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Para el sequndo semestre 2018, nos enfocamos en buscar temas
relevantes de investigacion para dos eventos importantes para la
Acuicultura en Chile. Entre ellos “Congreso Nacional de Acui-
cultura Arica mes de Septiembre y Feria Internacional del Sal-
mén AQUASUR Pto. Montt”. Para esta edicion nos enfocamos
en llevar los siguientes temas relacionados para la industria del
Salmén-Mejillon-Pesquera en materias de tecnologia, investi-
gacion I + D, Patologias, Innovacion Tecnoldgica, Micro algas
toxicas entre otros temas de interés para la industria salmén-
acuicola.

Seguimos manteniendo el cambio de fecha para cada edicion
semestral, para dar mds tiempo a nuestros panelistas estables,
proveedores e investigadores que estdn publicando para cada
edicién semestral. Lo que nos permite traerles temas actualiza-
dos en materia de investigacién para las dreas Salmén-acuicola,
Acuicultura, Bivalvos, Macroalgas y Pesqueria.

Esperamos al igual que en ediciones anteriores podamos apor-
tar articulos que sean de interés para usted. Como siempre que-
remos agradecer la variedad de articulos técnicos de extension
académicos y de empresas proveedoras de la industria salmon-
acuicola, que hacen un importante aporte para cada edicion se-
mestral. Consolidando la revista “Version Diferente” como un
medio escrito cientifico de extension de consulta diaria.

Seguimos en la biisqueda de informacidn técnica de importancia
en materia de investigacion para la industria salmon-acuicola,
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mitilicultora y pesquera entre otras. Recopilando informacion
cientifica de las zonas: norte-central-sur y austral de Chile. Para
esta edicion semestral llevamos los siguientes temas : “Toleran-
cia de Caligus rogercresseyi a los tratamientos de agua dulce *;
“ Melanina — Melanomacrdfagos — Melanosis “, Identificacién
morfoldgica y molecular de Microalgas Ictiotoxicas para salmo-
nes”; “Primer centro de cultivo de Truchas Arcoiris Region de
Arica y Parinacota”; “Produccion de Biofloc en Chile”; “Pla-
taforma para el despegue de Acuicultura en el Centro-Norte”;
“Bivalnet tramado que maximiza la produccién en el cultivo de
Mitilidos” ; Desarrollo de un Kit Multi-Locus para llevar a cabo
la identificacion de la especie de mejillones de importancia co-
mercial del género Mytilus” ; “Cultivo del Loco”; “Programa
de Acuicultura Pequeiia escala APE en Cultivos de Bivalvos y
Algas Pardas”; “Produccion de Biofilm en bacterias y su rela-
cion en enfermedades de peces”.

Al igual que en ediciones anteriores, usted podrd encontrar ma-
terias de consulta diaria como son: Fases Lunares, Tablas de
Mareas, Ferias Salmén-Acuicolas mundiales, Feriados Interna-
cionales y novedades en servicios y productos de los principales
proveedores de la industria.

Los invitamos a participar en nuestra préxima edicion primer
semestre 2019.
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Ferias Internacionales

2018

AQUASUR
17 al 20 Octubre 2018
Puerto Montt - Chile

Latin American of Caribbean Aquaculture
23 al 26 Octubre 2018 - Bogota, Colombia

Aqua Fisheries Myanmar
8 al 10 Noviembre - Yangon, Myanmar

Aqua Fisheries
14 al 15 Noviembre - Cambodia, Myanmar

Latin American & Caribbean Aquaculture
14 al 17 Noviembre - Havana, Cuba

2

AquaService

2019

Winter Fancy Food Show Moscone Center
13 al 15 Enero
San Francisco, California, Estados Unidos

Centro de exposiciones - BolognaFiere
16 al 17 Enero - Bolonia, Italy

International Green Week Berlin
18 al 27 Enero - Berlin, Alemania

BRAQCON Chennai India
23 al 25 Enero - Chennai, India

Sirha Eurexpo
26 al 30 Enero - Lyon, France

Upakovka, Expocentre Fairgrounds Moscow
29 Enero al 1 febrero - MoscU, Rusia

International Production & Processing
Expo (IPPE)

12 al 14 Febrero Georgia World Congress
Center, Atlanta, Estados Unidos

FoodAttraction
16 al 19 Febrero - Rimini, Italia

AgraMe - Dubai World Trade Centre
5 al 7 Marzo - Dubai, Emiratos Arabes
Unidos

AQUACULTURE 2019
6 al 10 Marzo
New Orleans, Louisiana, Estados Unidos

VIV Asia - Exhibition
13 al 15 Marzo - Bangkok, Tailandia

Arriendo de maquinaria y
equipos para la acuicultura

La mayor variedad de equipos e implementos para la
produccidn acuicola, con el mejor servicio de
respaldo.
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JULIO 12 19 27 06
22:48 hrs 15:52 hrs 16:20 hrs 03:51hrs
AGOSTO 11 18 26 04
05:58 hrs 03:49 hrs 07:56 hrs 14:18 hrs
SEPTIEMBRE 09 16 24 02
14:01hrs 19:15 hrs 22:52 hrs 22:37 hrs
OCTUBRE
. 08 16 24 02/31
23:47 hrs 14:02 hrs 12:45 hrs 05:45/12:40 hrs
NOVIEMBRE
07 15 23 29
DlClEMBRE 12:02 hrs 10:54 hrs 01:39 hrs 20:19 hrs
07 15 22 29
03:20 hrs 07:49 hrs 13:49 hrs 05:34 hrs

En hora Oficial de Chile Continental, Z + 4

Bombas para Peces 2

AquaService

AGUA 2020 « 4040 - 6060 « 1080 - 1210

Uso en agus dulce a Construida ea acero Inpxidable Dysefia ergandmico
sofade in sufrir daiios ¥ afencidn de afuminie amigable o las peces

Diomatro sl

Diamatrn antrada g LS B hl' r

Tamaila P 135 gra 1-18S grn 1- 300 grs |- 50 grs 1= 1800 grs

g e cescanga 851 [/min 1600 Limin 1B Win 5N [femin 500 Umin

Paces por bhoen” 3.5 ton/how 1.5 ton/hour 5.8 Ton/bowr 1B tonghow 20 tan fhe NMUEVA FISH PUMP AQUA 10BD
Allura iia transfarercia Mas Emin B mix B mix B mia ] " i

[istancia de trensferencia Max 200 mits 250 mis 50 mtx 250 mts 250 mita

Mator Fléctrica Zhp/ 15w | Ibp /220w | Shp/37kw | 20hp/15kw | 30hp /22w + Traniferencia de peces wivos @ comipnes

Simiristyy Blfcinco #20v3B0vac | FAvIBOVAL | ZOwEOVAL |  3ROVAC 380V AC « Pare congar sefeccionadonts p maguingt comtodaras
Bermba sutncebenta 075hp /1" 1hp /15" 1hp /15" 1hp/ 15" 1hp /15" + Fish Friendly.

Pasa Bomba 125 kg 135 kg 230 kg Sl kg S5y « Focrl wso en troagferencio de smolt y elevines

“La TGS (38 POCPS I FTRAR ENSUTAY O AT COTCACEEY ¥ AL O AT ITIAT O, L T VTR Y O3 B L0 DS O G Somian « Dismiaupe fo mortelided p Hempes usodes en frasvashe
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Feriados 201

www.qppstudio.net

Internacionales

Fuente: www.guiamundialdeviajes.com

www.web-calendar.org

CHILE CANADA EEUU NORUEGA JAPON ESCOCIA
Lunes 1 Enero Dia de Afio Nuevo ® o [ ) o [ ) ®
Martes 2 Enero 2 de Enero ®
Lunes 8 Enero Dia de la Entrada a la Edad Adulta )
Lunes 15 Enero Dia de Martin Luther King [ )
Domingo 11 Febrero Dia Nacional de la Fundacién ®
Miércoles14 Febrero Dia de San Valentin ®
Lunes 19 de Febrero Dia del Presidente [ ]
Martes 20 Marzo Equinocio Vernal )
Domingo 25 Marzo Dia de la Madre ®
Domingo 25 Marzo Domingo de Ramos [ ] [ )
Jueves 29 Marzo Jueves Santo [ )
Viernes 30 Marzo Viernes Santo [ ] [ ] [ )
Sabado 31 Marzo Sabado Santo ([} o o
Domingo 1 Abril Pascua de Resurreccion [ ) [ ) [ ) o
Martes 17 Abril Lunes de Pascua [ ) [ ]
Domingo 29 Abril Dia de Showa
Martes 1 Mayo Dia Internacional de los trabajadores ([} [ ) [ )
Jueves 3 Mayo Dia del Memorial de la Consitucion o
Viernes 4 Mayo Dia de la Naturaleza [ )
Sébado 5 Mayo Dia de la Infancia ®
Jueves 17 Mayo Fiesta Nacional de Noruega o
Domingo 20 Mayo Domingo Pentecostés [ ] [ )
Lunes 21 Mayo Lunes de Pentecostés @ o
Lunes 21 de Mayo Dia de las Glorias Navales @ [ J
Lunes 21 Mayo Fiesta de la Reina [ ]
Lunes 28 de Mayo Dia de los Caidos
Martes 29 Mayo Spring Bank Holiday o
Lunes 18 Junio Dia del Padre
Viernes 29 de Junio Dia de San Pedro y San Pablo [ )
Domingo 1 de Julio Dfa de Céanada )
Mifiercoles 4 de Julio Dia de la Independencia ®
Lunes 16 de Julio Dia de la Virgen del Carmen [ )
Lunes 16 Julio Dia de la Marina [ )
Martes 7 Agosto Summer Bank Holiday o
Miércoles 15 de Agosto Asuncion de la Virgen [ )
Lunes 3 de Septiembre Dia del Trabajo o [ )
Lunes 17 Septiembre Dia del Respeto a los Mayores [ )
Martes 18 de Septiembre Dfa de la Independencia de Chile
Miércoles 19 de Septiembre Dia de las Glorias del Ejército ®
Lunes 8 de Octubre Dia de Accién de Gracias ®
Lunes 8 de Octubre Dia de Colén ®
Lunes 8 Octubre Dia de la Salud y los Deportes o
Lunes 15 de Octubre Dia del Encuentro de Dos Mundos @
Séabado 27 de Octubre Dia de las Iglesias Protestantes y Evangélicas @
Jueves 1 de Noviembre Dia de Todos los Santos [ )
Sabado 3 Noviembre Dfa de la Cultura o
Lunes 12 de Noviembre Dia de los Veteranos [ ]
Domingo 11 de Noviembre Dfa del Recuerdo [ )
Jueves 22 de Noviembre Dia de Accién de Gracias ® @
Viernes 30 Noviembre Dfa de San Andrés o
Sébado 8 de Diciembre Inmaculada Concepcion o
Domingo 23 Diciembre Cumpleafios del Emperador ®
Martes 25 Diciembre Navidad [ ) ® o ® o
Miércoles 26 Diciembre San Esteban o [ ) Y
Lunes 31 Diciembre Nochevieja [ )
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Mareas

MAREAS Puerto Montt 201 8
o | pesto

DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA 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 0314 5.45 16 0346 6.23 01 0353 5.43 16 0447 5.88 01 0432 5.58 16 0546 5.08
0907 1.93 L 0950 1.05 MI 0954 2.00 J 1059 1.63 S 1048 1.98 D 1217 2.51
1518 5.98 1600 6.75 1558 5.70 1703 5.70 1649 5.29 1829 4.56
2145 1.73 2226 0.86 2221 1.85 2319 1,73 2303 2.07
02 0347 5.26 17 0433 5.99 02 0426 5ol 17 0535 5.50 02 0518 5.41 17 0030 2.82
L 0940 2.14 M 1039 1.35 J 1030 2.17 v 1151 2.09 D 1140 2.23 0708 4.81
1550 5.73 1647 6.31 1633 5.47 1756 5.14 1744 4.97 1357 2.69
2219 1.94 2313 1.22 2256 2.02 2357 2.38 2015 4.40
03 0423 5.08 18 0523 5.71 03 0505 5.22 18 0010 2082 03 0621 5.25 18 0217 2.98
M 1017 2.36 MI 1130 1.71 v 1112 2.32 ) 0636 EF v 1252 2.44 0846 4.84
1625 5.47 1738 .81 1715 5,25 1301 2.46 1906 4.71 1536 2.50
2255 2.12 2338 2.18 1910 4.71 2149 4.61
04 0503 4.93 19 0003 1.61 04 0553 5.17 19 0121 2.5¢ 04 0116 2.62 19 0350 2.77
MI 1058 2.54 J 0620 5.43 1205 2.46 D 0757 5,01 M 0748 5.20 MI 1001 5.12
1705 5.24 1230 2.08 1810 5.05 1436 2.7 1431 2.44 1638 2.12
2337 2.26 1838 5.33 2046 4.57 2051 4.74 2247 4.97
05 0550 4.85 20 0102 1.97 05 0032 2.34 20 0253 2.71 05 0259 2.59 20 0446 2.41
J 1147 2.67 v 0727 5.25 D 0656 5.1 0921 5od2 MI 0923 5.44 J 1053 5.48
1754 5.06 1344 2.33 1314 2:.53 1604 2.36 1608 2.06 1721 1.73
1951 4.99 1924 4.91 2210 4.75 2222 5.13 2327 5.32
06 0027 2.34 21 0212 2.21 06 0143 2.43 21 0412 2:5% 06 0428 2.18 21 0527 2.04
A 0647 4.87 S 0842 5.24 0811 5,29 M 1028 5.41 J 1041 5.93 1132 5.82
1248 2.71 1509 2.35 1439 2.44 1704 1.99 1717 1.48 1756 1.40
1856 4.97 2113 4.88 2052 4.95 2309 5,07 2327 5.69

07 0125 2.34 22 0327 2.26 07 0306 2.36 22 0507 2.26 07 0532 1.59 22 0001 5.63
S 0750 5.02 D 0952 5.41 M 0930 5:57 MI 1118 5.76 \ 1142 6.50 S 0601 1.70
1359 2.61 1624 2.15 1606 2.12 1748 1.65 1811 0.90 1206 6.10
2007 5.00 2225 5.01 2216 5.21 2351 5.38 1827 1.15
08 0231 2.24 23 0432 2.14 08 0426 2.08 23 0548 1.97 08 0019 6.23 23 0031 5.88
0855 5.31 L 1051 5.69 MI 1043 6.01 J 1157 6.06 S 0623 1.04 D 0632 1.41
1513 2.36 1721 1.85 1718 1.62 1824 1.37 1232 6.98 1238 6.30
2119 5.17 2322 5.24 2326 5.63 1857 0.46 1856 0.96
09 0337 2.02 24 0523 1.96 09 0532 1.65 24 0027 5.64 09 0103 6.63 24 0100 6.08
L 0957 5.70 M 1138 5.98 1146 6.51 v 0624 1.72 0709 0.63 L 0703 1.18
1622 1.98 1807 1.58 1817 09 1232 6.29 1317 7.25 1308 6.42
2227 5.45 1856 1.17 1938 0.23 1924 0.84
10 0440 1.73 25 0006 5.46 10 0024 6.07 2% 0059 5,63 10 0144 6.84 25 0129 6.22
M 1057 6.15 MI 0605 1.78 v 0629 1.20 S 0656 1,53 L 0751 0.44 M 0734 1.02
1724 1.52 1218 6.22 1240 6.96 1303 6.43 1358 7.27 1339 6.45
2330 5.77 1845 1.37 1908 0.65 1926 1.05 2017 0.24 1953 0.82
11 0539 1.41 26 0044 5.64 11 0115 6.43 26 0129 5.94 11 0222 6.84 26 0158 6.29
MI 1153 6.59 J 0641 1.66 S 0719 0.85 D 0727 1.40 M 0831 0.48 MI 0806 0.96
1822 1.08 1253 6.39 1329 7.24 1334 6.47 1436 7.05 1410 6.38
1919 1.25 1955 0.38 1955 1.02 2053 0.46 2023 0.89
12 0027 6.07 27 0118 5.75 12 0201 6.64 27 0158 6.00 12 0259 6.65 27 0228 6.29
J 0633 1.12 v 0714 1.58 D 0806 0.65 L 0757 1.34 MI 0909 0.73 0839 1.01
1247 6.95 1325 6.46 1415 7.31 1404 6.42 1513 6.65 1441 6.21
1915 0.72 1950 1.21 2038 0.33 2023 1.06 2128 0.84 2053 1.05
13 0120 6.29 28 0150 5.78 13 0243 6.66 28 0227 5.99 13 0334 6.33 28 0259 6.21
v 0725 0.91 S 0746 1.56 L 0849 0.65 M 0829 1.36 J 0947 1.12 v 0913 1.15
1338 7.17 1356 6.45 1457 7.14 1434 6.29 1550 6.13 1515 5.96
2006 0.51 2021 1.24 2119 0.48 2052 1.17 2202 1.33 2126 1.30
14 0211 6.40 29 0221 5.75 14 0324 6.52 29 0255 .93 14 0411 5.93 29 0332 6.06
0815 0.82 D 0817 1.60 M 0932 0.84 MI 0900 1.44 v 1027 1.60 S 0950 1.38
1427 7.22 1426 6.34 1538 6.78 1504 6.09 1629 5.56 1552 5.64
2054 0.47 2050 1.34 2158 0.81 2121 1.33 2239 1.86 2201 1.62
15 0259 6.38 30 0252 5.67 15 0405 6.24 30 0325 5.84 15 0452 5.49 30 0411 5.83
0903 0.86 L 0848 1.70 MI 1014 1.19 J 0933 1.58 S 1113 2.09 D 1033 1.69
1514 7.07 1457 6.17 1619 6.27 1535 5.65 1717 5.01 1637 5.26
2141 0.59 2120 1.48 2238 1.24 2151 1,55 2323 2.38 2245 2.00

