informacion
confiable en cualquier momento y lugar.

“Ponemos esta solucion a disposicion de nuestros clientes
de empresas, para darles una solucién versatil a sus
requerimientos operacionales, ya que esta tecnologia se
puede adaptar a cualquier necesidad que la compafia tenga
en terreno. Ademas, pueden revisar en tiempo real toda la
informacion recolectada, pudiendo ordenarla y jerarquizarla
segun sus requerimientos. Todo esto puede facilitar
enormemente sus procesos y ayudar a la toma de decisiones
clave de la empresa”, puntualiza el subgerente de productos
Tiy Vas de Entel Empresas, Héctor Garreton.

Ademas, el mismo cliente puede generar sus formularios
de uso y adaptarlos a la informacion que necesita recopilar.
Asi, puede darle un enfoque preciso a la data y mejorarla
continuamente. Se puede hacer todos los formularios nece-
sarios o usar los que vienen predefinidos desde una librerfa
con mas de 400 formularios.

Este sistema es de muy facil implementacion y uso. Ademas,
al ser una solucidon en la nube, no tiene requerimientos
especiales de infraestructura y cuenta con todo el respaldo
de la red 3G de Entel. A su vez, es una excelente iniciativa
para que las compafias disminuyan su impacto sobre el
medioambiente, ya que se puede llegar a eliminar hasta en un
100% el uso de papeles en algunos de sus procesos.

* AHORRA COSTOS Y TIEMPO, CONOCE CADA MOVIMIENTO DE TU FLOTA

Para aquellas empresas que manejan una flota de vehiculos,
Entel Empresas ofrece el servicio de GPS, que permite conocer
en todo momento la ubicacion exacta de cada una de las
magquinas, ademas de la velocidad con que circulan y si estan
detenidas o con el motor apagado, siendo estas algunas de
sus caracteristicas.

GPS de Entel Empresas consiste en un dispositivo que se ubica
en el vehiculo y que transmite su ubicacion a un servidor central.
Esta informacion aparece disponible en reportes y mapas de alta
calidad en internet, donde se puede consultar en linea el estado
actual de la flota, utilizando Unicamente un teléfono movil.

Alrespecto Gustavo Larrain, Gerente de Marketing y Produc-tos
de Entel Empresas explica que "Entel Empresas lleva 11 afios
ofreciendo el servicio de GPS y tenemos clientes que llevan la
misma cantidad de afios que nuestra solucién en el mercado,
lo que demuestra el éxito de nuestro servicio. La recepcion por
parte de las empresas es excelente porque tener un servicio de
GPS es definitivamente un plus”.

Los beneficios son multiples, puesto que permite una mayor
productividad, aminorar los costos, mantener el control
de la flota, mejorar la seguridad, disminuir los tiempos de
entrega y permite asegurar al cliente un mejor servicio, lo cual

contribuye positivamente a la imagen de la compafiia, mejora
la productividad y posibilita un control méas eficiente de los
vehiculos.

El sistema desarrollado por Entel Empresas permite ser
usado desde cualquier navegador y esta 100% integrada a
los sistemas de Entel, lo que permite aseqgurar la calidad de
servicio.

Todas estas soluciones buscan ayudar a optimizar y facilitar
la administracion de una empresa, para que esta sélo sea una
excusa de seguir adelante con el negocio.
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Relevancia de la Acuicultura para el pais

La Acuicultura a gran escala se proyecta como una de las
alternativas de mayor contribucién para solventar el incremento
en la demanda mundial de proteina de origen animal en los
proximos afos. Esta actividad ha mostrado el mayor crecimiento
en los Ultimos 20 afios, a una tasa constante de 6% anual,
levantando recursos a nivel mundial equivalentes a US$110
billones. Asia contribuye con el 91% de la produccién mundial,
siendo China el principal productor (62 %). Chile emerge como el
pais nimero 11 en el ranking de paises productores de especies
acuicolas en términos del volumen de produccion en el afio
2009, alcanzando la cuarta posicién a nivel mundial cuando
incorporamos el valor de las producciones. Nuestro pais se
posiciona como una potencia acuicola, liderando junto a Noruega
la produccién de salmoénidos, cubriendo méas del 60% de la
produccion mundial, que reporta por concepto de exportaciones
a nuestro pais mas de US$2.200 millones (FAO 2010). Este
exitoso desarrollo se debe fundamentalmente a que nuestro
pais, presenta condiciones naturales, geograficas y climaticas,
extraordinariamente adecuadas para el cultivo de estas especies.
No obstante, este crecimiento ha traido la intensificacion del
sistema productivo, lo cual ha producido una aglomeracién de
centros y traslados de material bioldgico entre centros (Smith
et al. 2001). Ante estos eventos, y con el objetivo de solventar
las cifras nacionales de exportacién, fue necesario importar ovas
desde otros paises productores de salmonidos, los cuales han
sido afectados por enfermedades atin ausentes en Chile (Vike et
al. 2009). Todas estas préacticas han llevado a un aumento en la
aparicién de nuevos patégenos y un incremento en la prevalencia
de enfermedades en nuestro pais. La crisis sanitaria causada por
la aparicion del virus de la Anemia Infecciosa del Salmén (ISAV)
confirmado en el afio 2007, que generd devastadoras pérdidas
en la produccién (200.000 Tons de salmén del Atlantico), vino
a poner énfasis en todas las Instituciones del sector acuicola,
en relacion a la revision y mejora de los procedimientos que
soportan toda actividad de la cadena productiva del rubro.

En relacion a los ensayos diagnosticos, surgieron estudios de ben-
chmarking organizados por las principales empresas productoras,
asi como publicaciones de nuevas Normas Técnicas de parte de
la Unidad de Acuicultura del Servicio Nacional de Pesca (Serna-
pesca), las cuales vinieron a levantar requerimientos especificos
para los laboratorios que se dedican a esta actividad a modo de
ser mas rigurosos en el proceso de la ejecucion de ensayos para
asegurar la calidad de los resultados para los clientes. Fue ne-
cesario acreditar previamente los métodos de ensayo, bajo NCh
ISO17025, para la deteccién de todo agente patdgeno incluido
en los Programas Sanitarios normados.

Es asi que nuestra propuesta ha venido a contribuir en forma es-
pecifica al mejoramiento del ensayo de deteccién diagndstica de R.
salmoninarum. La enfermedad causada por esta bacteria, enfer-
medad Bacteriana del Rifidon o Renibacteriosis (BKD), no aparece
en la lista Unica de enfermedades de la Organizacién Mundial de
la Sanidad Animal (OIE), pero si existe incorporada al Programa
Sanitario General de Reproductores a nivel nacional (PSGR). Se
maneja una prevalencia de 9,98% en centros de mar de un total
de 1.512 reportes informados por los laboratorios autorizados en-
viados al Servicio en el afio 2012 (Sernapesca 2012), siendo BKD
una enfermedad de las més recurrentes en los centros productivos
de salmoénidos. La enfermedad es transmitida de forma horizontal
en agua dulce y marina por el contacto entre peces infectados (Mit-
chum & Sherman 1981) o mediante contaminacion fecal (Balfry
et al. 1996). A su vez, la enfermedad es transmitida de forma
vertical, mediante los huevos de padres infectados (Evelyn et al.
1986; Pascho et al. 1991).

La clasificacion de variantes genéticas de la bacteria se ha estable-
cido sobre la base de estudios gendmicos en la regidén transcrita
interna (ITS) del gen ribosomal de RNA, entre 16S-23S, han deter-
minado la existencia de tres secuencias de ITS distintas, denomina-
das sequovares (SV). Estas secuencias difieren en 3 nucleétidos con
respecto al sequovar principal (SV1), el cual es altamente conserva-
do. Ha sido posible relacionar cada SV con la ubicacion geogréfica
y el hospedero de cada aislado (Grayson 1999).
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En relacion a las caracteristicas de virulencia, R. salmoninarum pro-
duce una proteina hidrofébica de superficie celular de 57 kDa, co-
nocida como Antigeno Soluble Mayor (MSA) (Getchell et al. 1985),
la cual es codificada por los genes msal, msa2 y msa3. Sin em-
bargo, este Gltimo gen no se encuentra en todos los aislados de la
bacteria y se ha asociado con fenotipos virulentos (Rhodes 2004).
MSA parece ser un factor de virulencia importante debido a que
suprime la produccién de anticuerpos in vitro y ademas parece in-
ducir tolerancia inmunolégica in vivo (Turaga et al. 1987; O Farrell
1999). MSA es liberada hacia los tejidos circundantes y se ha aso-
ciado con la aglutinacién de leucacitos (Daly & Stevenson 1990) e
inmunomodulacién (Brown et al. 1996).

Tecnologias diagnésticas y Procedimientos para
alcanzar la etapa de transferencia a Servicios

En la actualidad OIE reconoce las siguientes técnicas como refe-
rencia para la deteccion de R. salmoninarum: Inmunofluorescencia
indirecta (IFAT), Inmunoensayo directo (ELISA) y amplificacién de
fragmentos de DNA mediante reaccién de polimerasa en cadena
(PCR) (OIE 2006). Estas técnicas estan en concordancia con los
resultados del estudio de méas de 500 documentos de patentes ana-
lizados, que determina que las técnicas subyacentes a los métodos
de diagnéstico corresponden a la identificacion de antigenos, uso
de técnicas enzimaticas o que involucran acidos nucleicos y uso de
anticuerpos, habiendo alcanzado un maximo en el desarrollo de las
técnicas alrededor del afio 2005 y posicionando a Estados Unidos
como el principal pais desarrollador de nuevos productos (Ideaxxion
2013). Especificamente, se han realizado diversos esfuerzos para
estandarizar y validar nuevos ensayos que pretenden aumentar la
sensibilidad y la especificidad a costa de mejorar el uso de los re-
cursos y ganar tiempo de respuesta, con el principal objetivo de
sostener un efectivo control a la deteccion temprana de patégenos,
ya sea para monitorear el estado en campo como en reproductores,
para evitar su propagacion (Adams 2011). Los ensayos de PCR, en
cualquiera de sus principales versiones (PCR, RT-PCR, anidado), se
posicionan hoy en dia como una tecnologia madura, tienen afos
de existencia, hay buen acceso a equipos (termocicladores) y buen
desarrollo de kits comerciales que aportan las mezclas de reactivos
con las cuales se

A) gPCR tiempo real
Positivo Negativo

Positivo

Negativo
Total

RT-gqPCR tiempo real
Positivo Negativo
Positivo 94 6 100
Negativo 0 100 100

Total 94 106 200

k=0,94

Tabla 1. Acuerdos de ensayos entre Técnica de referencia IFAT y ensayos
de PCR: a partir de DNA (A: gPCR) y RNA (B: RT-PCR), para la deteccién
de R.salmoninarum.

optimiza las condiciones experimentales de ensayo, asi como exis-
ten profesionales que poseen mayores conocimientos para manejar
en forma critica esta tecnologia. No obstante, toma gran importan-
cia los procedimientos de calidad de ensayos que se deben cumplir,
asi como las metodologias de validacion (OIE 2013). Este proce-
S0 consiste en contrastar el desempefio que presenta en términos
de sensibilidad y especificidad el nuevo ensayo en comparacion
con una técnica reconocida por OIE como referencia, al analizar el
mismo grupo de muestras. Se establece un intervalo de confianza
para el cual se estima indices de concordancia basados en procedi-
mientos que estan debidamente descritos en los manuales de OIE.
Por estos motivos, cualquier nuevo desarrollo diagnéstico incluido
en programas oficiales, deberd cumplir no solo con requerimientos
técnicos, sino también normativos, para poder ser transferido a ser-
vicios por laboratorios debidamente acreditados.

Constante desarrollo de biotecnologias asocia-
das a mejorar el diagnoéstico de

R. salmoninarum: Resultados

Nuestro objetivo de trabajo consistié en el Desarrollo de Productos,
especificamente de dos nuevos ensayos de diagndstico para de-
tectar la presencia de R. salmoninarum mediante ensayos de PCR
tiempo real a partir de material genético blanco, tanto DNA como
RNA. Cada uno de estos ensayos fue optimizado en un formato
de dos reacciones simultdneas (dUplex). Junto a la deteccién del
patdgeno se incluye la amplificacién simultdnea de un gen que
se expresa en forma constitutiva, a tasa constante (housekeeping
gene). El objetivo de esta Ultima reaccion es controlar que existe
material genético obtenido a partir de un proceso previo de extrac-
cion de tejido, asi como de la calidad del mismo.

El disefo de estos dos ensayos pretende satisfacer la necesidad de
los clientes a la calidad de los resultados, mientras que la expec-
tativa de los laboratorios se centra en general, contando con un
buen desempefio sobre la base de los resultados de validacion, en
mejorar el uso de los recursos.

En forma especifica, se disefiaron partidores y sondas (Tagman)
para amplificar un segmento blanco contenido en msal, a partir
tanto de muestras de DNA como RNA. Las reacciones de PCR
fueron estandarizadas en formato duplex, incorporando la ampli-
ficacion del gen eff1 como control interno (Snow 2006) segin la
Norma Técnica 3 de (Serapesca 2009). Posteriormente, los ensa-
yos fueron validados seglin procedimientos de OIE, tanto a partir de
DNA (gPCR) como RNA (RT-gPCR) y comparando el desempefio
con una técnica de referencia IFAT. En cada caso, se utilizaron 100
muestras positivas y 100 muestras negativas de rifion medio-poste-
rior de peces S. salar. Este tamafo de muestra fue obtenido utilizan-
do la féormula N= Q/E.S? donde N es el tamafio de la poblacion, Q
es el valor de Kappa esperado (indice de concordancia). Para este
ensayo se utilizé como valor limite 0,6 y un error estandar de 0,07;
los valores de Q son obtenidos utilizando una prevalencia del 50%
(Cantor 1996).

A la totalidad de las muestras se les realizd los ensayos de IFAT
y PCR tiempo real en formato duplex, en forma independiente
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gPCR y RT-gPCR. A los resultados obtenidos se les aplicé anali-
sis Kappa, a partir de los cuales se obtuvieron 186 acuerdos entre
ambas técnicas cuando se realiza el ensayo a partir de DNA (Tabla
1, A) con un valor de Kappa igual a 0,86 (86% de concordancia
entre ambas técnicas) lo cual es catalogado como “Muy Bueno”
Sim & Wright 2005), con un intervalo de confianza del 95%. En
relacion a los resultados a partir de RNA, se observan 194 acuer-
dos entre ambas técnicas (Tabla 1, B) con un valor de Kappa igual
a 0,94, considerado “Muy Bueno”, con un intervalo de confianza
del 95%. Estos resultados demuestran que ambos desarrollos son
eficientes, con un mejor desempeno cuando se realiza el ensayo a
partir de RNA. Adicionalmente, ambos desarrollos resultan especi-
ficos cuando se evalla la amplificacion usando material genético
de 12 diferentes patdgenos, detalle que se observa en la Tabla 2.
En todos estos ensayos solo se obtiene sefial especifica de amplifi-

—

cacion para R. salmoninarum.
[ Mueso | PR | RTaPcR

Tabla 2. Evaluacion de Especificidad de los desarrollos diagnosticos
gPCR y RT-gPCR usando diversos patégenos.

Sobre la base de estos resultados, es posible concluir que se
han desarrollado dos nuevos ensayos diagnoésticos que detec-

tan en forma efectiva la presencia de R. salmoninarum ponien-
do a disposicién de clientes nuevos métodos validados.
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Lodos de pisciculturas de la region de los lagos
y potencial uso como fertilizante orgdnico: resultados preliminares
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Introduccion

Este articulo, presenta resultados del proyecto “TRATAMIENTO
DE LODOS RESIDUALES DE PISCICULTURAS DE LA REGION
DE LOS LAGOS Y EVALUACION EXPERIMENTAL DE SU
DESEMPENO EN SUELOS” financiado por el Fondo de Innovacién
para la Competitividad FIC-R 2012, del Gobierno Regional de
Los Lagos y que cuenta con el apoyo de la Seremi de Medio
Ambiente, Seremi de Salud y el Servicio Agricola Ganadero de la
Region de Los Lagos.

El objetivo de esta iniciativa, es generar informacién de base
cientifica y tecnoldgica, para que agentes publicos nacionales
y regionales, relacionados con la gestion ambiental, sanitaria
y de manejo agricola, puedan tomar decisiones, respecto de
la aplicacion de lodos de piscicultura de agua dulce en suelo
de aptitud agropecuaria. Para lo anterior se ha propuesto (i)
analizar las propiedades fisico-quimicas y biolégicas de lodos
de piscicultura de flujo abierto y piscicultura de recirculacion
generados durante el cultivo de alevines, (ii) estudiar la
eficiencia y condiciones del proceso de digestion anaerdbica
en la estabilizacion e higienizacién del lodo crudo y (iii) evaluar
su efecto sobre suelos de la Regién de Los Lagos a escala
experimental.

Los lodos de pisciculturas se caracterizan por ser ricos en fésforo
y contener elementos nutritivos (Boro, Azufre, Magnesio entre
otros) que los hace potencialmente atractivos como fertilizantes
organicos. En efecto, diversas investigaciones cientificas'-?, han

mostrado el efecto positivo de estos residuos sobre el cultivo
en suelos de aptitud agropecuaria. Sin embargo, esta opcion
de reutilizacién debe asegurar condiciones sanitarias y
ambientalmente seguras en el lodo acuicola antes de su
aplicacion al suelo, luego resulta fundamental cuantificar
aquellos componentes criticos derivados del cultivo de salmones
(parésitos, metales, antimicrobianos y patégenos) que permitan
definir estrategias de manejo.

En la actualidad, y en ausencia de una normativa que regula la
aplicacion de lodos de piscicultura en suelos, este tipo de residuo
sigue siendo depositado en sitios de disposicién final. Sélo en
el afio 2011, aproximadamente un total 7800 m? de lodos
fueron generados en pisciculturas de la Regiéon de Los Lagos®.
Si se considera las proyecciones de crecimiento de la industria
acuicola dada la creciente demanda de especies salmonideas, los
esfuerzos en materia de valorizacion o reutilizacién que permitan
disminuir la presiéon sobre sitios de disposicién final, resultan
de gran importancia. Por otra parte, la posibilidad de disponer
estos lodos como fertilizante en suelos agricolas, promovera
la coexistencia e interaccién de dos sectores econdmicos y
socialmente relevantes en el tejido industrial de la Regién de
Los Lagos.

Los resultados que aqui se presentan son parciales y corresponden
a i) caracterizacion fisico-quimica y biolégica de dos muestras de
lodo crudo obtenidas en dos periodos diferentes del cultivo de
alevines, ii) el efecto de la digestion anaerdbica sobre el proceso
de estabilizacion e higienizacion de estas muestras de lodos y
iii) el resultado de la aplicaciéon de estos lodos crudos sobre dos
tipos de suelos a escala experimental.

Metodologia

Se obtuvieron muestras de lodo crudo en dos pisciculturas (flujo
abierto y de recirculacion) en dos momentos diferentes del
proceso de obtencion de alevines. Una fraccién de las muestras
de lodo fue enviada a laboratorios acreditados para el andlisis
de los siguientes parametros: metales, antibidticos, coliformes
fecales, Salmonella sp, ovas helmintica viable, pH y materia
orgénica entre otros. La otra fraccion (40 L.) de cada piscicultura
fue sometida a proceso de digestién anaerdbica bajo condiciones
mesofilica (35-38 °C) con el propoésito estabilizar (reducir el
contenido de materia organica) e higienizar (reducir el contenido
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de patégenos y parasitos: coliformes fecales, Salmonella sp y
ovas helmintica viable). Una tercera fraccion de muestras de
lodo crudo fue aplicada sobre dos tipos de suelo (arena (sector
Ensenada) y trumao (Limo, zona Puerto Octay) con el propdsito
de evaluar la capacidad de filtro de los suelos y el aporte a la
fertilidad de los mismos. Los ensayos suelo-lodo se llevaron a
cabo a escala experimental simulandose la lluvia a través del
riego diario del sistema. Antes de someter las muestras de ambos
suelos a los ensayos suelo-lodo, se les caracterizdé en funcion
de los mismos pardmetros medidos en los lodos. Muestras de
percolado (agua de riego que pasa por el sistema lodo-suelo)
colectada en forma mensual, fue sometida al analisis de aquellos
parametros criticos para agua de riego y agua potable.

Resultados y discusion
De acuerdo a los resultados obtenidos a la fecha, se observa que:

m F| lodo es un sustrato apto para la aplicaciéon del proceso
de digestién anaerdbica como método de estabilizacion e
higienizacién. Este método es eficiente en la reduccion del
contenido de materia organica en los lodos.

m Las muestras de lodo presentan un valor de pH en el rango
de 6.4y 6.8

m No se evidencia inhibidores del proceso de digestion
anaerobbica.

m No se ha detectado presencia de antibiéticos (florfenicol,
acido oxolinico, ciprofloxacino, enrofloxacino, flumequina u
oxitetraciclina) en las muestras de lodo analizadas.

m De acuerdo a las condiciones de higienizacion (contenido
de Coliformes fecales, Salmonella sp. y densidad de ovas
helmintica viable), las muestras de lodo de ambos tipos de
piscicultura pueden ser clasificadas como LODO CLASE A.

m Por otra parte, estos lodos presentan concentraciones de
metales (Pb, Se, Cd, As, Hg) muy por debajo del maximo
admitido para la aplicaciéon de lodos generados en plantas
de tratamiento de aguas servidas en suelos (DS 04/2009)".

® E| analisis de los suelos, muestra que el suelo limoso
corresponde a trumaos de las serie Puerto Octay vy
corresponde a un suelo moderadamente acido, muy rico en
materia organica y nitrogeno total, con muy bajos niveles de
disponibilidad de fésforo, potasio y boro, y bajos de azufre,
siendo el resto moderado. La saturacién de bases es baja,
caracteristico de los suelos del sur, con pluviometria mayor
a los 1500 mm al afo. Su textura es franco limosa. El
suelo arenoso por su parte, corresponde a arenas y gravas
volcanicas del sector Ensenada, de caracter andesitico
basalticas y relativamente jovenes. El suelo es levemente
acido, pobre en materia orgénica y nitrégeno total, con bajos
niveles de disponibilidad nutritiva.

m El contenido de metales en la arena y el trumao se encuentra
muy por debajo la concentracién maxima admitida por el DS
04/20009.

m Los lodos corresponden a un sustrato rico en materia orgénica
y con altos contenidos de fésforo, asi como también altos
en calcio y magnesio, ricos en azufre y sodio, y moderados
en potasio, también son ricos en boro. Estas propiedades
permiten indicar que los lodos son el complemento ideal,
desde el punto de vista nutritivo, para los suelos trumao
del sur, perfilindose como una alternativa muy interesante
como fertilizante orgénico. La principal limitante que se
ha identificado hasta ahora es su olor muy pronunciado y
repelente, que es muy persistente cuando el lodo queda
expuesto al aire, pero una vez incorporado al suelo, el
olor tiende a perderse rapidamente. Aun no se cuenta con
el resultado de los ensayos suelo-lodo de las muestras
digestadas.
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m E| andlisis del agua de percolado de los ensayos suelo-lodo
crudo, entrega resultados interesantes:

® En el percolado de arena se encuentra una mayor con-
centracion de nutrientes, luego la capacidad de retencién
y por lo tanto de filtro de la arena es menor. Los percola-
dos de arena presentan algo de color y también de olor,
especialmente con dosis mas altas de lodo.

@ E| trumao retiene una mayor cantidad de los nutrientes,
por lo que el percolado presenta una baja concentracién
de estos y no presenta olor ni color.

@ Cuando se comprara las propiedades del percolado con
las normas chilenas (NCh 409/1 y 1333) para agua po-
table y agua de riego, se observa que el pH de los perco-
lados se encuentra dentro de los limites exigidos por la
norma chilena.

# En relacién a los metales, se observa que la concentra-
cion de cobre en el percolado del suelo trumao se en-
cuentra en el limite para el agua de riego y bajo el limite
de agua potable. El percolado de arena queda sobre el
limite para agua de riego y bajo el limite de agua pota-
ble. Para Hierro, Magnesio, Manganeso, Sulfato y Zinc
en general la concentracién en los percolados esta bajo
los limites, tanto de agua potable como de agua para
riego. EI Aluminio, solo en el caso de la arena para lodos
que provienen de piscicultura flujo abierto y para las dos
dosis mas altas sobrepasa levemente el limite para agua
de riego.
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Conclusiones Preliminares

Aunque los resultados obtenidos a la fecha son promiso-
rios en relacion al potencial uso de lodos de piscicultura
como fertilizante organico, observandose que es posible
contar con un sustrato sanitaria y ambientalmente seguro
para aplicar en suelo, resulta relevante seguir evaluando
las propiedades de este tipo de residuo obtenido en dife-
rentes momentos del proceso productivo en piscicultura,
asi como también su efecto sobre los sugelos.

Con los antecedentes levantados a nivel experimental y
mediante la asesoria experta, se evaluara la factibilidad
técnica y econémica de escalar estos resultados y evaluar
alguna iniciativa para realizar pruebas a mayor escala. Sin
perjuicio de lo anterior, los resultados propuestos en este
proyecto, pretenden entregar a la autoridad competente
informacion base para la toma de decisiones, respecto a la
valorizacién y eventual uso de un residuo industrial, para
su aplicacion en otra actividad productiva relevante en el
territorio regional.

Cabe destacar, que la estrategia de difusién y transferen-
cia tecnoldgica de este proyecto, contempla actividades de
vinculacion con agentes publicos y privados, relacionados
con la tematica en estudio.
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Pertil metabolico en Salmonidos
BASES PARA UNA ESTANDARIZACI(]N METODULGGICA: PARTE 1

N
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INTRODUCCION

Desde sus inicios en Chile, la salmonicultura ha incrementado
enormemente su crecimiento desde unas 1.000 toneladas en
el afio 1985 hacia una produccién lider mundial de mas de
600.000 toneladas el 2007.

El incremento de la prevalencia e incidencia de enfermedades
infecciosas como consecuencia de este rapido crecimiento (Bra-
vo y col., 2005; SalmonChile Intesal, 2008), también ha sido
reportado en las especies de cultivo agricolas y de produccién
animal, las cuales llevan enfrentando este tipo de problemas por
décadas (Tilman y col., 2002).

En el ano 1986, cuando comenzaron los cultivos comerciales
de salmédnidos en Chile, sélo existian tres enfermedades en el
cultivo, mientras que en los Ultimos diez afios, este nimero llega
a més de veinte enfermedades (Bustos, 2010).

El control de patégenos en la salmonicultura debe abordarse de
forma temprana ya que una accién tardia mantendra altas tasas
de mortalidad, retrasos en la tasa de crecimiento de los peces,
reducciones en la eficiencia de conversion del alimento y dafios
en la calidad del producto final.

Hoy en dia, desde un punto de vista de la prevencion de enfer-
medades, la industria nos exige buscar nuevas formas de detec-
tar precozmente los cambios o alteraciones en el metabolismo
y salud de los peces (Wagner y Congleton, 2004; Congleton y
Wagner, 2006), permitiéndonos intervenir, revertir o aminorar
en tiempo real el efecto de patdgenos utilizando otras medidas
de contencion maés alla de las terapias quimicas, como por ej. a
través de practicas de manejo en los centros de cultivo (Wheatley
y col., 1995; Madsen y Dalsgaard, 2008; Summerfelt y col.,
2009) o fortaleciendo el sistema inmune con nutrientes funcio-
nales en las dietas de los peces (Rumsey y col., 1992; Sakai,
1999; Burrells y col., 2001 a y b; Leonardi y col., 2003; Liy
Gatlin, 2006; Gunther, 2007; Ringo y col., 2011; Tahmasebi-
Kohyani y col., 2012).

Laboratorio clinico en Salménidos: analisis de
bioquimica sanguinea

La rama de patologia clinica tanto en Medicina Humana como
en Medicina Veterinaria de animales mayores y menores, uti

liza los pardmetros sanguineos de perfil bioquimico como herra-
mienta complementaria de rutina para detectar posibles altera-
ciones del metabolismo, presencia de infecciones, alteraciones
en el funcionamiento de tejidos, érganos y sistemas.

Desde la perspectiva del control y prevencién de enfermedades,
el laboratorio clinico aplicado a la acuicultura presenta grandes
desaffos en cuanto a la estandarizacion de métodos de obtencion
de muestras de sangre para su posterior anélisis (etapa pre-ana-
litica), asi como también de la obtencién de rangos de referencia
sanguineos de hematologia y bioquimica clinica en peces sanos
(etapa analitica), que sirva como linea base para el desarrollo
de un método preventivo de evaluacién de la condicion sanitaria
de los peces (Anderson y Barney, 1991; Wagner y Congleton,
2004; Congleton y Wagner, 2006; Sundh y col., 2010; Segner
y col. 2012).