31 0322 5.56 31 0356 5.72

M 0920 1.84 v 1008 1.76

1527 5.94 1609 5.58

2150 1.66 2224 1.79

MAREAS

Hacer ajuste de horario en los meses correspondientes - EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS
Gentileza del Servicio Hidrografico y Oceanogréfico de la Armada de Chile
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MAREAS Puerto Montt 2018

DIA

02

03
MI

10
MI

OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE

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
0500 5.54 16 0617 4.72 01 0118 2.43 16 0157 2.97 01 0227 2.05 16 0146 2.94
1129 2.04 M 1302 2.73 J 0743 5.25 v 0818 4.63 S 0843 5.46 D 0802 4.62
1737 4.87 1925 4.37 1426 2.04 1455 2.62 1512 1.75 1430 2.65
2344 2.40 2046 4.94 2110 4.61 2128 5.39 2050 4.69
0609 5.24 17 0126 3.04 02 0255 2.21 17 0317 2:7% 02 0342 1.78 17 0258 2.76
1249 2.32 MI 0757 4.64 v 0911 5.49 0926 4.83 D 0953 5.64 0907 4.77
1910 4.61 1447 2.65 1545 1.70 1552 2.35 1615 1.51 1527 2.44

2105 4.50 2159 537 2201 4.90 2228 5.73 2142 5.00
0115 2.66 18 0311 2.89 03 0408 1.74 18 0408 2/.40 03 0443 1.45 18 0355 2.43
0746 5.15 J 0922 4.84 S 1020 5.90 D 1015 5.12 L 1052 5.88 M 1002 5.04
1436 2.28 1558 2.34 1645 1.26 1633 2.03 1708 1.28 1616 2.15
2059 4.76 2209 4.81 2255 5.86 2240 5029 2319 6.06 2227 5.39
0305 2.50 19 0413 2.53 04 0505 1.23 19 0448 2.01 04 0535 1.16 19 0445 2.03
0923 5.43 A 1018 5.16 D 1114 6.31 L 1054 5.45 M 1141 6.08 MI 1050 5.36
1605 1.84 1644 1.98 1733 0.88 1708 1.69 1754 1.11 1701 1.82
2220 5.25 2251 5.16 2341 6.28 2314 .62 2311 5.82
0425 1.96 20 0455 2.13 05 0552 0.83 20 0525 1.60 05 0004 6.32 20 0532 1.60
1037 5.95 S 1100 5.50 1200 6.60 1130 5077 MI 0621 0.97 1137 5.68
1707 1.27 1720 1.63 1816 0.64 1742 1,37 1225 6.20 1746 1.50
2317 5.83 2325 5.49 2348 5:.9¢ 1835 1.05 2355 6.23
0523 1.34 21 0529 1.75 06 0023 6.57 21 0601 1,22 06 0044 6.45 21 0618 1.21
1132 6.49 D 1134 5.82 M 0635 0.59 MI 1207 6.05 J 0702 0.91 1224 5.96
1755 0.76 1751 1.32 1241 6.73 1817 1.09 1305 6.21 1831 1.23
2356 5.81 1855 0.57 1913 1.09
0003 6.34 22 0601 1.38 07 0101 6.69 22 0023 6.33 07 0121 6.47 22 0041 6.58
0610 0.81 L 1207 6.09 MI 0715 0.54 J 0639 0.90 A 0740 0.97 S 0706 0.89
1218 6.90 1821 1.05 1319 6.68 1245 6.25 1342 6.13 1312 6.14
1838 0.41 1931 0.66 1854 0.91 1947 1.23 1917 1.05
0044 6.70 23 0026 6.10 08 0137 6.64 23 0100 6.58 08 0156 6.38 23 0128 6.81
0653 0.47 M 0633 1.07 J 0752 0.67 v 0719 0.70 S 0816 1.13 D 0754 0.70
1300 7.09 1238 6.30 1355 6.50 1324 6.33 1417 5.98 1400 6.21
1917 0.27 1851 0.86 2005 0.89 1932 0.84 2020 1.44 2004 0.98
0123 6.86 24 0056 6.33 09 0211 6.47 24 0140 6.70 09 0229 6.21 24 0215 6.89
0733 0.36 MI 0706 0.83 v 0827 0.92 S 0801 0.64 0849 1.36 L 0842 0.65
1338 7.06 1311 6.41 1430 6.21 1407 6.27 1451 5.76 1448 6.17
1953 0.34 1922 0.75 2037 1.21 2013 0.91 2052 1.68 2052 1.03
0158 6.82 25 0128 6.49 10 0244 6.20 25 0222 6.68 10 0301 5.98 25 0304 6.82
0810 0.47 J 0741 0.70 s 0901 1,25 D 0845 0.73 L 0923 1.62 M 0931 0.74
1414 6.82 1345 6.41 1504 5.87 1451 6.09 1525 5.50 1538 6.03
2027 0.60 1955 0.76 2109 1.58 2057 1.10 2124 1.96 2142 1.17
0233 6.61 26 0201 6.55 11 0316 5.87 26 0307 6.52 11 0334 5.71 26 0354 6.61
0846 0.75 \ 0817 0.71 D 0936 1.63 L 0933 0.94 M 0957 1.91 MI 1022 0.95
1449 6.45 1421 6.28 1540 5.49 1540 5.81 1601 5.21 1630 5.82
2100 0.99 2030 0.90 2142 1.97 2145 1.38 2159 2.25 2234 1.40
0306 6.28 27 0237 6.48 12 0352 5,51 27 0357 6.24 12 0410 5.41 27 0446 6.28
0921 1.14 S 0856 0.85 L 1014 2.01 M 1026 1,25 MI 1036 2.20 1115 1.23
1524 5.99 1500 6.04 1621 5.10 1635 5,48 1642 4.93 1725 5.58
2132 1.45 2108 1.16 2221 2:36 2240 1.69 2238 2.53 2330 1.67
0339 5.88 28 0315 6.29 13 0434 5:15 28 0455 5.90 13 0451 5.10 28 0544 5.89
0958 1.60 D 0938 1.11 M 1101 2.37 MI 1127 1.56 J 1121 2.46 v 1212 1.54
1601 5.50 1543 5.69 1712 4.74 1739 521 1732 4.67 1827 5.37
2206 1.94 2149 1.50 2310 2.70 2345 1.98 2327 2.78
0417 5.46 29 0400 6.00 14 0530 4.82 29 0604 5.60 14 0543 4.82 29 0035 1.94
1039 2.05 L 1027 1.47 MI 1205 2.6 J 1238 1.80 A 1216 2.66 S 0649 5.52
1646 5.01 1634 5.30 1824 4.48 1855 5.06 1834 4.51 1317 1.81
2248 2.42 2240 1.90 1937 5.26
0505 5.05 30 0456 5.64 15 0022 2:95 30 0103 212 15 0030 2.94 30 0150 2.11
1135 2.47 M 1128 1.84 J 0649 4.61 v 0722 5.42 s 0648 4.64 D 0803 5.26
1749 4.59 1741 4.93 1333 275 1356 1.87 1323 2.73 1428 1.96
2347 2.83 2347 2.27 1954 4.43 2015 5,13 1946 4.52 2052 5.30
31 0610 5.33 31 0312 2.09
MI 1250 2.09 0921 5.20
1911 4.76 1541 1.95
2201 5.51

MAREAS DALCAHUE Hacer sgtes. correcciones: Sumar 27 minutos a la hora pleamar / Sumar 27 minutos a la hora bajamar
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MAREAS Puerto Chacabuco 2018
S s

DIA HORA ALTURA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA HORA ALTURA DIA HORA ALTURA HORA ALTURA
H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS H.M. METROS
01 0325 2.06 16 0353 2.34 01 0408 2.09 16 0518 2638 01 0513 2.30 16 0638 2.39
D 0900 0.89 L 0929 0.52 MI 0947 0.94 J 1107 0.82 S 1120 0.90 D 1320 0.99
1524 2.54 1558 2.81 1606 2.28 1729 2.28 1731 1.98 1932 1.85
2152 0.74 2219 0.36 2225 0.79 2334 0.80 2325 0.88
02 0359 1.98 17 0448 2.27 02 0453 2.08 17 0615 2:33 02 0608 2.29 17 0102 1.19
L 0929 0.97 M 1021 0.68 J 1035 1.01 A 1220 0.96 D 1235 0.94 L 0741 2.35
1556 2.41 1650 2.62 1653 2.14 1840 2.08 1845 1.87 1443 0.99
2225 0.84 2311 0.56 2309 0.88 2051 1.82
03 0439 1.92 18 0545 2.22 03 0545 2.08 18 0038 0.98 03 0032 0.98 18 0215 1.24
M 1004 1.07 MI 1121 0.86 v 1138 1.08 S 0717 232 L 0713 2.31 M 0847 2.35
1633 2.27 1750 2.41 1754 2.00 1347 1.01 1404 0.89 1548 0.92
2304 0.93 2000 1.96 2009 1.83 2206 1.86
04 0527 1.89 19 0011 0.75 04 0007 0.96 19 0152 1.09 04 0152 1.01 19 0318 1.22
MI 1051 1.16 J 0646 2.20 S 0645 2.11 D 0825 2-35 M 0826 2.38 MI 0947 2.38
1721 2.14 1237 0.99 1302 1.09 1511 0.95 1523 0.73 1636 0.84
2356 1.01 1901 2.23 1910 1.91 2122 1.94 2133 1.90 2259 1.95
05 0625 1.89 20 0122 0.89 05 0121 1.00 20 0259 1.11 05 0305 0.95 20 0412 1.17
J 1202 1.23 v 0754 2.22 D 0753 2.18 L 0930 2.42 MI 0936 2.51 J 1037 2.43
1826 2.02 1405 1.02 1433 0.99 1615 0.84 1622 0.54 1714 0.75
2020 2.12 2032 1.89 2232 1.99 2242 2.04 2338 2.04
06 0107 1.04 21 0234 0.95 06 0233 0.97 21 0354 1.07 06 0407 0.83 21 0458 1.09
v 0733 1.94 S 0903 2.32 L 0903 231 M 1025 2,91 J 1036 2.68 \ 1119 2.47
1338 1.22 1528 0.94 1545 0.80 1702 0.73 1711 0.35 1747 0.68
1944 1.96 2141 2.09 2152 1.85 2322 2.07 2334 2.21
07 0220 1.00 22 0333 0.94 07 0333 0.88 22 0443 1.01 07 0503 0.67 22 0010 2.13
S 0845 2.05 D 1005 2.46 M 1005 2.48 MI 1111 2:59 \ 1130 2.84 S 0539 1.00
1504 1.09 1632 0.80 1641 0.58 1741 0.64 1756 0.19 1156 2.50
2103 1.97 2249 2.14 2257 2.07 1817 0.60
08 0318 0.91 23 0424 0.90 08 0428 0.76 23 0001 2.14 08 0019 2.38 23 0039 2.21
D 0947 2.22 L 1056 2.60 MI 1058 2.67 J 0525 0.95 S 0554 0.51 D 0615 0.90
1608 0.88 1722 0.66 1728 0.36 1150 2.64 1219 2.96 1229 2.53
2213 2.04 2340 2.20 2348 222 1815 0.58 1839 0.09 1846 0.54
09 0407 0.79 24 0510 0.84 09 0519 0.61 24 0034 2.20 09 0101 2.52 24 0106 2.28
L 1038 2.43 M 1140 2.71 J 1148 2,95 v 0604 0.89 D 0643 0.39 L 0649 0.80
1659 0.64 1803 0.56 1813 0.19 1225 2.66 1306 3.01 1302 2.54
2311 2.15 1847 ©.53 1922 0.06 1914 0.49
10 0453 0.66 25 0020 2.26 10 0033 2:39 25 0104 2:23 10 0144 2.61 25 0134 2.36
M 1123 2.64 MI 0552 0.79 A 0609 0.48 s 0639 0.84 L 0730 0.34 M 0723 0.71
1745 0.41 1218 2.77 1235 2.99 1257 2.66 1351 2.97 1334 2.53
1840 0.49 1857 0.07 1917 0.51 2005 0.11 1945 0.46
11 0000 2.26 26 0055 2.28 11 0117 2.45 26 0132 2.25 11 0228 2.65 26 0205 2.42
MI 0539 0.54 J 0630 0.76 ) 0656 0.38 D 0711 0.80 M 0817 0.37 MI 0758 0.63
1208 2.82 1253 2.79 1322 3,05 1327 2,63 1435 2.84 1408 2.48
1829 0.23 1915 0.47 1941 0.03 1946 0.50 2047 0.22 2017 0.45
12 0045 2.35 27 0127 2.27 12 0200 2,51 27 0201 2.26 12 0314 2.64 27 0239 2.48
J 0625 0.43 v 0704 0.76 D 0743 0.34 L 0743 0.77 MI 0905 0.46 J 0836 0.59
1252 2.96 1325 2.76 1407 3.04 1358 2.58 1521 2.64 1445 2.40
1913 0.10 1947 0.48 2025 0.07 2015 0.51 2129 0.40 2051 0.48
13 0129 2.41 28 0157 2.24 13 0246 2:51 28 0230 2.28 13 0402 2.60 28 0316 2.51
v 0711 0.37 S 0736 0.77 L 0829 0.38 M 0816 0.75 J 0956 0.61 \ 0919 0.60
1337 3.04 1355 2.71 1452 2:93 1430 2:52 1611 2.40 1526 2.27
1958 0.06 2017 0.52 2110 0.19 2045 ©.53 2212 0.61 2127 0.55
14 0214 2.42 29 0227 2.20 14 0334 2.48 29 0303 2:29 14 0450 2.53 29 0359 2.52
S 0756 0.35 D 0806 0.80 M 0916 0.49 MI 0852 0.75 v 1053 0.77 S 1006 0.65
1423 3.03 1424 2.63 1539 279 1505 2.42 1708 2.17 1614 2.12
2043 0.10 2047 0.57 2155 0.36 2118 0.58 2258 0.84 2208 0.67
15 0302 2.40 30 0257 2.15 15 0425 2.43 30 0341 2.30 15 0542 2.45 30 0446 2.50
D 0842 0.40 L 0836 0.83 MI 1008 0.65 J 0933 0.78 S 1200 0.91 D 1103 0.73
1509 2.96 1454 2.53 1629 2:52 1544 2:29 1816 1.97 1714 1.97
2130 0.20 2117 0.63 2242 0.57 2154 0.66 2352 1.05 2256 0.81
31 0329 2.12 31 0424 2:30
M 0909 0.88 A 1021 0.83
1527 2.42 1631 2,13
2149 0.71 2235 0.76
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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 0539 2.46 16 0003 1.22 01 0054 1.02 16 0131 1.40 01 0156 1.00 16 0204 1.36
L 1212 0.79 M 0649 2.32 J 0732 2.47 v 0756 2.10 S 0823 2.42 D 0808 1.97
1828 1.85 1359 1.04 1431 0.68 1516 1.06 1506 0.67 1504 1.07
2358 0.96 2004 1.74 2048 1.94 2136 1.79 2130 2.15 2128 1.93
02 0643 2.42 17 0117 1.32 02 0217 1.01 17 0257 1.3% 02 0315 0.93 17 0325 1.24
M 1336 0.79 MI 0752 2.25 v 0846 2.50 S 0906 2.08 D 0935 2.43 L 0922 1.98
1950 1.82 1511 1.02 1536 0.58 1600 0.98 1601 0.60 1548 0.96
2123 1.76 2158 2.09 2228 1.92 2230 2.34 2217 2.09
03 0120 1.03 18 0233 1.34 03 0330 0.90 18 0401 1,25 03 0423 0.78 18 0421 1.05
MI 0757 2.44 J 0858 2.23 S 0954 2057 D 1006 2012 L 1040 2.46 M 1023 2.05
1459 0.69 1602 0.96 1628 0.47 1635 0.88 1649 0.54 1626 0.84
2113 1.90 2227 1.85 2254 2.28 2305 2.07 2320 2.55 2257 2.28
04 0240 0.99 19 0338 1.29 04 0433 0.74 19 0449 1.08 04 0521 0.61 19 0506 0.83
J 0910 2.52 A 0956 2.24 D 1055 2.65 L 1056 2.19 M 1138 2.51 MI 1113 2.14
1601 0.54 1641 0.87 1714 0.37 1706 0.76 1734 0.49 1703 0.71
2223 2.05 2310 1.96 2341 2.49 2336 2.24 2333 2.48
05 0348 0.87 20 0431 1.20 05 0529 0.58 20 0529 0.89 05 0004 2.74 20 0546 0.60
v 1015 2.65 s 1045 2.28 L 1149 2.70 M 1138 227 MI 0611 0.46 J 1157 2.23
1651 0.38 1714 0.78 1757 0.31 1738 0.64 1227 2.53 1742 0.59