Para la obtencién de marcadores bioquimicos sanguineos de re-
ferencia a partir de salménidos sanos, se debe tener presente la
influencia de factores como especie, peso, estado de desarrollo,
sexo, condiciones de cultivo (temperatura, salinidad, saturacion
de oxigeno, densidad, dieta), método empleado para la toma de
muestra (anestésico usado, sitio de puncion, centrifugacion, gra-
do de hemdlisis) los cuales tendran incidencia en los resultados
de laboratorio. Debido a esto, el manejo de informacién de estos
factores, determinara la validez de los indicadores sanguineos
para la generacién de “rangos de referencia” de una poblacién
de peces (ver Tabla 1y 2). El obtener informacion permanente
sobre la fisiologia y posibles trastornos metabdlicos de los peces
(Spannohfy col., 1979) podria permitir instaurar un método de
analisis precoz del riesgo potencial de brote de enfermedades en
las unidades de cultivo (Peeler y col., 2007), lo que ayudaria a
las empresas salmonicultoras a tomar decisiones mas informa-
das que lleven a aplicar medidas tempranas que reduzcan el
riesgo ante un posible brote infeccioso o deterioro de los indices
productivos.
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Hrubec, 1999 1800
Hrubec, 1999 1800 10 FW
Kubilay, 2002 147 30 FW (pond)
Atamanalp, 2002 150 9 FW
Atamanalp, 2003 140 11 FW (cage)
Atamanalp, 2003 140 11 FW (pond)
Rehulka, 2003 87 10 FW (tank)
Rehulka, 2004 223 10 FW
Melotti, 2004 50-450 5 FW (V1)
Melotti, 2004 50-540 5 FW (v2)
Bulut, 2004 120 10 FW
Vigiani, 2005 52,5-795 174 FW
Rehulka, 2005 349 702 FW
wKocaman, 2005 1600-2200 10 FW
Manera, 2006 240 45 FW
Lupi, 2006 52-769 15x12 SW
Lupi, 2006 171-377 15x9 SW

* FW/SW: Agua dulce/Agua de mar.

Veloc. centrifugacion
Unid. Gravedad

Material
bioldgico

MS-222 Vena caudal 2750 g x 5 min Plasma
MS-222 Vena caudal 2750 g x 5 min Suero
MS-222 Seccién caudal 3000 rpm x 10 min Suero
Sin formacién Vena caudal 4000 rpm x 10 min Plasma
Sin formacién Vena caudal 4000 rpm x 10 min Plasma
Sin formacion Vena caudal 4000 rpm x 10 min Plasma
Menocaina Vena caudal 4000 g x 10 min 4°C Plasma
Menocaina Vena caudal 4100 g x 10 min 4°C Plasma
Sin formacién Cardiaca 3000 rpm x 20 min Plasma
Sin formacion Cardiaca 3000 rpm x 20 min Plasma
Sin formacién Vena caudal 3100xg x 10 min Suero
Etilenglicol Aorta dorsal 3600 rpm x 30 min 2°C Plasma
Menocaina Vena caudal 4100xg x 10 min 4°C Plasma
MS-222 No mencionada 4000 rpm x 15 min Plasma
Golpe cabeza Vena caudal 2010xg x 10 min 4°C Suero
Etilenglicol Aorta dorsal 3000 rpm x 30 min 2°C Suero
Etilenglicol Aorta dorsal 3000 rpm x 30 min 2°C Suero

Tabla 1. Metodologia Pre-analitica utilizada en estudios de Bioquimica Sanguinea de Trucha arcoiris.

Sandnes, 1988 1400-4200
Waagbo, 1988 1000 10 SW
Johanning, 1989 300 68 FW
Knoph, 1996 369+70 240 SW
Gajardo, 1997 Alevines 12 FW
Gajardo, 1997 Juveniles 17 FW
Gajardo, 1997 Smolt 21 SW
Gajardo, 1997 Reproductores 30 FW
Hemre, 1998 148 85 FW (2 dietas)
Krogdahl, 1999 1990 12 SW
Hemre, 1999 1202-2265 60 SW
Hemre, 2000 14-30 - FW
Torstensen, 2000 1500 12 SW

* FW/SW: Agua dulce/Agua de mar.

Sin formacién Ductus cuvieri 3000 x g Suero
Sin formacion Ductus cuvieri 3000 x g Suero
MS-222 Vena caudal 3000 x g x 15 min 4°C Plasma
Metomidato Vena caudal 1700 x g x 5 min Plasma
Benzocaina Arteria caudal 1000 x g x 10 min Plasma
Benzocaina Arteria caudal 1000 x g x 10 min Plasma
Benzocaina Arteria caudal 1000 x g x 10 min Plasma
Benzocaina Arteria caudal 1000 x g x 10 min Plasma
Metomidato Vena caudal 3000 x g Plasma
Golpe cabeza Vena caudal 1000 x g x 10 min Plasma
Golpe cabeza Vena caudal 1250 x g Plasma
Metomidato Vena caudal 3000 x g Plasma
Metomidato Vena caudal Sin formacién Plasma

Tabla 2. Metodologia Pre-analitica utilizada en estudios de Bioquimica Sanguinea de Salmén del Atlantico.

Pese al enorme avance que ha tenido hoy la industria de vacunas
contra los patdgenos acuaticos (Tobar y col., 2011; Adomako y

ol., 2012; Deshmukhy col., 2012; Shoemaker y col., 2012),
a juicio del autor; alin nos queda por avanzar en la implementa-
cion de métodos preventivos que permitan monitorear con una
adecuada frecuencia la condicién sanitaria de los peces. Por ej.
la medicién de biomarcadores sanguineos mediante métodos
poco invasivos durante los muestreos de rutina en los centros
de mar o agua dulce. Estos resultados deben ser entregados de
forma répida, reportando variaciones en indicadores bioquimicos
que permitan tomar medidas de contencion frente a factores de
riesgo mucho antes que estos se hagan evidentes e impacten la
salud y bienestar de los peces (Gustafson y col., 2005; Peeler y

, 2007; Kristoffersen y col., 2009; Aldrin y col., 2010). En la
actualidad existe evidencia con significancia estadistica que de-
muestra la importancia de algunos marcadores enzimaticos que
se ven incrementados a nivel sanguineo cuando existen procesos
de degeneracion celular en tejidos especificos (Yousaf y Powell,
2012). La industria salmonicultora de Noruega hoy enfrenta un
impacto cada vez mayor de las enfermedades de origen viral,
como es el caso de la Inflamacién del Musculo Esquelético y Car-
diaco (HSMI), Sindrome de Cardiomiopatia (CMS) y Enfermedad
del Pancreas (PD). Pese a la reducida literatura publicada sobre
la correlacion de indicadores metabdlicos con patologias infec-
ciosas en peces, existen estudios recientes que han reportado los
efectos de estos virus sobre los niveles séricos de enzimas claves
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en los procesos metabdlicos celulares; como la creatin fosfoqui-
nasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH) y lipasa, enzimas ubi-
cadas al interior de las células cardiacas, musculares y pancrea-
ticas (Ferguson y col., 1986; Roger y col., 1991; McLoughlin y
col., 1995; Houghton, 1995; Yousaf y Powell, 2012).

Peces

Los peces muestreados para determinaciéon de rangos de refe-
rencia de perfil metabdlico, en primer lugar, deben ser aquellos
evaluados como “sanos y libres de enfermedades” lo cual debe
ser validado por un Médico Veterinario certificador de la condi-
cién sanitaria. En segundo lugar, se debe tener conocimiento
de los factores enddégenos y exdgenos que pueden influir en los
resultados de quimica sanguinea como: especie, cepa genética,
sexo, peso, edad o estado de desarrollo (e]. alevin, parr, pre-
smolt, smolt, post-smolt, reproductor), tipo de alimentaciéon o
dieta, densidad de cultivo, temperatura del agua de los estan-
ques o jaulas, nivel de saturacion de oxigeno del agua, mg/L de
oxigeno, caudal, horas de luminosidad, presencia o ausencia de
tratamientos farmacologicos, entre otros factores (Montero y col.,
1999; Rehulka, 2000; Hrubec y col., 2001; Percin y Konyalio-
glu, 2008; Svobodova y col., 2009; Gustavsson y col., 2010).

Los rangos de referencia de peces sanos que se obtengan de
la poblacién evaluada, seran validos sélo para las condiciones
predeterminadas de cultivo donde habiten los peces.

Toma de muestra

El método pre-analitico de eleccién para la extraccién de mues-
tras de sangre para perfil metabdlico, debe ser de baja invasi-
vidad y que no implique el sacrificio de los peces. Una de las
técnicas de obtencion de muestras sanguineas en terreno mas
indicada para estos fines, es la propuesta por Clark y col., 2011;
la cual sera descrita méas adelante, en el proceso de muestreo.

En cuanto al volumen de muestras a analizar, el N de mues-
treo debe ser representativo de la poblacion de peces que va ser
evaluada, debiendo requerirse al menos 120 ejemplares para la
confeccion de rangos de referencia (Solberg, 2004).

Otro punto importante a definir, es el uso del material biolégico a
utilizar para el andlisis de perfil metabolico. El suero y el plasma
son similares en que ambos representan el componente de fluido
de la sangre (ver Figura 1), sin embargo, el plasma contiene fac-
tores de coagulacion que no estén presentes en el suero (Hubrec
y Smith, 1999).

Protocolo de anestesia

Previo a la obtencion de la muestra de sangre, los peces deben
ser anestesiados para minimizar artefactos en los resultados y
permitir una adecuada toma de muestra con el menor estrés
posible (Sneddon, 2012). Los peces del muestreo deben ser de-

Figura. 1. Muestra de plasma sanguineo en tubo eppendorf.

positados en acuarios o tinajas de muestreo que contengan la
misma calidad de agua en la cual son mantenidos, ya sea agua
marina o agua dulce, segln corresponda. Existen diversos estu-
dios que muestran que el estrés asociado con el manejo de los
peces puede reducirse con eficacia mediante el uso de agentes
anestésicos. EI Metomidato ha reportado efectos de reducir el
estrés de manejo en el salmén del Atlantico y salmén Chinook,
mientras que el isoeugenol se ha encontrado eficaz en la reduc-
cion de la tension en Salmén del Atlantico y el metasulfonato de
tricaina (MS-222) ha inhibido la respuesta al estrés en relacion
al manejo de la trucha arco iris (Davis y Griffin, 2004; King
y col., 2005). Hoy en dia no existe un Unico anestésico que
cumpla con todos los requisitos deseados, no obstante, la solu-
cién de metasulfonato de tricaina (MS-222) es una de las més
empleadas debido a su facil aplicacién en terreno y amplio mar-
gen de seguridad como agente anestésico (Carter y col., 2011).
La dosis recomendada del MS-222 para extraccion de muestras
de plasma sanguineo es de 100 mg/L con una exposicién de
2 minutos/pez para induccién rapida en Salmoén del Atlantico
(Congleton, 2006; Popovic y col., 2012). Una vez aplicado el
producto en el agua, debe ser bien mezclado para homogenei-
zar la solucién anestésica. Cuando se observe que los peces han
perdido la estabilidad para nadar (pérdida total del equilibrio) y la
regién abdominal se gira adquiriendo una postura lateral (reduc-
cién del tono muscular), quiere decir que se encontraran en fase
leve de anestesia (Sneddon, 2012). Otro comportamiento que de-
muestra este estado de insensibilizacion, es una notoria reduccion
de los movimientos operculares. El pez bajo esta condicion, debe
ser extraido rapidamente y depositado sobre bandejas de traba-
jo (sujetadores). Con el fin de asegurar una adecuada obtencién
de muestra, deben cumplirse los siguientes pre-requisitos para la
aplicacién de anestesia:

Asegurar un ayuno de 12 horas.
Monitoreo del % de saturaciéon de O, y del OD (mg/L), ase-
gurando una adecuada aireacion.
Monitoreo del pH de la solucién: Si el pH baja a < 5, es
necesario adicionar bicarbonato de sodio como buffer a una
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cantidad de 2 ppm por cada ppm de tricaina. Esto también
puede abordarse cambiando la solucién de tricaina cada 25
peces.

Muestreo de sangre en terreno

1. Puncién de la vena caudalis

Una vez depositado el pez sobre la bandeja de sujecién, el mues-
treador utilizando guantes estériles debe puncionar la vena cau-
dal con una jeringa de 5 6 10 ml con aguja de 21 6 23 G. Para
ello se debe introducir la aguja en angulo de 45° a la superficie
ventral del pez con el bisel de la aguja mirando hacia arriba,
en la zona ubicada detras de la aleta anal (pedinculo caudal).
Al momento de observar que se ha iniciado el flujo de sangre
dentro de la jeringa, no ejercer una presion excesiva con el em-
bolo de la jeringa para evitar la hemdlisis de la muestra. Se ha
reportado diferencias significativas en los resultados de sangre
cuando se procesan muestras de plasma hemolizadas versus
no hemolizadas (Hrubec y Smith, 1999). Una vez que se ha
extraido un volumen de 4 ml de sangre fresca, se debe retirar la
aguja de la jeringa antes de colocar la sangre en los tubos vacu-
tainer® con anticoagulante heparina-litio (ver figura 2).

Una vez depositada la muestra por las paredes del tubo, ésta
debe agitarse muy suavemente para mezclar la sangre con el
anticoagulante. Se debe evitar la agitacion brusca del tubo ya
que esto aumenta el grado de hemodlisis (Hunn y Greer, 1991).
Idealmente repetir la agitacién suave unas 10 veces para ase-
gurar una distribucién homogénea del anticoagulante. Todos
los tubos (vacutainer® y eppendorf) que sean utilizados para el
muestreo de sangre, deben estar previamente rotulados.

2. Centrifugacion en terreno para separacion de plasma
y elementos figurados

Una vez mezclada la sangre con la heparina-litio, con una micro-
pipeta de 200-1000 L se debe extraer una alicuota de 1,5 ml de
sangre heparinizada y depositarla en tubos eppendorf de 2 ml de
capacidad. Cada muestra de sangre obtenida por pez (>100 g),
permite rellenar dos tubos eppendorf; los cuales deben ser centrifu-
gados in situ durante el examen de terreno (ver figura 3). El equipo

Figura. 2. Tubos de heparina se utilizan en la extracciéon de sangre y la
anticoagulacion para perfil metabolico.

de eleccién para ser usado en terreno, por su facil manipulacion
es una mini-centrifuga portatil que alcance una velocidad maxi-
ma de unos 15.000 rpm. La velocidad estandar recomendada
de centrifugacién para obtencién de plasma es de 7.000 x g por
5 minutos a temperatura ambiente de acuerdo al método des-
crito por Clark y col., 2011.
Una vez finalizada la centri-
fugacion, se debe separar el
plasma del precipitado rojo
(eritrocitos y glébulos blan-
cos). El plasma de ambos
tubos, debe ser transferido
a un nuevo tubo, tomando
la precaucion de no tocar la
interfase (capa que separa
las fases clara y precipita-
da) para que no se produz-
ca una contaminacién de la

muestra.
Figura. 3. Mini-centrifugas con
capacidad desde 12 tubos son re-

3. Transporte y conser-
comendadas para uso en terreno.

vacion de muestras de
plasma.

Los tubos de plasma resultantes de la centrifugacién deben tras-
ladarse a una nevera cargada con hielo para mantenerlos en
cadena de frio (0°C) hasta su llegada al laboratorio donde deben
conservarse a -20° C hasta su anélisis en el equipo autoanali-
zador.

ETAPA ANALITICA:
Procesamiento de las muestras

El plasma obtenido de las muestras de sangre de los peces, debe
ser procesado en un auto-analizador clinico que permita la lectu-
ra de los parametros bioquimicos deseados.

Actualmente existen en el mercado variadas marcas y modelos
de equipos clinicos de medicién de perfil bioguimico (ver figura
4), sin embargo, una limitante para el uso en salménidos es que
las unidades estan disefiadas para ser usadas en humanos y ma-
miferos. Estos equipos estan calibrados para producir reacciones
guimicas a una temperatura estandar de 37°C, muy superior a
las temperaturas sanguineas de los peces de agua fria. Esto nos
lleva a concluir que a la fecha la informaciéon publicada sobre
parametros plasmaticos o séricos en peces de agua fria, ha sido
en base a temperaturas de reaccién que escapan a la fisiologia
normal, reportdndose en algunos casos pics de valores en ciertas
enzimas que sobrepasan las curvas de linealidad de reaccién con
las que trabajan los equipos clinicos (Congleton y LaVoie, 2001).
En cuanto a las recomendaciones de uso de estos equipos, éstos
deben ser calibrados en cada nuevo periodo que se han procesa-
do muestras de plasma. De modo de asegurar una alta precision
de los analisis, el equipo requiere diariamente de una estanda-
rizacion completa de los métodos quimicos a través del uso de
sueros con rangos de parametros conocidos (suero fisiologico y
suero patoldgico respectivamente).
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Los indicadores plasmaticos normalmente analizados para bio-
quimica del plasma en peces son:

Figura. 4. Bandeja de reaccion y bandeja de reactivos para muestras
de plasma en equipo autoanalizador clinico.

Enzimas: aspartato amino transferasa, alanino amino transfe-
rasa, fosfatasa alcalina, creatinquinasa, lactato deshidrogenasa,
amilasa pancreética, lipasa pancreética.

Metabolitos: bilirrubina total, urea, creatinina.

Nutrientes: proteinas totales, albimina, glucosa, colesterol total,
triglicéridos.

Minerales: calcio, fésforo, magnesio, sodio, cloro, entre otros.
(ver Tabla 3).

Parmetro bioquimico | Unidad de medida

PT Proteinas totales g/dl
ALB Albumina g/dl
coL Colesterol mg/dl
TG Trigrlicéridos mg/d|
URE Urea cinética mg/dI
CREA Creatinina cinética mg/dl

GPT/ALT Alanino amino transferasa U/l
GOT/AST Aspartato amino transferasa U/l
ALP/SAP Fosfatasa alcalina U/l

CK Creatin fosfoquinasa u/l
GLU Glucosa mg/dI
LDH Lactato deshidrogenasa U/l

BT Bilirrubina Total mg/dI
AMI Amilasa pancreatica U/l

CA As Calcio mg/dI
FOS Fosforo mg/dl
MG Magnesio mg/dI

Tabla 3. Unidades de medida de Biomarcadores sanguineos.

Si queremos obtener datos fidedignos de perfil metabélico en
salmdnidos u otros peces de cultivo, primero debemos controlar
los puntos criticos pre-analiticos, ya que los Ultimos trabajos rea-
lizados en esta especialidad evidencian que el mayor porcentaje
de errores hoy se concentra durante la toma de muestra o etapa
pre-analitica (Plebani, 2009).

Generacion de Rangos de Referencia de acuerdo a un
método estandar.

Son multiples los estudios que reportan el potencial que posee
el uso de pardmetros sanguineos de perfil metabdlico para eva-

luar la condicién productivo-sanitaria de los peces (Blaxhall,
1972; Sandnes y col., 1988; Houston, 1997; Hrubec y Smith,
1999; Kavadias y col., 2003; Kocaman y col., 2005; Lupi y
col., 2006; Clauss y col., 2008; Kopp y col., 2011).

Si bien hoy en dia, la industria salmonicultora cuenta con
avanzados servicios de diagndstico de patologias infecciosas;
en cuanto a los servicios de muestreo y analisis de sangre
para laboratorio clinico, como la determinacién de hemo-
grama y perfil bioquimico sanguineo en los peces, hasta el
momento no se cuenta con una base de datos confiable de
los rangos de referencia sanguinea para cada especie de sal-
ménido segln su etapa de desarrollo y bajo condiciones de
cultivo especificas.

El conocimiento de rangos de referencia sanguinea disponible
para la salmonicultura nacional, se reduce so6lo a literatura
cientifica de los afios 80 y 90 donde se describen rangos de
perfil bioquimico para Trucha arcoiris (Hille, 1982), Salmédn
del Atlantico (Sandnes et al., 1988), familia Salmonidae (Stos-
kopf, 1993) y algunos estudios nacionales de perfil metabdlico
(Castillo, 1989; Ordofez, 1991; Universidad de Los Lagos y
Gajardo, 1995; Herrera, 2004; LPCV Universidad Austral de
Chile, 2004; Biovac, 2010). A la fecha, la escasez de informa-
cién representativa respecto a la fisiologia sanguinea de salmo-
nidos bajo condiciones de cultivo, imposibilita que este método
tenga un real valor predictivo y de complemento al diagnostico
de enfermedades de peces como ocurre en otras producciones
animales.

A raiz de esto, hoy en dia a nivel nacional se estan desarrollando
proyectos de investigacion aplicada con el fin de generar nue-
VoS conocimientos para lograr una estandarizacién del método
pre- analitico y procesamiento de las muestras sanguineas en
salmoénidos de cultivo.

Todo esto, con el objetivo de entregar datos confiables que
permitan construir rangos de referencia para cada especie,
de acuerdo a su etapa de desarrollo y condicion especifica
de cultivo.

En Resumen, mediante la estandarizacion de los métodos de
medicion, la bioquimica sanguinea en peces podria adquirir un
mayor valor y demanda como examen de rutina en la acuicultu-
ra. Para lograr esto, el examen de perfil metabolico deber ser de
baja invasividad y que asegure la toma de muestras seriadas en
terreno; entregando un conocimiento objetivo sobre la condicion
sanitaria, nutricional y metabdlica de los peces de forma opor-
tuna y confiable.
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ESTUDIO DE LAS RELACIONES FILOGENETICAS

de aislados de Asteria monocytogenes, obtenidos de la industria acuicola
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RESUMEN

Actualmente, la industria acuicola y otras no relacionadas al sec-
tor, diariamente combaten contra la bacteria de las plantas limpias,
Listeria monocytogenes, agente causal de un cuadro infeccioso en
humanos conocido como Listeriosis. Esta bacteria genera pérdidas
millonarias en la produccion del pais por concepto de contaminacion
de productos listos para el consumo humano. La gran problemética
e incdgnita a resolver por la industria, es el determinar con precision
el origen de la contaminacion por este patoégeno, asi como deter-
minar sus posibles vectores de transmisién, factores asociados a la
prevalencia y resistencia a la descontaminacién y desinfeccién.

En este trabajo, exponemos los resultados obtenidos de la geno-
tipificacién de 13 aislados de L. monocytogenes obtenidos de la
industria nacional, donde logramos con éxito establecer las rela-
ciones filogénicas entre las cepas estudiadas. Este estudio pro-
vee las bases para investigaciones aplicadas al area de desarrollo
y nos entrega las herramientas moleculares necesarias para ir a
la caza de Listeria monocytogenes en la industria acuicola, las
que permitiran obtener una radiografia detallada de la situacion
de este patdgeno en el sector.

INTRODUCCION

La listeriosis es una enfermedad de baja fre-
cuencia, pero con una tasa de letalidad del

20-30%. El agente responsable es Listeria e
monocytogenes, bacilo, Gram positivo, opor- 1199 5
tunista, facultativo intracelular, microaerdfilo, 1058 4
movil a 25°C, ampliamente diseminado en el -

medioambiente, y cuya principal ruta de con- 1296 5
tagio al ser humano, es a través de la inges-

ta de alimentos contaminados, en especial, 142535
aquellos en formato “ready to eat” y aquellos 1647_4
con tiempos prolongados de refrigeracion. 747 12
Las Listerias sobreviven mucho tiempo en los 22895
alimentos, suelo arable, excretas, cultivos de s
huertas y agua, debido a que se pueden mul-

tiplicar dentro de un amplio rango de pH, en- 2 2
tre 4.4y 9.5 y entre una temperatura de -1 a 5 ©
45°C, soportando concentraciones de sal tan

altas como un 20%. Ademas, en la industria 6279_1
alimentaria el patégeno sobrevive a los procesos 6283 1

de limpieza e higienizacion debido a su capaci-

F

F

dad de formar biofilms sobre superficies de trabajo y equipos, conta-
minando los alimentos que alli se procesan. Estas caracteristicas en
conjunto, hacen inviable una solucién final que nos permita erradicar
L. monocytogenes de la industria.

En el sector acuicola, este patégeno ha sido aislado de muchos
productos marinos, incluidos crustaceos, moluscos y peces, tanto
frescos como congelados o procesados. La presencia de L. mono-
cytogenes se ha detectado en un 25% de muestras analizadas de
pescado ahumado, a cantidades tan altas como 10* ufc/g. La ra-
z6n para la preocupacion del sector, se debe a que durante el pro-
ceso de marinado y ahumado del pescado, L. monocytogenes no
es inactivada, permaneciendo viable y lista para dividirse durante
el periodo de refrigeracion (Guyer et al. 1991). Ademés, puede
presentarse de manera persistente en las plantas de proceso,
como fuente de contaminacién para otros alimentos procesados,
generando un riesgo potencial para la salud de los consumidores
y cuantiosas pérdidas econdémicas para las empresas involucradas
en los brotes, ademas de una grave pérdida de credibilidad como
marca ante la sociedad.

m Origen Muestra Tipo Muestra Ciudad Origen

Muestra peces, 4to

Esponja Aysén Centro
Esponja Maquina eviscerado Chiloé Planta Primaria
Producto Prod:tclg%tsica(l)mon Puerto Montt Planta Proceso
Producto Salmén
Producto Atlantico Puerto Montt Planta Proceso
Producto Salmén
Producto Atlédntico Puerto Montt Planta Proceso
Producto Productos Trucha Puerto Montt Planta Proceso
Producto Productos Puerto Montt Planta Proceso
Queso Queso Gauda Osorno Planta Proceso
Queso Queso ahumado Chiloé Planta Proceso
Esponja Carro cocedor Chiloé Planta antes
inicio proceso
. Clasificador o4 Planta antes
Esponja congelado Chiloé inicio proceso
Mantequilla Mantequilla Osorno Planta
Mantequilla Mantequilla Osorno Planta

Tabla 1. Aislados de Listeria monocytogenes secuenciados en este estudio.
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Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo dilucidar las relaciones
filogenéticas entre diferentes cepas de L. monocytogenes pertene-
cientes a la empresa Aquagestién S.A. aisladas de diferentes indus-
trias. Para llevar a cabo el tipificado molecular de este patdgeno,
existen numerosas metodologias y procedimientos, cada una con
sus ventajas y desventajas. Nosotros, iniciamos este estudio utili-
zando como estrategia de tipificado molecular, anélisis de secuen-
cias multi locus, MLST (Multi Locus Sequence Typing), analisis de
repeticiones directas en tandem, conocidas como VNTRs (MLVA
analysis) y secuenciacién parcial del gen 16S.

METODOS

Una seleccion de 13 aislados de Listeria monocytogenes crecidos
en agar aloa cromogeénico (Tabla 1), confirmados por inmunoen-
sayo (API Listeria strips, BioMerieux) y secuenciados parcial-
mente para el gen ribosomal 16S, fueron genotipificados usando
como blancos genéticos los polimorfismos de secuencia, previa-
mente descritos para 7 genes de este patégeno, MLST typing
(Salcedo et al, 2003) (Fig.1). Siendo verificados por PCR tiempo
real con sonda y los serovares determinados por medio de un
PCR multiplex (Doumith et a/, 2004) (Fig. 2 y Tabla 2). Posterior
a la verificacion y certificacion de las cepas, se realizd la PCR a
los genes polimorficos seleccionados y los productos generados,
fueron enviados a secuenciar (Macrogen, Korea).

El andlisis de secuencias, alineamientos mdltiples, construccién
de arboles filogenéticos se realizé principalmente utilizando el Soft-
ware Vector NTI 11 (Invitrogen). Como herramientas de apoyo se
us6 MEGA 5.2 para la construccion y visualizacién de arboles fi-
logenéticos, Chromas 2.4.1, para la revision de cromatogramas
de secuencias y aplicaciones libres disponibles en el servidor del
Instituto Europeo de Bioinformética (http://www.ebi.ac.uk/).

Para el anélisis de las repeticiones directas en tandem, se realiz6
un PCR convencional para cada loci-VTNR seleccionado en estu-
dio, y los fragmentos de ADN obtenidos fueron resueltos, primero
por electroforesis en gel y luego en un sistema de electroforesis
capilar liquida de alta resolucién, Multina (Shimadzu). (Tabla 3).

cat Sequencing target
abcZ Sequencing target

idh Sequencing target

dapE Sequencing target
bglA Sequencing target

Listeria Monocytogenes
EGD-e

2944528 bp

dat Sequencing target
InkA Sequencing target

Figura 1. Genoma de Listeria monocytogenes. Se observan los genes
constitutivos (housekeeping genes) que fueron secuenciados en este
estudio. abcZ, (ABC transporter), cat (catalase), idh (lactate deshidro-
genase), dapE (succinyl-diaminopimelate desuccinylase) , bglA (B glu-
cosidase), dat (D-aminoacid aminotransferase) , inkA (Histidine kinase).

Figura 2. Reaccion en cadena de la polimerasa para L. monocytogenes.
A) PCR tiempo real para la deteccion de Listeria. PCR para los
diferentes aislados de Listeria seleccionados, utilizando sonda especifica
para la deteccién de L. monocytogenes. B) Determinacion de los
Linajes y grupos filogenéticos de Listeria. Electroforesis en gel para los
amplicones generados por PCR multiplex para los diferentes aislados
de L. monocytogenes. Los carriles del 1-13: L. monocytogenes 1025-
10; 1058-4, 1199-5, 1296-5, 1425-35, 1647-4, 1747-12, 2289-5,
3296-2, 3296-9, 6279, 6283; respectivamente (serovares resumidos
en Tabla 2). Ademas del control negativo (C-) de la reaccién. El carril M
fue el estandar de 100 pb utilizado.

RESULTADOS

Para el analisis de secuencias multi locus (MLST), cada uno de
los 7 genes secuenciados por aislado de Listeria, fue contrastado
con una base de datos, con el objetivo de establecer a que variante
alélica corresponde cada gen evaluado. A su vez, la combinacion
de todos los alelos estudiados por cepa, se relaciona a un genotipo
claramente establecido, definido como ST (Sequence Type) (Tabla
2). Los genotipos, asociados a sus casos respectivos, fueron rela-
cionados en arboles filogenéticos, para la interpretacion de resulta-
dos v extraccién de conclusiones (Fig. 3).