2316 2.24 2342 2.09 1817 0.46
06 0447 0.71 21 0514 1.07 06 0025 2.68 21 0007 2.41 06 0046 2.88 21 0010 2.67
S 1112 2.78 D 1126 2.34 M 0620 0.44 MI 0607 0.69 J 0658 0.37 v 0626 0.40
1736 0.25 1743 0.68 1238 2.71 1217 2.34 1312 2.51 1239 2.30
1839 0.29 1812 0.53 1859 0.47 1822 0.49
07 0001 2.43 22 0010 2.21 07 0107 2.81 22 0039 2.58 07 0127 2.94 22 0049 2.82
D 0541 0.54 L 0552 0.92 MI 0709 0.36 J 0645 0.50 v 0741 0.34 S 0707 0.25
1203 2.87 1203 2.40 1323 2.66 1255 2.38 1353 2.45 1320 2.34
1819 0.17 1813 0.59 1921 0.32 1847 0.45 1939 0.52 1904 0.42
08 0044 2.59 23 0038 2.34 08 0149 2.89 23 0113 2.72 08 0206 2.93 23 0131 2.93
L 0631 0.42 M 0628 0.76 J 0755 0,39 v 0724 0.36 S 0823 0.38 D 0750 0.16
1251 2.89 1238 2.44 1407 2656 1334 2.38 1433 2.35 1403 2.35
1901 0.15 1843 0.50 2001 0.41 1925 0.40 2016 0.60 1947 0.39
09 0126 2.71 24 0107 2.47 09 0230 2.89 24 0151 2.82 09 0243 2.87 24 0214 2.96
M 0719 0.35 MI 0703 0.61 v 0841 0.40 S 0806 0.28 D 0904 0.47 L 0835 0.15
1336 2.83 1313 2.46 1451 2.41 1415 2.34 1511 2.22 1449 2.31
1943 0.19 1915 0.43 2040 0.54 2004 0.40 2050 0.73 2031 0.42
10 0209 2.78 25 0139 2.58 10 0311 2.83 25 0232 2.86 10 0319 2.75 25 0300 2.93
MI 0806 0.36 J 0741 0.50 S 0926 0.50 D 0850 0.27 L 0943 0.61 M 0922 0.21
1421 2.70 1350 2.44 1534 2.24 1500 2.26 1550 2.08 1540 2.25
2024 0.30 1949 0.40 2117 0.70 2046 0.46 2122 0.87 2117 0.51
11 0253 2.78 26 0214 2.67 11 0350 273 26 0316 2.84 11 0352 2.60 26 0347 2.84
J 0854 0.43 v 0821 0.43 D 1011 0.65 L 0938 0,33 M 1021 0.76 MI 1012 0.33
1506 2.51 1429 2.37 1620 2.07 1551 2.16 1629 1.95 1635 2.17
2104 0.46 2026 0.42 2153 0.87 2130 0.57 2153 1.01 2206 0.65
12 0337 2.74 217 0253 2.71 12 0429 2.59 27 0404 2.76 12 0425 2.45 27 0439 2.70
A 0943 0.55 s 0904 0.42 L 1059 0.81 M 1030 0.43 MI 1101 0.91 J 1106 0.49
1554 2.30 1512 2.25 1709 1.91 1650 2.06 1713 1.85 1736 2.12
2144 0.66 2105 0.49 2228 1.04 2220 0.71 2225 1.15 2303 0.81
13 0421 2.65 28 0336 2.70 13 0509 2.45 28 0457 2.66 13 0501 2.29 28 0538 2.54
s 1035 0.70 D 0952 0.48 M 1151 0.96 MI 1129 0.56 J 1146 1.04 v 1208 0.64
1647 2.09 1601 2.12 1803 1.79 1756 1.99 1803 1.78 1839 2.09

2225 0.87 2147 0.61 2307 1.20 2319 0.87 2306 1.28
14 0506 2.54 29 0423 2.65 14 0553 2.30 29 0559 2.54 14 0546 2.14 29 0014 0.94
D 1133 0.86 L 1046 0.57 MI 1256 1.07 J 1239 0.66 v 1248 1.12 S 0645 2.39
1746 1.92 1702 1.99 1904 1.72 1905 1.97 1904 1.76 1320 0.75
2308 1.06 2235 0.77 1947 2.13
15 0554 2.43 30 0516 2.57 15 0003 1.34 30 0033 0.98 15 0020 1.37 30 0138 1.00
L 1240 0.98 M 1151 0.66 J 0648 2.18 v 0709 2.46 S 0649 2.02 D 0800 2.28
1852 1.80 1813 1.89 1413 1.11 1358 0.70 1404 1.13 1432 0.79
2336 0.92 2019 1.72 2018 2.02 2019 1.81 2059 2.24
31 0619 2.50 31 0303 0.94
MI 1309 0.72 L 0918 2.24
1929 1.87 1532 0.77
2203 2.41

Hacer ajuste de horario en los meses correspondientes - EL TIEMPO EMPLEADO CORRESPONDE AL MERIDIANO 60 W. ZONA + 4 HORAS
Gentileza del Servicio Hidrogréfico y Oceanogréfico de la Armada de Chile




VD Segundo Semestre 2018

Maximiza los
ahorros de tu
negocio mientras
cuidas el medio
ambiente.

— (eneracion, Cogeneracion y
Trigeneracion

— (Central Térmica Ultra Eficiente

— Bombas de Calor

— (Generacién y Manejo de Vapor

— GLP

— Suministro Eléctrico

Visitanos en

www.abastible.cl

Para mas Informacion escribenos a

< solucionesenergeticas@abastible.cl

#» abastible




=
S
=)
<
=
=
172]
5]
=
=

VD Segundo Semestre 2018

Tolerancia de Galigus rogercresseyi

LIBERTAS CAPITUR

Conocimiento y Naturaleza

rresponden a pesticidas que fueron inicialmente desarrolla-

dos para el control de parésitos en la ganaderia. Todos tie-
nen efectos adversos para el ambiente acuéatico si no son usados
apropiadamente. Estos pesticidas deben tener la propiedad de
matar al parasito, sin provocar toxicidad en el hospedador y de-
ben ser inocuos para el medio ambiente, a las concentraciones
y periodos de aplicacién recomendados por los laboratorios que
desarrollaron el producto. El mal uso de estos productos pueden
provocar problemas en el ambiente acuético y en los organismos
que habitan en las zonas circundantes si ho son usados apro-
piadamente (Wang et al., 2011, Kumar et al., 2011; Ait et al.,
2011; Shen et al., 2012).

‘ 0s productos utilizados para el control del piojo de mar, co-

Uno de los grandes problemas que se han evidenciado en Chile
y en otros paises, es la pérdida de sensibilidad del piojo de mar
frente al uso repetitivo de un mismo producto (Jones et al.,
1992; Denholm et al., 2002; Sevatdal & Horsberg 2003; Bravo
et al., 2008b), por lo que en el Gltimo tiempo la investigacion ha
estado dirigida a buscar métodos alternativos a los farmacologi-
cos, entre los cuales se destacan los tratamientos con banos de
agua dulce.

La salinidad ha mostrado tener un efecto importante sobre la
sobrevivencia del piojo de mar, principalmente para los estadios
de vida libre (nauplius y copepoditos), lo que ha llevado a que
algunos centros de cultivos sean localizados en zonas estuarinas
para evitar las infestaciones por estos paréasitos. Es asi que para
Lepeophtheirus salmonis, parasito que infecta a los salmones
en el hemisferio norte, se ha reportado una mayor tasa de creci-
miento y una mayor tasa de asentamiento a salinidad de 34 %o
comparado con salinidad de 24%. (Tucker et al., 2000). La sa-
linidad también ha mostrado afectar la eclosién de los huevos y
el desarrollo de los estados de vida libre en L. salmonis (Wootten
et al., 1982). Johnson & Albright (1991) encontraron que los
estados de nauplius no se desarrollan a salinidad menor a 15%o
y que a salinidad menor a 25 %o se obtuvieron nauplius menos
activos, observandose mortalidad y problemas de muda en los
copepoditos. En British Columbia ha sido reportado que las lar-
vas de L. salmonis no alcanzan el estado infeccioso a salinidad
menor a 30%o (Brooks, 2005). Pike & Wadsworth (1999) re-

Sandra Bravo®' Verénica Pozo!' Maria Teresa Silva?
!Universidad Austral de Chile
2Universidad San Sebastian

portaron que ejemplares adultos de L. salmonis mueren a salini-
dad menor a 12%.. Aun cuando la sobrevivencia de L. salmonis
mejora a salinidad entre 20%o y 25%eo, €l desarrollo de los co-
pepoditos permanece bajo a salinidad menor a 30%o.. Por otro
lado, Heuch et al. (1995) reportaron que los copepoditos de L.
salmonis evitan sectores con salinidad menor a 20%o.

Para el caso de Caligus rogercresseyi, en estudios realizados pre-
viamente en condiciones controladas de laboratorio (Bravo et al.,
2008a), se report6 que los ejemplares adultos no logran sobrevi-
vir por méas de 30 minutos en agua dulce (0%o). A 15%e. se re-
porté una sobrevivencia de 20% a las 24 horas de exposicién en
parasitos colectados desde zonas con alta salinidad (>25%o),
en comparacién al 80% de sobrevivencia registrado en parasitos
colectados desde zonas altamente influenciadas por agua dulce
(<25%o), incidiendo en la intensidad de infestacion

Considerando la sensibilidad mostrada por el piojo de mar a la
baja salinidad, se realizaron estudios de tolerancia de C. roger-
cresseyi al agua dulce (Bravo et al., 2015) en centros de cul-
tivos localizados en el area de Calbuco, Region de Los Lagos
(41°44'LS; 73°09'LW). EI primer estudio se efectudé en un cen-
tro de cultivos en el cual la salinidad fue de 26%e.. El segun-
do estudio se realizé en un centro de cultivos con salinidad de
30%o.
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Figura 1: Sobrevivencia (= error estandar) de ejemplares adultos de Ca-
ligus rogercresseyi expuestos a agua dulce (0%eo).



Los resultados arrojados por el primer estudio mostraron que los
ejemplares adultos de C. rogercresseyi sometidos a desafios con
agua dulce, sin el hospedador, lograron la inconsciencia a los 30
minutos de exposicién. Sin embargo, al ser retornados los para-
sitos inconscientes a agua de mar fresca (26%o), se registrd un
93% de recuperacion en los machos; 73% en las hembras con
saco y 100% en las hembras sin saco (Fig. 1).

Los resultados obtenidos en el estudio dirigido a evaluar la tole-
rancia de C. rogercresseyi parasitando a trucha arcoiris (Oncor-
hynchus mykiss), sometidas a tratamientos con bafios de agua
dulce, mostraron una efectividad del 57% en la reduccién de
adultos totales a salinidad de 0%o; 49% con salinidad de 5%o y
15% con salinidad de 8%o.. La mayor eficacia para las tres con-
centraciones se registré para los machos (75%), resultando mas
tolerantes las hembras a la menor salinidad, registrandose una
eficacia de 41% (Fig.2).
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Figura 2: Eficacia (+ error estandar) de tratamientos con agua dulce
para el control de Caligus rogercresseyi (0%o; 5%o y 8%o).

Los resultados arrojados por el segundo estudio, en el cual se so-
metieron a desafio a machos y hembras de C. rogercresseyi sin
hospedador, mostraron 100% de mortalidad a 0%o y 100% de
sobrevivencia a 30%o a las 24 h de exposicion. La sobrevivencia
de las hembras fue de 45% y 20% para los machos mantenidos
a 15 %o expuestos por 24 horas, en tanto que a 20%o se registrd
60% de sobrevivencia para hembras y 65% para machos (Fig.3).
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Figura 3: Sobrevivencia de machos y hembras de Caligus rogercresseyi
expuestos a diferentes gradientes de salinidad .
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Los resultados obtenidos con el desafio de los copepoditos a
agua dulce, mostraron que los copepoditos de C. rogercresseyi
no soportaron salinidades menores a 30%e., registrandose solo
15% de sobrevivencia a salinidad de 25%. después de un mi-
nuto de exposicion (Fig.4).
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Figura 4: Sobrevivencia de copepoditos de Caligus rogercresseyi expues-
tos a diferentes gradientes de salinidad.

Al igual que los resultados obtenidos en el marco del proyecto
Fondef D0411255 (Bravo et al., 2008a), los parasitos colectados
desde el centro con salinidad de 26 %o, presentaron mayor tole-
rancia a la baja salinidad que los parésitos colectados en el sector
con salinidad de 30%.. Para ambos casos, las hembras presenta-
ron mayor tolerancia a la menor salinidad que los machos (Tabla
1), lo cual puede ser explicado por la cualidad de las hembras
de preservar la especie bajo condiciones limites de sobrevivencia.

CONCLUSIONES

Las hembras con saco mostraron mayor susceptibilidad a los tra-
tamientos con agua dulce que las hembras sin saco, registrandose
un 73% de recuperacion versus 100% para las hembras sin saco.
Sin embargo, al igual que los tratamientos con peroxido de hidro-
geno (Bravo et al., 2010b), los tratamientos con bafo de agua
dulce no provocan un efecto de toxicidad, como es el caso de los
pesticidas empleados para el control del piojo de mar. Los para-
sitos solo se sueltan del pez, quedando inconscientes y recupe-
randose una vez que son retornados nuevamente a salinidad alta.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que aun
cuando la prevalencia y abundancia es reducida en sectores con
baja salinidad (Bravo et al., 2008a), la alternativa de realizar
tratamientos con bafios de agua para el control de Caligus no es
una buena opcién, debido a que solo se logré una eficacia del
57% a los 30 minutos de exposicién de las truchas parasitadas,
registrandose una menor eficacia en las hembras (41%), hacia
las cuales debieran ir dirigidas las medidas de control, conside-
rando que éstas son las responsables de las nuevas generacio-
nes (Bravo 2010).

Importante es sefialar que los parasitos de la familia Caligidae
se caracterizan por presentar una membrana adoral que rodea
el cefalotérax (Fig.5) y que les permite mantenerse firmemente
adheridos a la superficie corporal del pez por un largo periodo

=
o
o
<
=
=
wn
(<5
=
=




=
S
=]
<
=
=
7]
5]
>
=

VD Segundo Semestre 2018

Tabla 1: Comparacion de la tolerancia de Caligus rogercresseyi a diferentes
gradientes de salinidad en muestreos realizados en el 2007 versus 2013.

% Sobrevivencia

Tiempo

Salinidad -
exposicion(h)
2007 2013 2007 2013
0,5 0 0 0 0
0% 1 0 0 0 0
12 0 0 0 0
24 0 0 0 0
0,5 60 90 40 50
1 50 55 40 35
12 40 25 20 5
24 40 0 20 0
0,5 100 85 90 85
10% 1 100 85 90 75
12 60 45 80 35
24 60 0 80 0
0,5 90 100 100 100
1 90 100 100 95
12 60 85 80 80
24 40 45 40 20
0,5 100 100 100 100
20%. 1 100 100 100 95
12 60 95 70 90
24 60 60 70 65
0,5 100 100 100 100
1 100 100 100 100
12 100 100 100 100
24 100 100 100 100

Figura 5: Membrana adoral alrededor del cefalotérax de Caligus roger-
cresseyi (Foto: Sandra Bravo).

Figura 6: Hembra Lepeophtheirus salmonis adherida a salmoén del Atléan-
tico retornante en rio de Noruega (Foto: Trygve Poppe)

de tiempo, protegiéndolos de condiciones ambientales adversas,
como es el caso de bajas concentraciones de salinidad (Fig. 6).
Hahnenkamp & Fyhn (1985) reportaron que ejemplares adultos
de L. salmonis sobreviven hasta siete dias adheridos al salmén
del Atlantico en agua dulce, en tanto que Stone et al. (2002) al
realizar tratamiento por bafio de 3 horas con agua dulce en sal-
mon del Atlantico, no encontraron diferencias en la sobrevivencia
de L. salmonis entre los peces tratados y los peces control.
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| .a melanina es un pigmento de amplia distribucién en la natu-
raleza, incluida dentro de un grupo, los cuales son responsables
de la coloracién de plantas y animales.

En mamiferos, a la melanina se le atribuye como principal fun-
cion la proteccién solar, sin embargo, en vertebrados ectotermos
cumple una funcién inmunolégica, jugando un rol importante en
la defensa antimicrobiana.

En contraste a los mamiferos y aves, los vertebrados ectotérmi-
cos poseen células tipo inflamatorias productoras de melanina
llamadas melanomacréfagos (Roberts 1975; Agius & Roberts
2003), los cuales contienen fragmentos derivados de las células
fagocitadas, principalmente eritrocitos y pigmentos como la me-
lanina, lipofuscina y hemosiderina (Micale y Perdichizzi, 1990;
Passantino y col., 2005; Bombonato y col., 2007).

En peces, el avance en la escala evolutiva se correlaciona con
una mayor organizacién celular de los melanomacréfagos. En
peces 0seos se presentan en grupos celulares organizados de-
nominados centros melanomacrofagicos (Ferguson, 1989). En
peces, se observan frecuentemente en inflamaciones crénicas
asociadas a un dano tisular severo, por lo tanto, han sido consi-
derados como monitores del estado de salud, dado que existen
reportes que evidencian una estimulacién en las lineas linfoides
por medio de CD83+ (Haugarvoll et al. 2006).

La melanina es sintetizada en los melanosomas, organelo inclui-
do en los melanocitos, ubicados en la dermis. (Agius and Ro-
berts, 2003). Respecto a los melanomacréfagos, son producidos
en las células madres del tejido mesenquimal hematopoyético
de rifdn y bazo (Sichel et al. 1997) y en algunas especies se
puede presentar en higado. En salmonideos se producen en la
linea celular SHK-1 ubicada en el intersticio de la cabeza del
rifdn, las cuales se expresan en transcripciones de la familia de
las tirosinasas y produce los melanosomas, especificamente se
expresan por la proteina TYRP-2/Dct.

Los pigmentos de los centros de melanoma-
crofagos

Los centros melanomacréfagos poseen pigmentos organicos
con alto peso molecular de color amarillo, café-amarillento y
negro, los que son insolubles en la mayoria de los solventes,
esta definicion incluye la melanina y lipofuscina. El origen 'y la
naturaleza de estos pigmentos son diferentes, al igual que sus
roles bioquimicos. Junto a los macroéfagos, la lipofuscina apare-
ce como el pigmento méas abundante, seguida por la melanina.

MELANINA

Se encuentra en agregados complejos que absorben y neu-
tralizan radicales libres, cationes y otros potenciales agentes
toxicos derivados de la degradacion y fagocitosis de material
celular. De igual forma, se sugiere que la melanina puede ser
importante en la produccién de componentes bactericidas, es-
pecialmente peroxido de hidrégeno, y que sus precursores de
la quinona, cuando la activacion enzimaética esta restringida a
bajas temperaturas, pueden ser bactericidas y tener un benefi-
cio heterotérmicos. Sobre la melanogénesis, esta toma lugar en
los melanocitos, que son melanéforos inmaduros que producen
activamente melanina. Estas células son capaces de conver-
tirse en melanoforos y subir a una capa melandfara funcional
(Roberts 1975).

LIPOFUSCINA

Es el resultado de la polimerizacion oxidativa de acidos grasos
polinsaturados. Estos productos pueden acumularse en el pez
como resultado de deficiencias dietarias (Pickford, 1953). Se
han observado incrementos en los depositos de lipofuscina en
caquexias de diferentes especies. De igual forma, este incre-
mento es frecuente en enfermedades infecciosas, problemas
nutricionales y alteraciones por toéxicos. Se tienen dificultades
para determinar la diferencia entre la Lipofuscina y los cuerpos
ceroides, dado que son parte del mismo proceso oxidativo.



HEMOSIDERINA

Es un pigmento relativamente insoluble, granular y de color café,
y sus pigmentos contienen proteinas y componentes férricos.
Esta proviene del catabolismo de la hemoglobina durante el re-
ciclamiento de la eritropoyesis, que se da cuando un tejido se
satura con ferritina (compuesto tradicional de acumulacion de
hierro), posteriormente se almacena en forma de hemosiderina
intracelular.

Pueden existir dos causas que explican el incremento de la he-
mosiderina: i) el incremento de metabolismo por dafio de los
eritrocitos; y ii) la sobre retencion de hierro en los centros de
melanomacréfagos como mecanismo protectivo.

La hemosiderina se presenta en los tejidos en alteraciones pa-
tolégicas como por ejemplo en casos de anemia hemolitica (Ro-
berts, 2001) y ayunos prolongados (Angius 19792)

Funciones de los pigmentos

Dentro de las funciones descritas para los centros de melanoma-
crofagos, se encuentra el almacenamiento de fosfolipidos de de-
rivados celulares y hierro luego de la eritropoyesis, deposicién de
patégenos de resistencia como bacterias y esporas de parasitos
y presentacion de antigenos a respuesta inmune, promoviendo
la linea linfoide.

Estudios sugieren que la funcién principal de los melanomacré-
fagos es la desintoxicacién y reiso de materiales tanto exégenos
como endodgenos. También se presentan en mayor tamafo y nu-
mero ante degeneraciones tisulares, con una alta importancia
respecto a patdgenos intracelulares.

Melanomacrdéfagos como indicadores de estrés
ambiental

Como en los vertebrados, el estrés somete a los peces a una sus-
ceptibilidad ante enfermedades, acompafiado por alteracion en
la cantidad de células leucocitarias, observandose un incremen-
to de granulocitos y una disminucion en la cantidad de células
linfocitarias. El efecto mas prominente es el aumento de la can-
tidad de células fagociticas y el mejoramiento en la degradacion
de glébulos rojos.

La cantidad y tamano de los melanomacréfagos pueden verse al-
terados por causas fisiolégicas tales como la edad. Wolke, Geor-
ge & Blazer (1995) han sefialado que los melanomacréfagos son
biomarcadores de contaminacion ambiental.

Se sugiere la participacién de los centros de melanomacréfagos
en las enfermedades y en los consecuentes cambios observados
en el organismo provocados por factores tales como la inanicion
y exposicion quimica. Estos centros son indicadores sensibles
ante el estrés por las condiciones del ambiente acuético.

Melanomacrofagos y enfermedades infecciosas
Los macréfagos del rifién juegan un papel importante en la pro-
liferacién intracelular de bacterias en la patogénesis de ciertas
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afecciones crénicas como la tuberculosis (Chinabut 1999), no-
cardiosis (Chen 1992) y BKD (Wolke 1975). Los macréfagos
llevan los agentes etioldgicos altamente resistentes de estas afec-
ciones a los centros esplénicos o renales para la deposicion y a
menudo crean los focos iniciales de infeccién. Con la prolifera-
cion intracelular de las bacterias altamente resistentes, estas se
convierten en los granulomas esplénicos y renales caracteristicos
de tales afecciones crénicas.

Los centros también desempefian un papel importante en afec-
ciones como la vibriosis y yersiniosis. En ambas condiciones
existe una anemia hemolitica grave y cuando la afeccion es cré-
nica, es posible detectar grandes cantidades de hemosiderina en
las células de los melanomacroéfagos (Hjeltnes y Roberts 1993).

Al igual que las infecciones bacterianas, muchas infecciones vi-
rales tienen una predileccion por los tejidos hematopoyéticos de
los peces y generalmente inician focos o0 zonas mas extensas de
necrosis aguda. Estos invariablemente incluyen melanomacré-
fagos, pero generalmente parece dar como resultado la destruc-
cién indiscriminada de tales centros junto con otros elementos

hematopoyéticos.

En infecciones flingicas se observa una necrosis simultanea de
los centros melanomacréfagos junto con otros elementos tisula-
res, especialmente en rindn, donde los granulomas grandes de
hongos desplazan o destruyen los tejidos renales y hematopoyé-
ticos (Carmichael, 1966).

Cuando el estrés, el trauma o una enfermedad han llevado a una
hembra a reabsorber évulos dentro del ovario en lugar de pro-
gresar al desove, o cuando grandes areas de la piel son dafiadas
por ulceracién traumatica, se desarrollan centros de melanoma-
créfagos, en grandes cantidades dentro del tejidos de soporte
(Roberts 2001).

Causas de Melanosis Muscular

Etiologia Melanosis Muscular
® Traumatismos
m Fracturas de espinas
= |nfecciones bacterianas
m |nfecciones parasitarias
= |nfecciones virales-Piscine reovirus (PRV)
m Efectos secundarios por vacunacién

m |diopatico

Rebelan & Magali, 1975; Larsen et al., 2012: Nylun et al.,
2011: Bjorgen et al., 2015
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INTRODUCCION

En la actualidad, la identificacion y monitoreo especies ictiotdxi-
cas para salmones se ha llevado a cabo mediante microscopia
oOptica con apoyo de personal capacitado en los centros de cul-
tivo, o con ayuda de analistas en laboratorios y a bordo de well-
boats. No obstante, microalgas ictiotdxicas como Alexandrium
catenella, Pseudochattonella verruculosa y Heterosigma akashi-
wo son dificiles de identificar, considerando que son de tamafios
pequefos a medianos (10 — 20 um), presentan morfos cripticos
(morfolégicamente similares, pero genéticamente diferentes), y
ademés en muestras de campo se encuentran en otros estados
de su ciclo de vida, lo que requiere de avanzado conocimiento
taxonémico del observador. En estudios de laboratorio se han
evaluado otras formas de reconocimiento de microalgas nocivas,
tales como uso de lectinas fluorescentes especificas (Okamoto
et al. 2000, Cho et al. 2001), el uso de anticuerpos (Scholin
et al. 2003), o la identificacion a través de Reaccién de Cadena
de la Polimerasa (PCR). Esta Ultima técnica ha sido utilizada en
diversos estudios para la caracterizacién de diferentes cepas de
Alexandrium catenella provenientes de diferentes lugares de Sur
de Chile (Aguilera-Belmonte et al. 2011, Varela etal. 2012, Cru-
zat et al. 2018). Por otro lado se ha utilizado en afios recientes
para identificar quistes de Heterosigma akashiwo (Corea) (Kim et
al. 2016) y como parte de programas de monitoreo regulares de
Heterosigma akashiwo en Noruega (Engesmo et al. 2018). En
tanto que para la especie Pseudochattonella verruculosa se ha
evaluado la especificidad y sensitividad de la técnica (PCR) con
cepas danesas (Eckford-Soper and Daugbjerg 2016). La Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa ofrece una solucién comple-
mentaria, confirmatoria, rapida, de bajo costo y de mayor pre

cision a la identificacién de microalgas nocivas para peces. La
seleccién de secuencias de DNA especificas como blanco para la
reaccion de PCR permite la identificacién especie-especifica y es
aplicable a todos los estados de vida de la especie monitoreada.
Durante el programa de monitoreo de microalgas nocivas para
salmones 2017-2018, la empresa North Patagonia llevo a cabo
la identificacién morfolégica y molecular de las especies nocivas
Alexandrium catenella, Pseudochattonella verruculosa y Het-
erosigma akashiwo con ayuda de investigadores del Instituto de
Bioguimica y Microbiologia de la Universidad Austral de Chile y
el apoyo de CORFO con su linea Voucher de Innovacion.

METODOLOGIA

Para la identificacion morfoldgica de las microalgas en sus distin-
tas etapas del ciclo de vida se observaron muestras de campo y
de cultivos monoespecificos de las especies Alexandrium catene-
lla, Heterosigma akashiwo y Pseudochattonella verruculosa. Se
observé la morfologia celular y se generd un registro fotografico.

Para la identificacion molecular se disefiaron partidores de PCR
convencional dirigidos a polimorfismos de genes codificantes
para rRNA de cada especie, se sintetizaron en Macrogen (Sedl,
Corea del Sur). Las pruebas experimentales con muestras de
cultivo y muestras de campo se llevaron a cabo mediante PCR
convencional seguido de visualizacion de resultados mediante
geles de agarosa. La identificacién positiva gener6 bandas Unicas
de tamano correspondiente al esperado para cada especie, y la
identidad del amplicén fue confirmada mediante secuenciacién
automatica en Macrogen (Seul, Corea del Sur).
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RESULTADOS

Alexandrium catenella

(Whedon & Kofid) Balech, 1985

CLASIFICACION TAXONOMICA (Guiry and Guiry 2018)
Phylum: Myzozoa / Clase: Dinophyceae / Orden: Gonyauca-
les / Familia: Ostreopsidaceae / Genero: Alexandrium

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Fase vegetativa: Especie tecada de tamafio pequefio a me-
diano, en muestras de campo tipicamente forma cadenas con
células aplastadas anteroposteriormente levemente mas anchas
que largas (Fig. 1). La parte apical es redondeada y la antapical
es levemente concava. En muestras de cultivo de laboratorio se
presentan células solitarias con forma redondeada isodiamétrica
(Fig. 2). El cingulum no esta sobrepuesto, sino que presenta un
desplazamiento de 1 a 1,5 ancho.

L _

Figura 1: Cadena de A. catenella de muestras de campo de Canal Darwin,
Aysén. (Enero del 2018) (gentileza Pamela Urrutia. Marine Harvest) .

Figura 2. Célula de A. catenella de cultivo monoalgal con forma isodiamétrica.

La identificacion mediante placas (tecas) distingue una placa
apical (P1) que es ancha y que esté unida a la placa del poro
apical (Po) que es subtriangular, en tanto no se presenta un poro
ventral en placa 1'. El color de la célula varia desde el ama-
rillo-verde al café-rojo que le da un aspecto “anaranjado” muy
caracteristico y que se debe a la presencia de pigmentos como
clorofila a, peridinina, clorofila c2, diadinoxantina, dinoxantina y
B-caroteno (Carreto et al. 2001). El rango de tamafio esta entre
20-48 um de longitud y 18-32 um de ancho (Fukuyo 1985).

Fase reproductiva: Esta especie durante la reproduccion sex-
ual forma gametos que se unen para formar un estado de quiste
donde el protoplasma se separa de la teca y toma una forma

elongada, cilindrica, redondeada y sin ornamentos en la superficie
del quiste. Al interior se observan granulos de almidén de reserva,
gotas lipidicas incoloras y una a dos granos de color rojo. (Fig. 3)

Figura 3: Quiste de resistencia de A. catenella. Sector Quellén. (Gentile-
za Fabiola Villanueva. @FAN).

IDENTIFICACION MOLECULAR

La identificacién molecular de Alexandrium catenella se realiza
utilizando uno de dos juegos de partidores, denominados Acatl
F/Ry Acat2 F/R, disefiados en el marco del proyecto CORFO en
su linea de Voucher de Innovacién. La reaccién de PCR fue es-
tandarizada con muestras de campo que habian sido previamen-
te identificadas como positivas a la presencia de la microalga.
La figura 4 muestra que, posterior al procesamiento inicial de la
muestra para limpiar preservantes utilizados en toma de mues-
tra, la reaccién de PCR arrojé bandas positivas para ambos sets
de partidores. Estas bandas fueron de tamafio apenas superior
a 500pb y apenas inferior a 750pb, para los juegos Acata F/R 'y
Acat2 F/R, respectivamente, de acuerdo a los tamafios indicados
por el estdndar de tamafo molecular; los cuales se corresponden
con los tamafios esperados de 570pb y 698pb para los juegos
Acatl F/Ry Acat2 F/R, respectivamente.

Un aspecto clave en la identificacion de esta microalga por PCR
fue el procesamiento de la muestra previo a la reaccién de la

A.cateneffa- A calenella- A calenalla-
positive sea walar posifive sea water negalive sea waber
* + +
Acati FIR Acal2 FIR Acall FIR

primer et 58l primer sel

Figura 4: Deteccion de A. catenella en muestras de agua de mar utilizan-
do PCR con partidores Acatl F/R o Acat2 F/R. Se muestran 3 muestras
contaminadas con la microalga y Lugol, ensayadas con ambos sets de
partidores, y 3 muestras de agua de mar sin contaminar y sin Lugol. Las
puntas de flecha indican bandas del estdndar de tamafio molecular de
750pb (superior) y 500pb (inferior).
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polimerasa. Las muestras obtenidas en campo, originalmente
destinadas a anélisis por microscopia, contenian importantes
concentraciones de Lugol para su transporte y posterior analisis
morfolégico. Sin embargo, Lugol es un conocido inhibidor de
PCR (Godhe et al. 2002, Auinger et al. 2008). Los tratamientos
previos a la muestra, descritos en la literatura (Auinger et al.
2008), permitieron una 6ptima deteccion de A. catenella a pesar
de haber sido preservada en soluciones yodadas.

Pseudochattonella verruculosa

(Y. Hara & Chihara) S. Tanabe-Hosoi, D. Honda,
S. Fukaya, Y. Inagaki & Y Sako, 2007.

CLASIFICACION TAXONOMICA (Guiry and Guiry 2018)
Phylum: Ochrophyta / Clase: Dictiochophyceae / Orden: Flo-
renciellales / Familia: Florenciellales incertae sedis / Genero:

Pseudochattonella

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Fase vegetativa: En su estado vegetativo tiene una forma
piriforme-ovoide (Fig. 5), no obstante, cuando éstas se colocan
sobre un portaobjeto o una camara de conteo al poco tiempo su
forma se vuelve esférica (Fig. 6). Poseen 2 flagelos que emergen
desde la parte anterior de la célula que le dan un movimiento
lento sobre su propio eje, movimiento que pierde pasado un
tiempo en las cdmaras de conteo. Posee numerosos cloroplas-
tos discoidales distribuidos en toda la célula, sin embargo, en
ciertas ocasiones estos cloroplastos migran hacia un lado de la
célula dejando un espacio sin estos. En la periferia de la cé-
lula se aprecian en estado vegetativo unos mucocistos (como
vellosidades) y en la fase estacionaria estos mucocistos toman
una forma de gotas oblongas. El color de la microalga es dorado

Figura 5: Célula vegetativa de P verruculosa de muestras de campo. Estuario.
(febrero del 2016) forma ovoide con mucocistos Carlos Sandoval. VEHICE)

Figura 6: Célula vegetativa de P verruculosa de cultivo monoalgal con
forma esférica.

Figura 7: Plasmodio de P verruculosa y células hijas alrededor (estado
reproductivo) de cultivo monoalgal.

(verde-café-amarillo) caracterfstico de la clase Dictiochophycea
por la presencia de clorofila a, clordfila c,, ¢, y como carotenoide
principalmente fucoxantina. Los tamafos oscilan entre 8 — 20
um (Chang et al. 2014).

Fase reproductiva: Durante la fase de reproduccion sexual
las células se unen formando un cigoto. Al interior de este cigoto
ocurren sucesivas divisiones (citocinesis) que dan origen a células
multinucleadas que se unen a otras células multinucleadas lla-
madas “plasmodios” (Fig. 7) que pueden mediar 200 um o méas
y que en su interior albergan “células hijas” de menor tamafo (3
um) con similares caracteristicas a las células vegetativas y que
se liberan al romperse el plasmodio (Fig. 7) (Chang et al. 2014).

IDENTIFICACION MOLECULAR

Para la deteccion de R verruculosa mediante reaccion en cadena
de la polimerasa, se disefaron 3 sets de partidores dirigidos a dis-
tintos polimorfismos en secuencia génica codificante para distin-
tos rRNA. De estos partidores, el set integrado por partidores Pver
F y Pver R amplificaron eficientemente muestras de campo posi-
tivas a P, verruculosa tomadas en presencia de Lugol. La figura 8
muestra el resultado obtenido con muestras de campo tomadas a
Om, 5m, 10m y 20m de profundidad. El producto de PCR obte-
nido en varias de las muestras fue de tamafo similar al esperado
de 658pb, como se juzga por la migracién de la banda entre las
bandas de 500pb y 75'pb del estandar de tamafio molecular.

Om Om 5m 5m

10m 20m  +

Figura 8: Deteccién de P verruculosa en muestras de campo tomadas a
distintas profundidades y preservadas con Lugol para analisis inicial por mi-
croscopia (positiva para O m/Om/5 y 10 m. Negativa para 5 my 20 m.
Banda amplificada es de 658pb. + corresponde a una muestra de aislado de
P, verruculosa mantenido en cultivo que fue utilizado como control positivo.



Al igual que en el caso de deteccion de A. catenella, las muestras
tomadas en campo para deteccion de P verruculosa fueron pre-
servadas inicialmente con Lugol para el analisis microscopico,
por lo que el tratamiento previo y la optimizacién de la reaccién
de PCR fue esencial para una correcta deteccion de la microalga.
Cabe mencionar que 2 muestras fueron negativas a la reaccion
de PCR bajo estas condiciones, posiblemente debido a la baja
cantidad de microalga a las profundidades medidas. Las reac-
ciones de PCR de muestras tomadas en superficie fueron mucho
més eficientes (Figura 10, comparar intensidad de bandas am-
plificadas) que aquellas tomadas a mayor profundidad.