Genes / Alelos -

CASO abcZ bgA cat dap dat idh  InkA ST Serovares
1025_10 11 1 48 3 2 1 31 426 1/2b, 3b, 7
1199 5 11 5 48 3 2 1 31 426 1/2b, 3b, 7
1647_4 11 1 48 3 2 1 31 426 1/2b, 3b, 7
2289 5 3 9 9 3 3 1 B 6 1/2b, 3b, 7
6283_ 3 1 1 1 3 1 3 1 4b
3296 2 2 1 11 3 3 1 7 5 1/2b, 3b, 7
3296 9 2 1 11 3 3 1 7 5] 1/2b, 3b, 7

6279 23 B 10 30 6 6 1 124 1/2a, 3a
1058 4 5 6 2 9 5 3 1 8 1/2a, 3a
1296 5 7 6 8 8 6 37 1 121 1/2a, 3a
1425 35 7 6 8 8 6 37 1 121 1/2a, 3a
1747 12 7 6 8 8 6 37 1 121 1/2a, 3a
2381 1 7 15 15 8 6 14 9 101 1/2a, 3a

Tabla 2. Resumen de los alelos y genotipos obtenidos del analisis de
secuencias.

Un 53.85% del total de cepas genotipificadas, pertenecen al Li-
naje | de Listeria monocytogenes, grupo filogenético 1.1, Serovar
1/2a-3a, genotipos ST variables (Tabla 2), con predominancia del
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genotipo ST426. El 46.15% restante,
corresponden a aislados del Linaje Il de

- VNTR LMV1 VNTR LMV2 VNTR LMV6 VNTR LMV7 VNTR LMV9

L monocytogenes’ grupo filogenético Caso Tamafio ALELO Tamafio ALELO Tamafo ALELO Tamano ALELO Tamafo ALELO
I.2.Serovar 1/2b-3b-7, genotipos ST 1747.12 307 pb 1 120pb  Nodeter. 193 pb 4 394 pb 1 454 pb 1
variables, con predominancia del geno- 1296 5 309 pb 1 121pb  Nodeter. 194 pb 4 394 pb 1 418 pb 1
tipo ST121.,, datos CorrelamonaC%os coh 2381 1 317 pb 1 118pb  Nodeter. 194 pb 4 391 pb 1 454 pb 1
la agrupacion expuesta en el arbol fi-
e ) 1647 4 315pb 1 125pb  Nodeter. 209 pb 5 375 pb 1 . NULL
logenético (Fig. 3 y 4). - ? . ? .
1025 10 314 pb 1 124pb  Nodeter. 209 pb 5 377 pb 1 419 pb 1
El anélisis de secuencias determind la 3296 9  315pb 1 124pb  Nodeter. 209 pb 5 392 pb 1 454 pb 1
presencia de 8 genotipos ST o perfiles 1058 4 317 pp 1 No deter. 195 pb 4 433 pb 3 448 pb 1
alellcos,, los cuales se .d|str|bl.Jy.eron 6279  314pb 1 119pb  Nodeter. 194 pb 4 399 pb 1 417 pb 1
en 2 cluster de cepas bien definidos,
o 2289 5  295pb 1 Nodeter. 262 pb 8 374 pb 1 418 pb 1
que se corresponden al Linaje | y Il de
L. monocytogenes. Como se observa 142535  310pb 1 117pb  Nodeter. 195 pb 4 396 pb 1 445 pb 1
en el arbol filogenético desprendido 32962  314pb 1 127pb  Nodeter. 209 pb 5 393 pb 1 446 pb 1
del analisis (Fig. 3.B). El cluster 1, 1199 5 312pb 1 125pb  Nodeter. 211 pb 5 376 pb 1 446 pb 1
se puede subdividir en 2 subgrupos 6283 306 pb 1 125pb  Nodeter. 197 pb 4 367 pb 1 416 pb 1

claramente definidos, en el cual des-

taca el subgrupo 1, con los aislados
L.monocytogenes.

A)
lozZs 1@ } Sub grupo 1

1199 5 .
1647 4 Genotipo ST426
— -
6283 N & o
Profile P I <
Q D=
2289 5 gﬁ o~ 6279
3296 9 Genotipo | 2 238l 1 o=
(2] 1296 5 i
3296 2 ST5 Genotipo <
1747 12 83
stiz1 | 32
1425 35 o
1058 4

Tabla 3. Resumen de los alelos obtenidos mediante analisis de VNTRs (MLVA), para los aislados de

B) 0.005
[te)
O
© D 400) 6([]9 1 2o
w288 o 2!
Y3290 1296 5
o wotdo. 1747 15
o o 1425
S sl &
S 1055 3°
CLUSTER 1 CLUSTER 2
LINAJE | LINAJE Il

Figura 3. A) Arbol filogenético de los diferentes aislados de L. monocytogenes. Se realizé un analisis filogenético de Neighbor-joining de las
secuencias de los genes housekeeping, utilizando el modelo de evolucion de Kimura (Kimura correction). Para ello se utilizaron los programas vector
NTI advance, MEGA 5.2 y clustalW2. B) Arbol filogenético radiado de los aislados de L. monocytogenes.

Garatpo | Fere | Emprsa | —orgn
426

|: 1025 10 Superficie A Aysén
1199 5 426 Superficie A Chiloé
1647 4 426 Producto B Puerto Montt
6283 1 Mantequilla F X Region
_E Profile
2289 5 6 Queso C X Region
3296 9 5) Superficie E Chiloé
_|:3296 2 5] Superficie E Chiloé
| | 6279 124 Mantequilla F X Regién
_|: 2381 1 101 Queso D X Region
1296 5 121 Producto B Puerto Montt
1747 12 121 Producto B Puerto Montt
1425 35 121 Producto B Puerto Montt
1058 4 8 Producto B Puerto Montt

Figura 4. Cladograma de L. monocytogenes. Derivado del arbol filogenético, esta
interpretacion de los resultados permite la visualizacion de la topologia genética
de las cepas. Se especifica el genotipo del aislado, fuente del muestreo, la
procedencia y el lugar geogréfico.

1025 10, 1199 5y 1647 4 que presentan el mismo genotipo
ST426 y los aislados del subgrupo 2, 3292 2 y 3292 9 con
genotipo ST5. En ambos casos hablamos de cepas pertenecientes
a un grupo monofilético, correspondiendo a los mismos clones
en cada subgrupo. En el clister 2, para los aislados 1747 12,
1425 35y 1296 5, observamos que son el mismo clon con ge-
notipo ST121.

El analisis de secuencia demostré un 5.7% de polimorfismo a nivel
de secuencia nucleotidica en las 3288 pares de bases analizadas y
el % GC observado en todos los alelos fue de 36.5% a 43.3%, con-
sistente con el 39% del genoma de Listeria monocytogenes-EGDe.

DISCUSION

La genética de Listeria monocytogenes es diversa y heterogénea. La
estructura filogenética fue investigada para proveer una visién de las
relaciones de parentesco entre aislados obtenidos de Aquagestion S.A.

Hay numerosas alternativas para el tipificado molecular de L.
monocytogenes, como el ribotyping, electroforesis en gel de
campo pulsante, anélisis de numero de repeticiones en tdndem
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(MLVA), Tipificado de secuencia multi locus, usando genes de
virulencia o genes constitutivos (housekeeping genes), entre mu-
chos maés. En este estudio, nos inclinamos por el uso de genes
housekeeping para el tipificado molecular, ya que estos se con-
sideran mas imparciales desde el punto de vista de la estructura
poblacional, es decir, sus polimorfismos son mas cercanos a la
neutralidad y muy rara vez se han asociado a trasmision genética
horizontal. En cambio, los genes de virulencia, si bien proveen
de mejor discriminacién que los genes constitutivos, estos pue-
den mostrar atenuacion por mutaciones a lo largo de la manten-
cion de las cepas en placas, reflejando la adaptacion ecolégica o
presion selectiva sobre las cepas. El indice de diversidad (Simp-
son diversity index) para MLST typing es de 0.891.

En este estudio, evaluamos otras dos metodologias para la discri-
minacion de aislados de Listeria monocytogenes. La secuenciacion
parcial del gen 16S ribosomal, no permitié una discriminacion entre
los aislados de L. monocytogenes estudiados (datos no mostrados).
Por otro lado, el andlisis de VNTRSs, si bien, mostré cierto grado de
polimorfismo para los loci estudiados, no generd la suficiente diver-
sidad alélica para la construccion de un arbol filogenético, sumado,
a que la estandarizacién de esta metodologia es mas compleja e in-
cluye un 5% de error en la estimacion del tamario de los fragmentos,
debido a la capacidad resolutiva del equipo utilizado. Esto se suma,
a que las bases de datos disponibles usando estudios de VNTRs son

Figura 5. Distribucion geogréafica de los principales aislados de L.
Monocytogenes. En rojo se destacan las zonas correspondiente a las
diferentes localizacién de las empresas.

limitadas, restriccion importante al momento de estudiar los perfiles
genéticos obtenidos.

Algunos genotipos pueden estar ampliamente distribuidos a
través de la industria. En nuestro estudio, damos cuenta de que
los genotipos ST426 y ST121 representan cerca del 50% de los
aislados tipificados. De manera interesante, destacamos algunas
observaciones desprendidas durante esta investigacion:

1. Para la planta A (Figura 5), nosotros tipificamos dos cepas
aisladas de superficie, una proveniente de un centro en region
de Aysén y la otra a una planta de proceso en Chiloé. El
resultado de los analisis determin6 que las dos cepas, a pesar
de la distancia geogréfica y a que provienen de distintas etapas
productivas de la empresa A, resultaron tener el mismo genotipo
ST426. Esto sugiere en primera instancia, que existe una ruta
de contaminacién cruzada o un vector asociado a la transmision
de L. monocytogenes al interior del proceso de manufactura de
la planta citada. Otra planta, aparentemente no relacionada en
Puerto Montt, presento el genotipo ST426. Este hallazgo, puede
deberse a vectores de contaminacion no identificados entre las
plantas de proceso, 0 a que este genotipo tiene una prevalencia
mas alta en la region.

2. Para la planta B, se seleccionaron cepas en un espacio de
tiempo de 1 mes, coincidiendo los genotipos al inicio y al final
del tiempo de muestreo. Esto es evidencia, de que la planta
B tiene una contaminacién persistente, que no ha podido ser
controlada en la ventana de tiempo evaluada, fenémeno pro-
bablemente relacionado a la formacién de biofilms al interior
de la planta.

3. Ademas, todos estos genotipos aislados de la planta B, estan
relacionados a una misma clase de alimento proveniente de
Salmoén del Atlantico, como se observa en el Cluster I del arbol
filogenético (Fig. 3), a excepcién de una cepa que proviene de
producto final de Trucha, perteneciente al Linaje | de L. mono-
cytogenes.

4. Determinamos que el 50% de los aislados estudiados, son
representados por dos genotipos, el ST121 y ST426, mientras
que el resto de genotipos, se distribuyeron cercanos a estas
cepas.

5. En el caso de la empresa F, logramos determinar la presencia
de dos genotipos en la misma planta, los cuales no estan rela-
cionados. Esto es evidencia, de la presencia de méas de una cepa
de Listeria al interior de esta planta de proceso.

6. Es interesante que para la planta F obtuvimos el genotipo
ST1 de L. monocytogenes, el cual se ha relacionado con brotes
epidémicos reportados en Francia 1989 y Suecia 1995.

La principal fuente de contaminacion de los alimentos, se debe
a contaminacion cruzada en el ambiente de trabajo al interior
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de las plantas de proceso, fenémeno amplificado por la naturale-
za psicrotrofa de L. monocytogenes y su capacidad de adherirse
a varias superficies, incluido el acero inoxidable, donde es capaz
de comenzar la formacién de biofilm en un tiempo menor a 1
hora post adhesién a la superficie. Es importante recordar, que
este patdgeno es un saprofito medioambiental, el cual no nece-
sita infectar animales para subsistir y propagarse.

Hay estudios de tipificado molecular, que han demostrado la
presencia del mismo genotipo de L. monocytogenes incluso
10 afios después del primer aislamiento en una planta, lo
que da cuenta, de que en el transcurso del periodo sefalado,
nunca hubo una erradicacion de este patéogeno en el
proceso de elaboracién de alimentos. Otro estudio realizado
en plantas de proceso y ahumado de pescado (Wulf et al,
2005) indicé que las cepas de L. monocytogenes aisladas
de este tipo de industria, estan estrechamente relacionadas
a nivel genético, pudiendo estar especialmente adaptadas
a colonizar equipamiento relacionado a esta industria o ser
resistentes a la desinfeccion. En este mismo sentido, otro
estudio determind que ciertos genotipos son mas frecuentes
en muestras provenientes de productos de la industria
acuicola y estos difieren de los aislados provenientes de otros
alimentos, revelando un aparente tropismo de ciertos clones
de L. monocytogenes por esta clase de alimentos, lo que tal

vez refleja, presiones selectivas del medio o evolutivas para
favorecer ciertos genotipos en la industria acuicola. (Murphy
et al, 2007).

CONCLUSIONES

Hemos realizado con éxito la genotipificacion de L.
monocytogenes, estableciendo asi diferentes genotipos
de este patégeno, provenientes del sector acuicola y
otras industrias no relacionadas, como la lactea.

La aplicabilidad de esta metodologia esta en la posibilidad
de identificar claramente posibles fuentes de contaminacion
y las rutas por las cuales este organismo se disemina dentro
de la industria.

Datos epidemioldgicos, de gran valor al momento de estudiar
los brotes de L. monocytogenes, asi como el comportamiento
de estos.

Futuros estudios son requeridos para determinar si este
espectro de genotipos identificados se encuentran en otro tipo
de alimentos o plantas, si poseen resistencia a la desinfeccion
e higienizacion o son el resultado de presiones selectivas al
interior de las plantas de proceso.
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ZDeC

Depdsitos & Contenedores S.A.

En la ciudad de Puerto Montt se encuentra ubicado D&C S.A,,
empresa con mas de 37 afos de vida dedicada a la logistica,
distribucion, almacenamiento, control y administracion de
los inventarios de productos congelados en sus frigorificos.

Estas capacidades le permiten a D&C S.A. el manejo de las
cargas durante todo su ciclo, desde la produccion en plantas
de proceso, pasando por el almacenamiento en frigorificos
y llegando hasta el momento del despacho hacia merca-
dos externos y/o entrega directa en los puertos.

La empresa ha crecido bajo el concepto de solucion efi-
ciente para sus clientes, enfocada en brindar un servicio de
alta calidad, atencién oportuna, flexibilidad y tarifas con-
venientes, entendiendo que es parte de la cadena de valor
de sus clientes.
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Contenedores

Contamos con un depdsito de 40.000 m? la mayor capacidad de almacenamiento de productos en cdmara
en la region, con un total de 3.000 toneladas. Nuestras oficinas administrativas en la ciudad de Puerto Montt
agilizan los procedimientos y nos permite ofrecer un servicio de calidad en las areas de:

prencion  capacidad

1. Arriendo y energizado de 1. Flota de 20 camiones afio 2010. 1. Tecnologia de punta para
contenedores refrigerados por dia. 2. Flota de 20 chasis portacontenedores administracion de stock.
2. Administracion de inventario de carga con sus respectivos generadores 2. Acceso on-line de revision de inventario
] ] para el cliente personal capacitado en
refrigerada. para el traslado de carga refrigerada. . i : .
3. Etiguetado de caias de client 3. Sist GPS ul administracion de inventario, control de
L |qgela o) ecgjas e clientes. . Sistema ycelu arle’s para stocks, preparacion de pedidos, picking,
4. Servicios especiales a la carga dentro la permanente localizacion y consolidacién y desconsolidacion de
del depésito. comunicacion. contenedores.
5. Servicio técnico a contendores. 4. Departamento de asistencia técnica 3. Terminales especializados.
para responder en caso de alguna 4.CFS (Container Freight Station) mas

grandes de la zona con una capacidad
para 200 unidades Reefer.

5. Monitoreo continuo de los equipos y
reparacion propia.

emergencia las 24 hrs del dia.

Para alcanzar los desafios requeridos por sus clientes, D&C S.A. ha trabajado fuertemente, tanto en mejoras de
sus instalaciones y sistemas de informacion como en la continua capacitacion del capital humano, apostando a la
calidad de los procesos internos para lograr la satisfaccion de sus clientes.

Condiciones Laborales: D&C S.A. comprende que el ca-
pital humano es clave en el desarrollo de cualquier empresa,
por lo mismo cuenta con nuevas instalaciones tanto para el
personal directo, como contratistas, capacitacion constante
para el 100% del personal tanto en prevencion, seguridad y
salud ocupacional. Cuenta con un staff profesional encarga-
do de la normalizacion y cumplimiento de la normativa legal
vigente en areas del desarrollo y condiciones sustentables
con miras a la certificacion PASSO y OHSAS 18.000.

Departamento de Calidad: Son los ojos del cliente dentro
de la empresa, dependiendo directamente de la gerencia y
al servicio del cliente para atender cualquier inquietud, re-
clamo o solicitud, ademas de velar por el cumplimiento de
la normativa legal vigente regulada tanto por Sernapesca
como el Servicio de Salud y otros, manejando registros, in-
formes semanales, controles periddicos, resolucion y me-
joramiento continuo de los procesos internos.

Certificacion de Calidad: Otorgada por entes fiscalizado-
res nacionales e internacionales como la Prestigiosa Empresa
Certificadora SGS, consolidando a la empresa como un Fri-
gorifico con altos estdndares de calidad comprobados; hoy
cuenta con la certificacion de su Sistema de Gestion de Cali-
dad respaldado porlaNorma ISO 9001:2008, para los servicios
de almacenamiento, administracion de Inventario, arriendo de
frio, transporte de carga refrigerada y no refrigerada. Esto es
un paso en el marco de la excelencia y por eso la organizacion
persigue para el primer trimestre del afo 2014 lograr nuevas
Certificaciones que vayan de la mano con las nuevas exigen-
cias que impone el mercado y en pos de la estandarizacion y
la calidad de todos sus servicios.
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Respuesta de las comunidades bentonicas
al desarrollo de la actividad mitilicultora

LIBERTAS CAPITUR

t’i Loreto Pino!, Manuel Diaz!, Sandra Marin'> Rosa Nufez! y José Luis Iriarte!?

!Instituto de Acuicultura, Universidad Austral de Chile, Sede Puerto Montt, P.O.Box 1327, Puerto Montt, Chile
2CIEN Austral Universidad Austral de Chile
3Centro COPAS Sur Austral

Introduccion

La mayor parte de los centros de cultivo de mitilidos se encuen-
tran emplazados en lugares de baja profundidad y baja veloci-
dad de corrientes lo que propicia la biodepositacién (Crawford
et al., 2003; Weise et al., 2009) tanto en los sitios bajo las
lineas de cultivo como en los sitios cercanos a los centros
(Callier et al., 2007, 2008). La acumulacién de biodepositos
producto del desprendimiento de organismos podria cambiar
las propiedades quimicas de los sedimentos, las caracteristi-
cas comunitarias e incrementar el enriquecimiento orgénico
(Chamberlain et al., 2001; Callier et al., 2007). El efecto del
enriguecimiento orgénico sobre las comunidades benténicas
producto de la mitilicultura no siempre sigue el modelo gene-
ral establecido por Pearson & Rosenberg (1978) (Grant et al.,
1995; Crawford et al., 2003) que establece que a medida que
aumenta la materia organica, aumenta la densidad de especies
oportunistas, disminuye la biomasa, decrece el tamafo corpo-
ral y cambia la dominancia relativa de los grupos tréficos. Es
asi que establecer el efecto de la actividad mitilicultora sobre
el sistema bentdnico no es una tarea facil, aun cuando se inte-
gra variables biolégicas, fisico — quimicas, velocidad y direccion
de las corrientes, profundidad, nivel de produccién y manejo de
un determinado centro. En este contexto, este estudio analiza
las caracteristicas del entorno - presencia de otras actividades
antrépicas — y las practicas de cultivo, como posibles variables

Grupo ecoldgi- Estado Nivel de pertur-
AMBI . . o
co dominante comunidades bacion
|

0.0<AMBI<0.2 Normal
No perturbado
0.2<AMBI<1.2 I Empobrecidas
1.2<AMBI<3.3 Il Desbalanceadas LG
perturbado
3.3<AMBI<4.3 Transicion a
VY contaminadas Moderadamente
4.3<AMBI<5.0 perturbado
Contaminadas
5.0<AMBI<5.5 Transicion a altamente
contaminadas
v Altamante
perturbado
5.5<AMBI<6.0 I
contaminada
6.0<AMBI<7.0 Azoicos Azoicos Extremadamante
perturbado

Tabla 1. Resumen taller de expertos (Noviembre 2013) para asignacion de
especies bentdnicas del sur de Chile y su incorporacién al software AMBI.

explicativas del desempefio ambiental de la mitilicultura ademas
de los indicadores bidticos. En este estudio se consideran los
indicadores Diversidad de Shannon-Wiener y AMBI que clasi-
fica a las comunidades en un gradiente de perturbacion (Tabla
1) (Borja et al., 2000). La WWF ha indicado como limites de
aceptabilidad para estos indicadores 3 y 3.3, respectivamente.
El valor de 3.3 para el AMBI fue sugerido por Borja et al. (2000)
como el comienzo de la degradacion del medio debido a que se
asocia a (i) una proporcién de especies oportunistas mas elevada
de lo normal en condiciones no alteradas, (ii) potencial redox
normalmente por debajo de cero, (iii) saturacion de oxigeno en
la columna de agua <80% (limite establecido en Europa para
la acuicultura), (iv) concentraciones de contaminantes que em-
piezan a estar por encima de los valores que se considera que
producen dafos en el medio ambiente y la salud de los ecosis-
temas.

Materiales y Métodos

Se evaluaron dos centros de cultivo de distintas caracteristicas,
ubicados en el “Mar interior” de la regién de Los Lagos, entre los
41.5°y 41.9° de latitud sur. Centro 1 (C1), clasificado como “ar-
tesanal” y Centro 2 (C2), clasificado como “industrial”. En ambos
centros se realizé una filmacién submarina con la finalidad de
obtener iméagenes del tipo de sustrato existente. Se describié el
entorno, cuantificando otras actividades antrépicas y las practicas
realizadas en cada centro para la mantencién de los sistemas de
cultivo y la medicién de corrientes eureliana, con correntémetro
tipo ADCP anclado. Se realizaron 5 muestreos bimensuales de
seguimiento, comenzando en el periodo de mayor biomasa (MO
a M4) en 3 estaciones ubicadas al interior de cada centro. Se
obtuvieron en cada estacion por triplicado muestras de sedimento
a través de una draga Van Veen (0,1m? de mordida), se realizd
un anélisis granulométrico (sélo durante MO, M1, M2, M4), se
identificd taxonomicamente la macrofauna benténica (=0,5mm),
se calcul6 su abundancia, la diversidad de Shannon Wiener (log,)
y se obtuvo el indice biético marino AMBI (Tabla 1).

Resultados

C1: clasificado como “artesanal”, con un sistema de cultivo tipo
“long line”, esta emplazado al interior de una bahia de aproxima-
damente 3 km de ancho y 2 km de largo, de orientacion abierta
hacia el Este, con profundidades maximas inferiores a 20 m. No
presenta islas en las cercanias que puedan restringir
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la circulacion, tampoco hay descargas de rios, por lo que su
efecto sobre la hidrodinamica serfa irrelevante. C1 no presen-
ta una rutina de mantenimiento constante, es cercano a otras
actividades antrépicas, como centros de cultivo de salmdnidos,
otros cultivos de mitilidos y también caserios. C1 disminuyd fuer-
temente sus operaciones y produccién por la falta de semilla
que aqueja actualmente a la industria desde el primer al Gltimo
muestreo (MO a M4).

Los datos de velocidad de corriente mostraron un importante
transporte residual, con velocidades cercanas a los 10 cm/s. Las
velocidades de mayor magnitud se observaron en sicigias, con
flujos residuales hacia el Sur-Este, en cuadratura se observé me-
nores magnitudes en la velocidad de la corriente, con una leve
tendencia de los flujos residuales hacia el Noroeste. Las capas
hasta los 8 metros de profundidad presentaron velocidades me-
nores a las capas de 10 m.

Las imagenes del tipo de sustrato de las filmaciones submari-
nas muestran una gran abundancia de valvas vacias, erizos y
estrellas de mar (Foto 1). El anélisis granulométrico revelé un
aumento en el tamafio medio del grano a través del tiempo, con
el predominio de arena muy fina, arena fina y fango en MO,
aumentando en M1 y M2 el predominio de la arena muy fina y
arena fina y bajos porcentajes de fango. Durante el Gltimo mues-
treo M4 predomind la arena fina y arena media.

El AMBI promedio fluctu6 entre 2.6 + 1.1 en MOy 3.0 + 0.6
en M4 (Figura 1), indicando una comunidad desbalanceada y
un estatus de leve perturbacion (Tabla 1). Sin embargo se obser-
vé una gran variabilidad, especialmente en los muestreos MO y
M4 donde el AMBI alcanzé valores de 3.9 y 3.7 respectivamen-
te. Estos valores reflejan un estatus de la comunidad en transi-
cién a contaminada y un nivel de perturbacion moderado (Tabla
1). La comunidad estuvo dominada principalmente por especies
depositivoras superficiales, depositivoras sub superficiales (MO,
M1, M2y M4) y suspensivoras (M2).

La diversidad promedio fluctu6 desde 2.9 = 0.4 en MO a 3.2 +
0.6 en M4 (Figura 1).

Figura 1. Fotografias submarinas obtenidas en C1 y C2.

Figura 2. AMBI y Diversidad en C1 a través de los muestreos de se-
guimiento (MO a M4). Linea discontinua celeste indica limite AMBI (=
3.3 mayor nivel de perturbacién) y Linea discontinua roja indica limite
Diversidad (= 3 comunidad benténica saludable).

|u

C2: cultivo clasificado como “industrial”, con un sistema de tipo
de “lineas sin fin”, se encuentra ubicado en el extremo sur de
una isla y en la desembocadura de un canal, pero no cercano
a desembocaduras de rios. Se localiza aproximadamente a 100
m de distancia de un centro de salménidos, a 1000 m de otros
centros de mitilidos, y lejano a caserios, presenta una profundi-
dad media de 40 m. En C2 la produccion disminuy6 levemente
pese a la falta de semilla. La rutina de mantenimiento de C2 es
constante, el tipo de sistema de cultivo permite rescatar cuelgas
desde el fondo antes de la degradacién de los mitilidos.

Los datos de velocidad de corriente mostraron un importante
transporte residual, con velocidades cercanas a los 10 cm/s.
Durante marea de cuadratura los flujos residuales tendieron a
dirigirse hacia el Noreste, y en sicigias hacia el Suroeste. En la
segunda mitad del periodo de registro, en mareas de sicigias
se observd una capa superficial (O - 5 m) con leve tendencia
hacia el Suroeste y otra profunda (5 — 30 m) con una direccién
marcada hacia el Noreste. Las imagenes del tipo de sustrato de
las filmaciones submarinas muestran que también existen valvas
en el sustrato pero no se observd animales carnivoros (Foto 1).
El andlisis granulométrico evidencié que a través del tiempo el
tamano medio del grano disminuyd, con el predominio de la
arena fina y arena media en MO, M1 y M2, para finalmente en
M4 predominar la arena fina y arena muy fina.

El AMBI promedio fluctué desde 3.3 = 0.1 en MO a 2.4 =
0.6 en M4 (Figura 4), indicando un mejoramiento. Es decir una
comunidad en transicién a contaminada y de moderada per-
turbacion pasa a una comunidad desbalanceada y levemente
perturbada. EI AMBI promedio maés alto se registré en M2, con
un valor de 3.4 = 0.3. La comunidad estuvo dominada princi-
palmente por especies, depositivoras sub superficiales (MO, M1
y M2), suspensivoras (M3) y depositivoras superficiales (M4).
La diversidad de C2 fluctu6 desde 3.3 = O en MO a 3.6 = 0.2
en M4 (Figura 2).

Discusion
Estudios previos realizados en la zona por Gaes (2009) y Cace-
res & Valle-Levinson (2010) muestran velocidades
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residuales muy similares a las observadas durante este estu-
dio. En ambos casos, los autores indican a la marea como el
principal forzante. En C1 la evidente depositacién de valvas en
el sustrato sugiere que aunque existe una importante dinamica
(velocidades cercanas a los 10 cm/s), este tipo de desecho se
deposita en el lugar de origen. Esto puede ser explicado consi-
derando la obstruccion de la masa de agua que ocurre debido a
los sistemas de cultivo, que provocaron que en las capas hasta
los 8 metros de profundidad se observaran velocidades menores
que en capas a los 10 m.

Esto en conjunto con la baja profundad del centro dificultan el
transporte de valvas a otros sectores. A través del analisis granu-
lométrico del sedimento se observé un cambio de las fracciones
sedimentarias en ambos centros. En C1 hubo un aumento del
tamafno medio del grano, desde arena muy fina a arena media
y en C2 hubo una disminucién del tamafio medio del grano,
desde arena media a arena muy fina. Es posible que la dismi-
nucion de la produccion en C1 haya facilitado la recuperacién
del sedimento.