Heterosigma akashiwo

(Y. Hada) Y. Hada ex Y. Hara & M. Chihara 1987

CLASIFICACION TAXONOMICA (Guiry and Guiry 2018)
Phylum: Ochrophyta / Clase: Raphidophyceae / Orden: Cha-
tonellales/ Familia: Chatonellaceae / Genero: Heterosigma

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Fase vegetativa: Células con forma de “papa” levemente
comprimidas dorso-ventralmente y varian desde formas esféri-
cas a ovoides u oblongas. Posee 2 flagelos subiguales, hetero-
dindmicos uno de los flagelos en direccién anterior mévil y el
otro posterior es rigido, los flagelos emergen de un surco oblicuo
en la zona subapical. Posee muchos cloroplastos de color café-
amarillo a café localizados en la periferia, el tamafio aproximado
de las células es de 25 um (Fig. 9). Después de un rato sobre
las cAmaras de conteo, expuestos a la luz, la célula se rompe y
los cloroplastos se unen para dar una forma de “mora” (Fig. 10)

Figura 9: Célula vegetativas de H. akashiwo de cultivo monoalgal.

Figura 10: Célula vegetativas de H. akashiwo en forma de “mora” de
cultivo monoalgal.
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Fase reproductiva: Esta especie forma quistes de resistencia,
aglutinando masas de células no moviles. Los quistes poseen un
poro de germinacion a través del cual el citoplasma emerge para
germinar y convertirse en una nueva célula vegetativa y son de
color verde-amarillo a cafés con tamafios cercanos a las 3 um.
(Fig. 11) (Kim et al. 2015).

Figura 11: Quiste de H. akashiwo de cultivo monoalgal.

IDENTIFICACION MOLECULAR

Finalmente, para la deteccidon molecular de Heterosigma akas-
hiwo, se disefaron partidores para PCR convencional, los que se
denominaron Haka F y Haka R. Al igual que con las muestras de
A. catenella y P verruculosa, las muestras positivas resultaron
en la amplificacién de una Unica banda, en este caso de 556pb,
mientras que aquellas negativas a la presencia de la microalga
no resultaron en formacién de producto de PCR. De este modo,
la utilizacion de PCR con este set de partidores sirve como com-
plemento y confirmacion de la identificacion por microscopia de
H. akashiwo.

CONCLUSION

Las caracteristicas morfoldgicas de las especies ictiotoxicas para
salmones A. catenella, P verruculosa y H. akashiwo coinciden
plenamente con lo descrito por otros autores tanto en su estado
vegetativo como en estado reproductivo (Aguilera-Belmonte et
al. 2011, Chang et al. 2014, Kim et al. 2015). No obstante,
en aquellos morfos como por ejemplo forma esférica de Pseu-
dochattonella verruculosa o en quistes de Pseudochattonella y
Heterosigma con tamafios muy pequefios (< 3 um) la tarea de
identificacion se hizo compleja y requiri6 de un conocimiento
avanzado de taxonomia.

Por otro lado, se logra desarrollar la técnica molecular de PCR
para la identificacion especie-especifica de muestras de cam-
po usando partidores dirigidos a regiones de rDNA. Si bien se
ha descrito que estas secuencias presentan variabilidad entre
y dentro de un clado como en el caso de cepas chilenas de
Alexandrium catenella provenientes de diferentes sectores de
la macrozona Sur-Austral, la diferenciacion con otras especies
relacionadas, por ejemplo Alexandrium tamarense, es muy sig-
nificativa (Varela et al. 2012), por lo que es poco probable que
partidores dirigidos a deteccion rDNA de cepas chilenas de A.
catenella reaccionen de manera cruzada con rDNA de especies
evolutivamente cercanas.

(%]
<
50
<
(=)
<)
S
=




%)
Il
o0
©
=]
2
2
=

VD Segundo Semestre 2018

La utilizacion complementaria de ambas técnicas (morfolégica
y molecular) en programas de monitoreo futuros en la industria
salmonera permitirian tener aproximaciones en la identificacion
en centros de cultivo y confirmatorias en laboratorios que en
conjunto daran precision a los andlisis.
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HOTEL
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Hotel de Puerto Varas

La mejor opcion para las actividades corporativas de tu empresa

El hotel ofrece todo tipo de servicios como eventos, charlas, capacitaciones,
seminarios y celebraciones en un entorno de ensuefo.

PUERTO VARAS e« CHILE

Si andas buscando un lugar para celebrar la
fiesta de fin de afo de tu empresa o bien
necesitas hacer un evento mas pequefio, Hotel
Cabafia del Lago se ha consolidado como la
mejor alternativa en Puerto varas. Si, porque
cuenta con una gran infraestructura, el mejor
servicio y una privilegiada vista al lago
Llanquihue y a los volcanes.

En el Club House del hotel —construido a base
de maderas nativas, piedra volcdnica y
materiales reciclados de la zona- hay un
magnifico salén de 276 mts2, con capacidad
para 200 personas, una vista espectacular al
lago, terraza para cdctel y acceso privado a un
precioso jardin de lavanda.

Ademas, esta el Salén Petrohué de 122 mts2 y el
Salén Calbuco de 75 mts2. Todos los salones
cuentan con el equipamiento tecnoldgico
necesario para realizar cualquier actividad
corporativa y, por supuesto, servicio de
alimentos y bebidas.

El salén del Club House tiene 276 mts2, capacidad para 200 personas y esta
completamente equipado.

También, el hotel dispone del Restaurante
Phillipi y la Terraza Ailén 75, ambos privados, y
con una linda vista al Llanquihue, ideales para
realizar coffee breaks, reuniones ejecutivas,

directorios, almuerzos de trabajo, cenas
grupales, celebraciones sociales, cocktails,
parrilladas y buffet de carnes y pescados.
Uniendo los dos espacios, su capacidad es para
120 personas.

La piscina, ideal para un momento de
esparcimiento

Después de una reunién de negocios, nada mejor que relajarse en la piscina
climatizada del hotel.

Si el evento corporativo a realizarse es con
alojamiento, nada mejor que aprovechar la
piscina climatizada de 200 mts2, la mas grande
de la zona y con una tinaja exterior con
capacidad para 10 personas. De seguro que
todos quedaran encantados con este espacio
de relajo.

Ya lo sabes, Hotel Cabafia del Lago se adapta a
todos tus requerimientos, preocupdndose de
hasta el mds minimo detalle para que tu
evento resulte exitoso y quede en la memoria
de cada uno de los asistentes, quienes no
olvidaran su magica estancia en un entorno
inigualable, con el Llanquihue como telén de
fondo.

Mas informacion en www.hcdl.cl
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Herramientas Biotecnologicas
nara imnulsar 1+D e innovacion en acuicultura

uestro quehacer en |+D enfatiza la colaboracién cientifica

y tecnoldgica con otras entidades académicas y con entes

privados. Buscamos estar alineados con las necesidades del
pais tanto en nuestras lineas de I+D+i como en la formacién de
capital humano avanzado. Nos esforzamos en que el conocimiento
generado en nuestras investigaciones constituyan desarrollos Utiles
para el pais, permitiendo asi aportar capacidades para un mejor
desempefio productivo. El grupo de académicos, postdoctorados,
doctores en formacion y profesionales que laboran en nuestro labo-
ratorio incluyen diversas experticias. Dentro de la gamma de exper-
ticias se cuentan ecologia microbiana, (meta)gendmica, genémica,
RNAI, Fagoterapia, uso de peces axénicos, entre otras. Todas ellas
nos han permitido un amplio abanico de posibilidades de interac-
cion y cooperacion. Ademads, esta base nos ha proyectado en el
campo de aplicaciones en la interfase |+D e innovacién en acui-
cultura, con la generacién de solicitudes de patentes que han sido
concedidas en Chile y EEUU. En
este contexto presentamos un re-
sumen de los avances que hemos
obtenidos en diferentes lineas de
accion y algunos de los nuevos
proyectos basados en herramien-
tas biotecnolégicas.

1. Microbiota: interfase
para la salud intestinal

en multiples especies

El foco nuestro estudio es el mi-
crobioma/microbiota de peces de
interés comercial. La microbiota
es un conjunto de microorganis-
mos en continuo contacto con el
hospedero que otorga beneficios
como estimulacion del sistema
inmune y actividades metabd-
licas para la obtencion de nu-

Figura 1. Muestra algunas de las
herramientas biotecnolégicas en las
que se basan las lineas de |+D+i
del Laboratorio de Biotecnologia de
los Alimentos INTA U.Chile, bus-
cando mejorar la competitividad y

sustentabilidad del sector.

Jaime Romero
Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos
INTA, Universidad de Chile.

@.

inta

trientes. Conociendo estos microorganismos y sus propiedades
se pueden generar herramientas para mejorar la nutricion de los
peces, apuntando a potenciar la salud intestinal (absorcién de
nutrientes; conversién) y la inmunidad de los peces (respuesta
a enfermedades). En consecuencia, este conocimiento tiene el
potencial de mejorar la produccion y hacerla més sustentable.

Microbiota en especies para la diversificacion. Recientemente,
nuestro grupo logré caracterizar la microbiota de peces inclu-
yendo salménidos, palometa, lenguado y congrio. La microbiota
se caracterizd mediante secuenciacion mas iva usando aproxi-
macion de metagenoma dirigido usando regiones V3 o V4 del
16SrRNA (Ramirez & Romero 2017, a 'y b). En todos estas es-
pecies se compararon ejemplares silvestres y de acuicultura en
la busqueda de identificar aquellos elementos microbianos que
puedan “perderse” en el proceso de domesticacion. Se considera




Figura 2. Muestra la abundan-
cia relativa a nivel de phylumy
grafica las diferencias que se en-
cuentran entre peces silvestres
(W) versus peces de acuicultura
(A), en el caso particular de
palometa (Seriola lalandi).
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que en condiciones naturales, la microbiota ha evolucionado en
conjunto con su hospedero y existen mecanismos para preservar
al menos parte de esa microbiota (core microbiota) en la descen-
dencia. La identificacién de bacterias prevalentes en los peces
silvestres abre la opcién de “recuperar” aquellos componente de
la microbiota que estan presentes en forma natural en dichos
hospederos, y que podrian convertirse en potenciales probiéticos
para mejorar las condiciones productivas (Salas-leiva 2017).

Figura 3. Andlisis discrimi-
| nante (LDA) magnitud del
efecto (LEfSe) mostrando las
Taxas con abundancia dife-
rencial entre la microbiota de
los camarones en la Precria
con respecto a la de los ca-
marones a cosecha.
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En el caso del lenguado, los andlisis de los microbiomas revela-
ron importantes diferencias entre los individuos provenientes de
acuicultura, respecto a los ejemplares silvestres. El phylum mas
abundante en los ejemplares silvestres correspondié a Proteobac-
teria (70% aprox.), en contraste, los ejemplares de acuicultura
solo presentaron 25% de este phylum y fueron dominados por
bacterias del phylum Firmicutes (>70%). Reciprocamente, Fir-
micutes fue muy poco representado en ejemplares silvestres (Ra-
mirez & Romero 2017a). A nivel de género, algunas bacterias
también resultaron diferencialmente distribuidas, que destaca a
Arthrobacter y Psychrobacter como géneros altamente represen-
tados en lenguados silvestres.

En el caso de palometa, los resultados a nivel de phylum tam-
bién mostraron diferencias importantes entre ejemplares de acui-
cultura versus ejemplares silvestres. En palometas silvestres, los
phyla mas abundantes fueron Proteobacteria (83%), Actinobac-
teria (8%) y Firmicutes (7%). Mientras en acuicultura la abun-
dancia relativa de los phylum fue Firmicutes (61%), Proteobac-
teria (20%) y Actinobacteria (14%). Estos resultados pueden
apreciarse graficamente en la siguiente figura que presenta las
abundancias relativas de la microbiota de peces silvestre (W)
comparadas con peces de acuicultura (A) (Figura 1).

Un aspecto muy importante de esta comparacién de metage-
nomas es que las predicciones de funcién metabdlica indicaron
gue ambas microbiotas pueden proveer de efectos benéficos a
sus respectivos hospederos, ya sea en ambiente de acuicultura
o silvestre, sin embargo, la microbiota de silvestres destacé por
la abundancia de vias metabdlicas relacionadas con sintesis de
EPA/DHA, &cidos grasos de cadena corta (Ramirez & Romero
2017b). Nuestro grupo cuenta con estudios similares en otras
especies, en particular salmoénidos, que no han sido publicados
auln y que seran enviados prontamente.

Microbiota en especies importantes para la region (La-
tam). Colaboraciones con investigadores de Ecuador nos han
llevado a explorar la microbiota de especies como el camarén
Penaeus vannamei en sistemas productivos. La composicién de
la microbiota bacteriana fue estudiada por secuenciacion ma-
siva, comparando la microbiota en 2 fases de cultivo: precria
y cosecha de esta especie. Los resultados revelaron diferencias
significativas en la composicién de la microbiota del camarén
entre ambas fases. Los OTUs mas abundantes en fase de Pre-
cria fueron asignadas a los Phylum, CKC4 (33%) y Proteobacte-
ria (26%), mientras en la Cosecha predominaron Proteobacteria
(27%), Chloroflexi (19%) y Actinobacteria (15%). Se identifica-
ron 205 OTUs que presentan una significativa distribucién di-
ferencial asociada a la Fase de cultivo muestreada. Algunos de
estos taxa pueden observarse en la Figura 3. Estos resultados
indican que la microbiota de P vannamei en condiciones de cul-
tivo intensivo en Ecuador se diferencia cualitativamente, durante
el crecimiento del organismo y el desarrollo del sistema digestivo
(Gainza 2018).

Laboratorio
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Figura 4. Representacion
del efecto de la dieta con
FSBM sobre las poblacines
de bacterias lacticas en Sal-
mo salar.
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2. Prebiédticos y probiéticos

Las dietas comerciales para peces incluyen una considerable pro-
porcién de ingredientes vegetales, lo que puede ser una complica-
cién para los peces carnivoros. En particular algunos ingredientes
como la harina de soya pueden generar alteraciones a nivel de
la mucosa intestinal, cuya génesis se asocia a algunos factores
antinutricionales de este ingrediente. Por esta razén desarrollamos
un proceso en base a fermentacion en estado sélido, para redu-
cir y eliminar algunos de estos factores, de modo de generar un
ingrediente mas inocuo (FSBM). La inclusion de este ingrediente
en las dietas generé interesantes resultados, ya que alimentar con
FSBM al salmon del Atlantico puede (1) aumentar la fisiologia de
la salud y crecimiento en peces promoviendo el crecimiento de
bacterias lacticas intestinales, teniendo un efecto prebidtico, (2)
promover la salud del intestino proximal aumentando la produc-
cion de mucina, y (3) aumentar la absorcion transcelular intestinal
de agua. Dado que la fermentacion agota los azUcares facilmente
disponibles, el efecto prebiético de FSBM puede deberse a la ge-
neracion de azlcares derivados de pared vegetal (Catalan 2018).
Lo mas interesante es el efecto de aumentar la carga de bacterias
frecuentemente asignadas a beneficios para el hospedero como
Lactobacillus, Lactococcus y Pediococcus (Figura 4).

Se requiere mas investigacion para comprender mejor los efectos
de los compuestos bioactivos derivados del proceso de fermen-
tacién de los alimentos vegetales sobre la microbiota intestinal y
los efectos sobre la salud y el crecimiento de los peces.

En paralelo el grupo ha realizado estudios ensayando el potencial
probidticos de diversas cepas bacterianas y de levaduras. En este
contexto destaca el trabajo del estudio de la levadura Debaryomy-
ces hansenii y su inclusién en rotiferos que se emplearon como
la dieta de larvas de pez cebra (Opazo 2017). El trabajo en este
modelo permitié sustentar el uso de esta levadura en rotiferos y

deberan explorarse las potencialidades de esta estrategia en ani-
males de produccion que requieran dieta viva.

3. Fagoterapia: contribucion a la gestion sanita-
ria sin antibioticos

La gestion sanitaria publica y privada en la acuicultura, es un
tema estratégico para aumentar la competitividad de la acuicultu-
ra chilena. Actualmente, se considera a la Piscirickettsiosis como
la enfermedad bacteriana més importante que afecta al cultivo de
salmonidos en agua de mar en Chile, lo que constituye en una
seria amenaza para la sustentabilidad de esta industria. Una ex-
ternalidad negativa es el uso intensivo de antibioticos para contro-
lar esta patologia y la creciente presion de los consumidores para
buscar una reduccién en el uso de farmacos. Una de las opciones
mas promisorias es la aplicacion de fagoterapia. La fagoterapia
consiste en emplear fagos especificos para el control de infeccio-
nes bacterianas. Recientemente, los investigadores del Laboratorio
de Biotecnologia de Alimentos de INTA, se adjudicaron un nuevo
fondo para generar las bases del desarrollo e implementacién de
un tratamiento por fagoterapia para el control de Piscirickettsia
salmonis.

Los bacteriéfagos (fagos) son virus que infectan exclusivamente
bacterias y, por lo tanto, son inofensivos para las células del hos-
pedero eucarionte (peces, humanos, plantas). Se estima que los
bacteriéfagos son la entidad bioldgica mas abundante del planeta,
por ejemplo, se pueden encontrar en ambientes acuéticos, 10°
fagos por ml. Dentro de esta abundancia hay también una gran
diversidad. Existen bacteriéfagos liticos que luego de penetrar una
bacteria patégena/objetivo, son capaces de replicarse en su inte-
rior y destruirla a través de lisis. Esto permite liberar una nueva

Figura 5. Representacion
del plasmido p2PS5 que
muestra genes de fago en P
salmonis.

Genes de profagos: capside, cola y proteinas de ensamblaje.

Plasmido p2Ps5
122,750 bp



progenie de fagos, constituida por cientos o miles de particulas
virales que infectardn mas bacterias patdgenas/objetivo repitiendo
el ciclo litico, lo que permite el uso de estos virus en aplicaciones
biotecnoldgicas para tratamientos profilacticos y terapéuticos de
peces, moluscos y en otras areas productivas. De esta forma y
dada su gran capacidad bactericida, los bacteriéfagos o fagos sur-
gen como una atractiva estrategia de control de P sa/monis.

A pesar de que hasta la fecha no se han descrito fagos contra P
salmonis, un analisis detallado de los genomas disponibles mues-
tra que en ellos es posible encontrar diversos elementos asocia-
dos a genes de fagos incluso a evidencias de la existencias de
profagos. Ademas, algunos de éstos se encuentran en elementos
genéticos moviles como plasmidios. En la Figura 5 se muestra un
esquema del plasmido p2PS5. Este plasmido fue identificado en
la cepa PM51819A de P. salmonis, aislada desde Salmo salar
cultivado en Chile. En la secuencia de este plasmido se identificd
una region de aproximadamente 18kb (en azul) que concentra
genes que codifican para proteinas caracteristicas de fagos (en
naranjo), entre ellas, algunas proteinas estructurales como las que
conforman la cépside y la cola de los fagos, ademas de proteinas
de ensamblaje, necesarias para la formacién de los mismos.

La fagoterapia constituye una alternativa prometedora contra R sal-
monis, considerando el rol intracelular de esta especie patogénica
y la presencia de elementos de fagos en sus elementos genéticos.
También es muy importante hacer notar que el uso de bacteriéfagos
para el control de esta patologia permitiria la aplicacién de compo-
nentes naturales que no signifiquen un riesgo en salud humana,
como tampoco un impacto ambiental negativo en el medio acuético
donde se realice esta actividad productiva, no afectando la flora y
fauna asociada al cultivo, como tampoco produciendo un efecto de-
letéreo sobre la microbiota presente en estos sistemas.

4. Otros desarrollos recientes en temas de in-
terés.

Caligus. En salmonicultura, son dos principalmente las enfer-
medades mas incidentes en la estructura de costos de la in-
dustria. Por un lado, est4 el piojo de mar y, por otro, P sal-
monis. Esto motiva los esfuerzos para desarrollar innovaciones
biotecnolégicas aplicadas al campo de la acuicultura con el
objetivo de crear alternativas terapéuticas a los patégenos/pa-
rasitos que afectan a la industria. En este contexto, el uso de la
tecnologfa de RNA de interferencia (RNAi), emerge como una
alternativa terapéutica prometedora. Los RNAi constituyen un
sistema de regulacién de la expresién génica celular, silenciando
(blogqueando) el proceso de sintesis proteica, principio denomi-
nado “gene silencing” o silenciamiento génico. Actualmente, el
grupo del Laboratorio de Biotecnologia de INTA esta involucrado
en un proyecto de |4 D para explorar la aplicacién de esta tecno-
logfa sobre el piojo de mar (Fondef Idea 2 etapas).

Renibacterium salmoninarum - BKD.
La enfermedad renal bacteriana (BKD) causa un alto nivel de
mortalidad y morbilidad en la acuicultura de salménidos en todo

VD Segundo Semestre 2018

el mundo. El agente causante de BKD, Renibacterium salmoni-
narum, tiene una tasa de mutacion lenta y un genoma altamente
conservado, lo que limita el poder discriminatorio de las técnicas
de tipificacién convencionales, como la secuencia de mdltiples
locus (MLST) y la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).
La secuenciacion del genoma completo (WGS) permite que casi
todas las variaciones gendémicas se utilicen para el trazado mole-
culary la reconstruccion filogenética. Esta técnica se ha aplicado
con éxito a la epidemiologia a escala fina de patégenos humanos.
Por primera vez, se aplico WGS a una coleccion de aislamientos
de R. salmoninarum de Chile para colocar los aislados chilenos
dentro del contexto de una coleccion global de aislados. Los re-
sultados apuntan a multiples presentaciones de BKD en Chile, a
partir de fuentes globales en un periodo de 30 afios, seguidas de
una réapida distribucién dentro de Chile (Bayliss 2018). Este estu-
dio proporciona mas informacién para construir una base para el
desarrollo de estrategias de manejo de enfermedades.
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Definicion de biofilm

En la actualidad, los biofilms han sido definidos como estructu-
ras dindmicas y complejas de microorganismos, constituidos por
altas densidades de células (entre 108 a 10 células por g* peso
humedo) embebidas en una matriz autogenerada de sustancias
poliméricas extracelulares (Extracellular Polymeric Substances,
EPS), con capacidad adherente entre ellas y/o a una superfi-
cie determinada (Flemming et al., 2016; Houry et al., 2012).
En estas estructuras biolégicas altamente hidratadas (97-98%
de agua), la composicién de los EPS es variable, dependien-
do del ecosistema del biofilm, pero tipicamente presentan una
mezcla de polisacaridos (en su mayor parte), proteinas, acidos
nucleicos y lipidos, lo que refuerza la matriz y le confiere propie-
dades visco-elasticas (Flemming and Wingender, 2010; Houry
etal., 2012).

Produccion de biofilm

La formacién de biofilm es un proceso altamente complejo en
el que se reconocen distintas etapas: se inicia con la adhesion
reversible de las bacterias planctdnicas a una superficie, cam-
biando posteriormente a unién irreversible donde las baterias co-
mienzan a formar microcolonias en la matriz de EPS. Progresiva-
mente, las colonias se van expandiendo, formando un fenotipo
con las primeras estructuras tridimensionales y algunos espacios
no colonizados entre ellas, luego estos espacios invadidos cu-
bren toda la superficie y las estructuras tridimensionales crecen.
Finalmente, las bacterias son dispersadas desde la forma sésil
reentrando a la forma plancténica para difundir y colonizar nue-
vas superficies (Figura 1). Este evento puede ocurrir en todo el
biofilm o sélo en una parte, y se origina en respuesta a un sin-
numero de factores como; falta de nutrientes, competicion, fluc-
tuaciones de oxigeno y fierro, sobrepoblacién, etc., promoviendo
la iniciacion de nuevos biofilms en otros sitios (Rasamiravaka et
al., 2015; Kim and Lee, 2016; Kostakioti et al., 2013; Marshall
etal., 2012; Rabin et al., 2015). Debido al arreglo fisico y espa-
cial de la matriz, ésta puede actuar como un “escudo protector”

contra la difusion y la accion de antimicrobianos dificultando el
acceso de las drogas bactericidas, restringiendo su modo de ac-
cion solo a la superficie (Epstein et al., 2011). La resistencia a
antimicrobianos estaria mediada por variados mecanismos en el
biofilm y que pueden actuar en forma conjunta como por ejem-
plo; baja penetracion o inactivacién de antimicrobianos en la
matriz, un estado metabdlico bacteriano alterado, la formacion
de células persistentes y la resistencia inducida por concentra-
ciones sub-letales del antimicrobiano dentro del biofilm (Tote et
al., 2010). Estas caracteristicas, le otorgan al biofilm una parti-
cipacion importante en las capacidades patogénicas de las bac-
terias en infecciones crénicas, favoreciendo la persistencia en el
hospedero y el desarrollo de la enfermedad (Isiaku et al., 2017;
Thuptimdang et al., 2015).

Bacterias de ambientes acuaticos productoras
de biofilm

En acuicultivos los agentes bacterianos pueden adherirse y formar
biofilms en las superficies de las cafierias de agua, estanques,
bateas de incubacién, componentes de los equipos de recircula-
cion y sistemas de bio-filtracién, e incluso en las superficies inter-
nas o externas de los peces, causando exposiciones recurrentes
a infecciones y consecuentemente peces portadores asintomati-
cos (Albornoz et al., 2017; King et al., 2004). En este sentido,
Cai y Arias (2017), sefialan que materiales como PVC, redes y
otros usados en la salmonicultura, son colonizados por bacterias
formadoras de biofilm, tales como: Flavobacterium columnare,
Aeromonas hydrophila y Edwarsiella spp. En conclusion, sus re-
sultados demuestran que estos sustratos podrian constituir un
reservorio para estos patégenos en centros de cultivo. Por lo tan-
to, los biofilms bacterianos no sélo proporcionarian resistencia
a antibacterianos y biocidas, también constituirian una reserva
importante de patégenos que persistirian por un largo tiempo en
los ambientes acuaticos de cultivo (Wingender and Flemming,
2011). Algunos ejemplos de patégenos de peces productores de
biofilm incluyen: Francisella spp, Vibrio cholerae, Pseudomo



nas aeruginosa, Flavobacterium psychro-
philum, Piscirickettsia salmonis (Albornoz
et al., 2017; Levipan and Avendano-Herre-
ra, 2017; Marshall et al., 2012; Twomey
et al., 2012). Para efectos de esta nota,
hemos considerado relevante enfocarnos
en las caracteristicas de la produccién de
biofilm de la bacteria mas importante que
afecta a peces en agua de mar, asociado al
cultivo de salménidos en Chile, Piscirickett-

. . 1. Adhesidninicial
sia salmonis.

Reversible,

Biofilm y Piscirickettsia
salmonis

Inicialmente, Marshall y col., (2012), describen en un trabajo
pionero, el desarrollo de biofilm en P salmonis, mostrando por
primera vez que esta bacteria expuesta a condiciones de estrés,
produce grandes agregados bacterianos que se asemejan a for-
mas tipicas de biofilm, lo que sugirié la posibilidad de que este
patégeno pueda usar esta forma de crecimiento para sobrevivir
en ambientes marinos, o simplemente como un factor de vi-
rulencia. Ademas, otros estudios, relacionados a la formacion
de biofilms por bacterias marinas, han sugerido que la matriz
de EPS puede acumularse en forma de capsula, aumentando
su poder patogénico e inhibiendo el sistema inmune por su ca-
pacidad de mimetizarse con las células de su hospedero (Ma-
nivasagan y Kim, 2014). Datos recientes sefialan que existen
genes involucrados en la produccion de polisacaridos relacio-
nadas a la produccion de biofilm y capsula, evidencia obtenida
por la comparacién in silico de los genogrupos LF y EM de P
salmonis (Nourdin-Galindo y col, 2017). A su vez, Albornoz y
col., (2017), describen la relacion de la expresién de genes del
operén cheYZA asociados a la quimiotaxis de P salmonis, con
la produccién de biofilm en dos aislados de la bacteria. Otra
evidencia de que P salmonis seria capaz de formar biofilm, lo
constituye el trabajo de Eppinger y col., (2013), quienes logra-
ron determinar la presencia de genes pili tipo IV en el genoma
de P salmonis, casi idénticos a los descritos en V. cholerae, lo
cual puede estar relacionado con la formacién de estructuras tipo
panal entre bacterias, observadas por Larenas y col., (2003) y
a las que denominé: complejo de anclaje piscirickettsial (PAC).
En su conjunto, estos hallazgos en P salmonis, indicarian la ex-
presion de factores de virulencia involucrados en mecanismos
para la formacién de comunidades microbianas embebidas en
biofilm. Actualmente, estudios derivados del proyecto Fondecyt
1171357 desarrollado en la UACh, han demostrado que la cepa
LF-89 de P salmonis es capaz de producir biofilm en superficie
de poliestireno en la mayoria de las condiciones estudiadas, des-
tacando como las que inducen mayor produccién de biofilm las
altas concentraciones de NaCl de 24,6 y 32,1 g/L (Figura 2).
Paralelamente el analisis bioinforméatico del genoma de 19 aisla-
dos de P salmonis develd la presencia de grupos de genes rela-
cionados con la formacién de biofilm y microcolonias, adhesién,
quorum sensing y sintesis de polisacéaridos (Tabla 1), todos rele-
vantes en el cambio de vida plancténica a sésil. Adicionalmente,

2. Adhesidn
Irreversible
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Figura 1. Formacion de biofilm en bacterias (tomado y modificado desde Stratul et al., 2008).

se continuaran realizando nuevas aproximaciones para analizar
la formacion biofilm por parte de P salmonis en el marco de la
interaccion patdgeno-hospedero, lo que permitira obtener mayor
comprension de los mecanismos patogénicos que la bacteria uti-
liza en su habitat natural y conocer, tanto la respuesta inmune
como la respuesta a estrés en modelos in vitro (lineas celulares)
y modelos in vivo (salmén Atlantico y trucha arcoiris).

Conclusiones

La formacion de biofilm por parte de algunos agentes bacteria-
nos, se transforma en una estrategia no sélo de persistencia en
el medio ambiente, sino que ademas de resistencia antibiética y
de virulencia en algunos casos.

En sistemas acuéticos, los biofilms se convierten en un mecanismo
de supervivencia y persistencia de bacterias en el ambiente, y pudie-
ran contribuir a aumentar la patogenicidad y virulencia bacteriana.

Nuestros estudios sugieren que P salmonis posee la capacidad
para formar biofilm. Lo anterior se ve respaldado seglin analisis
in silico, revelando la existencia de genes relacionados con la
formacion de biofilm para diferentes cepas, y estudios in vitro,
donde la cepa LF-89 produjo biofilm como respuesta a diferen-
tes condiciones de cultivo estudiadas, sobretodo cambios en la
salinidad del medio.

Fondecyt 1171357; Fondap 15110027.
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Figura 2. Produccién de biofilm por P salmonis. La cepa LF-89 de P
salmonis fue crecida en medio con diferentes condiciones de NaCl (0,1;
7,1; 24,6y 32,1 g/L), citrato Férrico (0,01; 0,08 y 0,16 mM) o pH (4,8;
7,02y 8,4) en placa de 96 pocillos a 18°C por 8 dias. Se cuantifico la
produccion de biofilm mediante el método de Cristal Violeta




VD Segundo Semestre 2018
en quintuplicado, bajo el eje x se muestran fotografias representativas
para cada condicién con un aumento de 200X.

Tabla 1. Identificacion de genes asociados a biofilm analizados in silico,
en aislados de P salmonis.

Funcion relacionada Nuimero de genes | Presencia en aislados
a Biofilm P. salmonis de P. salmonis

Quimiotaxis 3 2
Formacién de Biofilm 8 19
Formacién de Microcolonia 2 19
Adhesién 2 19
Quorum sensing 5 19
Sintesis de Polisacéridos 7 19
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de nuevos desafios cientificos y productivos en la institucion en donde
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BASES BIOLOGICAS PARA EL CULTIVO LARVARIO EN HATCHERY DEL CIRREPEDIO GIGANTE
Austromegabalanus psittacus (Molina, 1782)

Los efectos del tipo, concentracidn de alimento, temperatu-
ra y salinidad sobre la duracidn, sobrevivencia y metabolis-
mo de los estados larvales de Austromegabalanus psittacus
y su influencia en la energia de las Cypris y juveniles recién
metamorfoseados fueron examinados. Se utilizaron tres ti-
pos de alimento: Isochrysis galbana, Chaetoceros gracilis y
una mezcla de ambas microalgas en proporcion 1:1 y tres
concentraciones 2x105, 4x105 y 6x105 células mL-1. Las tem-
peraturas utilizadas fueron 9,12, 15, 18 y 21 °C y salinidad
de 20, 24, 28 y 32 PSU. El desarrollo mas prologado fue en
Mix—2x105 células mL-1 (16,7 dias) y el menor en Mix-4x10>
células mL-1 (14,04 dias). Con I. galbana el desarrollo nau-
pliar no se completd, muriendo el 100% de las larvas en Nau-
plius V. El contenido energético proporcionado por lipidos y
proteinas a las Cypris fue afectado significativamente por la
dieta, concentracién y la interacciéon de ambos factores. El

menor K se registré en la mas baja de las concentraciones
de alimento Mix-2x10> células mL-1 (6,01%) y con la dieta
C. gracilis se observaron los mejores K2 (22, 92-28,25%). A
temperaturas entre 9y 21 °C en conjunto con salinidades de
28 y 32 PSU se completd el desarrollo larval. A 20y 24 PSU el
100 % de las Cypris murieron. El desarrollo mas prologado
se obtuvo a 9 °C/32 PSU (33,57) y el menor en 21 °C/24 PSU
(8,50 dias). En 15 y 18 °C con salinidades de 28 y 32 PSU se
obtuvo la menor mortalidad acumulada, mayor contenido
de lipidos y proteinas en consecuencia un mayor contenido
energético, mayores niveles de produccién (P) y mejor efi-
ciencia neta de crecimiento (K5). Los resultados muestran
que la dieta, temperatura y salinidad tienen una importante
influencia sobre el desarrollo larval, sobrevivencia y acumu-
lacion de energia en A. psittacus.
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4 £te doctorado es importante por que me hace feliz.
Por que cierra un ciclo de aquellos que se anidaron en la infancia, entender el océano y
las criaturas que lo habitan, un océano que lo vivi intensamente en el puerto de Lebu,
Provincia de Arauco —en aquel entonces-. Tenia una deuda conmigo y otra con el. Cada
vez que lo estudio y lo entiendo mas globalmente -equilibrios y meta equilibrios- me
comprometo mds por que me doy cuenta de lo vital y tremendamente vulnerable que
es. Entonces... estoy cumpliendo una promesa que solo la puedo resolver trabajando,
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CADMIO EN SESTON'Y FRACCION DE ENRIQUECIMIENTO [CdM.chilensis] /
[CdSeston] EN EL MAR INTERIOR DE CHILOE

La industria mitilicola Chilena representa una actividad rele-
vante para la economia y el desarrollo nacional, eminente-
mente exportadora es sometida a regulaciones internaciona-
les que cautelan preferentemente los aspectos de inocuidad
alimentaria. La presencia de metal cadmio—dependiendo
de su concentracion— provoca rechazos en productos de
exportacion, dilatacion de cosechas, incertidumbre comer-
cial y riesgos en la industria. No existe relaciéon que permita

reconocer y cuantificar adecuadamente las vias tréficas que
expliquen enriquecimiento de Cd en Mytilus chilensis. Lo-
grado resolver la restriccidn sefialada, es posible hacer pro-
ndsticos asertivos en cuanto a reconocer los sustratos que
transportan este metal, los ecosistemas marinos (canales,
bahias, fiordos) y estaciones del afio con caracteristicas de
susceptibilidad de transferir Cd a biofiltradores. El objetivo
general fue estudiar la relacién [Cd] en seston y en Mytilus



chilensis para explicar el enriquecimiento (transferencia) en
cultivos de choritos. Este objetivo se abordd en cuatro capi-
tulos relacionados. El Primer capitulo describe una metodo-
logia de muestreo en M.chilensis que asegura una variabi-
lidad de la [Cd] leida y que permite observar las relaciones
y tendencias espacio/temporales de las transferencias de
cadmio que incluye el andlisis de tejidos blandos, contenido
en hepatopdncreas y valvas. El Segundo capitulo describe
la transferencia de cadmio a valvas de M. chilensis, en los
ecosistemas sefialados y estaciones del afio, lo que dice re-
lacién con la disposicion final de dichos subproductos y el
efecto que provocarian en los fondos de bancos naturales.
El Tercer capitulo describe las relaciones de transferencia
de cadmio en los ecosistemas estudiados considerando las
condiciones espaciales para los tres ecosistemas tipicos. El
Cuarto capitulo describe el comportamiento de [Cd] en cua-
tro estaciones sucesivas para los tres ecosistemas seleccio-
nados. Los resultados muestran que existe la posibilidad de
bajar la variabilidad de los resultados lecturas de [Cd] en M.
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chilensis de forma poder observar las tendencias en el orden
de décimas de mg Cd kg-1 sustrato seco. La [Cd] en valvas
es suficientemente baja para disponer de esos subproductos
en aplicacion agricola y sugerir que no existe acumulacion
de Cd en bancos naturales con valvas de individuos muertos.
Existe correlacién interesante entre [Cd] de valvas y tejidos
blandos. Canales y bahias marinas no tienen diferencia sig-
nificativa en sus relaciones de transferencia de cadmio, y si
fiordos. Seston nocturno (contiene micro zoo) logra tener
una correlacidn positiva y significativa como elemento de
transferencia del metal hacia M. chilensis. La transferencia
de este metal es estacional y distinta dependiendo del tipo
de tejido que se trata. Existe una modulacidn significativa en
primavera y no asi en época de verano avanzado. En otofio e
invierno la [Cd] en contenido de hepatopancreas incrementa
y en tejidos blandos disminuye, para los tres ecosistemas.
Ademas, la profundidad puede tener efecto incremental de
[Cd] en cuanto la zona de cultivo sea mas somera.