En ambos centros el promedio de los indicadores bidticos, diver-
sidad y AMBI, durante el periodo muestreado sugieren un com-
portamiento dentro de los limites establecidos (3 y 3.3, respecti-
vamente). Sin embargo, una mayor diversidad se observé en C1
respecto de C2, aun cuando el AMBI no mostré un mejoramiento
importante. Esta diferencia respecto de los indicadores puede
explicarse considerando que en C1 habia mayor disponibilidad
de valvas y alimento para otros organismos carnivoros y carrofe-
ros favoreciendo la riqueza y diversidad. Una gran acumulacién
de valvas vacias proveen un hébitat para especies normalmente

Figura 3. AMBI y Diversidad en C2 a través de los muestreos de se-
guimiento (MO a M4). Linea discontinua celeste indica limite AMBI (=
3.3 mayor nivel de perturbacién) y Linea discontinua roja indica limite
Diversidad (= 3 comunidad benténica saludable).

asociadas a comunidades de fondos duros, que incrementan la
diversidad béntica local y pardmetros asociados (McKindsey et al.,
2011). Los bivalvos y su fauna asociada, que caen desde los sis-
temas de cultivo aumentan la cantidad de comida disponible para
predadores y carrofieros (McKindsey et al., 2011) como equino-
dermos y crustaceos decépodos observados en las filmaciones.
En C2 se observd que aun con valores de AMBI que indican una
comunidad moderadamente perturbada y en transicién a conta-
minada durante los primeros muestreos (MO y M2), la tendencia
es a disminuir en el tiempo, dando paso a una leve perturbacién
y a comunidades bentdnicas desbalanceadas con altos valores de
diversidad y comunidades benténicas dominadas por especies in-
dicadoras de un mejor estado ambiental. Esto podria explicarse
considerando que el sitio tiene una mayor profundidad y rutinas
de manejo que impiden una acumulacién de impacto.

Diagrama 1. Modificado desde Pearson y Rosenberg (1976). Cambios en la composicion de la fauna bentdnica y estructura del sedimento en res-
puesta al enriquecimiento organico. La profundidad del sedimento aerébico disminuye a medida que aumenta la acumulacién de materia orgénica,
las especies sensibles al enriquecimiento organico (ej. Tindaria striata) van siendo reemplazadas por aquellas tolerantes (ej. Malletia chilensis) y

luego por aquellas oportunistas (ej. Especies de la familia Capitellidae).
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Aunque las valvas en el sedimento puedan ejercer un efecto po-
sitivo sobre los indicadores bidticos, se desconoce el limite de
acumulacion de depdsitos por sobre el cual el sistema deja de
mostrar indicadores aceptables. Es posible que el AMBI no haya
mostrado un mejoramiento significativo en C1, luego de una dis-
minucion en la produccion, debido a la persistencia de especies
tolerantes y oportunistas que compensan el efecto de la diversidad
generada por las valvas y alimento disponible. Por esto es reco-
mendable monitorear las condiciones ambientales y evaluar la ca-
pacidad de carga ecolégica del sector con el objetivo de disminuir
los posibles impactos negativos que se puedan generar cuando la
acumulacion de valvas es demasiada (e.j. anoxia). La importancia
de recoger las cuelgas de cultivo antes de que los mitilidos y fauna
acompanante muera y se degrade, aminoraria el efecto que podria
ocurrir sobre los sedimentos. Kaiser et al. (1998) concluyé que los
cambios medioambientales como consecuencia del cultivo de mi-
tilidos pueden ser minimizados por el uso apropiado en el manejo
de la técnica de cultivo.

Grant et al., (1995) concluyé que el impacto sobre la estructura
de las comunidades benténicas es mas notorio a través de la
observacion de depositos de moluscos sobre la capa de sedi-
mento. Crawford et al. (2003) quienes realizaron un estudio en
centros de cultivo tipo “long-line” de ostras del Pacifico en Tas-

mania, sugirieron que no era necesario contar con monitoreos
sucesivos para evaluar ambientalmente a la actividad, y que la
sola obtencion de fotografias submarinas cada uno o dos afios
podria ser una medida suficiente para el control de la actividad.
Las observaciones realizadas indican que es recomendable in-
corporar rutinas de mantenimiento e incorporar el registro visual
como parte del monitoreo ambiental, analisis que podria revelar
el impacto de la actividad sobre el sedimento y que entregaria
informacion clave del comportamiento de las comunidades ben-
tonicas submareales.
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INTRODUCCION

La metodologia de trabajo “Best Professional Judgment” (BPJ
por sus siglas en Inglés), de aqui en adelante juicio de expertos,
se ha considerado en la evaluacion de distintas interrogantes en
variados ambitos. Consiste en solicitar la opinién de varios ex-
pertos en una materia especifica y al hacerlo, estos deben emitir
una opinioén, utilizar su criterio, conocimiento y experiencia (Bay
et al., 2007; Texeira et al., 2010; Keeley et al., 2012). Esta
metodologia se aplicd en dos ocasiones a través de talleres con
expertos en macrofauna y ecologia benténica y con resultados
interesantes que motivan el trabajo en equipo y/o en red. Es asf
gue en este articulo se exponen los resultados de los dos talle-
res en el marco de las actividades programadas en el proyecto
FIC-R 2012 “Disefio de un modelo de gestién institucional para
la implementacién del AMBI - Azti Marine Biotic Index - en la
industria acuicola nacional”.

El AMBI es un indicador biético (Borja et al., 2000) utilizado am-
pliamente en Europa para evaluar la calidad de los fondos blandos
marinos (Borja et al., 2003; Muxika et al., 2005). Se basa en la
fauna bentdnica, la cual responde a los cambios en las variables
fisico-quimicas del sedimento de manera gradual, observandose
esta respuesta en la composicién especifica de las comunidades
y en la abundancia relativa de las especies. La gradualidad del
reemplazo de especies en respuesta a las alteraciones permite cla-
sificar el impacto en distintos niveles. En este contexto, el AMBI
caracteriza el impacto en el bentos en funcién de la representativi-
dad de especies de la macrofauna benténica asignadas a 5 grupos
ecoldgicos que representan un conjunto de especies con diferentes
grados de tolerancia al impacto.

Los dos talleres realizados trataron los fundamentos teéricos y aplica-
cién del AMBI en la acuicultura, pero cada uno se enfoco en un tépico
especifico del AMBI. El primer taller se ejecuto el 24 y 25 de Noviem-
bre del 2011 y tuvo por objetivo que los expertos pudiesen validar un
listado de especies de macrofauna de fondos blandos marinos y asig-
nar el grupo ecoldgico a las especies de este listado. Esto es relevante
para aplicar AMBI debido a que mientras mayor es el porcentaje de
taxa no asignados a grupos ecoldgicos menos robusto es el resulta-
do del indicador (Borja et al., 2005). En este articulo se presenta el
porcentaje del total de especies que fueron efectivamente aceptados e

incorporadas por AZTI Tecnalia en el listado de especies AMBI luego
del trabajo de asignacion que hicieron los expertos durante el taller.

El segundo taller se realizé el dia de 26 de junio del 2013 y su
objetivo fue asociar el conocimiento y experiencia en taxonomia
y ecologia benténica de los expertos con indicadores biéticos, y
en particular el AMBI. Para esto los expertos realizaron un ejer-
cicio previo al taller y sus resultados fueron analizados usando
la metodologia de juicio de expertos y presentados durante el
taller. En este articulo se presentan los resultados con el objeto
de mostrar la asociacién que existe entre el juicio de expertos
(conocimiento y experiencia) e indicadores cuantitativos en la
categorizacion de fondos blandos seglin su nivel de impacto.

METODOLOGIA

Taller Noviembre 2011: Un total de 29 personas participaron
en el taller, de los cuales 11 pertenecian a consultoras ambien-
tales, 10 a universidades e instituciones de investigacién y 3 a
empresas productoras de salménidos. Las personas se agrupa-
ron seglin su interés y experiencia en un grupo taxonémico par-
ticular (moluscos, poliquetos, crustaceos, otros) a cargo de un
académico experto en el grupo taxonémico. Su primera actividad
fue validar la lista de especies y presentar posteriormente los ha-
llazgos y sugerencias del grupo respecto de esta actividad. Lue-
go analizaron el listado de especies de cada grupo taxonémico,
asignaron el grupo ecologico y fundamentaron tal asignacién. Al
finalizar el taller cada grupo present6 su analisis y resultado final.

Taller Junio 2013: 19 personas que trabajan en macrofauna
benténica (taxondémos, ecolégos benténicos) fueron invitados y
12 participaron del taller (Foto 1 y Foto 2). De ellos, 10 son in-
vestigadores de universidades e instituciones de investigacién y 2
profesionales de agentes privados. A los expertos se les envid un
documento que contenfa un listado de especies/taxa presentes en
12 sitios de fondo blando y la abundancia de cada especie. Se les
solicité que en base a su experiencia clasificaran cada uno de los
sitios como 1, 2, 3 0 4 segln las siguientes definiciones:

1. No afectado: comunidad tipica de un sitio no afectado o muy
poco afectado por actividades humanas.
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2.Desviacion marginal de la condicién de “No afectado”: una
comunidad que muestra una desviacion marginal de la con-
dicién no alterada, esto significa que muestra algun indicio
de estrés, con cierta perturbacién o desbalance en las co-
munidades.

3. Afectado: la comunidad muestra evidencia de estrés fisico,
quimico, o antropogénico, con un desbalance importante.

4. Fuertemente afectado: la magnitud del estrés es alta y las
comunidades estan muy alteradas.
Adicionalmente se solicitd indicara los criterios que utilizd
para clasificar los sitios estableciendo el ranking de impor-
tancia de éstos asignandole a cada criterio un valor segln
la siguiente escala: (1) Muy importante, (2) Importante pero
secundario, (3) Marginalmente importante y (4) Util, pero
solo para interpretar otros factores.

Una vez recibidas las respuestas se ordend la informacion en una
tabla y se calculé el promedio de la asignacién dada por los 12
expertos a cada sitio. Luego se calculé el AMBI para cada sitio
con la misma informacion que se le entregd a los expertos (AMBI
= (((0*%GEl) + (1,5*%GEIl) + (3*%GEll) + (4,5*%GEIV) +
(6*%GEV)*100))) (GE: grupo ecolégico). EI AMBI se correlaciond
(Correlacion de Spearmann) con el valor promedio asignado por los
expertos. EL AMBI fue estimado usando el software gratuito que
puede descargarse desde la pagina web http://ambi.azti.es. Con la
informacién sobre los criterios que usaron los expertos para clasifi-
car los sitios se generé una lista desde la cual se priorizo los criterios
en funcion del promedio del ranking que los expertos le dieron al
criterio y la frecuencia con la que se usé. La division de la frecuencia
por el promedio se usé como el indicador de la importancia que le
daban los expertos a ese criterio.

RESULTADOS

Taller Noviembre del 2011: La lista original que se entregd a
los expertos contenia un total de 476 taxa que disminuy6 a 444
después de la validacion por los expertos. Un 53,6% de

los 444 taxa no aparecian con asignacién de grupo ecolégico en
el listado AMBI y represent6 la fraccion del listado que los exper-
tos deberian asignar. El resumen del trabajo de los expertos fue:
77 taxa quedaron sin asignacion a grupo ecoldgico, y de las 350
taxa asignadas a un grupo ecolégico, 126 fueron asignaciones
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aceptadas desde el listado AMBI, 35 fueron cambios sugeridos
por los expertos a la asignacion del listado AMBI, y 189 fueron
nuevas asignaciones establecidas por el grupo de expertos. Este
listado con los fundamentos para asignar especies a grupos eco-
l6gicos fue enviado a AZTI Tecnalia para su analisis e inclusién
en el listado de especies que utiliza el software para calcular el
AMBI. De un 40,7% de taxa que al comienzo estaban incorpora-
das en listado AMBI se aumenté a un 79,3% (Tabla 1) después
del trabajo de los expertos y del anélisis de AZTI Tecnalia.

Taller Junio del 2013: Los participantes del taller vinieron desde
las regiones de Coquimbo, Metropolitana, Valparaiso, Los Rios,
Los Lagos y Magallanes. La clasificacion que hicieron los exper-
tos de los 12 sitios muestra que existe un alto grado de coinci-
dencia entre ellos para reconocer los sitios fuertemente afecta-
dos (categoria 4). El 91,7% de ellos estuvieron de acuerdo en
clasificarlos como 4. El acuerdo para la clasificacion del resto de
los sitios en las categorias 1, 2 y 3 fluctud entre 41,7 y 83,3%
siendo las categorias 1 (No afectado) y 2 (desviacién marginal
de la condicion No afectado) aquellas que presentaron el menor
acuerdo entre los expertos. Estas mismas categorias presentaron
el mayor error respecto de la clasificacién que deberian haber
asignado los expertos.

La correlacién entre valor de AMBI y el valor promedio de asig-
nacién de los expertos a cada sitio fue significativa (p = 0,0009)
y un coeficiente de correlacién de 0,85 (Fig. 1). Este resultado
indica que existe una asociacion significativa entre la clasifi-
cacion que hacen los expertos y el valor estimado del AMBI.
La categoria 4 que asignaron los expertos es equivalente a un
AMBI aproximado de 6 lo que indica que el sitio se caracteriza
por presentar una comunidad extremadamente contaminada y
altamente perturbada. En el caso de los promedios calculados
desde la clasificacion de los expertos que fluctuaron entre 2 y
3 corresponden a una clasificacion segin AMBI que indica una
comunidad desbalanceada y levemente perturbada.

Las clasificaciones promedio que realizaron los expertos para los
sitios no afectados (1) y para aquellos con una desviacion margi-
nal de la condicion no afectado (2) muestra una mayor dispersion
entre ellos. Para la clasificacién 1 los promedios de la clasificacion
de los expertos fluctuaron entre 1,3y 2,1 yentre 1,4y 1,8 para
los sitios a ser clasificados como 2 (Fig. 1).
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Figura 1. Valores de AMBI y el valor promedio de asignacion de los ex-
pertos para cada uno de los 12 sitios analizados.

Sin embargo, a pesar del amplio rango estimado desde los ex-
pertos, en ambos casos el AMBI mantiene la misma clasifica-
cién. Esto significa que la categoria 1 que tuvo valores promedios
desde los expertos entre 1,3 y 2,1 es clasificada por el AMBI
como una comunidad empobrecida y no perturbada. En el caso
de la clasificacion de la categoria 2, el AMBI mantiene para todo
el rango de promedios estimados desde los expertos la condicién
de una comunidad desbalanceada y levemente perturbada.

Los criterios que los expertos utilizaron para clasificar los 12
sitios en funcién de la composicion especifica de la comunidad
de macrofauna y su abundancia incluyen: La presencia de espe-
cies indicadoras, abundancia, riqueza de especies, diversidad,
dominancia, estrategia tréfica, uniformidad, equidad, presencia
de especies raras, forma de reproduccién, tamafio corporal, lo-
comocion, resultados de indicadores como AMBI, ITI (Infaunal
Trophic Index), Analisis Simper, e indicadores multivariados. El
criterio AMBI fue considerado como especies indicadoras y el ITI
como estrategia tréfica. De acuerdo al andlisis de prioridad que
se realizo se identificé que los 4 criterios que obtuvieron el mayor
puntaje fueron las especies indicadoras/AMBI, abundancia, ri-
queza de especies, dominancia/diversidad. El puntaje de estos 4
criterios fue de 9,3 a 5,3, siendo el mayor puntaje el correspon-
diente a especies indicadoras/AMBI y el menor a dominancia/
diversidad. Los criterios que continuaron a estos tuvieron una
puntuacién mucho menor (desde 2,8 a 0,3).

DISCUSION

Las comunidades macrobentdnicas son consideradas buenos in-
dicadores de la salud de los ecosistemas debido a su estrecha
relacion con el sedimento, el cual a su vez estd estrechamente
asociado a la columna de agua (Dauer et al., 2000). Varios in-
dices hidticos han sido desarrollados para integrar y objetivizar
la informacion sobre estas comunidades de manera que puedan
ser usados para evaluar la calidad ecolégica del bentos marino.
Sin embargo, no siempre es facil entender como estos indicado-
res objetivizan el conocimiento con el cual se desarrollan. Los
resultados de este estudio indican que el analisis que hizo cada
experto en base a su conocimiento acumulado y experiencia los
llevé a resultados muy similares entre si, y con respecto al resul-
tado del AMBI. Esto sugiere que el indicador puede objetivizar el

conocimiento que tienen los expertos sobre el significado de la
composicion y abundancia relativa que muestra la macrofauna
entre sitios. Similares resultados han sido reportados con exper-
tos de Europa y América del Norte (Texeira et al., 2010; Muxika
et al., 2007).

Estos resultados también muestran que hay mayor coincidencia
entre expertos en la clasificacion de comunidades méas impac-
tadas (Texeira et al., 2010). A diferencia del estudio de Texeira
et al. (2010), en este estudio hubo menos coincidencia en la
clasificacion de los dos sitios menos impactados, a la vez que los
valores de asignacion mostraron mayor variabilidad. Sin embar-
g0, cabe destacar que aunque hubo variabilidad para estas dos
categorias, se observé que el indicador recoge esta variabilidad,
ya que mantuvo la misma asignacion de estado ecoldgico para
un rango amplio de valores en ambas categorias. Los resulta-
dos también muestran que existe un alto nivel de acuerdo entre
los expertos respecto de las variables que utilizan para hacer su
andlisis y clasificar los sitios, en consecuencia es esperable que
llegaran a un nivel alto de acuerdo respecto de la clasificacién
de los sitios.

El conocimiento que maneja cada uno de los expertos es un
recurso muy valioso, sin embargo cuando los expertos trabajan
en conjunto, el efecto es alin mayor. Los resultados del taller
realizado para asignar el grupo ecolégico a las especies/taxa, de-
muestran que es posible lograr grandes avances en poco tiempo
al generar el espacio a los expertos para trabajar en torno a un
objetivo comun.

De igual forma, resulta evidente la necesidad de generar espacios
de vinculacién entre expertos de macrofauna benténica como ha
sido sefialado por Dauvin et al. (2010). Especificamente con el
propdsito de estandarizar procesos, fomentar la generacién de ca-
pacidades en estas tematicas, asesorar a la autoridad competente
y levantar informacion en distintas zonas geograficas del pais.
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Subgrupo IEVE] Cambios
por | aceptados por
grupo | AZTI Tecnalia
Artropodos Amfipodos 17
Decapodos 14 7
Ostracodos 8 0
Otros 23 5
Equinodermos 14 1
Varios: Brachiopoda, Cnidaria, Nematoda, 11 2
Nemertea, Platelminthes, Porifera,
Priapulida, Protozoa, Sipunculida
Moluscos Polyplacophora, Scaphopoda, Limi- 19 16
dae, Lottidae; Lucinidae, Lyosiidae
Gastrépodos 55) 38
Bivalvos 66 44
Poliquetos 217 88

VD Segundo Semestre 2013

Taxa del listado Taxa del listado Chileno % taxa asignado

Chileno asignadas en NO asignadas en después del Taller
listado AZTI Tecnalia listado AZTI de Expertos”
85,29
10 4 71,43
0 0 0,00
12 11 52,17
11 3 78,57
4 7 36,36
19 0 100,00
55 46 100,00
64 2 96,97
171 78,80

Tabla 1. Resumen taller de expertos (Noviembre 2013) para asignacion de especies bentdnicas del sur de Chile y su incorporacion al software AMBI.

dispersa. Existe consenso en que la macrofauna benténica es un
buen indicador de impacto del sistema bentdnico, mas alla del
indicador que se utilice. Es por esto que es imperativo avanzar
en el conocimiento sobre la diversidad de la macrofauna y su res-
puesta a las presiones del medio. En este contexto la constitucién
de redes de expertos puede ser una buena estrategia para avanzar
en estas materias y asf colaborar de manera significativa con la
sustentabilidad ambiental de las actividades sociales y productivas
que usan el borde costero en el territorio nacional.
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AVANCES TECNOLOGICOS

para el Cultivo Sustentable de peces en Balsas-Jaulas

[N] German E. Merino?, Asbjorn Bergheim? and Alexia Helgason®
! Departamento de Acuicultura, Universidad Catdlica del Norte, Casilla 117, Coquimbo, Chile
2 |RIS — International Research Institute of Stavanger, 4068 Stavanger, Norway
3 Gerente de Mercadeo y Comunicaciones, AgriMarine Holdings 1218-1030 West Georgia Street, Vancouver, British Columbia, V6E2Y3.

Introduccion

El cultivo de peces marinos requiere de un ambiente de cultivo
adecuado para obtener las deseadas tasas de supervivencia y
crecimiento y a su vez resguardar sustentablemente el ambiente
natural que esta siendo intervenido. Los peces, como todo bio-
reactor, durante su bioproceso requieren de insumos (alimento,
oxigeno) y generan externalidades (amoniaco, diéxido de carbo-
no, sélidos suspendidos). Los sistemas de acuicultura emplaza-
dos en tierra desarrollan ambientes sustentables de cultivo con-
siderando las necesidades biolégicas de los peces en el disefio
de ingenieria asi como en el tratamiento de las externalidades
del proceso que son evacuadas generalmente a través de las
aguas efluentes del sistema.

El cultivo de peces en estanques o en balsas jaulas posee los
mismos requerimientos en insumos y generan las mismas exter-
nalidades. Los insumos en balsas jaulas (o bioreactor desde una
perspectiva de ingenierfa) son variables externas que influyen
directamente en la productividad del cultivo y que normalmente
son dificiles de controlar, tales como la temperatura, el oxigeno
disuelto, la salinidad, vectores de enfermedades, etc. Adicional-
mente, las externalidades biolégicas del cultivo constituyen nu-
trientes que promueven procesos de eutroficacion de las zonas
en que se emplazan las balsas jaulas, dando paso al incremento
de floraciones algales y de la demanda bioquimica de oxigeno,
entre otros efectos ambientales. En este articulo se consideraran
algunos aspectos tecnolégicos que permiten tener un mejor con-
trol de los requerimientos/externalidades ambientales del cultivo
de peces en balsas jaulas con objeto de mejorar el crecimiento,
disminuir la transmisién
de enfermedades y mi-
nimizar el impacto so-
bre el medio ambiente.
Las nuevas tecnologias
de producciéon comer-
cial de peces en balsas
jaulas constituyen una
alternativa para avan-
zar hacia una acuicul-
tura sustentable en los
aspectos  econémicos,
sociales y ambientales.

Oxigenacion en balsas jaulas en Noruega
(Aplicacion de oxigeno puro en balsas jaulas sometidas a trata-
miento de parasitos. Cortesia: OxSeaVision Ltd.) En la Ultima dé-
cada, son varias las instalaciones de cultivo de salmones y truchas
en Noruega que han incorporado instrumentos para el continuo
control de oxigeno disuelto (OD) en las balsas jaulas. Ha existido
un importante progreso tecnolégico que ha permitido incorporar
el control continuo y combinado de temperatura, oxigeno y la ins-
peccién en tiempo real de la biomasa a través de camaras sub-
marinas. Hoy en dia los sistemas de produccion utilizan balsas
de 150 m circunferencia con jaulas de 30 a 40 m de profundidad
que confinan hasta 1000 toneladas de salmén por balsa jaula.

Bajo condiciones de aguas naturales conteniendo altos niveles
de OD, por ejemplo sobre 90% de saturacién, se requerira de
una velocidad de corriente de unos pocos cm s para asegurar
un adecuado nivel de OD (> 6 mg L) en balsas jaulas con den-
sidades de cultivo de 25 kg m= durante el verano en las costas
de Noruega (temperatura del agua entre 13y 18 °C). Sin embar-
g0, la realidad es otra, y se han observado breves periodos con
bajos niveles de OD que bordean entre 3y 4 mg L! al interior de
balsas jaulas de salmén durante el periodo de altas temperaturas
entre Julio y Septiembre, y que son generalmente considerados
como concentraciones de OD letales para el salmén.

Fluctuaciones diarias de OD pueden asociarse principalmente a
la actividad fotosintética de las microalgas, y que son usualmen-
te observadas en los centros de cultivo localizados en los fiordos
y a lo largo de la costa durante el verano y tempranamente en el
otofio, con picos al atardecer y con minimos en la noche hasta
antes del amanecer. Consecuentemente, hay un riesgo inherente
a sufrir una condicion critica de OD durante la noche y en la
mafana durante la primera alimentacion.

Durante la alimentacion a altas temperaturas la saturacion del
OD comunmente se reduce entre un 30 y 50% dentro de las
balsas jaulas (Figura 1, cage 10). El empleo de inyeccion de
oxigeno puro en las balsas jaulas durante estos periodos criticos
de OD es una alternativa viable para evitar exponer los peces
a niveles subcriticos de OD (Figura 1, cage 9). La aplicacion
de oxigeno puro en el largo plazo durante periodos célidos ha
resultado ser econdmicamente factible debido a las altas tasas de
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Figura 1. Fluctuacion diurnal de OD fuera (reference) y dentro de balsas
jaulas (Cage 9 and 10) de engorda de salmoén Atlantico el 28 de Sep-
tiembre del 2003. EWOS Innovation, SW Norway. Cage 9: con incorpo-
racion de oxigeno (OxSeaVision Ltd., Norway). Cage 10: sin incorpora-
cion de oxigeno. La temperatura fue de 15 °C y la velocidad de corriente
entre Oy 12 cm/s registrados a 3 m de profundidad.

Figura 2. Tasa de crecimiento y Factor de conversion de alimento de
adultos de Salmoén Atlantico sometidos a cuatro niveles de concentra-
cion de oxigeno disuelto: 54%, 65%, 80-85% y 97% de saturacion.
Temperatura: 8-9 °C. Instalaciones de pruebas pertenecientes a EWOS
Innovation, Norway (Report Rogaland Research, 2002, No. 307).

crecimiento y mejores tasas de
conversion de alimento (Figura
2) (Aquacultural Engineering, vol.
34, 2006).

Sistemas balsa-jaula con
tratamiento de aguas

Hace doce afos, los fundadores
de AgriMarine comenzaron a in-
vestigar nuevas tecnologias para
la cria del salmén de una forma
més ecolégica y sustentable.
Después de ensayar una serie de
alternativas, se disend un siste-
ma de tanque flotante, de muro
sélido de contencién cerrado, el
cual incluye sistemas de bombeo
de baja presion, de oxigeno y de
recuperacién de residuos. EI Agri-
Marine System™ fue disefiado
para combinar los beneficios am-
bientales de un sistema acuicola
de recirculacion tradicional (SAR)
con las eficiencias operativas de

VD Segundo Semestre 2013

un sistema flotante en mar o en agua dulce.

El AgriMarine System™ plantea temas de sustentabilidad en la
acuicultura, crea un ambiente 6ptimo para el cultivo de peces
y ofrece un sistema con ventajas para el medio ambiente con
miras a desarrollar una acuicultura sustentable.

El AgriMarine System™ (tanque de 3.000 m3) se dised para
estabilizar la temperatura al interior del tanque, usando su sis-
tema de bombeo que trae agua mas profundas como afluente
- helada en el verano y tibia en el invierno. El agua también
se suplementa con oxigeno para satisfacer los requerimientos
metabdlicos de los peces en cultivo.

El sistema de bombeo mantiene el agua en la balsa-tanque en
constante circulacion. El agua se cambia cada hora, lo cual re-
sulta en peces de carne mas firme. Los sistemas de control ana-
lizan la calidad del agua y regulan los sistemas de oxigeno y de
alimentacion. El sistema de recuperacién de residuos saca este
material afuera de la balsa-tanque, el cual se puede utilizar como
fertilizante de tierra.
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El AgriMarine System™ permite ejercer un control sobre el am-
biente de cultivo de los peces. Primero, los contenedores cerra-
dos de esta balsa-tanque brindan la separacién entre los peces
de cultivo y los peces salvajes. Esta separacién procura que los
residuos soélidos no contaminen el fondo del mar, que los resi-
duos disueltos puedan ser tratados y adicionalmente provee una
barrera contra los escapes de peces. EI muro opaco absorbe el
sonido y detrae los depredadores. El sistema alimentador ayuda
a que no haya desperdicio de alimentos. La contencién cerrada
permite reducir la propagacion de los virus y ofrece una barrera
contra los piojos de mar y la proliferacion de plancton.

Con relacion a la eficiencia operativa, el AgriMarine System™
genera un ambiente de cultivo que resguarda la salud de los pe-
ces y asi reduce o elimina los costos de tratamiento y el uso de
medicamentos anti-bioticos. Otros beneficios incluyen: reducir las
mortalidades; mejorar la calidad de carne; proporcionar un ciclo
de crecimiento mas rapido y reducir los costos de barbecho; ayu-
da a eliminar el desperdicio de alimentos por la marea; elimina
los costos de limpieza de las jaulas de acuicultura y la necesidad
de su mantenimiento. Finalmente, los costos asociados con este
sistema son compensados por la reduccion de las ineficiencias
asociadas con los desperdicios de alimento y la mortalidad en los
sistemas tradicionales de balsas jaulas y por reducir escenarios
con enfermedades.

El AgriMarine System™ se ha probado en China y en Canada
con especies cultivadas de salmén Pacifico (Oncorhynchus ts-
hawytschay), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y Coho
(Oncorhynchus kisutch) y también con corvina amarilla grande
y el atin rojo (atin de aleta azul). Esta tecnologia podria ser
utilizada para la salmonicultura Chilena en lago, para mejorar el
rendimiento de las salmoneras, incrementar el tamano de smolts
y para implementar la bio-seguridad de los sistemas de recircu-
lacion terrestres en balsas jaulas.

Cultivo sustentable de peces marinos

en balsas jaulas

Una de las innovaciones entre las tecnologias presentadas en
este documento fue incorporan el control ambiental en las balsas
jaulas, no solo del punto de vista del monitoreo de las variables,
sino que la incorporacién de un requerimiento esencial para el
cultivo de peces en ambientes con cambios diurnales del oxigeno
disuelto disponible. Normalmente el control y mantencion estable
de las concentraciones de oxigeno disuelto era una condicién que
estaba limitada solo a tecnologias en estanques, pero ya es posi-
ble su aplicacion en balsas jaulas y que se ha incorporado exito-
samente tanto en Noruega como en Chile apoyado con sensores
de oxigeno disuelto que automatizan la inyeccién de oxigeno solo
cuando los niveles naturales no permiten satisfacer los requeri-
mientos de la biomasa en cultivo.

Otro de los aspectos que se incorporan es el control de los de-
sechos metabdlicos, que en balsas jaulas tradicionales no es
posible de realizar. Sin embargo al utilizar una jaula hermética
permite disponer de balsas jaulas con efluentes, al igual que un
sistema de estanques de cultivo, que pueden ser hidraulicamen-
te trasladados a operaciones unitarias de tratamiento flotantes o
localizadas en la costa.

Las aplicaciones de estas tecnologias no solo se restringen al
salmdn, sino que se extienden a otras especies de peces marinos
de interés para la diversificacién de la acuicultura chilena en la
zona centro norte del pafs.
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Terebrasabella heterouncinata:
UN PROBLEMA RELEVANTE PARA I.A ABALONICULTURA NACIONAL

N Ricardo Garcia y Federico M. Winkler

U

Depto. Biologia Marina. Facultad de Ciencias del Mar. Universidad Catdlica del Norte Larrondo
1281. Coquimbo.
Email: fwinkler@ucn.cl

Los gusanos perforadores de la concha son un problema mayor
en los cultivos de distintas especies de moluscos. Ellos han
sido relacionados con serios dafios en la produccién de ostras y
otros bivalvos en el mundo, dado que afectan el crecimiento y
supervivencia de los especimenes sobre los que se desarrollan, y
pueden causar problemas sanitarios en los productos obtenidos
de ellos. En Chile se han registrado varias especies que afectan
a los cultivos de abalones, y destacan dos que han sido impor-
tadas junto con los abalones: Polydora uncinata, que se ha rela-
cionado con dafio en la concha del abalén del Pacifico (Haliotis
discus hannai), y Terebrasabella heterouncinata, que afecta al
abaldn rojo de California (Haliotis rufescens).

T. heterouncinata (Figura 1) es un gusano sabélido origina-
rio de Sudafrica, donde infecta las conchas de varias especies
de moluscos, incluyendo el abalén sudafricano (Haliotis midae)
(Fitzhugh & Rouse 1999). Es una especie invasora que fue in-
troducida en California desde Sudafrica (Moore et al. 2006)
y de ahi a Chile a través de la importacién de reproductores.
Se ha registrado en Puerto Montt (Moreno et al. 2006) y en cultivos
en tierra en el norte del pais (Godoy & Mufioz 2003), causando se-
rios perjuicios al afectar el crecimiento de los abalones, manifestando
una gran capacidad para diseminarse en los centros de cultivo.

La infestacion por T. heterouncinata, o sabelidosis del abalén,
causa una alteracion en el desarrollo de la concha, caracterizada
por un cambio en el &ngulo de crecimiento de ésta, produciendo

Figura 1. Ejemplares adultos de Terebrasabella heterouncinata
(Gentileza R. Rojas).

la oclusion de los poros respiratorios (Figura 2B) y modificando
la textura de la concha, la que adquiere un aspecto méas grueso,
poroso, haciéndose mas fragil debido a la formacién de chime-
neas o tlbulos dentro de los que habita el gusano. Como con-
secuencia, disminuye el crecimiento y los abalones no maduran
sexualmente. Las alteraciones de la concha parecen producir
condiciones favorables, ademas, para la instalacion de polido-
ras, las que causan ampollas y generan una condiciéon ain mas
fragil de la concha.

Figura 2A. Concha normal de abalén rojo (Haliotis rufescens).

T. heterouncinata es un gusano de cuerpo pequefio (1,5 mm
de largo y 0,20 mm de ancho), esbelto y con la mitad poste-
rior ligeramente expandida en forma de bolsa o saco. Los adultos
viven en chimeneas o tubos formados en la concha del abalén
hospedador. Poseen una corona branquial que expanden hacia
el medio para alimentarse filtrando su alimento, principalmente
materia organica en suspension (algas, heces del abalén), fito-
plancton y bacterias de vida libre. Las evidencias muestran que las
condiciones de cultivo en la produccién de abalones favorecen la
actividad reproductiva del gusano, mostrando mayor fecundidad,
puestas mas grandes y ejemplares de mayor tamafio que en la na-
turaleza (Simon et al 2005a). Una forma de verificar la infestacion
es por la visualizacion bajo lupa de la presencia de esta corona
branquial, la que es facilmente observable al colocar el abalén en
agua de mar (Figura 3). Igualmente, es posible ver, en la cara in-
terna de la concha, préximos al borde de crecimiento, los tubos en
los que habita. La confirmacién de la infecciéon, generalmente se
hace rompiendo la concha del abalén para recuperar los gusanos
y observarlos bajo lupa.
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Figura 2B. Abalodn rojo afectado por infeccion severa de T. heterounci-
nata. Se observa un cambio en el &ngulo de crecimiento y oclusién de
poros respiratorios.

Figura 3. Detalle de la corona branquial de Terebrasabella heterouncinata
infectando concha de abalén rojo (Haliotis rufescens) (Gentileza R. Rojas).

Este sabélido es una especie hermafrodita simultanea y se repro-
duce casi continuamente a lo largo del afio, pudiendo sobrevivir
por mas de cuatro afios en los cultivos de abalén (Simon et al.
2005b). Estudios realizados en Sudafrica han mostrado que la
edad no tiene un efecto importante sobre la talla de los gusanos
adultos, su fecundidad o la tasa de postura de huevos (Simon
et al. 2005b). Cada ejemplar coloca sus huevos dentro del tubo
(Figura 4, A), los que se incuban hasta el estado larval en el
interior de las chimeneas (Figura 4, B). Cuando la larva alcanza
el quinto estadio de desarrollo repta abandonando la chimenea
parental y se desplaza hacia el borde de crecimiento de la con-
cha, donde se establece. Esta es la fase de diseminacion del
gusano, y en los sistemas de cultivo, la conducta de agregacién
que manifiestan los abalones facilita que las larvas del sabélido
puedan pasar de un abalén a otro, y establecerse en un nuevo
hospedador (Figura 4, C). Asf, al no existir una fase plancténica
de desarrollo (Kuris & Culver 1999), la diseminacion del gusano
en los cultivos se produce basicamente por contacto directo entre
hospedadores.

Luego de situado en el borde de crecimiento de la concha, es el
abaldn el que forma la chimenea en torno al gusano recién asen-
tado, depositando néacar alrededor de la larva. A los dos dias del
establecimiento aparecen dos I6bulos dorsales en el prostomio

de la larva del sabélido y a los siete dias, a 18°C, adquiere su
forma juvenil (Culver et al. 1997), mostrando una corona bran-
quial funcional (Figura 4, D).

Figura 4. Ciclo reproductivo de T. heterouncinata. A) Huevo; B) Larva
temprana; C) Larva reptante; D) Juvenil asentado (Modificada de Culver
etal. 1997)

Si bien no hay cifras oficiales, el dafio ocasionado por las infesta-
ciones de T. heterouncinata a la industria acuicola de California
parece haber incidido en la quiebra de varios centros de cultivo
(Cohen 2002). Resultados de programas de vigilancia sanitaria
activos y pasivos de animales acuéticos en cultivo en Chile, ad-
ministrados por el Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA),
indican que las infecciones por poliquetos han causado pérdidas
importantes, por ejemplo, en el cultivo del abalén japonés en
la zona norte de nuestro pais (Enriquez & Villagran 2008). Sin
embargo, no existe una estimacion del dafio econémico causado
por T. heterouncinata a la produccién nacional de abalones. Por
otra parte, la presencia de este gusano en los cultivos es un fac-
tor que puede interferir con las oportunidades de negocio para
la industria, ya que limitaria las posibilidades de exportacion de
ejemplares vivos al aplicarse las directrices de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) en esta materia.

Experimentos de laboratorio en California han demostrado que
T. heterouncinata es capaz de infestar diversas especies de gas-
terépodos nativos de la zona intermareal, incluyendo distintas
especies de lapas, abalones, troquidos, turbinidos y crepidulas
(Kuris & Culver 1999; Culver & Kuris 2000; Moore et al. 2007).
Asi, el escape de este epibionte desde los sistemas de cultivo
a la naturaleza puede transformarse en un problema que afec-
te a especies nativas. Las evidencias muestran que el gusano
puede mantenerse vivo en las conchas de sus hospedadores
muertos, por lo que en la disposiciéon de los restos de anima-
les infectados se debe evitar que ellos sean arrojados al mar.

El control de este gusano ha sido particularmente comple-
jo, ya que no se han encontrado tratamientos efectivos para
erradicarlo. Entre los métodos probados para combatirlo se
incluyen el uso de calor, control biolégico, agentes quimicos
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y métodos fisicos, como tratamientos térmicos y bafios con agua
dulce. El agua dulce, bajo determinadas condiciones, puede ma-
tar las larvas expuestas fuera de las chimeneas, pero no afecta
a los adultos, sus puestas, ni las larvas dentro de los tubos. El
Unico método que ha brindado resultados efectivos para con-
trolar las infestaciones por este epibionte es la cobertura de la
concha con cera caliente de abeja, la que cubre las chimeneas
y ahogaria a los gusanos (Oakes et al. 1995). Este es un mé-
todo laborioso, que no se puede aplicar con facilidad a un gran
nimero de individuos en forma simultdnea, y que no produce
un 100% de efectividad, por lo que sélo se justifica para tratar
animales de gran valor, como lo reproductores.

En nuestro laboratorio, por su parte, se ha probado el uso de ba-
fios con un antihelmintico de uso comun en veterinaria y salud
humana, mebendazole, detectandose reducciones en torno de
un 10% en la cantidad de gusanos adultos vivos. Sin embar-
go, el tratamiento requiere de altas dosis y una larga exposicion
(aproximadamente 48 horas) de los abalones infectados al far-
maco, causando mortalidades de éstos en torno del 10%. Asi,
los primeros ensayos sugieren que las mortalidades causadas en
los abalones serfan un factor en contra del uso de este farmaco
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HACIA UNA ACUICULTURA SUSTENTABLE
¢Como evaluar la salud de un ecosistema?
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a salmonicultura es una de las principales actividades pro-

ductivas que se lleva a cabo en las pristinas aguas de la

Patagonia Chilena. Esta actividad se inicié en la década de
los ochenta y actualmente la produccién acuicola ha crecido de
manera exponencial siendo el segundo productor mundial de sal-
mon después de Noruega. Sin embargo, este crecimiento no ha
estado exento de consecuencias, siendo el brote de anemia infec-
ciosa del salmén (ISA) durante el 2007 una de las mayores crisis
sanitarias que ha enfrentado la industria en los Ultimos afios. En
general, existen leyes y reglamentos que regulan la acuicultura,
incluyendo el reglamento acuicola medioambiental (RAMA) y las
normas secundarias. Ademas, se ha establecido un sistema de
gestion integrada de zonas costeras, que no ha sido aplicado am-
pliamente. La regulacién ambiental actualmente no se encuentra
basada en evaluaciones empiricas de los impactos ambientales y
existe escasa informacion cientifica sobre los efectos de la acui-
cultura sobre los fondos marinos (Mulsow et al., 2006). Es mas,
la regulacién ambiental para la acuicultura no se ha desarrollado
con la sofisticacién adecuada para evaluar y gestionar los impac-
tos ambientales de manera eficaz como se ha abordado en otras
partes del mundo. Por otra parte, la acuicultura y en particular la
salmonicultura han sido el centro de diversas criticas debido a la
eutroficacién de los fondos marinos, lo cual sin embargo no ha
sido evaluado en las escalas ecoldgicas apropiadas, siendo ne-
cesario considerar un enfoque ecosistémico como una estrategia
para promover el desarrollo sostenible de
esta actividad a largo plazo (Soto et al.,
2008, Quiroga et al., 2013).

Grupo ecolégico dominante | (%)
P 8!

Calidad ambiental y ecologica

(2000). Este indice utiliza la informacién sobre las abundancias
de las especies del macrobentos a las cuales se les asigna una
puntuacion en funcién de su sensibilidad a la presion ambiental.
Esta respuesta se sustenta en el modelo de Pearson & Rosenberg
(1978) que predice un aumento en la abundancia de las especies
oportunistas y una disminucién de las especies sensibles, poste-
rior al enriquecimiento orgénico.

En este contexto, en el marco del proyecto FONDECYT
(N°11075105) y CORFO INNOVA-Aysén (N°08-CBA-2064), se
evaluo el estatus ecoldgico de dos fiordos de la regién de Aysén
con diferentes caracteristicas ambientales y de intervencion por
parte de la industria acuicola. El fiordo Aysén es un sistema semi-
cerrado donde se lleva a cabo una intensiva actividad de salmo-
nicultura. En tanto, el fiordo Baker es un sistema con una fuerte
influencia glacial del Rio Baker, sujeto a cambios estacionales de
los deshielos y recibe un importante aporte de agua dulce y ma-
teria organica, pero no ha experimentado acuicultura. En general,
las comunidades macrobentonicas en esta regién muestran una
alta riqueza de especies, dominadas principalmente por pequefnios
invertebrados tales como poliquetos (Paraonidae, Capitellidae y
Cirratulidae) y crustaceos anfipodos, los cuales a su vez se carac-
terizan por presentar un pequeno tamafo corporal y altas tasas
de renovacién (Quiroga et al., 2012). Estos resultados difieren en
gran medida de aquellos presentados por Soto

Fiordo Baker
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Grupo ecolégico dominante 11 (%) 12.3 10.4 12.4 11.8 13.3) 32.3 8.9 194 29.1
Grupo ecoldgico dominante 111 (%) 33.8 31.2 222 16.2 17.1 18.8 19.8 239 &7.3

En el afio 2000, la Directiva Europea de - -
Grupo ecolbgico dominante IV (%) 2.2 15,0 16.2 9,0 9.4 25.1 4.9 6.8 7.5

Calidad de Agua (WFD-2000/60/EC) es-

Grupo ecoldgico dominante V (%) 22.8 34.4 43.4 59.2 47.8 10.6 8.9 20.5 12.3

tablecié el concepto de Estatus Ecolégico pyer 27 38 40 39 39 28 15 24 21
(EcoQ) para evaluar la calidad biolégica [Tt aREe) Lc MC MC MC MC LC Lc Lc LC
de las aguas costeras. La ]ncorporaci()n Coeficiente biético (CB) 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0 2,0 2,0 2,0 2,0
de este concepto en organizaciones inter- ) IR I SN S — D > >
nacionales tales como OSPAR-HELCOM e S B e ] e A S e
_ 34 36 31 26 30 40 23 32 38

ICES han abierto el desarrollo de nuevas 7 Y 21 T T ] G
metodologias para evaluar el impacto am- 08 08 07 07 07 10 09 09 08
biental sobre los habitat marinos costeros. Bueno Bueno Bueno Bueno Bueno  Muy  Muy  Muy  Bueno

Bueno  Bueno  Bueno

Uno de los indices mas utilizados para
evaluar el estatus ecolégico de un eco-
sistema ha sido el indice Biético Marino
AZTI (AMBI), desarrollado por Borja et al.

Localidad: E1 = Bahia Acantilada, E2 = Caleta Bluff, E3 = Rio Cuervo, E4 = Punta Tortuga, E5 = Caleta Pérez, E = Cinco Hermanas, E = Rio
Baker, E8 = Bajo Pisagua, E9 = Punta Raul.

Grado de contaminacion (GC): LC = Ligeramente contaminado, MD = Moderadamente contaminado.

Estado de la comunidad benténica (ECB): D = Desiquilibrada, ET = Estado de transicién hacia contaminada.

Tabla 1. Significado de la calidad ambiental y ecolégica del AMBI y M-AMBI en los sitios de estudio.
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Fig. 1. Estatus ecolégico del Fiordo Aysén y Fiordo Baker (XI Regién).

& Norambuena (2004), quienes describen comunidades macro-
bentdnicas con bajos valores de diversidad especifica. Los resulta-
dos de este estudio, nos permiten clasificar el estatus ecoldgico del
fiordo Aysén como bueno (M-AMBI = 0.7 - 0.8), siendo la estacién
ubicada en el sector del Monumento Natural Islas Cinco Hermanas
clasificado como muy bueno (M-AMBI = 1.0). En contraste, el Fior-
do Baker fue clasificado como muy bueno (M-AMBI = 0.8 - 0.9),
pero con un estado de la comunidad bentdnica no balanceado, pro-
bablemente debido al aporte de material particulado en suspension
y materia orgénica fina (MOPF) proveniente del Rio Baker (Tabla 1,
Fig. 2). Estas diferencias son consistentes con lo esperado e ilustran
ademés el potencial efecto del aporte de materia organica de los rios
en la region sobre las condiciones locales del sedimento (Quiroga
etal., 2013). En base a lo anterior, y a pesar de no existir una eva-
luacién directa sobre el estatus ecoldgico de los fondos asociados a
balsas jaulas en el Fiordo Aysén, es bien conocido que el enrique-
cimiento organico tiene un impacto negativo sobre la macroinfauna
(Mulsow et al., 2006) y sobre la capacidad de resiliencia de los eco-
sistemas bentdnicos, siendo posible detectar cambios en el estatus
ecoldgico del bentos a través del tiempo cuando el aporte de materia
orgénica excede la capacidad de carga local (Quiroga et al., 2013).
De esta manera, mediante el uso de esta metodologia se espera de-
tectar cambios en el estatus ecoldgico del fiordo, independiente de
los impactos locales producidos en las balsas jaulas. Los resultados
obtenidos en el presente estudio, nos permiten establecer que los
indices AMBI'y M-AMBI constituyen un método apropiado para ser
utilizado en la region de Aysén, pero requieren de una evaluacion
maés robusta, principalmente que considere una mayor cobertura
espacial debido a la alta heterogeneidad de hébitat de la regién.
Ademaés, esta metodologia puede integrarse con herramientas de
analisis espacial basado en el Sistema de Informacién Geogréfica
(SIG), lo cual constituye un aspecto esencial de la planificacion de
la acuicultura, seguin lo propuesto por la FAO (Soto et al., 2008).
Finalmente, la evaluacion del desempefo ambiental de la acuicul-
turay en particular de la salmonicultura debe considerar un enfoque
ecosistémico y no local como se realiza hoy en dia, por lo que este
método de evaluacién puede constituir una Util herramienta para la
gestién ambiental del sector acuicola.

Referencias

Borja, A., Franco, J., Pérez, V., 2000. A marine biotic index to
establish the ecological quality of soft-bottom benthos within Eu-
ropean estuarine and coastal environments. Marine Pollution Bu-
lletin 40 (12), 1100-1114.

Mulsow, S., Krieger, Y., Kennedy, R., 2006. Sediment profile ima-
ging (SPI) and microelectrode technologies in impact assessment
studies: example from two fjords in Southern Chile used for fish
farming. Journal of Marine Systems 62, 152-163.

Pearson, T., Rosenberg, R., 1978. Macrobenthic succession in
relation to organic enrichment and pollution of the marine envi-
ronment. Oceanography Marine Biology Annual Review 16, 229-
311.

Quiroga, E., Ortiz, P, Reid, B., Villagran, S., Gerdes, D., Quifio-
nes, R., 2012. Organic enrichment and structure of macrobenthic
communities in the glacial Baker Fjord, Northern Patagonia. Chile.
J. Mar. Biol. Ass. UK 92, 73-83.

Quiroga, E., Ortiz, P, Reid, B., Gerdes, D. 2013. Classification
of the ecological quality of the Aysen and Baker Fjords (Patago-
nia, Chile) using biotic indices. Marine Pollution Bulletin 68(1-2),
117-126.

Soto, D., Norambuena, F. 2004. Evaluation of salmon farming
effects on marine systems in the inner seas of southern Chile: a
large-scale mensurative experiment. J. App. Ichth. 20, 493-501.
Soto, D., Aguilar-Manjarrez, J., Brugére, C., Angel, D., Bailey, C.,
Black, K., Edwards, P, Costa-Pierce, B., Chopin, T., Deudero, S.,
Freeman, S., Hambrey, J., Hishamunda, N., Knowler, D., Silvert,
W., Marba, N., Mathe, S., Norambuena, R., Simard, F., Tett, P,
Troell, M., Wainberg, A., 2008. Applying an ecosystem based
approach to aquaculture: principles, scales and some manage-
ment measures. In: Soto, D., Aguilar-Manjarrez, J., Hishamunda,
N.(Eds.), Building an Ecosystem Approach to Aquaculture. FAO/
Universitat de les llles Balears Expert Workshop. 7-11 May 2007,
Palma de Mallorca, Spain. FAO Fisheries and Aquaculture Procee-
dings, No. 14. FAO, Rome, pp. 15-35.

Fig. 2. (a) Aporte de agua dulce, (b) solidos suspendidos y (c) materia
organica particulada fina (MOPF) proveniente del rio Aysén y Baker (XI
regiéon). Rio Aysén (linea negra), Rio Baker (linea gris).
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MAS QUE LA LUZ DEL SUR,
UNA VERDADERA SOLUCION ENERGETICA

Junto con entregar energia a mas de 750 mil familias, comercio e industrias desde Bulnes en la Regién del Bio Bio a
Villa O'Higgins en la Region de Aysén, el Grupo Saesa ha creado una nueva linea de negocio, con el fin de otorgar

soluciones eficientes a los distintos requerimientos energéticos de sus clientes.

La mision de esta compaiiia es entregar la energia vital para el bienestar de sus clientes y para el desarrollo del sur
de Chile, realizando su trabajo comprometidos con la comunidad, cuidando el medioambiente, y promoviendo
el desarrollo y seguridad de sus trabajadores.

Para cumplir a cabalidad esta mision es que la empresa eléctrica ha desarrollado a través de su gerencia comercial las
siguientes alternativas para entregar un servicio completo a la comunidad habitacional e industrial del sur del pais:

Mantenimiento predictivo,
preventivo y correctivo:
© Lineas aéreas de media tension.
© Transformadores.
© Con lineas energizadas.
© Termografias y servicio de telemetria
para lectura remota de mediciones.

Municipalidades

© Recambio de luminarias.

 Iluminacién ornamental.

© Mantenimiento de alumbrado
publico.

© Proyectos de iluminacion.

Arriendo de grupos electrogenos
« Servicio de generacion de energia.
« Proyectos llave en mano.

« Diferentes potencias.
© Grupos con sincronismo Yy transfe-
rencia automatica.

Arriendo y venta
de transformadores
« Diferentes potencias
© Aéreos, Pad Mounted subterraneos
y en boéveda.

CRUROY SAESA

Obras eléctricas industriales

e interiores

© Media y baja tension.

© Montajes eléctricos de celdas.

© Canalizaciones subterraneas.

© Proyectos de construccion de obras
interiores.

Venta de materiales y

equipos eléctricos

© Cobertura desde la Region del Bio
Bio hasta la Region de Aysén.

© Stock permanente.

© Materiales bajo norma y
homologacion Grupo Saesa.

© Precios competitivos
y financiamiento.

Proyectos inmobiliarios

© Disefio y construccion de instala-
ciones de baja tensién y alumbrado
publico para conjuntos residenciales

© Soterramiento y supervision de
instalaciones eléctricas

© Venta de empalmes masivos para
conjuntos residenciales

GRURGY SAESA

Suministro e instalacion

de salas eléctricas

» Celdas de media tensidon de medida,
remonte y maniobra.

© Banco de condensadores en media y
baja tension.

© Tableros generales o CDC
(Centro de Cargas).

@ Grupos generadores

Proyectos en baja

y media tension

© Canalizaciones subterraneas
en BT y MT.

© Lineas y empalmes en MT.

@ Tluminacion interior y exterior (LED,
HM, Sodio, etc.)

© Montaje eléctrico interior completo.

GRURGY SAESA
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Introduccion

El desarrollo alcanzado por la acuicultura chilena en los Ultimos
anos, ha llevado a plantear nuevos desafios que involucran pro-
ducir mas y con mejor calidad. El aumento de la produccion esta
relacionado a la creciente demanda de productos de la acuicul-
tura por mercados internacionales, tales como Unién Europea,
Asia 'y EE.UU., y un mercado nacional cada vez méas desarrolla-
do. La respuesta inmediata del sector ha sido el aumento y la
diversificacién de la produccién. Por su parte, la exportacion de
los productos de acuicultura a mercados internacionales, desta-
cados por exigentes normativas cuyos objetivos son la inocuidad
y/o seguridad, requiere la adquisicién de la implementacién de
procedimientos productivos que aseguren la calidad de las espe-
cies comercializadas.

Por otra parte, las pérdidas econdmicas asociadas a dafios en
infraestructura debidas al fouling (Figura 1) deben ser consi-
deradas en la implementacion de nuevos procedimientos. El
fouling marino se entiende como un proceso de deposicion de
moléculas seguido del asentamiento y desarrollo de organismos
vivos sobre las superficies sumergidas. Este fendmeno obede-
ce a la necesidad que tienen muchos organismos marinos de

Figura 1: Linternas de cultivo de ostion afectadas por el fouling marino.

asentarse para su desarrollo, y hace parte de la competencia na-
tural por colonizar y defender el espacio adquirido en el bentos,
recurso que es muy limitado en el mar (1-2). Si bien el fouling es
un proceso natural, y en muchos casos deseado, puede ocasio-
nar problemas como corrosion, pérdidas econémicas por man-
tenimiento de embarcaciones, limpieza de sistemas de cultivos,
sobrecostos en transporte maritimo etc.

Estrategias de tratamiento antifouling:

El problema ambiental y seguridad alimentaria
Para combatir este fendmeno el hombre ha desarrollado multi-
ples estrategias. Entre ellas el empleo de recubrimientos polimé-
ricos, pinturas con pigmentos antifouling activos inorgénicos u
organometalicos capaces de afectar el metabolismo bioldgico, y
evitar la proliferacién de microalgas, bacteria u hongos. Por otra
parte estan las pinturas con biocidas embebidos o enlazados a
la matriz de las mismas (3), algunos de estos biocidas han sido
prohibidos por sus efectos desfavorables en muchos organismos
marinos ajenos al proceso del fouling. Principal atencion se debe
considerar en el uso de principios activos en base a cobre o
estafio y derivados de pesticidas. Esta situacién ha generado
impactos ambientales negativos sobre ecosistemas abiertos don-
de se han usado por décadas. Consecuentemente, ha surgido
una preocupacion mundial en relacion a este tema, la cual se
ha visto reflejada en la promulgacién de normativas que estan
impidiendo el uso de este tipo de principios activos en pinturas
antifouling, desarrolladas actualmente. Por otra parte, la bioacu-
mulacion del dicloro-di-fenil-tri-cloroestafio (DDT) en especies
destinadas al consumo humano ha planteado la necesidad de
prohibir el uso de estos principios activos y determinar el gra-
do de seguridad alimentaria, que los futuros tratamientos tienen
para el hombre.

De acuerdo a las normativas ambientales y de seguridad alimen-
taria impuestas por la Agencia de proteccién ambiental (EPA) y la
administracién para drogas y alimentos (FDA) en EEUU, existe la
necesidad global de innovar en el desarrollo de nuevas pinturas
antifouling seguras ambientalmente e inocuas
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para el hombre. A su vez, paises como Australia, miembro del
APEC ha creado programas de investigacion especiales que eva-
ltan el impacto ecolégico de las nuevas pinturas antifouling,
desarrolladas en proyectos entre el sector industrial y el de inves-
tigacion (Environment Australia Annual Report 2001-02. Envi-
ronment Australia, 2002ISSN 1441-9335).

Lo anteriormente expuesto ha obligado a buscar nuevas alternativas
eco amigables (biodegradables o con mayor armonia medio ambien-
tal) para reemplazar los recubrimientos antifouling existentes (4).

Soluciones Alternativas

Una posibilidad es el uso en pinturas antifouling que incluyan
compuestos naturales basados en las defensas quimicas natura-
les presentes en especies de diferentes origenes. Los productos
naturales han mostrado ser una fuente de compuestos quimicos
de estructuras muy diversa, y en muchos casos con potente ac-
tividad biolégica.

En el laboratorio de Productos Naturales y Sintesis Organica
perteneciente a la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Valparaiso, en conjunto con el laboratorio de Unidad de Cultivos
Experimentales, Facultad de Ciencias del Mar y de Recursos Na-
turales de la misma institucion y gracias al financiamiento otor-
gado por INNOVA CORFO a través del proyecto 07CT9PDT-68
“Mejora de la productividad de la acuicultura por formulaciones
de revestimientos impregnados con compuestos quimicos de
origen natural, con actividad inhibitoria del mecanismo de qué-
rum sensing bacteriano”, nos encontramos realizando estudios y
evaluaciones de nuevos principios activos naturales incluidos en
matrices poliméricas para generar pinturas antifouling que cum-
plan con los requisitos de ser seguros ambientalmente e inocuos
para el ser humano.

Proyecto

Con el objetivo de generar estas pinturas antifoluling con las carac-
teristicas antes mencionadas, se esta desarrollando este proyecto
en conjuntos con las empresas Tricolor S.A. e Invertec (Ostimar).
Las principales etapas realizadas en este proyecto son:

1. Recoleccion de especies naturales

Se realizé prospecciones de especies desde diferentes fuentes
naturales, con la finalidad de obtener extractos y/o metabolitos
con potencial aplicacién como productos antifouling.

2. Seleccion de principios bioactivos
En base a ensayos de inhibicion de biofilm e inocuidad fueron
seleccionados extractos y metabolitos naturales.