Dr. Hugo Silva
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”E/ programa ha sido una gran oportunidad para mejorar y enfrentar

mis debilidades. En conjunto con sus académicos nos han impulsado

a nuevos niveles de interaccion que han permitido ser parte de la
responsabilidad de las mejoras que nuestro pais y comunidad cientifica
necesitan hoy, sin perder un enfoque sustentable y de diversificacion.
Esto ultimo, deberia aplicarse a cada drea de desarrollo que uno debe
enfrentar y que en mi caso estd asociada a biotecnologia. 7/
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ESTUDIOS DE PROTECCION EN Salmo salar CONTRA Piscirickettsia salmonis POR IgY anti-P
SALMONIS ADMINISTRADA ORALMENTE

Piscirickettsia salmonis (P. salmonis) es una bacteria descrita
como la causante del “sindrome rickettsial salménido” (SRS).
La incidencia de SRS, actualmente no ha disminuido, lo que
representa grandes pérdidas econémicas, US S 500 millones
y US $ 700 millones, para la industria del salmén (AQUA,
agosto de 2015). SRS, generd 79% de todas las mortalidades
en Salmo salar (Sernapesca, octubre de 2016). Para reducir
impacto de SRS, la industria chilena ha incorporado mejor
gestion, vacunacion y uso de antibidticos. Este proyecto rea-
lizé un tratamiento alternativo con inmunidad pasiva, la cual,
usa la inclusion de anticuerpos preformados (IgY, generados
en gallina) contra SRS, en lugar de intentar inducir anticuer-
pos en peces (IgM) mediante la estimulacidn con antigenos
del patdgeno. Esta estrategia, se aplica en etapas de pro-
duccién animal donde no es posible usar antibiéticos, por
razones de seguridad alimentaria. La terapia de inmunidad
pasiva se ha utilizado con éxito en la terapia biomédica, diag-
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néstica y profilactica de enfermedades (Michael et al., 2010),
asi como contra patdgenos acudticos (Lee et al., 2000). El
proyecto generd las siguientes innovaciones: (i) La produc-
cion de un antigeno de P. salmonis y un IgY anti-P. salmonis
para conferir inmunidad pasiva contra el patégeno, el cual,
es estable y seguro en los ecosistemas acuaticos y en la sa-
lud publica. (i) Optimizacién de administracién oral usando
diversas tecnologias, mediante el desarrollo y la mejora de
la tecnologia de microencapsulacién de anticuerpos. (iii) In-
clusion de microparticulas cargadas con IgY anti-P. Salmonis,
en alimento de salménidos, lo que permite una alternativa
de tratamiento (inmunidad pasiva) de los peces contra SRS, y
asi mismo, la administracion oral, reduce los problemas aso-
ciados con la manipulacion de peces y sus riesgos asociados.
(iv) Esta biotecnologia es homologable para el tratamiento
y/o profilaxis de otros patdogenos.

UI]IVBISld’ld Austral de Chile

Escuela de Graduados - Sede Puerto

Doctorado




%)
=3
=8
=
5}
=

=

=
=
<

VD Segundo Semestre 2018

Anticuerpos gque ayudan entender la
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hile y el Reino Unido estan entre los principales producto-

res de salménidos de la acuicultura y son el 2°y 3° mayor

productor de salmon del Atlantico en el mundo. A pesar
del éxito productivo de esta industria, las enfermedades de los
peces han tenido y siguen teniendo un gran impacto negativo
en la produccién. Por ejemplo, los brotes de anemia infecciosa
del salmén en Chile redujeron draméticamente la produccién en
la década pasada y la enfermedad bacteriana de la furunculosis
casi paralizaron la industria salmonera del Reino Unido a fines
de los 80’s. Esta Ultima enfermedad infecciosa fue controlada
por el desarrollo de una vacuna altamente efectiva, que ademas
de prevenir la mortalidad de peces, tuvo el beneficio ambiental
adicional de reducir el uso de antibiéticos en més de un 99% en
la Ultima década. Desde entonces, se han desarrollado vacunas
eficaces, principalmente contra enfermedades bacterianas y va-
cunas antivirales de eficacia variable. En términos de las formu-
laciones, las vacunas que han producido inmunidad protectora
se han desarrollado empiricamente, sin la debida consideracion
de los mecanismos implicados. La falta de conocimiento de los
mecanismos inmunes que operan cuando se tiene una vacuna
eficaz o que permite la exitosa recuperacion de los peces des-
pués de una enfermedad infecciosa, limita el desarrollo tecno-
l6gico en el caso de enfermedades en las que existen vacunas
poco eficaces, limita la velocidad a la que se pueden desarro-
llar nuevas vacunas para enfermedades emergentes y afecta las
cuestiones éticas que rodean la necesidad de pruebas con pa-
tdgenos en todas las etapas del desarrollo de vacunas de peces.

Con la secuenciacion de los genomas de la trucha arco iris y del
salmoén del Atlantico, sabemos mas que nunca sobre los genes
que existen en estas especies de peces y sobre los llamados
genes paralogos presentes debido a los eventos de duplicacion
del genoma (WGD). Los multiples parélogos complican los es-
tudios de la funcién genética, debido al potencial de sub y neo-
funcionalizacién de dichos genes, y por la necesidad de producir
multiples proteinas recombinantes para estudiar la bioactividad



de proteinas. En el contexto de los genes inmunes, existen pares
de genes que estan cominmente presentes, como se ve para la
interleugquina 4/13 (IL-4/13) de salménidos, donde la 1L4/13A,
IL-4/13B1 y IL4/13B2 son probablemente el resultado de estos
eventos duplicacién [1].

Si bien el conocimiento del sistema inmune de los mamiferos es
muy extenso e informativo, y sirve de guia de estudios en otros
vertebrados, existen muchos aspectos Unicos dentro de cada gru-
po de vertebrados, como los peces, que hacen necesario avanzar
en el conocimiento de los mecanismos de inmunidad en cada
especie de interés. De hecho, un aspecto muy interesante de es-
tudiar es la inmunidad adaptativa, aquella que es responsable de
los deseados efectos de una vacuna, y que se origind hace casi
500 millones de afios justamente en los peces con mandibula.
Las particularidades de la inmunidad adaptativa en los peces
se ve por ejemplo en los tipos de anticuerpos de los teledsteos
como los salménidos, donde se han descrito 3 isotipos (IgM,
IgT e IgD) en lugar de 5 que tienen los mamiferos; o en las cito-
quinas, donde existe una gran variedad de genes que codifican
multiples isoformas lo que no ocurre en especies de vertebrados
superiores. Las células claves de la inmunidad adaptativa son los
clasicos linfocitos T y B en todos los vertebrados con mandibula,

Tabla de Anticuerpos

Inmunégeno

Anticuerpos Tipo de anticuerpo

CD4-1 de trucr]a

Molécula que reco-
noce
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siendo los linfocitos B aquellos responsables de la produccion y
secrecion de anticuerpos. Mucho menos se sabe de los linfocitos
T aunque son células claves de la respuesta inmune adaptativa.

En los peces, los linfocitos T han sido dificiles de identificar, aislar
y caracterizar por la falta de anticuerpos que son una herramienta
fundamental para la investigacién en este campo. En los mami-
feros en cambio, con estudios de mas de ocho décadas, se sabe
que los linfocitos T tienen una extraordinaria funcion reguladora y
efectora en la inmunidad siendo responsables del reconocimien-
to de microorganismos patégenos (virus y bacterias) y, directa o
indirectamente, responsables de su eliminacion. Tras la interac-
cion de complejo TCR-CD3 con un antigeno viral o bacteriano,
los linfocitos T cooperadores también conocidos como linfocitos
T CD4+ se diferencian a una variedad de linfocitos T conocidos
como T helper (Th) 1, Th2'y Th17 y T reguladora inducida (Treg).
Varias proteinas conocidas como citoquinas o interleuquinas, fun-
cionan como mensajeros para la diferenciacion, proliferacion o
activacién de las funciones inmunes de estos mismos linfocitos
T, linfocitos B o de otras células fundamentales de la inmunidad.
Asi, los linfocitos Th1l que se diferencian en presencia de inter-
leuguina (IL)-12 e interferén (IFN)-gama estan involucradas en la
inmunidad contra patdgenos intracelulares como los virus, los lin-

Referencia/

Célula que reconoce
Proyecto

Linfocitos T, células

CD4-1 Péptido Policlonal (conejo) aAE[(I:aprl;E[ii?:g salmon del A Maisey et al., 2016
CD4-1 de trucha

CD4-1 Clon 109 Péptido Monoclonal (ratén) arcoiris y salmon del Linfocitos T RCUK-Conicyt/ Fondecyt
Atléntico

CD3e, Clon 1B3 tljirr?;enlpea CD3e recom- Monoclonal (ratén) CD3e de trucha arcoiris Linfocitos T RCUK-Conicyt/ Fondecyt

CD8a Proteina recombinante  Policlonal (ratén) CD8a Linfocitos T Fondecyt
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focitos Th2 que producen IL-4, IL-5 e IL-13 estan implicados en
la defensa contra las infecciones helminticas y en la produccién
de anticuerpos, los linfocitos Th17 tienen un papel en la defensa
del huésped contra bacterias y hongos extracelulares y los linfo-
citos Treg tienen un papel esencial en la regulacion inhibitoria de
las respuestas tipo Thl, Th2 y Th17. En los peces, las primeras
evidencias de la presencia de linfocitos T provienen de estudios
histologicos y posteriormente de los estudios gendémicos y trans-
cripcionales con los que se identificaron los genes homologos del
receptor de antigenos de los linfocitos T (TCR) y sus correcepto-
res CD4-1, CD4-2, CD8. Los linfocitos T citotoxicos CD8+ han
sido mas estudiados que los linfocitos T helper o T CD4+ debido
a que se desarrollaron anticuerpos contra la molécula CD8 hace
ya una década [2]. Esto ha permitido aislar y estudiar estas célu-
las en diferentes especies. Solo recientemente, con la produccién
de anticuerpos monoclonales y policlonales contra CD4-1, CD4-2
0 CD3 de algunas especies de peces como pez cebra, trucha y
carpa se han identificado y estudiado algunas caracteristicas de
los linfocitos Th en los peces [3-5], sin embargo, no se conoce
hasta ahora si las subpoblaciones Th1, Th2, Th17 y Treg existen-
tes en los vertebrados superiores estan también presentes como
entidades separadas en los peces.

En este marco, las agencias que financian la investigacién cienti-
fica en el Reino Unido (RCUK) y en Chile (CONICYT) han apoya-
do el desarrollo de un proyecto de investigacion de colaboracion
internacional entre el Scottish Fish Immunology Research Cen-
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Figura 1: Andlisis de linfocitos T mediante citometria de flujo. El anticuerpos mo-
noclonal anti CD4-1 detectan la poblacion de linfocitos T CD4-1+ que alcanza
diferentes porcentajes del total de leucocitos: en el bazo (45%), en el riidén ante-
rior (55%). Los anticuerpos anti CD8 detecta la pequefia poblacion de linfocitos T
CD8+ descrita en el rifién anterior (1,8 %) y también la poblacion presente en el
timo de las truchas (20%).

tre de la Universidad de Aberdeen y el Centro de Biotecnologia
Acuicola de la Universidad de Santiago de Chile, destinado a
identificar las poblaciones de Th en peces teledsteos como una
forma de ayudar al desarrollo de vacunas. El grupo de Aberdeen
es lider mundial en el descubrimiento de genes y andlisis de
bioactividad de citoquinas de peces. Poseen el repertorio mas
grande de proteinas de citoquinas recombinantes de peces en
el mundo, las que pueden usarse en el estudio de los linfocitos
Th de los peces [6]. En el grupo del CBA en Santiago, asi como
en Aberdeen, han estado desarrollando reactivos (citoquinas re-
combinantes y anticuerpos) (Tabla 1) y métodos para estudiar
células T en peces [7]y para demostrar la expresidn de citoqui-
nas inducidas por antigenos virales y bacterianos en linfocitos T
CD4-1. En particular, nosotros hemos enfocado parte importante
de nuestros esfuerzos a desarrollar anticuerpos contra moléculas
claves de los linfocitos de los peces salménidos. Uno de los usos
mas comunes de los anticuerpos contra moléculas propias de
ciertas poblaciones celulares, es el analisis mediante citometria
de flujo que permite identificar y cuantificar las poblaciones celu-
lares de interés. De la misma manera, los anticuerpos se pueden
usar para visualizar estas células aisladas o en los érganos don-
de residen y producen la respuesta inmune destinada a eliminar
microorganismos patégenos. Dos de los anticuerpos estan dirigi-
dos contra el correceptor CD4-1 (Tabla 1). Uno es un policlonal
preparado en conejo contra un péptido sintético de CD4-1 vy el
otro es un monoclonal preparado en ratén producido usando el
mismo péptido sintético. La produccién de anticuerpos contra el
complejo CD3 de los linfocitos T, utilizando la proteina recombi-
nante (Tabla 1) nos ha permitido identificar irrefutablemente los
linfocitos T de la trucha arcoiris [5] que se observan y cuantifican
mediante citometria de flujo (Figura 1) y visualizan mediante mi-
croscopia confocal como células que aparecen marcadas con los
anticuerpos CD4-1 y CD3¢ a la vez.

Utilizando los anticuerpos en combinacién con anélisis trans-
criptémicos, estamos ahora en condiciones de determinar el tipo
de respuesta inmune producida por los peces salménidos contra
diferentes patégenos o contra la aplicacion de vacunas. Actual-
mente, estamos estudiando en la trucha, la respuesta a la apli-
cacion de dos antigenos modelos de infeccion viral, las proteinas
recombinantes VP1 y VP2 del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV). El aislamiento de la poblacién de linfocitos
T desde los peces inmunizados, utilizando los anticuerpos anti-
CD4 y anti-CD3 y cell sorting, nos permitird determinar la expre-
sion transcripcional de un panel de genes de citoquinas en estas
células y con ello el tipo de subpoblaciones linfocitarias respon-
dedoras a estos antigenos virales.

En consecuencia, una de las mas notables aplicaciones de es-
tos anticuerpos sera definir con més detalle que nunca los tipos
linfocitos Th que se activan en la trucha como respuesta a la
inmunizaciéon o como respuesta a la aplicaciéon de vacunas. En
el futuro, podremos ademas identificar el tipo de respuesta linfo-
citaria que otorga proteccién contra determinados microorganis-
mos patdgenos, que sera ademas el tipo de respuesta deseada
en el disefio de vacunas utilizadas en los peces.
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La citometria de flujo es una técnica altamente sensible y automatizada, que permite la

identificacion y caracterizacién (fenotipaje) de células utilizando anticuerpos marcadores.
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a medicina basada en evidencia (EBM, del inglés evidence-

based medicine), es un enfoque de la practica médica hu-

mana dirigida a optimizar la toma de decisiones haciendo
uso de datos cientificos provenientes de investigaciones previa-
mente publicadas. Para lograr esto, se realizan revisiones siste-
maticas, las cuales siguen un método explicito para resumir la
informacion que se conoce acerca de determinado tema a tiem-
po presente. Estas se distinguen de las revisiones narrativas en
que provienen de una pregunta y de un protocolo de investiga-
cion estructurado, el cual evita la seleccién subjetiva de articulos
(y sus sesgos asociados), promoviendo la revision de la com-
pletitud de la evidencia existente respecto del tema de interés.
El resultado de una revisién sistematica puede ser cualitativo o
cuantitativo, empledndose en este Ultimo caso un estimador es-
tadistico denominado metaanalisis.