3. Formulacion de matrices poliméricas con principios
activos naturales

Se determinaron las concentraciones éptimas de principios
bioactivos seglin ensayos antes mencionados, y en base a las
propiedades fisicoquimicas de estabilidad se formularon las ma-
trices poliméricas (pinturas antifouling)

4. Evaluacion y estudios de campo

Para la evaluacion de estas pinturas como potenciales productos
antifouling, en las instalaciones de la empresa Invertec (Ostimar)
ubicadas en la bahia de Tongoy, IV Regién de Chile, se realizaron
experimentos que sustentaran las propiedades de estas nuevas
pinturas a base de productos naturales. Para tal efecto, se utiliza-
ron linternas de cultivo de ostion pintadas con las tratamientos a
evaluar. Estas linternas contenian ostiones del norte (Argopecten
purpuratus) de diferentes calibres con el objetivo de que, en
conjunto con la evaluacion antifouling, se determinara las ca-
racteristicas de inocuidad frente a estas especies (Figura 2). Los
muestreos fueron realizados mensualmente entre los periodos
agosto-noviembre de 2012

Figura 2: experimentos de campo

Propiedades antifouling:

Estos experimentos se efectuaron en triplicado seleccionando
tres pisos a diferentes profundidades de cada linterna de cul-
tivo. Las muestran fueron trasladadas a la Facultad de Ciencias
del Mar y de Recursos Naturales de la Universidad de Valparai-
so, donde fueron pesadas y analizadas en términos de riqueza
especifica y porcentaje de cobertura principalmente para algas
presentes y Ciona intestinalis.

—
’ Figura 3:
Representacion
de muestreos.
—

Parametros de inocuidad

Previamente, en dependencias de la Facultad de Ciencias del
Mar y Recursos Naturales de la Universidad de Valparaiso se
determiné la inocuidad de las pinturas con principio activo eva-
luando la supervivencia de juveniles de ostion del norte (Argo-
pecten purpuratus) (Figuras 4 y 5). Resultados que fueron avala-
dos por los obtenidos en los estudios de campo.
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Figura 4.
Acuarios con
ostiones y
diferentes
tratamientos.

Resultados y Conclusion

En base a los resultados obtenidos en este proyecto, nues-
tro grupo de investigacién ha desarrollado una pintura
a base de principios activos naturales que disminuye la
formacién de fouling marino, siendo una alternativa de
tratamiento para diferentes tipos de cultivos los cuales se
enfrentan a este gran problema.
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Figura 5. Grafico de supervivencia de juveniles en los diferentes trata-
mientos.
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a investigacién destinada al desarrollo de nuevas soluciones

tecnologicas y biotecnolégicas en relacién al mejoramiento de
la productividad en la acuicultura ha sido declarada prioritaria en
Chile. Esto significa que se debe vincular el desarrollo que se reali-
za en los centros tecnolédgicos, a través de la investigacion y la for-
macion de recursos humanos, con las necesidades concretas de
incorporacién de tecnologia en el sector. En este marco, el Centro
de Biotecnologia Acuicola (CBA) de la Universidad de Santiago de
Chile se encuentra desarrollando investigacién destinada a buscar
soluciones a problemas derivados de las enfermedades infecciosas
que hoy afectan a la salmonicultura chilena. Entendemos que,
si bien se han hecho contribuciones por diversos grupos de in-
vestigadores chilenos, aln estamos muy lejos de poder manejar
estos problemas en forma adecuada. Varios son los aspectos que
necesitan aln investigacion, en especial aquellos que se refieren
a la prevencién de estas enfermedades. En este marco, un grupo
de investigadores de la Universidad de Santiago ha llevado a cabo,
desde al menos los Ultimos 10 afios, diversas investigaciones y
desarrollos en biotecnologia acuicola.

Planificar investigacién en esta &rea no resulta facil ya que las
urgencias por informacién cambian conforme al desarrollo del pro-
blema. Esto resulta claro en lo referido al brote de virus ISA. Antes
del brote ninglin grupo estudiaba dicho patégeno ya que “no exis-
tia en Chile”. Incluso resultaba dificil hacer investigacién ya que
era factible que acusaran la “introduccién del patégeno en Chile”.
Al momento del brote, la desesperacién llevd a que muchas veces
se adoptaran medidas absurdas como fue ocultar el brote, lo que
sin duda alguna determiné su propagacion. Esto dificulté enorme-
mente el desarrollo de estudios adecuados destinados a entender
el problema e identificar al patégeno. Los primeros intentos fue-
ron poder identificar al patégeno cosa que hoy no es mayormente
complicado ya que las técnicas de histopatologia y PCR permiten
hacerlo en forma eficiente. Junto a esto nace la posibilidad de
formular vacunas siguiendo las metodologias clésicas utilizadas
en mamiferos. Es aqui donde comienza a vislumbrase el mayor
problema:, las vacunas tienen una cobertura pobre, independien-
te de la estrategia seguida para formularlas.

Junto a esto comienza, como es légico a los ciclos biologicos, la
disminucién del brote y la aparente desaparicion del patdgeno.
Esta situacion hace que para diversos actores este patdgeno deje
de ser un problemay, por lo tanto, ya no sea prioritario su estudio.
Para los investigadores del CBA y de otros grupos en cambio, el de-
safio es realizar investigacion para entender el problema del ISAV y
de esta manera poder prevenir su reaparicién. En general, esto es

poco apreciado por los usuarios de la informacién, sin embargo,
no hay otra manera de entender el problema sino a través de la
investigacion que no siempre entrega la informaciéon deseada en
el tiempo de la urgencia. Si hacemos la analogia del virus ISA con
el virus de la influenza humana (ambos pertenecen a la misma
familia), después de solucionado el brote de influenza de 1918
que matd a mas 50 millones de personas, algo asi como el 10%
de la poblacion del planeta, alguna autoridad de la época puede
haber dicho “esto ya no es prioritario” ya que el brote paso. Sin
embargo, la informacién acumulada a partir de ese momento ha
permitido manejar los brotes que se siguen presentando en forma
inesperada en el mundo y que aln no podemos predecir. Si po-
demos, como en el Ultimo brote de HIN1, decir que el brote vino
de un cerdo en México y manejamos la situacion con medidas sa-
nitarias. Asimismo, hemos escuchado “ya no hay que estudiar el
virus ISA, no es importante, hay otros patégenos relevantes como
el caligus y SRS”. Por el contrario, es en este momento cuando es
necesario buscar con mayor ahinco las causas de la aparicién del
patdgeno, como funciona, por qué cambia, cuél es la razén por la
que las vacunas no son eficientes y la dindmica de la alteracion
del genoma del virus. La investigacién no es un jugo instantaneo
que basta con agregar agua y todo esta listo, requiere de capital
humano, de desarrollo de modelos experimentales, de estudios
moleculares etc., es algo que demora y requiere de capital.

Como Centro, hoy uno de nuestros objetivos es encontrar aquello que
nos explique porqué existe el virus ISA denominado HPRO en Chile y
no hay un brote de mortalidad evidente. Se ha escuchado “no importa
el virus HPRO porque en las islas Faroe ha existido por mucho tiempo
y no ha cambiado”. Una cosa similar podriamos estar tentados a pen-
sar de la influenza y sin embargo la influenza de tanto en tanto cambia
en algunos lugares del planeta y produce muerte..Qué pasaria si eso
mismo ocurriera con HPRO del virus ISA?

Es necesario entender el problema ¢Qué hace que HPRO no pro-
duzca enfermedad? Hoy podemos entender que la adaptacion al
genoma del salmén del virus le permite replicarse y coexistir de
modo que el salmdn se convierte en el reservorio del virus, es de-
cir, el virus se esta replicando hasta que por alglin mecanismo
desconocido cambie y se vuelva virulento. No sabemos qué genes
0 cémo se regula este fendmeno, lo que hace necesario ademas
desarrollar los estudios genéticos del virus. Es este conocimiento,
el que junto al estudio de la respuesta inmune de los peces, que
por cierto es distinto de los mamiferos, nos permitirad desarrollar
medidas preventivas efectivas, entre ellas nuevas vacunas.
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Los proyectos financiados por la Fundacion para la Innovacién
Agraria (FIA), que a continuacion se presentan, estan en esa linea:
entender la relacién huésped patégeno. Sus resultados aportaran
informacion relevante para poder disponer de medidas preventivas
de tipo que nos aseguren que los salmoénidos en cultivo en Chile
estan mejor adaptados a responder a los agentes patégenos, tanto
con respuestas especificas como generales.

El lanzamiento de éstos proyectos, coincidira con el inicio de la
construccién de los nuevos laboratorios del centro de biotecnologia
acuicola donde dispondremos de facilidades para poder desarro-
llar estrategias experimentales que nos permita tener mucho que
decir en el mejoramiento de la actividad acuicola en Chile, investi-
gacion en la cual la Universidad de Santiago de Chile muestra su
compromiso con el pais.

Plataforma para la produccion in situ de proteinas
con actividad estimulante de la respuesta inmune en salménidos
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Las bacterias 4cido lacticas (LAB) son microorganismos Gram
positivos, de caracter GRAS (Generally Regarded as Safe) am-
pliamente utilizados como probidticos y en la industria de lacteos.
Estas bacterias se encuentran cominmente en el tracto digestivo
de los mamiferos y Salménidos!. Debido a su estatus GRAS es
que desde hace aproximadamente 15 afnos estas bacterias han
sido estudiadas como vehiculos de produccién de proteinas, en
particular como sistemas de liberacion in situ de proteinas con
propiedades bioldgicas?.

El clonamiento de genes provenientes de virus como influenza3,
rotavirus* y HIV® y de bacterias como H. pylori, C. tetani, E. coli,
B. abortus, B. burgdorferi, S. pneumoniae, Y. pseudotuberculo-
sis, B. anthracis, L. monocytogenes y S. pyogenes ha permitido
generar cepas LAB capaces de inmunizar a nivel mucoso y sisté-
mico contra estos patdégenos®® y recientemente L. /actis ha sido
utilizado como vehiculo de inmunizacién contra parasitos como
G. lamblia’ y Malaria®. La liberacién de interleuquinas en el tracto
gastrointestinal de mamiferos ha permitido combatir enfermeda-
des autoinmunes como la enfermedad inflamatoria de Bowel6 e
incluso en ratones con diabetes tipo | ha reducido la respuesta
inmune contra insulina, permitiendo que revierta su condicién®.

Figura 1:
Aplicacion
de LAB
como
vehiculo de
liberacién
de péptidos
inmunoes-
timulantes
en Salmo-
nicultura.
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El éxito de este sistema se debe a las caracteristicas inocuas de
las bacterias acido lacticas® y a las caracteristicas del sistema de
secrecién de proteinas de L. Jactis, como la proteina de secrecion
USP45, cuya funcién se desconoce, no obstante los elementos
gue permiten su secrecién al espacio extracelular se han fusio-
nado a proteinas de interés, permitiendo su efectiva expresién y
secrecion!®. También se han desarrollado sistemas de contencién
que impiden que estas bacterias puedan propagar elementos de
resistencia a antibidticos hacia el medio ambiente!!. Otra parte im-
portante del éxito de esta metodologia es que al actuar como ele-
mentos de liberacién a nivel mucoso en el tracto gastrointestinal,
simulan el efecto paracrino de mediadores proteicos del sistema
inmune, reduciendo su concentracion necesaria para producir el
efecto deseado.

Bacterias acido lacticas y acuicultura.

Las bacterias acido lacticas se han identificado en diversas espe-
cies comerciales de peces, crustaceos y mariscos. Actualmente
su principal aplicacién en acuicultura es como probidticos, me-
diante la identificacién de microorganismos que después de ser
cultivados in vitro son re-administrados a través de la dieta'?. A
nivel nacional, se han desarrollado diversos proyectos destinados
a identificar microorganismos de la microflora intestinal que me-
joren el estado inmunoldgico o incrementen la metabolizacion de
nutrientes, los cuales puedan ser utilizados como probidticos. Sin
embargo, el uso de LAB como vehiculos de liberacion de proteinas
biolégicamente activas ha sido menos explorado, destacandose a
nivel internacional la generacién de inmunizacion contra IPNV en
Salmoénidos!® y contra A. hydrophila en tilapia®®.

En el centro de biotecnologia acuicola de la Universidad de San-
tiago, gracias al financiamiento del proyecto FIA denominado
“Plataforma para la produccion in situ de proteinas con actividad
estimulante de la respuesta inmune en salménidos”, cédigo PYT-
2012-0056, estamos trabajando en la utilizacién de bacterias
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4cido lacticas que puedan funcionar como vehiculos de liberacion
de proteinas inmunomodulatorias que confieran proteccién contra
patdgenos virales y bacterianos en Salménidos (Figura 1). Una
importante etapa para lograr estos objetivos es la adaptacion de
los genes foraneos al sistema de traduccién de estas bacterias.
Mediante técnicas de biologia molecular hemos logrado exitosa-
mente incorporar genes para proteinas inmunomodulatorias tales
como Interferdn | y actualmente estamos analizando su funcionali-
dad. De esta manera las bacterias acido lacticas podrian funcionar
como un nuevo vehiculo de inmunoestimulacion en acuicultura,
inocuo para el ser humano y medio ambiente, de bajo costo de
produccioén, de administracién oral y aplicable contra patégenos
bacterianos y virales. Ademas muchas bacteria acido lacticas son
naturalmente productoras de compuestos antimicrobianos, los
cuales podrian ayudar a combatir a los patégenos bacterianos
como Flavobacterium 'y P salmonis.

Referencias

1. Bermudez-Humaréan L. (2009). Hum. Vaccin. 5:264-67
2.Mierau |. & Kleerebezem M. (2005) Appl. Microbiol. Biotech-
nol. 68: 705-17.

3. Lei H. et al. (2011) Clin. Vaccine Immunol. 18: 1046-51.

4. Perez C. et al. (2005) J. Appl. Microbiol. 99: 1158-64.

5. Wells J. & Mercenier A. (2008) Nat. Rev. Microbiol. 6: 349-62.
6. Wells J. (2011) Annu. Rev. Food Sci. Technol. 2: 423-45.

7. Lee P et al. (2009) Microbes Infect. 11: 20-28.

8. Zhang Z.H. et al. (2005) World J. Gastroenterol. 28: 6975-80.
9. Takiishi T. et al. (2012) J. Clin. Invest. 122: 1717-25

10. Borrero J. et al. (2011) Appl. Microbiol. Biotechnol.
89:131-43.

11. Steidler L. et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21: 785-89.

12. Verschuere L et al. (2000). Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64:
655-71

13. Zhao L. et al. (2012) Vaccine 30: 1823-29.

14. Zhou X. et al. (2010) Int. J. Eng. Sci. 2: 73-8

Desarrollo de un sistema basado en inmunoterapia celular para mejorar la respuesta
inmune de las vacunas veterinarias: Una oportunidad para controlar el riesgo del virus
ISA como reservorio en sistemas dulceacuicolas y marinos.
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hile llegd a disputar con Noruega el primer lugar en la pro-

duccién mundial de salménidos, mostrando un crecimiento
paulatino en la produccién hasta el afio 2008. En ese afo, la
presencia del virus ISA y sus brotes de altas mortalidades causan
a nivel nacional la llamada “Crisis del Salmén”.

El virus ISA es el agente causante de la anemia infecciosa del
salmén, enfermedad que afecta principalmente al Salmoén del At-
l&ntico (Salmo salar). Este virus se clasifica dentro de la familia
Orthomyxoviridae, siendo el Gnico miembro de esta familia en ser
caracterizado en peces, dando origen a la nueva familia Isavirus
(1). Morfolégicamente, presenta una estructura pleiomérfica con
un diametro que varia de 90 a 140 nm, debido a la presencia de
una envoltura compuesta por una bicapa lipidica de origen celular.
Su genoma estad compuesto de 8 segmentos de RNA de simple he-
bra de polaridad negativa, los que pueden codificar hasta 11 pro-
teinas (2). Dentro de las proteinas de funcién conocida se encuen-
tran las proteinas codificadas por los segmentos 5 y 6, proteina de
Fusion y Hemaglutinina-esterasa respectivamente, localizadas en
la superficie de la particula viral y que son el principal blanco para
la generacion de vacunas contra el virus.

Anélisis gendmicos del virus, han demostrado la existencia de
una regién altamente polimérfica (HPR) presente en el segmen-
to 6 y considerada como la mayor determinante de variabilidad
genética del virus, postulandose que es originada a partir de de-
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leciones del precursor HPRO. Esta genovariante se asocia a una
baja virulencia y ha sido obtenida desde peces que no presentan
los signos clinicos de la enfermedad, lo cual sugiere que HPRO
€s un precursor no virulento de ISAV (3).

Una de las estrategias mas importantes y utilizadas para controlar
las infecciones virales en general, es la prevencion de la enferme-
dad mediante el uso de vacunas. En el caso del virus ISA, existen
desde el afio 2008 diversas alternativas de vacunas, las cuales en
su mayoria corresponden a formulaciones en base a virus inacti-
vados o proteinas recombinantes utilizadas como antigenos, cuyas
eficacias reales no muestran consistencia con lo requerido en las
pisciculturas para el control del virus (3). Ademés, debido a la alta
prevalencia del genotipo HPRO de ISAV en sistemas dulceacuico-
las y marinos, variante genética que las vacunas actuales han sido
incapaces de controlar, existe un constante riesgo de mutaciones
gue permitan la emergencia de nuevas variantes virales altamente
virulentas. Por otro lado, las vacunas para salmones han mostra-
do ser poco eficaces, logrando una proteccion muy breve en el
tiempo y que no alcanza a proteger al pez durante el periodo de
crecimiento y engorda.

A diferencia de los mamiferos y aves, el desarrollo de vacunas
eficaces es méas complejo en el caso de los peces, debido a que
su sistema inmunitario es menos conocido, menos eficiente y
posee una memoria limitada en el tiempo. Es por estos motivos
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que las vacunas actualmente disponibles producen una baja pro-
teccion contra enfermedades virales en peces. Adicionalmente
estas vacunas han enfocado su actividad hacia la estimulacion
de la respuesta inmune humoral a través de la generacion de anti-
cuerpos, lo cual ha demostrado no conferir una total proteccién en
peces frente a patégenos (4). Otra desventaja que presentan las
vacunas actualmente disponibles, es que generan altas mortalida-
des post tratamiento, debido a los efectos secundarios y adversos
causados por el manejo, asi como por melanosis y adherencias
(lesiones internas), lo cual da cuentas de una respuesta inmune
exacerbada debida a un proceso inflamatorio que estaria siendo
perjudicial para los animales vacunados.

Todo lo anterior atenta con la calidad del producto que se ex-
porta, siendo hoy en dia un problema con soluciones parciales.

Por todo lo anteriormente descrito, nuestro equipo trabaja re-
cientemente en la ejecucion del proyecto titulado: “Desarrollo
de un sistema basado en inmunoterapia celular para mejorar la
respuesta inmune de las vacunas veterinarias: una oportunidad
para controlar el riesgo del virus ISA como reservorio en sistemas
dulceacuicolas y marinos” financiado por la Fundacion para la
Innovacién Agraria (FIA), cédigo PYT-2012-0022 en asociacién
con la empresa biotecnolégica ACTIVAQ SA. En este proyecto se
aborda una problemética crucial para poder controlar las infec-
ciones por el virus ISA 'y poder establecer ademés una plataforma
para el desarrollo de vacunas eficaces contra diversas enferme-
dades de salmonidos. Asf, nosotros proponemos desarrollar una
nueva generacion de vacunas que potencien la respuesta inmu-
ne tanto innata como adquirida de los salmones para aumentar
su eficacia y proteccion.

Solucion propuesta frente al problema

Frente a la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos para en-
fermedades infecciosas como las virales o para el cancer, donde
las vacunas convencionales han resultado ser ineficaces, en hu-
manos han surgido alternativas novedosas de vacunacién. Entre
los nuevos modelos estan las vacunas que se basan en el empleo
de inmunoterapia celular, que no sélo enfoquen su actividad a
la estimulacién de la respuesta inmune humoral, sino también a
la respuesta inmune celular, para promover la eliminacién de la
enfermedad por parte de la estimulacion de las células del propio
organismo que se quiere proteger. Esos avances sugieren el uso
de la misma tecnologia para el desarrollo de vacunas veterinarias
para dar solucion al control de enfermedades virales en peces y
sobre todo al virus ISAV, lo cual representa un gran desafio.

Actualmente, nuestro laboratorio ha logrado avances como el
aislamiento y caracterizacion de cepas virales nacionales, expre-
sion de los genes que codifican para proteinas virales y desarrollo
de sistemas plasmidiales para expresién de proteinas en tandem.
Al final del proyecto se espera lograr desarrollar un sistema ba-
sado en inmunoterapia celular para mejorar la respuesta inmune
de las vacunas veterinarias que permita controlar las infecciones
por virus ISA en sistemas dulceacuicolas y marinos. Especifica-

mente, se espera desarrollar un sistema de expresién constitutiva
de proteinas virales en lineas celulares (in vitro) para obtener
una vacuna piloto, segura, inmunogénica y de baja toxicidad
en ejemplares juveniles de salmon del atlantico. La vacuna efi-
caz en términos de mortalidad, activara la respuesta inmune y
protegera contra el virus ISA. Finalmente, esta plataforma sera
transferida al sector productivo para su registro, y escalamiento
productivo y comercial.

Equipo de trabajo

El equipo de trabajo esta compuesto por el Dr. Marcelo Cortez San
Martin (Director), Dr. Claudio Acufia (Director Alterno), las investi-
gadoras Dra. Margarita Montoya, Dra. Ménica Imarai y Ana Maria
Sandino, asi como el bioquimico Nicolas Sandoval. Los cientificos
de la Universidad de Santiago de Chile (UdeSantiago) pertenecen
al Centro de Biotecnologia Acuicola (CBA) de la Facultad de Qui-
mica y Biologia. Como Director del CBA se encuentra el Dr. Euge-
nio Spencer. En el marco del proyecto, el estudiante de bioquimica
de la UdeSantiago, el alumno Sebastian Gonzélez, realiza su tesis
de pregrado. Colaborando en este tema también se encuentran las
alumnas del programa de Doctorado en Microbiologia (UdeSan-
tiago-UCH) las bioquimicos Daniela Toro y Claudia Robles. Por
parte de la empresa ACTIVAQ S.A. participa la Ingeniero Geraldine
Mlynarz (CEO).

Figura 1: Inmunofluores-
cencia indirecta de célu-
las de salmén infectadas
con virus ISA. En la mi-
crografia se observa en
rojo el ntcleo de células
de salmon del atlantico
tenidas con Yoduro de
propidio. En verde se
observa la distribucién
de la proteina Hema-
glutinina en membrana
citoplasmatica de células
infectadas con ISAV.
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Desarrollo de una formulacion a base de extractos de plantas, destinado al control del
estrés y a mejorar la sobrevida de salmones durante el proceso de esmoltificacion
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| desarrollo acelerado de la industria salmonera en el pais en

los ultimos 20 afios, ha provocado un aumento, colocando una
fuerte presion en la produccion de smolts. Para limitar el impacto
en el medio ambiente, desde el afio 1991 estd suspendida la
entrega de nuevas concesiones en lagos. Por lo tanto, para poder
suplir esta alta demanda de smolts las concesiones estan siendo
utilizadas al méximo de sus capacidades, provocando como con-
secuencia muchas veces, un aumento del estrés en los peces. En
Chile, los menores porcentajes de mortalidad de salmones han
llegado a valores de menos de un 5% en sistemas controlados
muy cercanos al mar. Sin embargo, en los sistemas abiertos tradi-
cionales -el escenario mas comun en Chile- la mortalidad puede
llegar a un 30%. Durante la segunda Conferencia de Agua Dulce
realizada el 2008, el investigador noruego Bjorn Olav Rosseland
comentd que la mortalidad de los smolts en agua de mar, se expli-
ca en un 55% por la alta intensidad de cultivo en la etapa de agua
dulce mientras que el 45% restante serfa consecuencia en gran
parte del estrés que se produce durante el transporte de los peces.
Es por esto, que dos de las lineas de investigacion que estamos
desarrollando en nuestros laboratorios del Centro de Biotecnologia
Acuicola (CBA-USACH) son el estudio del proceso de esmoltificacién
y el estudio de los mecanismos de estrés en salmonidos. De esta
forma, queremos obtener las herramientas terapéuticas para poder
intervenir y mejorar las condiciones generales de los salmones du-
rante la esmoltificacién, permitiéndoles una 6ptima entrada al mar.

Durante el proceso de esmoltificacion, los peces sufren una serie
de cambios fisiolégicos, que les otorgan una alta capacidad de
tolerar altas concentraciones de sales, ademés de producirse cam-
bios morfolégicos, bioquimicos y en el comportamiento!?. Esta
etapa estd gobernada por una serie de cambios hormonales, las
que incluyen aumentos en hormona del crecimiento, factor de cre-
cimiento tipo insulina | (IGF-1), hormonas tiroideas y cortisol*#. De
éstas, cortisol ha sido considerado por mucho tiempo el principal
regulador de este proceso, actuando sinérgicamente con las otras
hormonas, estimulando el nimero de células de cloruro y la acti-
vidad Na+K+ATPasa, principales responsables de la osmorregu-
lacion. Sin embargo, el cortisol también es uno de los principales
mediadores de la respuesta a estrés, donde es bien conocida su
capacidad para afectar la tolerancia al mar®®, el crecimiento’, la
sobrevida® y la respuesta inmune?®. Estudios han mostrado que el
aumento plasmatico cronico de cortisol, mediante implantacion
hormonal, produce un aumento en la mortalidad de forma dosis
dependiente por infecciones por hongos y bacterias'®. Sin embar-
go, también hay estudios que han mostrado que la induccién de
estrés cronico por manipulacion, sin elevacién de cortisol plas-
maético, produce una menor activacién de macréfagos por antige-
nos extracelulares y un aumento de la susceptibilidad a muerte
inducida por patégenos!!. Bajo algunos tipos de estrés crénico,
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el organismo tendria la capacidad de volver a los niveles fisio-
l6gicos previos al estrés (alostasis), pero que sin embargo, igual
estarian afectando importantes funciones del organismo. De esta
forma, altos niveles de estrés, con o sin elevacion crénica de los
niveles de cortisol, afectan significativamente al sistema inmune,
produciendo una importante inmunosupresion. En un interesante
estudio realizado el afio 2005, se realiz6 un seguimiento a distin-
tos grupos de smolts en la industria salmonera noruega, los que
fueron transportados y transferidos al mar. De todos estos grupos,
sélo uno de ellos mantuvo niveles elevados de cortisol plasméticos
durante la entrada al mar, lo que se correlacioné con una inusual
alta mortalidad durante el primer mes en el mar?2. Mas aun, se
cree que uno de los factores que influye en la baja efectividad que
actualmente poseen las vacunas, podria estar relacionada con la
disminucién de las funciones del sistema inmune producida por
estrés. Incluso, la aparicion de patdgenos cada vez més agresivos
y abundantes, también podria tener relacién con esta baja en la
inmunidad.

Es por esto, que intervenir en el control del estrés durante este
periodo, podria generar mejoras sustantivas en la sobrevida de los
peces, en la calidad de los smolt generados y en las condiciones
sanitarias, impactando positivamente en la industria salmonera.
En la actualidad estamos realizando un proyecto con el apoyo de
la Fundacion para la Innovacién Agraria (FIA), donde estamos de-
sarrollando nuevas terapias para el control del estrés, destinadas
especificamente a esta etapa de esmoltificacion. Nuestro desafio
es lograr disminuir el estrés crénico, pero manteniendo la secre-
cién de cortisol en los niveles y tiempos necesarios para que se
produzca la esmoltificacién en forma optima.
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PRODUCTOS DE VALOR AGREGADO

Utilizando lodos y mortalidad de las Pisciculturas
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Tras la crisis del virus ISA la actividad piscicola comienza a ci-
mentar un periodo de recuperacion y de reposicionarse como
uno de los lideres mundiales en la produccién de salmén. En ese
orden, el alza de las exportaciones nacionales de salmén y trucha,
que registraron un crecimiento de un 48% (US$ 2.915 millones,
seglin Aduanas) con respecto del 2010, es s6lo una muestra de
una industria que ya dejo atrds una etapa critica en su desarrollo,
pero que trae consigo una reinvencién en la forma de producir, que
sin duda debe estar de la mano de la investigacién aplicada y del
fortalecimiento del capital humano.

La actividad piscicola se concentra en el sur de Chile encontran-
dose sobre el 90% en las regiones de La Araucania, Los Lagos
y Los Rios. La actividad piscicola de la Regién de La Araucania
se concentra en 54 pisciculturas con Resolucién de Califica-
cion Ambiental (RCA), distribuidas principalmente en la zona
de Villarrica-Pucén (42,5%), las que deben cumplir con estrictos
estandares de calidad del producto y con las normas ambientales
y sanitarias vigentes como el DS 90 para los efluentes generados,
las gufas o resoluciones para la disposicién de los lodos, la Resolu-
cion N° 1468 para el manejo de la mortalidad de SERNAPESCA,
entre otras.

EN RELACION A LA MORTALIDAD

Seglin el informe sanitario del afio 2012 (SERNAPESCA, Dic.
2012) se observa un aumento en la mortalidad oficial respecto
al 2011, la cual no sobrepasa el 2% mensual. La potencialidad
econdmica de la mortalidad en los centros de cultivo, puede ser
la misma que la de un pescado de captura salvaje o un pesca-
do recién cosechado, lo cual obviamente dependera de ciertos
atributos que determinaran la calidad de esta “materia prima”.
El pescado posee muchas propiedades que no poseen otros
animales, como es su contenido de proteina, diversidad y ca-
lidad de la misma, acidos grasos omega 3y 6, aporte de ami-
noacidos esenciales, etc. Cuenta también con compuestos de
naturaleza no proteica, solubles en agua, de bajo peso molecular
y que contienen nitrégeno. Los principales componentes de esta
fraccion son: bases volatiles como el amoniaco (NH3), creatina,
aminodcidos libres, nucledtidos y bases purinicas.

En la industria pesquera, el nivel de las bases voldtiles totales
(BVT), son el indicador de frescura de la materia prima, sin em-

bargo, este nivel incrementa en el tiempo debido a la formacién
de amoniaco y otras aminas voléatiles, lo que también favorece
un alza del valor de pH y la aparicién de olores desagradables.
El nivel de BVT puede ser retardado cuando se mantiene la
materia prima a temperaturas de refrigeracion, lo que también
contribuye al retardo de la oxidacién e hidrélisis de los lipidos
presentes en el pescado, lo cual debe ser considerado al mo-
mento de pensar en la extraccion de aceites de buena calidad.

DESTINO DE LA MORTALIDAD

De acuerdo con la Resolucion N°1468/12 (SERNAPESCA), la
mortalidad se destina a ensilaje, el que consiste basicamente
en la adicion de acido formico para evitar la putrefaccion
bacteriolégica del pescado. En ese proceso y por efecto de las
enzimas proteoliticas comienza la licuefaccién obteniéndose un
producto pastoso, a veces algo liquido y con un pH menor o
igual a 4,0. El ensilaje es un proceso simple, accesible a una
produccion a mayor escala y no requiere mano de obra altamente
calificada ni equipos costosos. El proceso de ensilado inhibe los
olores desagradables, debido a que disminuye la putrefaccion
y olores asociados a la descomposicion, por lo tanto, se utiliza
como una medida de preservacién que no cause un impacto al
medio ambiente.

Sin bien el proceso de ensilaje permite a la empresa solucionar
un problema, esta solucion le significa un gasto asociado a la
estabilizacién y el transporte hacia plantas de elaboracion de
harinas y aceite de pescado, sin que el productor obtenga algtin
beneficio econdémico de esto.

¢COMO OBTENER VALOR DEL ENSILADO?

El ensilado es un producto estable a temperatura ambiente por
mucho tiempo y se puede utilizar como materia prima para
la elaboracién de alimentos de consumo animal, considerando
modificaciones en el manejo y proceso, con el fin de
optimizar la calidad del producto. También existe una alternativa
de valorizacion destindndolo a la formulacién de fertilizantes
(Wood, 1980), realizando modificaciones en el proceso, como
la adicion de compuestos que aporten nutrientes a los vegetales,
para la formulacion de un fertilizante foliar, asi como también
incorporar co-adyudantes para la granulacion o pelletizacion de
un fertilizante para aplicacion a predios agricolas. La utilizacion
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de ensilaje para fines agricolas, sin duda es materia de
investigacion y desarrollo ya que se plantean muchas
interrogantes sobre su eficiencia en la aplicacién a escala
de campo. La Figura 1, presenta una serie de alternativas
para la valorizacién de la mortalidad en pisciculturas.

Figura 1. Esquema de valorizaciéon de la mortalidad de las pisciculturas.

Una alternativa de gran potencialidad en el aprovechamiento
de la mortalidad es el procesamiento para la elaboracién de
concentrados y/o hidrolizados proteicos que presentan un alto
contenido de proteina, péptidos, aminoéacidos libres, caracteri-
zandose como una excelente fuente nutricional para la elabo-
racion de dietas para consumo animal y que presenta muchas
ventajas comparandola con la harina de pescado tradicional.

Es importante destacar que la harina de pescado es considerada
la mejor fuente de proteina para las dietas de los salmones,
debido a su alto contenido y buen balance de aminoéacidos. Sin
embargo, la limitada disponibilidad de este recurso, sus altos
precios y el principio de sustentabilidad econémica y medioam-
biental de la industria ha llevado a que el reemplazo de la
harina de pescado en las dietas de salmones por otros
ingredientes proteicos alternativos se haya acelerado en los
Ultimos afios. Los cambios en las formulaciones estan tendientes a
reemplazar la harina de pescado por proteinas vegetales y algu-
nos concentrados proteicos de alta digestibilidad asi como hari-
nas de origen animal con valor agregado.

Los hidrolizados proteicos, consisten en someter la materia prima
a una hidrélisis enzimatica controlada (en relaciéon solido/liquido,
temperatura, agitacion, adicién de enzimay tiempo, entre otros), con
el fin de obtener péptidos de cadena corta con bajo peso molecular,
que se traducen en una mejor digestibilidad, mayor crecimiento en
etapas tempranas, tanto de peces como otros animales (cerdos y
pollos), y reforzar el sistema inmune de los animales, lo que permite
evitar enfermedades en la etapa temprana. Este proceso requiere
know how tecnoldgico presente en el mundo y un mercado de
destino exigente pero con alto valor. La diferencia de precio de un
concentrado proteico de cadena corta (peptonas) es de un 90%
aproximadamente con respecto a la de una harina de pescado.

EN RELACION AL LODO

Como producto de la actividad piscicola, se genera una gran
cantidad de lodos, los cuales tienen un elevado contenido de
materia organica, macro y micronutrientes. Estos lodos deben
ser tratados adecuadamente antes de su disposicion final, de
lo contrario producen un impacto ambiental y social negativo
debido a malos olores, putrefaccion, emisién de gases de efecto
invernadero, contaminacion de causes de aguas, los cuales po-
tencian pérdida del valor turistico de la zona, generan malestar
en la comunidad y proyectan una pobre imagen de empresa al
entorno y a la comunidad.

En la actualidad las empresas piscicolas asumen los costos
asociados al retiro y disposicion final de los lodos fuera de la
regién, costo que aumenta dependiendo del volumen a retirar. Esta
practica no representa una retribucién monetaria provocando una
baja frecuencia de retiro y pérdida de competitividad econémica,
ademés de la generacién de malos olores en el sector.

¢{COMO OBTENER VALOR
DE ALGO QUE CREEMOS
QUE NO LO TIENE?

¢Qué pasaria en el sector piscicola si de la noche a la mafana
fuera prohibido eliminar o disponer materiales organicos en
vertederos o rellenos sanitarios?, sin duda que dejariamos de ver
los lodos como un problema y lo veriamos como una oportunidad
de negocios. Esta situacién no es hipotética, ya sucedié en gran
parte de los paises europeos y naturalmente para ellos este tema
no es un problema es una oportunidad de negocios y se han
generado una gran diversidad de productos a partir de lodos
de diferentes procesos industriales (productos ILSA, en lItalia,
Ergofito®, y Farture en Brasil, etc).

Por ejemplo, ILSA ha llegado a Chile, Per y Argentina con
toda la experiencia global y una amplia gama de productos
nutricionales, bioestimulantes e inductores de resistencia.
Paolo Girelli, presidente de ILSA Spa sefala que ya en ltalia,
donde el mercado de fertilizantes es de 5 millones de TM,
cerca de un 13% de los productos utilizados corresponde
a fertilizantes a base de nitrégeno organico. La tendencia
es clara: los agricultores buscan mayor eficiencia, que el
producto aporte todos los nutrientes que la planta requiere
durante su ciclo de cultivo y que no dafie el medioambiente.

Por sus caracteristicas los lodos de piscicultura son facilmente
transformados en fertilizantes orgénicos a través de un proceso
de digestion anaerdbica o compostaje y ademas pueden ser
complementados con otros elementos necesarios para la nutricion
vegetal y transformarse en fertilizantes organominerales.

Un fertilizante organomineral se define como un “producto
resultante de la mezcla fisica o combinacion de fertilizantes
minerales y organicos” y en general presentan la ventaja de que
se puede realizar una Unica aplicacién, en lugar varias en formas
parciales y frecuentes, gracias a que tiene liberacion lenta.
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PARAMETRO VALOR OBSERVACIONES

Humedad
Conductividad
Eléctrica

Materia Organica
Nitrogeno Total

Fésforo Total

Fésforo Disponible

Potasio

Metales Pesados

4,98 - 7,64
Aprox 12

52,5-75% > 90%

3.150 — 24.200 pS/cm

10,9 - 23,6%*
0,65 -49,5%

862,5 a 32.493,4 mg/l.

550 y 1100 mg/l

65 - 486 mg/l

As 0,14 a 4,27mg/l
Cd 0,22 a 3,22 mg/l
Cu 4a31,3mgl
Hg <1mg/l

Sin proceso de deshidratacién
Con proceso de deshidratacién con quimicos

Lodos deshidratados
Lodos crudos, decantados y/o sin filtrar

Varia de acuerdo a la presencia de sales

Valores variables dependiendo de la piscicultura
Presenta gran variabilidad dependiendo de la piscicultura

Concentraciones de P total son elevados en compara-
cién a las encontradas en suelos

Concentraciones de P disponible mayores a los encon-
trados en suelos

Concentraciones de K similares a las encontradas en
algunos suelos

Las concentraciones de metales son bajas si se les
comparan con las de los lodos sanitarios.

En algunos casos Cd y Zn sobrepasan la NCH 2880
para compost de Clase A

La produccién de fertilizantes or-
ganominerales provenientes de
lodos de piscicultura se visualiza
como una solucién integral en la
cadena de valor ya que resuel-
ve el problema de los gastos en
el que incurren los piscicultores
para disponer el lodo y la nece-
sidad de contar con fertilizantes
con mayor eficiencia y que no
dafien el medioambiente. Esto
es especialmente relevante en la
zona sur de Chile en donde existe
gran extension de suelos deriva-
dos de cenizas volcénicas (An-
disol y Ultisol) con elevado por-
centaje de saturacién de aluminio
y consecuentemente deficiencias
de P disponible.

Mo <1,5 mg/l

Ni 0,02 a 23,7 mg/l
Pb 0,02 a 3,93 mg/l
Se 0,39 a 3,18 mg/l
Z/n 6,05a1.12 mg/l

Tabla 1. Algunos parametros de lodos de piscicultura (elaboracion propia a partir de datos de Ecoing, 2009)

Para una mayor facilidad de almacenamiento y aplicacion,
el digestato producto de la digestion anaerobia puede ser
posteriormente transformados en un producto granular o bien
peletizados. Este proceso es autosustentable ya que se genera gas
metano como producto de la digestion anaerobia y se obtiene un
fertilizante que permite cubrir la potencial demanda de fertilizantes
inorgénicos con la ganancia de componentes orgénicos. Brasil
ha incorporado los fertilizantes organominerales como una fuente
de nutrientes dando valor a los residuos producidos por la propia
actividad agroindustrial, casi duplicando el consumo en solo 10
afos, pasando de 1.800.000 a 3.500.000 toneladas por afio.

La generaciéon de lodos en pisciculturas es inevitable, cada
tonelada de salmén producido genera 1,4 m3 de lodos (Salazar
et al., 2005). Estos lodos se generan basicamente por el
alimento no consumido, fecas, orina, amonio, fésforo, nitrégeno,
antibidticos, vacunas y desinfectantes. En general, del total
del alimento suministrado para la produccién de salmones
cerca de un 25% de los nutrientes son asimilados por éstos,
mientras que un 75% a 80% queda en el ambiente (columna
de agua y sedimentos o lodos) (Ecoing, 2009). La composicién
de estos lodos es variable y el resultado dependera del estado
en el que se encuentren en el proceso (crudos, decantados,
filtrados y  deshidratados). En la Guia de Aplicacion de
Lodos de Piscicultura en Suelos (Ecoing, 2009), se pueden
encontrar los rangos entre los cuales se encuentran los
principales parametros fisicoquimicos de lodos de piscicultura.

Por otra parte, la valorizacion de los lodos permitird la creacion
de un nuevo negocio innovador a partir de una materia prima
disponible de bajo costo y recurrente.

Lo anterior implica un elevado
consumo de fertilizantes in-
organicos con el consiguiente
riesgo ambiental cuando éstos
se utilizan en exceso (eutrofi-
zacién de cuerpos de aguas,
movimiento de metales pesados, aumento de la acidez,
etc). Ademads, los fertilizantes a partir de residuos organi-
cos, mejoran las propiedades fisicas del suelo, incrementan
la actividad microbiolégica y la fertilidad de éstos, entre otros.

Figura 2. Esquema de valorizacion de lodos de pisciculturas.

La combinacion ideal que se da en el sur de Chile entre la
actividad agricola y la actividad piscicola permite organizar la ins-
talacion estratégica de plantas de produccién de fertilizantes
organominerales en torno a la actividad piscicola la cual genera
un residuo que tratado se convierte en un producto altamente
demandado por la actividad agricola (logistica de distribucién y
comercializacion). Por otro, la digestion anaerobia de los lodos,
requiere de material lignocelulésico (rastrojos
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de cosechas, cascarillas de avena, cebada, podas, etc) para
obtener una adecuada relacion carbono/nitrégeno (C/N), ma-
terial que se produce normalmente por la actividad agricola.

Por otro lado, el fertilizante organomineral incrementa la produc-
tividad de los suelos obteniéndose un mayor ingreso y menores
gastos de transporte.
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BIOAUTOGRAFIA:

a actividad biologica exhibida por un extracto es por si

misma de interés. No obstante, este resultado corresponde

s6lo a una pieza preliminar en la busqueda de compuestos
bioactivos.

Determinar los compuestos responsables de una actividad
biolégica dentro de una mezcla compleja puede resultar laborioso.
Purificaciones cromatograficas sucesivas, junto a las pruebas
biolégicas respectivas pueden significar una importante inversion
en tiempo y recursos. En primer lugar, se necesita de una
separacion rapida y no especifica. Un extracto crudo se puede
separar para obtener fracciones. Mediante ensayos bioguiados,
las fracciones pueden testearse para localizar fracciones activas.
A continuacién, las fracciones activas pueden ser sometidas
a técnicas cromatograficas mas especificas para obtener
compuestos puros o fracciones con un alto grado de purificacion.
Finalmente, estos productos se pueden ensayar biolégicamente
y purificar mediante el uso de técnicas apropiadas para obtener
nuevos metabolitos activos. Si a todo lo anterior sumamos que
tras una separacion cromatografica se pueden obtener desde un
par de fracciones hasta 20, 50 o més, se obtiene una matriz de
ensayos de actividad biolégica dificil de ejecutar. Esta extensa
serie de pasos hace necesario el uso de una técnica mas rapida
y directa en la determinacion de compuestos activos en mezclas
complejas.

La bioautografia es una técnica sencilla y rapida que combi-
na las ventajas de la cromatografia en capa fina y la deteccién
de actividad bioldgica, especialmente antimicrobiana y anti-
germinativa, logrando visualizar directamente la(s) banda(s)
bioactiva(s), minimizando el efecto de enmascaramiento
quimico. Implementar esta técnica puede facilitar el panorama
en el aislamiento de sustancias de importancia biolégica presen-
tes en mezclas complejas.

Para nuestra unidad académica, el uso de la bioautografia ha
sido clave para identificar fracciones con un alto grado de puri-
ficacién con actividad bioldgica sobre bacterias que constituyen
plagas marinas. Anteriormente, se habfa incorporado el uso de
la bioautografia en la determinacion de actividad germinativa de

Yurima Cortéz, Emilio Hormazabal y Andrés Quiroz
Laboratorio de Quimica Ecoldgica, Universidad de La Frontera
y.cortesO1 @ufromail.cl, andres.quiroz@ufrontera.cl

semillas de diferentes plantas sometidas a diferentes extractos
naturales. Todo esto en el marco del Control Integrado de Pla-
gas, la linea de investigacion principal del Laboratorio de Ecolo-
gia Quimica de la Universidad de La Frontera.

La bioautografia consta de dos etapas. La primera, corresponde al
desarrollo de una cromatografia en capa fina y luego la realizacion
de un bioensayo. Para esto, se siembra la muestra en una
cromatoplaca y se eluye con la mezcla de solventes que produce
la mejor separacién de bandas. Cuando las cromatoplacas
estan desarrolladas y libres de solvente, se pulveriza una
fina pelicula de agar inoculado con microorganismos. Las
cromatoplacas inoculadas se incuban dentro de cajas de Petri.
Transcurrido el tiempo de incubacién, las placas se pulverizan
con una solucién de un reactivo ad hoc para la determinacion
de viabilidad celular (sales de tetrazolio u otros colorantes). Las
placas tratadas vuelven a incubarse. Estos ensayos se basan en
la metabolizacion del colorante por parte de ciertas enzimas,
obteniéndose como resultado un viraje de color durante la
formacion de los productos. Por lo tanto, las zonas de inhibicién
seran visibles debido a una diferencia de color producida por las
bacterias inhibidas y no inhibidas. Finalmente, se determinara el
factor de retencion (RF) de cada banda activa. Para purificarlas,
se desarrollara una nueva placa cromatogréfica y las bandas
activas se localizaran mediante el indice RF.

Foto 1: Hemorragia en érganos de trucha arcoiris provocada por Yersinia
ruckeri
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Foto 2. A) Desarrollo de la cromatografia en capa fina. B) Aspersion del
indculo bacteriano.

El grado de confinamiento dentro de una jaula de cultivo de sal-
mones ha incidido fuertemente en la manifestacién de enferme-
dades infecciosas, causando significativas pérdidas econdémicas
en la industria. En este sentido, las enfermedades bacterianas,
como es el caso de Yersinia ruckeri (Foto 1), representan un
porcentaje importante en los costos de produccion de los peces,
debido a que las cantidades de antibioticos aplicadas son cada
vez mayores. Adicionalmente, estas medidas de control han re-
sultado menos exitosas producto del aumento de la resistencia
de las bacterias patégenas. Considerando estos antecedentes,
surge la necesidad de obtener nuevas sustancias de origen natu-
ral con propiedades antibacterianas.

Los resultados que se muestran en este documento correspon-
den a la evaluacion de la actividad antibacteriana de 20 fraccio-
nes de un extracto natural sobre Y. ruckeri. Primero, se sembrd
cada fraccién en una cromatoplaca y se eluy6 con la mezcla ade-
cuada para cada una de ellas (Foto 2A). Con las cromatoplacas
desarrolladas y libres de solvente, se pulverizé una fina pelicula de
agar inoculado con microorganismos a una densidad equivalente

a la turbidez 0,5 de la escala de McFarland (Foto 2B). Las croma-
toplacas inoculadas se incubaron dentro de placas de Petri sobre
papel filtro humedecido. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
pulverizd sobre las placas una solucion de bromuro de 3-(4,5-di-
metiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, 1mg/ml) y se incubaron
nuevamente. Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del
MTT por parte de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogena-
sa, obteniéndose un compuesto coloreado de color azul-violadceo
(formazan). Por lo tanto, las zonas de inhibicion son visibles como
manchas claras sobre un fondo violeta oscuro (Foto 3). Se determi-
no el factor RF de cada banda activa.

Gracias a la bioautografia fue posible determinar fracciones
activas y localizar bandas o spots con actividad antibacteriana
realizando un Unico bioensayo. A partir de 20 fracciones obteni-
das en una columna cromatogréfica, se pudo determinar que 9
fueron activas biolégicamente, y que 15 spots eran los respon-
sables de esa actividad. Para purificarlas, se desarrollé una placa
cromatogréfica preparativa y las bandas activas se localizaron
mediante el indice RF.

Foto 3. Bandas con actividad antibacteriana (cuadro blanco) purificadas
desde un extracto natural.

Proyecciones
Determinar mediante un Unico bioensayo extractos y spots
activos de una manera rapida y eficiente, abre mayores
posibilidades de encontrar fuentes de compuestos con
actividad biolégica.

El enmascaramiento de compuestos quimicos es un
fenémeno conocido en el area de Productos Naturales, y
reducir su interferencia amplia las posibilidades de una

blsqueda exitosa de metabolitos bioactivos. Extractos crudos
o ligeramente purificados pueden ocultar compuestos de gran
importancia, cuya actividad no se manifiesta dentro de una
mezcla compleja de metabolitos.

Se puede proyectar a partir de esto, estudios tipo screening
en combinacion con ensayos bioautograficos, los cuales
informaran no solo la actividad biolégica de un extracto de
una fuente determinada, sino también los spots responsables
de la actividad.

=
S
=)
<
=
=1
[%¢]
D
=
=




=
S
(&)
<
=
=
7]
[<b)
>
[

VD Segundo Semestre 2013
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Produccion de trucha

Oncorhynchus mykiss es una de las especies mas importante en
la acuicultura mundial, ubicandose el afo 2009 en el 9™ lugar
con respecto a todas las especies de peces cultivadas y en el
segundo lugar dentro de los salmonideos, después del salmoén
del atlantico (FAO 2009). En el contexto internacional, Chile se
ubica como el primer productor mundial de trucha arcoiris, al-
canzando el ano 2011 alrededor de 225 mil toneladas, repre-
sentando un 35% de la produccién nacional de salmonideos
(Sernapesca 2011).

¢Trucha migrante o residente?

O. mykiss presenta una gran variacion fenotipica entre pobla-
ciones, existiendo una variedad de ciclo de vida migratorio y
otra con un ciclo de vida residente en agua dulce (Hershberger,
1982). La cepa migratoria conocida como steelhead (cabeza de
acero) se caracteriza por permanecer entre 1 a 3 afios en agua
dulce antes de comenzar el proceso de esmoltificacién y migrar
al mar (Folmar and Dickhoff 1988). La esmoltificacion es defi-
nida como el periodo pre-adaptativo, en el cual el pez desarro-
lla una capacidad hipo-osmoreguladora que le permite vivir en
condiciones marinas; este proceso de transformacién de parr-
smolt involucra una serie de cambios inter-relacionados, de tipo
morfolégicos, fisioldgicos y conductuales, que son expresados
bajo una sincronizacién interna (eje nervioso-endocrino) y exter-
na (Saunders and Harmon, 1990; McCormick et al. 1987). Los
factores externos que determinan este proceso son el fotoperiodo
gue actlia como sincronizador y la temperatura, que controla la
velocidad del proceso (Handeland et al. 2004). Por otro lado,
la variedad rainbow (arcoiris) de O. mykiss es de tipo residen-
te (presenta todo el ciclo de vida en agua dulce y no migra al
mar) y no experimenta el proceso de esmoltificacion (Hershber-
ger 1982). Sin embargo, para fines de cultivo intensivo y para
facilitar su produccion en centros de engorda ubicados en mary
estuario, en el pasado se realizé la domesticacién de la variedad
residente (Boeuf and Harache 1982), ademas de hibridaciones
entre las variedades rainbow y steelhead que facilitaran la adap-
tacion y tolerancia al agua de mar de los peces, independiente
a la estacién del afio. Una de las primeras cepas hibridas con
fines productivos fue la Donaldson, originada en la Universidad
de Washington alrededor de 1950.

Esto ayudd a promover el cultivo intensivo en el mar y estua-
rio, ademas de dar pie a la seleccion genética de nuevas cepas,
con énfasis en la seleccion de caracteristicas reproductivas y de
rapido crecimiento (Johnsson et al, 1994, Ireno et al, 2005),
adquiriendo todas estas cepas hibridas el nombre genérico de
“rainbow” o trucha arcoiris, sin ser cepas residentes puras.

Siembra de “trucha arcoiris” en condiciones marinas

Esta consensuado que la etapa de siembra desde el agua dul-
ce hacia los centros de engorda en mar y estuario constituye
un periodo critico en el ciclo productivo. Una buena adaptacién
de los peces a las condiciones marinas post-siembra es de vi-
tal importancia para la industria; peces bien adaptados y con
una buena tolerancia al agua de mar presentaran bajas tasas de
mortalidad, adecuadas tasas de alimentacién y de crecimiento
después del traslado. Por el contrario, cuando el pez no tiene una
buena adaptacién al mar presentaré fallas osmoreguladoras, que
se manifestaran en altas tasas de mortalidad post-traslado, bajas
tasas de alimentacién y bajas tasas de crecimiento, ademas de
un alto riesgo sanitario debido a un incremento en la suscepti-
bilidad a enfermedades (Folmar et al., 1988; McCormick and
Saunders, 1987; Hoar 1988). En condiciones productivas esta
baja tasa de crecimiento con respecto a peces bien adaptados al
agua de mar puede prolongarse hasta la cosecha de los ejem-
plares o bien ser detectada al momento de realizar una seleccién
de tamafio, involucrando en ambos casos pérdidas econémicas.

Al exponerse al agua de mar los peces presentan un episodio de
estrés hiper-osmatico agudo, experimentan un rapido incremen-
to en la concentracién de iones plasmaético y una subsecuente
deshidratacién de los tejidos (Bath and Eddy 1979). Como me-
dida compensadora, la pérdida de agua es contrarrestada por un
fuerte incremento en la tasa ingestién de agua y una caida en la
produccion de orina, debido a una disminucién en la filtracién
glomerular. Durante las primeras horas, la produccion de orina
puede reducirse a un 25%, estabilizdndose a un 1% después
de 4 horas (respecto a la produccion de orina en agua dulce).
Por otro lado, la tasa de ingestion de agua puede incrementarse
desde cero a 25 mL Kg-1, estabilizandose
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a niveles a 5 mL Kg-1 después de 8 horas post transferencia
(Hggdsen 1998). Sin embargo, estas medidas compensadoras
son soélo complementarias, ya que los proceso que le permite
al pez una buena adaptacién al agua de mar a largo plazo son
las modificaciones morfoldgicas vy fisiolégicas en los érganos os-
moreguladores, particularmente el incremento del nimero de
las células de cloruros en las branquias y el intestino, las que
son responsables de la eliminacién activa de sales (McCormick,
2001; McCormick and Bradshaw, 2006), existiendo un alto gra-
do de asociacion entre el incremento de la actividad enzimética
Na*K* ATPasa branquial (producto del incremento en tamafio y
ndmero de células de cloruro) y un aumento en la tolerancia al
agua de mar (McCormick, 2001).

Variables que afectan la adaptacion al agua de
mar en trucha arcoiris

Truchas de mayor tamafio estdn asociadas a una mayor sobre-
vivencia posterior a la exposicion al agua de mar. Para peces de
30g la mortalidad y las perturbaciones osmdticas incrementan
a partir de salinidades mayores a 15%., incrementando rapida-
mente la osmolaridad en el plasma a salinidades sobre 28%o
(Johnsson and Clarke 1988). Para peces entre 40 a 60 g la
tasa de crecimiento es méas baja a salinidades de 20 que a 8%o
(Jurs 1986). Para peces de 51 a 153 g la tasa de crecimiento
decrece con el incremento de la salinidad desde 10%0 a 20 y
35%o0 (McKay and Gjerde 1985). Por otro lado, se ha reportado
que peces entre 40 a 120 g pueden tolerar de forma directa
el traslado desde el agua dulce hacia salinidades de 26%o sin
signos visibles de estrés, sin embrago, pueden presentarse altas
mortalidades a bajas temperatura (1°C) (Finstad et al. 1988).
Sin embargo, la variedad steelhead y la variedad rainbow pueden
presentar diferente grado de asociacion entre el tamafio y lo tole-
rancia a la salinidad, el tamano minimo en la variedad steelhead
es menor que en la variedad rainbow y similar al tamafio minimo
registrado en el salmén del atlantico, por otro lado la variedad ra-
inbow requiere un tamafo minimo mayor, similar a otras especies
residentes como la trucha de arrollo (Figura 1).

Los salmonideos no-anadromos, no presentan o presentan muy
pocas de las caracteristica de la esmoltificacién asociadas a
cambios estacionales (fotoperiodo). No existe asociacién entre el

Figura 1. Relacién entre la edad de migracion hacia el mar y el tama-
fio minimo de tolerancia a la salinidad, para diferentes salmonideos.
Modificado de McCormick 1994; * el tamafo minimo para la variedad
rainbow fue tomado desde Johnsson and Clarke 1988.

ciclo estacional y la actividad Na*K* ATPasa branquial en peces
cultivados a una temperatura constante (McCormick and Naiman
1984). Esta falta de asociacién entre la estacionalidad y la ac-
tividad Na*K* ATPasa branquial es consistente tanto en trucha
arcoiris variedad residente como en los hibridos entre la variedad
steelhead y rainbow. Sin embargo, se mantiene un alto grado de
asociacion entre el incremento de la actividad enzimatica Na*K*
ATPasa branquial y la tolerancia al agua de mar (Johnsson et al.
1994). Bajo este escenario, se han utilizado diferentes estrategias
para mejorar la adaptacion al agua de mar en trucha arcoiris, in-
cluyendo tratamientos hormonales mediante cortisol y la hormona
del crecimiento (Madsen, 1990), aumentar el contenido de sal
en la dieta (Salman y Eddy, 1989), transferir gradualmente los
peces al agua de mar y aumentar progresivamente la condicion de
salinidad externa (Fuentes et al. 1997).

Aproximacion Genética

En los Ultimos afios el problema de la osmoregulacion en trucha
arcoiris ha tenido una aproximacion genética mediante el uso
de marcadores genéticos y la construccién de mapas genéticos,
los cuales representan una herramienta altamente efectiva para
comprender en mayor profundidad la base genética de los ras-
gos asociados a la osmoregulacién. Un Avance importante en
este tema ha sido la identificacién de QTLs (zonas del genoma
que controlan rasgos cuantitativos), los cuales son importantes
para conocer la base molecular de diversos rasgos, incluidos los
rasgos asociados a la esmoltificacion y osmoregulacion. Otros
QTLs previamente descritos en esta especie (alrededor de una
quincena) tienen que ver con otros rasgos, tales como, el peso
del cuerpo, la resistencia a enfermedades (IPNV y IHNV), la tole-
rancia a altas temperaturas, la fecha de desove y la maduracién
temprana (Araneda et al. 2008). En cuanto al conocimiento de
la base genética del proceso de esmoltificacién y osmoregula-
cion, sélo en los Ultimos afios se han producido avances impor-
tantes. En particular, Nichols et al. (2008) describen varios QTLs
que controlarian algunos rasgos morfolégicos relacionados con la
esmoltificacion, tales como, tasa de crecimiento, forma del cuer-
po, reflectancia de la piel (aspecto plateado o no plateado), factor
de condicién, y tipo de fenotipo (smolts 0 no smolts). Asimismo,
Le Bras et al. (2013) reportan la existencia de 6 QTLs asocia-
do a la osmoregulacién y que controlarian significativamente los
niveles de iones plasméticos en trucha arcoiris, especificamente
de cloruro y del ion sodio, cuya concentracién refleja el grado de
adaptacion de los peces cuando éstos son cultivados en un me-
dio hiperosmético (salinos). Otros trabajos indican la existencia
de un alto grado de heredabilidad de la esmoltificacion en trucha
arcoiris (Johnsson et al 1994), lo cual sugirié tempranamente
la presencia de un componente genético importante durante el
proceso de adaptacién al medio marino en esta especie, al igual
como se ha observado en otros salménidos. De este modo, la
base genética de la osmoregulacion en medios salinos en trucha
arcoiris dependeria de QTLs, los cuales en conjunto determina-
rian el complejo cambio fisioldgico y morfolégico que sufren los
peces durante este proceso. Ademas, este conocimiento tiene
proyecciones aplicadas, puesto que todavia no estéa claro por qué
algunas cepas de cultivo de trucha arcoiris no se adaptan bien
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Figura 2. Ejemplar de Oncorhynchus mykiss

durante su cultivo en el mar, lo cual se traduce en bajos rendi-
mientos productivos (alta mortalidad, bajo peso, etc.). En Chile
actualmente se utilizan alrededor de 5 cepas de trucha arcoiris
para la produccién. Sin embargo, todavia no esta claro su grado
de hibridacién desde el punto osmoregulador; cepas con mayor
componente genético de truchas migratorias (steeldhead) podrian

tener un comportamiento osmoregulador mas asociado a la esta-
cionalidad, en cambio cepas con mayor componente genético de
truchas residentes (rainbow) su comportamiento osmoregulador
podria estar mas asociado al tamafio (Jackson, 1981; Alexis et
al., 1984, Johnsson and Clarke 1988).

Tanto las cepas producidas en Chile como las importadas estan
asociadas a los nombres de los proveedores, desconociéndose
las caracteristicas genéticas y fisioldgicas asociadas a la osmo-
regulacion, que puedan permitir determinar anticipadamente su
capacidad osmoreguladora en estuario o mar. De este modo el
conocimiento de los factores que afectan la adaptacion al mar de
las distintas cepas de Oncorhynchus mykiss cultivadas en Chile
son de gran importancia para favorecer las condiciones sanitarias
y competitividad de la industria salmonicultora nacional.
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El Centro Regional de Estudios Ambientales (CREA) es una unidad de servicios de la Universidad Catélica
de la Santisima Concepcidn, creada para la generacién de investigacion cientifico-técnica y desarrollo de
estudios en el drea medio ambiental, como una respuesta a la creciente necesidad de las empresas de
la region y del pais, por contar con una oportuna asistencia, colaboracién y asesoria ambiental, que les
permita responder a los requerimientos internos corporativos y aquellos que exige la Autoridad Ambiental
en el pais.

Claudio Espinoza Mendoza, Ms Medio Ambiente

Los Programas de Vigilancia o Monitoreo Ambiental (PVA), son un conjunto de actividades

que se desarrollan periédicamente en el tiempo, con la finalidad de evaluar la variabilidad

espacial y temporal de la calidad ambiental de un ecosistema, de manera de estimar si el

normal funcionamiento de algtin Proyecto tiene alguna influencia sobre el medio receptor.

Dentro de la amplia gama de estudios que forman parte de estos PVA, se encuentran Muestreo correntometria en el
aquellos destinados a la evaluacidn tanto del medio natural como el socioeconémico y Golfo de Arauco.
cultural, ya que en conjunto entregaran informacion para la correcta toma de decisiones

orientadas a la conservacion y uso sostenible de los recursos naturales.

En este sentido, parte fundamental de estos PVA es la toma de informacion en terreno,

la cual debe ser recolectada por personal calificado, esto permite aplicar distintas

metodologias de analisis de la informacion, obteniendo conclusiones coherentes y

robustas, las cuales sentaran las bases para un buen manejo ambiental.

Muestreo del intermareal
en Constitucion.

Patricio Torres Ramirez, Bidlogo Marino.

El Centro Regional de Estudios Ambientales, ejecuta el Programa de Monitoreo del Ambiente Marino,
de Minera Escondida Limitada (MEL), desde el afio 2011, el cual se enmarca dentro de la politica
ambiental de ésta empresa.

Esta compafiia minera se dedica a la produccién de concentrado de cobre y se encuentra en opera-
ciones desde fines de 1990, con un puerto de carguio de concentrado de cobre ubicado al sur de la

Rl g ciudad de Antofagasta, en el sector de Puerto Coloso.

intermareal rocoso.

Este Programa de Monitoreo, entrega informacion de las condiciones ambientales en el drea de
influencia de la actividad de carguio de mineral en el sector de Punta Coloso.

El monitoreo se enmarca en diversas dreas del que hacer de la investigacion marina, entre ellas las
oceanogréficas, comunidades submareales de fondos blandos y duros, comunidades del intermareal,

. variables fisico-quimicas en agua, sedimento y organismos y un sequimiento de la Pesca Artesanal.
Actividad de muestreo submareal q LS yorg y g

fondos blandos. Sergio Figueroa A., Biélogo Marino.
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Elestudiode lascomunidades planctonicasesunaherramientaampliamenteutilizadaen ecologia
tanto en ambientes marinos como dulceacuicolas, ya que conforma la base de la trama peldgica
acudtica modulando los subsiguientes compartimentos hacia niveles mayores. La estructura
de estas comunidades representadas por pardmetros como presencia/ausencia, dominancia,
diversidad, riqueza y distribucion de ciertas especies, puede brindar valiosa informacién acerca
de posibles cambios que ocurren en los ecosistemas tanto en la escala espacial como temporal.
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El laboratorio de Estudios Plancténicos Ambientales (LEPA) es el encargado de identificar, Diversidad de copépodos
cuantificar y analizar las comunidades plancténicas asociadas a los proyectos ambientales (zooplancton).
desarrollados por el CREA-UCSC, tanto en agua dulce como en el océano. La importancia de

esta generacion de informacion es utilizar las comunidades plancténicas como indicadores

de variabilidad en los sistemas marinos costeros, estuarinos y dulceacuicolas. La informacién

generada se correlaciona con variables ambientales (temperatura, salinidad, oxigeno disuelto,

pH, etc.) para poder resolver mediante esta herramienta, las interrogantes que implican

proyectos industriales y el efecto que estos podrian tener sobre los ecosistemas aledafios.

Marcelo Pavez Carrasco, Doctor en Oceanografia. . .
Divrsas diatomeas (ftoplancton).
Pablo Gonzalez Salazar, Bidlogo Marino.

Los bioensayos son herramientas utilizadas en el estudio de los efecto de los agentes téxicos de
origen antropogénico en los ecosistemas acuicolas y terrestres. Estas pruebas de toxicidad permiten
realizar mediciones experimentales, del efecto de agentes quimicos o fisicos en sistemas bioldgicos,
estableciendo relaciones de concentracion-respuesta, bajo condiciones controladas en laboratorio.

Los biomarcadores se definen como una medida funcional de exposicion a agentes estresantes,
usualmente expresadas a través de medidas de nivel subcelular de organizacién bioldgica
(Adams et al., 2001). La importancia del desarrollo de estas técnicas es ser complemento de una
serie de analisis que permiten tener una vision mds global de la salud ambiental del ecosistema
que se estd impactando, teniendo, no solo los efectos agudos y mas visibles, sino también de
aquellos que pueden ser s6lo observados a través del un periodo de tiempo mds prolongado.

Especie de prueba para bioensayos
D. magna.

El laboratorio de Ecotoxicologia del CREA, ha desarrollado bioensayos y Biomarcadores
estandarizados y protocolarizados, segdn norma chilena y extranjera (US-EPA), con la finalidad
de evaluar la calidad ambiental y entregar una vision amplia de los potenciales efectos de los
residuos d origen antropogénico sobre los sistemas, tanto marinos como dulceacuicolas.

Los estudios de biodiversidad en Plantaciones forestales, realizados en la Cordillera de la Costa,
consideran la caracterizacion de Flora, Vegetacion y Fauna.

La flora corresponde a formaciones dominadas por especies arbéreas; tales como los bosques, otras
dominadas por hierbas y praderas arbustivas, como los matorrales.

Para los estudios de fauna, se analiza la composicién y distribucion de las diferentes taxa de vertebrados
terrestres existentes en un drea (aves, reptiles, anfibios, mamiferos,), considerando su relevancia Formacidn vegetal de

ecoldgica y categorias de conservacion. Asi, la dominancia de las diferentes unidades homogéneas de Bosque Nativo.
vegetacion es homologada a los distintos usos de suelo presentes en el drea de estudio.

Rodolfo Jerez Ruiz, Bidlogo.
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Red de observacion oceanogratica en linea:
HERRAMIENTA IMPRESCINDIBLE PARA EL
DESARROLLO SUSTENTABLE DE LA PATAGONIA

Universidad de Concepcion

www.sur-austral.udec.cl

La oceanografia actual estda avanzando en un proceso
similar al de la climatologia en términos de desarrollo de
modelos predictivos y de escenarios futuros. Para ello, se
requieren robustas y continuas observaciones en el tiempo,
la generacién de conocimiento para entender procesos
claves que ocurren en el ambiente marino y el desarrollo de
capacidades de diagndstico y prondstico oportuno.

Este desarrollo —aplicado en la Patagonia chilena- exige considerar
sus peculiares caracteristicas geogréficas y topograficas que
conforman un complejo sistema de islas, fiordos, bahfas y
canales. En total son 240.000 km? de superficie y 60.000 km
de borde costero distribuidos tanto en el continente como en
las més de 2.000 islas que conforman el archipiélago austral.

Figura 1. Mapa general de la Patagonia

(Figura 1).

Asimismo, existe un amplio rango de regimenes de marea con
amplitudes que pueden llegar hasta 8 m de altura y algunos
kildbmetros en el eje horizontal. A la enorme influencia de las
corrientes y vientos provenientes desde el océano Pacifico en
esa region, deben sumarse extraordinarios aportes de agua dulce
provenientes de los 10.000 mm anuales de precipitacion y la
permanente fusién de hielos de glaciares.

La investigacién oceanografica es vital para actividades
como la acuicultura, la pesca, el turismo, la navegacion y la
conservacion, todas altamente dependientes de los ecosistemas
acuaticos y que, crecientemente, requieren de informacion y
conocimiento para tomar decisiones -publicas y privadas- en pos
de su desarrollo y crecimiento sustentable.

Desde 2008, el Programa de Financiamiento Basal COPAS
Sur-Austral de la Universidad de Concepcién, financiado por
CONICYT, ha estado trabajando en las regiones australes, en
asociacion con instituciones como el Centro de Investigacién en
Ecosistemas de la Patagonia (CIEP) y el Servicio Hidrografico y
Oceanografico de la Armada de Chile (SHOA).

El Programa busca introducir a la oceanografia en la ecuacién
de toma de decisiones para contribuir al desarrollo econémico,
productivo y tecnoldgico de las regiones de Los Lagos y Aysén.
Dos actividades claves que apuntan a este objetivo son: la
conformacion de una red de observacion remota, en tiempo
real, de la oceanografia de canales y fiordos de la Patagonia
chilena; y el desarrollo de estudios ecosistémicos en zonas de
alta variabilidad ambiental asociados con aportes de agua dulce
en los fiordos patagonicos.

La observacion y captura de datos en ambientes marinos se
ha realizado mediante campafas oceanogréficas, utilizando
naves, equipamiento y personas altamente especializadas que
cubren escalas espaciales y temporales limitadas debido a la
extension del sustrato de estudio, las dificultades de acceso y
de conectividad, y los altos costos involucrados. La tecnologia
moderna, permite utilizar sistemas de observacion remota con
sensores climaticos y oceanograficos que capturan, registran,
almacenan, procesan y envian la citada informacion en tiempo
real a plataformas de trabajo y visualizacién.
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Figura 3. Estacion oceanografica instalada en
un centro de cultivo de la Regién de Aysén
(foto: gentileza Dr. Ivan Pérez, investigador del
Programa COPAS Sur-Austral y del Proyecto
INNOVA de CORFO, liderado por el CIEP.

Figura 2. Boya oceanografica y meteorolégica
instalada en canal Puyuhuapi, Regién de
Aysén. Programa COPAS Sur-Austral.

Recientemente, en el ambito de la acuicultura austral, el
monitoreo en linea, es decir, recolectar informaciéon ambiental
en tiempo real en los fiordos y canales de la Patagonia chilena,
ha surgido como una necesidad impostergable para la adecuada
sincronizacion entre el manejo productivo y las condiciones
ambientales (por ejemplo, los horarios de alimentacién).
Disponer de informacioén en tiempo real, construir y comprender
tendencias de comportamiento de algunas variables claves
(por ejemplo, temperatura y oxigeno disuelto) puede ayudar a
comprender otros procesos como las recurrentes emergencias
sanitarias. Esta situacién concité la implementacién de estrictas
medidas sanitarias para controlar la epidemia del virus ISA,
modificaciones de la normativa ya existente y la elaboracién de
nuevas regulaciones. La importancia de desarrollar sistemas de
monitoreo para el desarrollo sustentable de la acuicultura, se
refleja en una de las Ultimas modificaciones a la Ley General de
Pesca y Acuicultura, promulgada en Abril de 2010 que establece
en su articulo 87 ter:

“A fin de tener un control en linea de los parametros
ambientales de las agrupaciones de concesiones
acuicolas, éstas deberan disponer de una tecnologia

que registre y transmita, al menos, indicadores de
conductividad, salinidad, temperatura, profundidad,
corrientes, densidad, fluorescencia, turbidez segin
lo establezca el reglamento”.

La informacién y el conocimiento que se generen con los registros
continuos en el tiempo, permitiran -en el mediano y largo plazo-
tomar mejores y oportunas decisiones, aportando al disefio o re-
diseno de normativas ambientales, al establecimiento de zonas
y/o épocas de resguardo, a la estimacién de capacidad de carga
en acuicultura y de modelos productivos (cuénto es saludable
cultivar), a explicar procesos y relaciones causa-efecto y, con
el tiempo, la capacidad de configurar escenarios ambientales.

Figura 4. Observatorio oceanogréafico biogeoqui-
mico instalado en Cochamd, fiordo Reloncavi,
Regién de Los Lagos (imagen proporcionada
por Dr. Carlos Moffat, investigador del progra-
ma COPAS Sur-Austral y director del proyecto
FONDEQUIP AIC-45).

Sin duda que hoy enfrentamos el desafio de construir el primer
peldafio de los muchos que deben conformar una red de
monitoreo oceanogréfico en la Patagonia.

Aunando la experiencia adquirida en los primeros cinco anos
del Programa COPAS Sur-Austral y con la colaboracién del
Centro de Investigacién en Ecosistemas de la Patagonia CIEP,
los esfuerzos se han materializado en la implementacién de tres
tipos de plataformas de monitoreo: una boya oceanogréfica en
el canal Puyuhuapi (Figura 2), tres estaciones oceanograficas
instaladas en plataformas de empresas salmoneras con
sensores a 5 y 15 metros en la zona Jacaf-Puyuhuapi
(Figura 3) y un observatorio oceanografico bio-geoquimico
instalado en el fiordo Reloncavi (Figura 4).

Esta Ultima plataforma corresponde a una plataforma multi-
parametro (disefada para medir y registrar mdltiples variables
ambientales), modular (utiliza sensores de alta calidad y se
puede elegir qué variables ambientales del océano y/o la
atmoésfera se quieren medir) y comunicaciéon en tiempo real,
utilizando una red celular o una red satelital. Este observatorio
esté diseflado para tener la flexibilidad de ser utilizado en zonas
con distintos grados de conectividad, lo que asegura la recepcion
instantanea de datos incluso en lugares remotos.

Sistemas como los recientemente implementados por el
Programa COPAS Sur-Austral y financiados por FONDEQUIP
contribuyen a la conformacién de una plataforma o red de
observacion oceanogréfica — que en la medida que crezca -
permitird reforzar la configuracion de escenarios ambientales en
los cuales se desarrollan las principales actividades en la regién
Patagonica (acuicultura, pesca, turismo, transporte maritimo).

Esta es una “prueba del concepto”, escalable y usada en otros
lugares para la conformacion de la red de observacién remota en
tiempo real de canales y fiordos de la Patagonia chilena, ROP.
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Este observatorio —en etapa de marcha blanca- mide més de
una docena de variables oceanograficas y meteoroldgicas, in-
cluyendo temperatura del aire y del agua, velocidad del viento,
salinidad, oxigeno, turbidez, concentracién de clorofila y de ni-
trato, entre otros (ver Figura 5). Cada hora, el sistema transmite
estos datos via red celular, o en caso de que no haya conec-
tividad en ese lugar, utilizando una red satelital.

Los datos son recolectados y publicados posteriormente via una
plataforma web en servidores de la Universidad de Concepcion.
Por ejemplo, la Figura 6 muestra la variacion en la concentracion
de oxigeno (mL/L) y salinidad (PSU) entre el 9 de marzoy 29 de
junio de 2013, registrando importantes variaciones diarias y en
ciclos mareales. En la Figura 7 se muestra los registros de con-
centracion de clorofila (ug/L) y nitrato (uM) entre el 9 de marzo
y 22 de junio de 2013.

¢Para qué y a quién le sirven estos datos?

En la medida que dispongamos de series de tiempo lo suficiente-
mente extensas, podremos conocer tendencias, elaborar mode-
los, establecer escenarios y eventualmente predecir situaciones
indeseadas.

Ademés, conocer relaciones causa-efecto nos permitird dismi-
nuir la incertidumbre tanto en decisiones privadas (productivas,
econdmicas) como publicas (sustentabilidad, condiciones am-

bientales, bien comun). Y en la medida que se conforme una
red de observacion y monitoreo, mas robustos y Utiles seran los
modelos predictivos.

Por otro lado, los sistemas de observaciéon ambiental en la Pata-
gonia requieren enfrentar el desafio de construir plataformas que
sean resilientes a las adversas condiciones ambientales de la
region. Deben ser modulares, de modo que puedan configurarse
con distintos sensores y configuraciones de muestreo dependien-
do de los requerimientos locales, y que mantengan la capacidad
de medir en tiempo real.

En el corto plazo, el programa se ha planteado el desa-
fio de disefiar bases estandarizadas de datos e informa-
cion, incluyendo metadatos (informacién que acompa-
fla a los datos e.g. instrumento utilizado con ndmero de
serie) que permitan validar la informacién disponible.

Adicionalmente, los desafios de corto plazo involucran optimizar
los sistemas de transmision y almacenamiento seguro de la in-
formacion capturada por estas plataformas de observacién ocea-
nogréfica. Finalmente, el gran desafio para el Estado sera proveer
financiamiento basico para la mantencion y actualizacién tecno-
l6gica de estas plataformas. Sélo de esta forma se dispondré de
informacion confiable y oportuna para tomar decisiones con la
minima incertidumbre.

Figura 5. Despliegue de plataforma web con visualizacién de datos en linea, registrados y transmitidos desde la plataforma de observacion oceanogréfica
instalada en el estero Reloncavi, Regién de Los Lagos (imagen proporcionada por Dr. Carlos Moffat, investigador del programa COPAS Sur-Austral y

director del proyecto FONDEQUIP AIC-45).
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Figura 6. Registro continuo de oxigeno y salinidad en la plataforma de observacién instalada en el estero de Reloncavi, Regién de Los Lagos (imagen
proporcionada por Dr. Carlos Moffat, investigador del Programa COPAS Sur-Austral y director del proyecto FONDEQUIP AIC-45).

Figura 7. Registro continuo de clorofila y nitrato en la plataforma de observacién oceanografica instalada en el estero de Reloncavi, Region de Los
Lagos (imagen proporcionada por Dr. Carlos Moffat, investigador del programa COPAS Sur-Austral y director del proyecto FONDEQUIP AIC-45).

Programa COPAS Sur-Austral Director: Dr. Silvio Pantoja
Universidad de Concepcion  Teléfono: 41-2204520

www.sur-austral.udec.cl
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Apoyando la investigacion en acuicultura a

través de Microscopia Ldser de tltima generacion:
Centro de Microscopia Avanzada en la Region del Bio-Bio (CMA Bio-Bio)

Universidad de Concepcion
CHILE

Director Cientifico: Dr. Francisco Nualart S.

Gobierno de Chile

Directora Ejecutiva: Dra. Viviana Torres A.

contacto@cmabiobio.cl www.cmabiobio.cl

La microscopia laser confocal es una herramienta optica que
permite crear imagenes con alta resolucién espacial y temporal,
y en la acuicultura mundial ha sido ampliamente utilizada en
la deteccion de patégenos (@rpetveit et al. 2010, Lindell et al.
2012), en inmunologia (Svingerud et al. 2012) y estudios de
biofilms entre otros (Ali et al. 2013, Pantanella et al. 2013, Nithya
et al. 2010). En los ultimos afos nuevas tecnologias se han
sumado a la investigacién en acuicultura como es microscopia de
microdiseccién laser, FT-IR de microimagenes y citometria de flujo,
todas disponibles en el CMA Bio-Bio.

El CMA Bio-Bio es un proyecto que se genera el afio 2011 a raiz
de una iniciativa del Programa de Investigacién Asociativa (PIA)
de Conicyt. EI CMA Bio-Bio ofrece desde el 2012 servicios con
equipos de Ultima generacién en el area de la microscopia laser,
FT-IR y citometria de flujo, convirtiéndolo en un referente nacional.
Este Centro, con su nucleo de operacién en la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Concepcién, esta conformado por
un Director Cientifico, un Director Ejecutivo, ademas de un Comité
Cientifico Consultivo (perteneciente a diferentes universidades aso-
ciadas) y con personal técnico y administrativo. Por otro lado, el
CMA esta potenciado y apoyado por tres centros de microscopia
de nivel mundial: Universidad de Mélaga, Espafa, Universidad de
Hokkaido, Japdn y Universidad de Pittsburgh, USA.

La concentraciéon de varios equipos de microscopia laser en un
mismo lugar fisico permiten al CMA Bio-Bio prestar un servicio
Uinico en Latinoamérica ofreciendo una evaluaciéon microscépica
del més alto nivel como por ejemplo el estudio del funcionamiento
de organismos vivos normales o patoldgicos y el monitoreo/control
de patdgenos de importancia en salud humana, salud de plantas
(sector agroforestal) y salud de peces/moluscos (sector acuicola).
Ademas, permite el estudio de las alteraciones de materiales en
el area de madera y metales. En el ambito académico, el Centro
potencia fuertemente la formacién de recursos humanos de
pre y post-grado a través de seminarios, cursos y talleres. En la
misma linea permite establecer una red de laboratorios intra/inter
universitarios, abriendo nuevos espacios de interaccién cientifica
y tecnoldgica. En resumen, el CMA genera un polo de desarrollo
cientifico y tecnoldgico descentralizado y de alto nivel productivo,

siguiendo los lineamientos sugeridos por la OCDE.

SERVICIOS DE MICROSCOPIA LASER
Y CITOMETRIA DE FLUJO

Microscopio Confocal-Espectral
El CMA Bio-Bio cuenta con dos microscopios confocales marca

Microscopio Confocal Espectral/Dos Fotones LSM780 Zeiss.

Zeiss de Ultima generacién modelos LSM700 (lineas de laser
488, 550y 639 nm) y LSM780 (lineas de laser 405, 458, 488,
514, 561 y 633 nm). Este Ultimo posee ademas un laser infrar-
rojo pulsado que lo convierte en un microscopio multifotén, lo que
permite generar imagenes tridimensionales de tejido y estructuras
vivas de hasta 0.5 mm de grosor con resolucién subcelular. Por
otro lado, permite separacién espectral y la deteccion simultanea
sobre 10 marcadores fluorescentes no importando cuan traslapa-
dos estén sus espectros. EI CMA Bio-Bio recientemente presentd
un trabajo con esta tecnologia (Martinez 2013).

Algunos ejemplos del uso de la microscopia confocal en el area de
la acuicultura son el estudio y caracterizacién de biofilms formados
sobre ovas de peces y sobre estos mismos (Ali et al.2013,
Pantanella et al. 2013, Nithya et al. 2010) y en el estudio de
patégenos en salmoénidos (@rpetveit et al. 2010, Lindell et al.
2012).



=)
=
=
=)
=}
=
S
(5]

VD Primer Semestre 2013

Microscopio Laser de super-resolucion

ELYRA S.1 (SIM-SR), Zeiss
El poder resolutivo de un microscopio éptico es superado por
esta tecnologia doblando el poder de resolucién tanto lateral
como axial (100 y 350 nm, respectivamente). Esta tecnologia es
proporcionada por un microscopio laser que utiliza luz estructurada
(SIM-SR), que cuenta con dos laser de 488 y 561 nm, permitiendo
un andlisis de sUper-resolucion a dos colores, ideal para el anélisis
y estudio de finas estructuras celulares como la distribucion de
fibras de estrés y microfilamentos, estudios de colocalizacién de
marcadores proteicos, etc. Un estudio reciente en el CMA Bio-Bio
utilizando este microscopio define detalladamente la localizacién
de un transportador de vitamina C en neuronas (Salazar et al.
2013).

Microscopio Superresolucion Elyra Zeiss.

Microscopio para microdiseccion laser
LMD 7000, Leica
Esta técnica permite cortar y aislar microscépicamente un trozo de
muestra homogénea desde cualquier tipo de tejido heterogéneo.
La diseccion de la muestra se realiza a través de un potente laser
ultravioleta (diodo) de 349 nm controlado por un preciso sistema
oOptico libre de movimientos mecanicos. Las pequefias muestras
microdisectadas el usuario las puede utilizar para extraccién de
ARN, ADN vy/o proteinas para su analisis molecular respectivo. En
peces esta tecnologia se ha utilizado para identificar las células
del miocardio de Salmo salar L. que son infectadas con el virus
de miocarditis PMCV (Wiik-Nielsen et al. 2012), para estudios mo-

Microscopio de Microdiseccién Laser LMD7000.
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leculares de tumores (Lerebours et al. 2013) y expresién de genes
durante el desarrollo (Marin-Juez et al. 2013).

Citometro de Flujo Cell Sorter
BD FACSAria Il

La citometria de flujo permite el anélisis y caracterizacién simul-
tanea de particulas y/o células y sus subpoblaciones. El equipo
BD FACSAria Ill cell sorting permite ademéas la separacion y
purificacién simultdnea de hasta 4 poblaciones, con un rango de
tamafio que va de 0.2 a 50 um. El sistema 6ptico esta com-
puesto por 2 laser, 488 nm y 633 nm, teniendo la capacidad de
detectar 8 colores y 10 parametros (incluidos FSC y SSC). Posee
controles de calidad CST y Accudrop que nos aseguran que los
resultados son confiables. La citometria de flujo ha evolucionado
como herramienta estandar para un amplio rango de aplicacio-
nes en salud, microbiologia, agrociencia, acuicultura y calidad
de control en el campo industrial. En acuicultura se ha vuelto
importante la citometria de flujo como herramienta para esti-
mar con fiabilidad la cantidad de ADN por célula y, consecuen-
temente, la ploidia de los individuos testados (Martinez, 2005).
Otra aplicacion relevante de la citometria de flujo es determinar
el nimero de bacterias en el agua de tanques en acuicultura y
su identificacién con marcaje fluorescente especifico (Hibi et
al. 2008). También se ha utilizado en determinar la actividad
inmunoldgica de peces como indicador de toxicidad producida por
contaminantes ambientales (Harford et al. 2006).

Citémetro de Flujo Cell Sorter BD FACSAria Ill.

Microscopio FT-IR Spotlight 400 & Spectrum

Frontier, Perkin Elmer

El equipo FT-IR acoplado a un microscopio es un equipo de Ultima
generacion en el estudio de imagenes, es ideal en las areas de
materiales, farmacéutica, academia, forense, biomédica, y bioma-
teriales. Este equipo trabaja en el Infrarrojo Rango Medio (MID)
y Rango Cercano (NIR) lo que permite el estudio de una am-
plia gama de compuestos. El equipo Spotlight 400 trabaja en los
modos de operacion de Transmitancia, Reflectancia y modo ATR;
tiene un sistema dual de operacion y de deteccion DuetTM per-
mitiendo aumentar significativamente la obtencién de informacion
de los datos de espectros y de imagenes. Presenta un tamafo
variable de pixel de hasta 1.56 um con ATR, logrando iméagenes
excepcionales de las muestras. Métodos que emplean
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FT-IR se han desarrollado para medir pardmetros en sangre y otros
tejidos. Recientemente a través de FT-IR se han caracterizado los es-
pectros de hormonas esteroidales sexuales en hembras de esturio-nes
(Lu et al. 2010), lo que ha permitido estudios de madurez del ovario
durante vitelogénesis de este pez (Lu et al. 2011).

SERVICIO INFORMATICO

Enfocado en el refinamiento, interpretacion y cuantificacion
de las imagenes obtenidas por el usuario.

SERVICIOS DE ASESORIA TECNICA

Asesoria desde los conceptos basicos de la microscopia y sus
beneficios. Procesamientos de muestras a través de una sala
de cultivo celular y una sala de histologia para procesamiento
de tejidos por medio de criéstato y vibratomo.

Microscopio FT-IR Spotlight 400 & Spectrum Frontier.
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