A partir de la utilidad que se desprende del uso de la EBM en la
toma de decisiones en ambitos de la medicina, cientificos de la
Universidad de Chile asesorados por investigadores de la Univer-
sidad de McMaster en Canada, hemos creado a Scimetrica, un
laboratorio de andlisis de datos cientificos que recoge los funda-
mentos y procedimientos de la EBM para realizar revisiones sis-
temaéticas y/o metaanalisis con foco en la produccién silvoagro-
pecuaria y veterinaria. El objetivo de este laboratorio es obtener
informacion detallada y sin sesgo respecto de problematicas de
interés en la industria de la produccién de animales, vegetales y
alimentos en general, con el fin de apoyar su solucion basandose
en evidencia.

Nuestros primeros estudios, los cuales se encuentran en proceso
de publicacién en revistas cientificas de corriente principal, se
han enfocado en gendmica, particularmente en la identificacién
de marcadores transcripcionales de respuesta de peces teleds-
teos a infecciones con diferentes patégenos. Esta informacion es
relevante tanto para la comprensién de los elementos genéticos
involucrados y posibles mecanismos de respuesta a infecciones
en peces, como también para fundar las bases del desarrollo de
nuevas estrategias de control basadas en evidencia cientifica.
Como se muestra en la Figura 1, nuestras observaciones indi-

can que el uso de microarrays de ADN para evaluar de mane-
ra masiva la respuesta transcripcional de peces infectados con
diferentes patégenos, tuvo un avance creciente desde el primer
articulo en 2003 hasta el 2012, afio en que se publicaron 13
articulos especificos de la temaética, para luego caer a un articulo
publicado en 2017, lo que pudo deberse al crecimiento de tec-
nologias alternativas y mas informativas como el RNA-seq. Sin
embargo, en el ambito de nuestro interés, la tecnologia de los
microarrays dej6 disponibles cientos de miles de datos en bases
de datos publicas. Esta informacion fue reanalizada, permitién-
donos levantar nuevas hipotesis y obtener conclusiones genera-
les en relacion al tema de interés. Una de ellas, ilustrada en la Fi-
gura 2, indica que los paises del hemisferio norte dan cuenta de
la mayor contribucién en términos de nimero de publicaciones
(n=85 totales), destacando Noruega (n=21) seguido por Chi-
na (n=18), Espafia (h=14) y Canadé (n=12), todos grandes
productores piscicolas. Interesantemente, aunque Chile es el se-
gundo productor mundial de salménidos cultivados después de
Noruega, las 4 publicaciones generadas con afiliacién en el pais
demuestran que no sélo el nivel de produccién, sino que también
el desarrollo cientifico y tecnolégico de los paises, dan cuenta de
la magnitud del aporte al estado del arte.

==Ricroarray “*=fANA-sq = Nuestros datos
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Figura 1. Distribucién anual de las publicaciones en las que se utiliza
microarray 0 RNA-seq para estudiar la respuesta transcripcional global.



Desde el punto de vista de las especies de peces analizadas
(n=13), destaca que la mayoria de los estudios se han realiza-
do en salmon del Atlantico (Sa/mo salar) seguido por pez cebra
(Danio rerio), que aunque no es un animal de produccién, es
el modelo clasico para peces teledsteos en investigacién. Una
serie importante de estudios se han realizado también en trucha
arcoiris (Onchorynchus mykiss) e hirame japones (Paralichthys
olivaceus). Otro aspecto destacado fue que la mayoria de los
estudios se realizaron en peces juveniles (67.9%), mientras que
un reducido nimero de estudios se realizaron en peces en esta-
do adulto. De esta forma, hipotetizamos que dado el nimero de
peces necesarios para hacer estos estudios y los costos de usar
individuos pronto a ser cosechados, se favorece el uso de peces
juveniles a pesar que algunos patégenos infecten peces en esta-
dos de desarrollo mas avanzados.

Desde el punto de vista de los patégenos estudiados destacan
18 especies bacterianas, 13 tipos de virus y nueve parasitos y/u
hongos. A pesar de la mayor diversidad de bacterias estudia-
das, los estudios se distribuyen casi equitativamente entre bac-
terias (n=34) y virus (n=35), mientras que los otros patégenos
son la minorfa (n=16). Las relaciones entre peces y patégenos
que presentan la mayor frecuencia de estudios son salmones
del Atlantico juveniles infectados con el “piojo del salmén” (Le-

EL EQUIFO
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Figura 2.

Mapa de calor de la cantidad
de publicaciones asociadas a
la respuesta transcripcional de
peces teledsteos a infecciones.

peophtheirus salmonis), con el virus de la anemia infecciosa
(ISAV) y con el piscine reovirus (PRV).

El conjunto de estos estudios ha permitido evaluar cambios de
expresion génica con mas de ciento diez mil datos, identificando
genes cuya expresion cambia en respuesta a la infeccion de ma-
nera comun para cualquier patégeno (marcadores generales de
infeccion), de manera especifica para bacterias (marcadores de
infeccion bacteriana) y de manera especifica para virus (marca-
dores de infeccion viral). Estos marcadores han sido clasificados
de acuerdo a sus funciones bioldgicas, encontrdndose procesos
relacionados a la respuesta a patégenos (respuesta inmune) y
otros no relacionados previamente a infecciones. La informacion
generada promete ser sustrato de nuevas investigaciones, y foco
de nuevos tratamientos o herramientas, como por ejemplo, la
posibilidad de utilizar estos marcadores para evaluar la inmu-
nocompetencia de individuos posterior a una vacunacién o la
deteccion de infecciones previo a la aparicién de signos clinicos.
Estos resultados son un ejemplo que representan el potencial
de Scimetrica, que a partir de datos publicados en disciplinas
no necesariamente asociadas a la medicina, puede llegar a pro-
poner conclusiones de indole general o soluciones novedosas y
utiles en el ambito productivo.

Pablo Cabrera Reyes Rodrigo Pulgar Tejo
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En Acuicultura, el norte también existe, y tiene un potencial que ha sido poco explorado. Desde 2016,
con el apoyo de Corfo, AquaPacifico esta dando cuenta de esta realidad, articulando actores y generando
una oferta de productos y servicios para impulsar la acuicultura en esta macrozona.

Moluscos y algas han sido los principales focos de desarrollo, activando industrias con promisorias ex-
pectativas de crecimiento.

uando se habla de acuicultura en Chile, la mirada se va in-
mediatamente hacia el sur. La industria salmonicultora, con
95% de las exportaciones del sector, surge como un gigante.
A su lado, cada vez més dindmica, la mitilicultura crece a paso fir-
me, posicionando a los mejillones (choritos) en distintos mercados.

Mas de tres décadas de I+D en el norte del pais, liderado por
Fundacion Chile y la Universidad Catélica del Norte, con sus
respectivos Centro Acuicola Tongoy y Centro Costero de Acua-
cultura y de Investigaciones Marinas (inserto en la Facultad de
Ciencias del Mar), han generado un gran avance, aunque el de-
sarrollo del sector productivo ha sido escaso. Menos del 1% de
la acuicultura nacional, para llevarlo a cifras.

De ahi que ambas instituciones unieran sus capacidades, bus-
cando cambiar esa realidad y creando para ello el Centro de
Innovacion Acuicola AquaPacifico. Con el apoyo de Corfo, desde
2016, AquaPacifico asumié el desafio de reimpulsar la acuicul-
tura en la zona centro-norte.

Detras de la exigua contribucion a la acuicultura nacional, hay
una actividad monoespecifica, basada principalmente en 2 gru-

pos de recursos (ostion y abalén); empresas pequefas y me-
dianas con modelos de produccién intensivo o semi-intensivo;
disminuida presencia de la acuicultura de pequefa escala (APE),
escasa colaboracién entre actores, y grandes desafios para el
desarrollo sustentable de la actividad.

En ese panorama, AquaPacifico propone la asociatividad como
herramienta de fomento productivo, venciendo las desconfian-
zas, inaugurando una nueva era de colaboracién, donde el Cen-
tro de Innovaciéon Acuicola sea el necesario intermediario tecno-
légico entre las instituciones de [+D, las empresas y los gremios
acuicolas del norte.

Juan Andrés Roeschmann, director de Centros Tecnologicos de
Corfo, sostiene que “necesitamos como pais complementar la
I+D en acuicultura en el norte y abrirnos a otras especies, no
sélo salmén, para utilizar el gran potencial de Chile y aumentar
el valor agregado de nuestra produccion acuicola en el norte.
Es aqui donde el aporte de AquaPacifico es fundamental por su
fuerte 14+D con foco productivo. Como ejemplo, su contribucién
en estandarizar el cultivo de macroalgas es muy relevante para
la cadena de valor de la industria acuicola”.
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LINEA DE TRABAJO DESCRIPCION ALCANCE ESPECIES ACUICOLAS INVOLUCRADAS

Escalamiento
productivo

Sanidad acuicola

Genética y
Fisiologia

Nutricion
acuicola

Sostenibilidad
ambiental

Ingenieria y
Tecnologia
acuicola

Permite apoyar la acuicultura nacional

mediante servicios especificos, generando
informacion con respecto a la factibilidad
técnica y econdmica de un nuevo desarrollo.

Desarrollo y aplicacion de capacidades técni-
cas y analiticas destinadas al manejo sanita-
rio y resguardo de bioseguridad acuicola

Servicios especificos ligados al campo
de la genética y fisiologfa de especies
hidrobiolégicas, que permitan desarrollar
capacidades técnicas y analiticas en el
campo de la acuicultura

Aplicacién de capacidades técnicas
y analiticas en servicios especificos
ligados al campo de la nutricién acuicola.

Capacidad de registro y anélisis de
variables de interés o incidentes
en el desarrollo productivo de
la acuicultura oceanica
y continental.

Disefio, dimensionamiento e
instalacion de sistemas acuicolas
marinos y terrestres para los recursos:
alga, moluscos, crustaceos y peces

Corvina (Cilus gilberti)
Asesorfas de Investigacion
y desarrollo

Palometa (Seriola lalandi)
Lenguado (Paralichthys adspersus)

Ostra Japonesa (Crassostrea gigas)
Produccion de especies

de interés comercial Ostion del Norte (Argopecten purpuratus)

Almejas (Leukoma antiqua )
Navaja (Ensis macha)

Bioensayos
Capacitaciones

Abaldn rojo (Haliotis rufescens)
Microalgas y Macroalgas

Trucha (Oncorhynchus mykiss)
Andlisis Histolégicos
Microscopia
electronica
Anélisis
Microbiolégicos
Manejo Sanitario-Acuicola:
Asistencia técnica
Curso tedrico-préctico:
Bacteriologia aplicada.
Curso tedrico-préactico:
Enfermedades acuicolas.

Algas, Moluscos Peces y Crustaceos

Genética Molecular

Estado fisiolégico de especies
hidrobiolégicas

Disefio de programas de

mejoramiento genético Moluscos, Peces y Crustaceos

Capacitaciones (Herramientas molecula-

res, técnicas DNA recombinante, genéti-

ca poblacional, Fisiologia comparativa y
aplicada a organismos marinos)

Analisis proximal
Determinacion de lipidos y proteinas

Formulacién y evaluacién

Campos de interés segun cliente
de dietas balanceadas

Produccion de pellet a pequena
escala (asociativo).

Mediciones oceanogréaficas fisico-
quimicas de la columna de agua.
Caracterizacion del fondo marino.

Evaluacién de lineas base del Sistema de
Evaluacién de Impacto Ambiental (SEIA).

Batimetria de exploracién.
Implementacién de sistemas de
monitoreo costero en tiempo
real y auto-contenidos.
Modelacién hidrodindmica
regional de alta resolucién.

Especies hidrobioldgicas de interés

Capacitaciones, asesorias y consultorias.

Disefio, dimensionamiento e
instalacion de sistemas de cultivo
en todas sus etapas.

Especies hidrobioldgicas de interés
Diseno, dimensionamiento

e instalacién de Sistemas
Acuicolas Recirculantes (SAR)

0n acuicola
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Ante las carencias, soluciones

Carolina Oliu, coordinadora de Transferencia y Negocios de
AquaPacifico, detalla las principales carencias y obstaculos que
enfrenta la industria acuicola en el centro norte de Chile, agru-
padas en ambitos legales, tecnolégicos/financiamiento y comer-
ciales/mercado. “Desde el punto de vista legal, las dificultades
parten por optar a un area apta para la acuicultura (zona AAA)
en un tiempo de tramitacion que no sea extendido, donde el
productor se ve entrampado en las tramitaciones, limitando el
posicionamiento inicial y/o puesta en marcha de la actividad”.

La ejecutiva explica que, desde el punto de vista de las capacida-
des tecnoldgicas, “estas tienen directa relacion con la capacidad
de inversion existente en el rubro, tanto publica como privada. Si
bien hay fondos publicos dirigidos a la [+D+iy el desarrollo de
negocios, las tendencias productivas en acuicultura las marcan
las posibilidades de escalamiento; es ahi donde hay que reforzar
las estrategias de inversion y donde creo que el Estado esta en
deuda. Actualmente, agrega Carolina Olid, “la acuicultura desti-
na la mayoria de su produccion a fines alimenticios, por lo que
también falta diversificacién de especies y generacion de nuevos
productos y subproductos provenientes de esta actividad”.

Ante esas brechas, AquaPacifico posee una oferta de servicios
(ver tabla) que permite disponer de capacidades técnicas y ana-
liticas para fomentar el desarrollo del centro-norte, junto a la
diversificacion acuicola. Esto es muy relevante, dado que los
servicios para la industria se encuentran focalizados en el sur de
Chile, donde estos tienen una fuerte demanda debido al dina-
mismo de la actividad salmonera y de mitilidos.

“Mediante este portafolio de productos y/o servicios, AquaPaci-
fico pone a disposicién toda su experiencia técnica, con el com-
promiso de la blUsqueda constante de nuevas alternativas que
permitan mejorar la competitividad de cada sector productivo de
la zona”, destaca la coordinadora de Transferencia y Negocios.

Este portafolio de servicios presenta una puesta en marcha hacia
una oferta multidisciplinaria en campos de interés directo para

la diversificacion acuicola de todos los sectores productivos de la

zona norte. Sin embargo, y en base a la capacidad técnica y de
andlisis, también se podran ver beneficiados otros sectores pro-
ductivos, como son las areas de alimentos, agricultura, agroin-
dustria, entre otros; ademas de atender ciertas necesidades de
universidades y centros de Investigacion.

Como respaldo a esta oferta de servicios y a la planificacién de
impulso productivo para los distintos sectores, AquaPacifico tra-
baja en base a las siguientes Lineas de Investigacion Estratégica:
Escalamiento productivo; sanidad acuicola; fisiologia y genética
acuicola; nutricién acuicola; sostenibilidad ambiental, e ingenie-
ria y tecnologia acuicola.

I+D+i para el emprendimiento acuicola

Las Lineas de investigacién se conforman por un capital huma-
no que, en conjunto, suman 35 investigadores de validada ex-
perticia y sus equipos de trabajo. El aporte de AquaPacifico es
unificar y poner a disposicion dicho capital humano con foco en
fomentar y fortalecer el desarrollo de la acuicultura sustentable,
integrando la investigacién y la innovacién con el emprendimien-
to acuicola.

Se trata, en definitiva, de capital humano que estaba en las ins-
tituciones socias (FCh y UCN) o en las coejecutoras (U. de Chile,
con su Facultad de Ciencias Agronémicas e Instituto de Nutricion
y Tecnologia de los Alimentos INTA, y la Universidad Austral de
Chile UACH), pero que -al estar reunido con este foco, y con el
agregado de los técnicos y profesionales propios de AquaPacifi-
co- genera un real impacto para los objetivos propuestos.

“AquaPacifico estd enfocado en desarrollar I+D+i para la gene-
racion de tecnologia acuicola sostenible, que permita optimizar
los actuales cultivos y diversificar la acuicultura de la zona nor-
te. Buscamos generar y apoyar proyectos de investigacion que
produzcan un impacto positivo tanto en la produccion de las
distintas especies acuicolas, como en el bienestar del sector y el
medio ambiente. En este sentido, se espera fortalecer y poten-
ciar la Acuicultura de Pequena Escala”, sefiala Claudia Navarrete
Taito, coordinadora de 14+ D. Destaca que, actualmente, todas las
lineas -en sus diferentes tematicas- estan contribuyendo con los
objetivos de AquaPacifico.




Investigadores |+D por Linea

GENETICA Y FISIOLOGIA

 Federico Winkler, Doctor en Ciencias Bioldgicas- Genética

» Katherina Brokordt, Doctora en Biologia mencién Ecofisiolo-
gia- Fisiologia de moluscos
Elisabeth von Brand, Doctor en Agricultura Genética- Genética
* Claudia Carcamo, Doctorado en Biologia- Genética
Claudio Alvarez, Doctor en Biotecnologia- Fisiologia de peces
Cristian Araneda, Doctor en Ciencias Biomédicas- Genética
Angélica Larrain, Doctor en Ciencia y Tecnologia de los Ali-
mentos- Calidad de alimento
* Johana Defranchi, Bidlogo Marino- Genética
» William Farias, Magister en Ciencias del Mar-Genética

SANIDAD ACUICOLA

 Karin Lohrmann, Doctor en Ciencias- Histologia de moluscos

¢ Claudio Miranda, Doctor en Ciencias Bioldgicas- Patologias en
acuicultura

« Rodrigo Rojas, Doctor en Acuicultura- Microbiologia marina

« Enrique Paredes, Doctor en Medicina Veterinaria-Histologia
de peces

* Jaime Romero, Doctor en Microbiologia- Biotecnologia marina

NUTRICION ACUICOLA
» Pedro Toledo, Doctor en Acuicultura- Nutricién acuicola
» Maria L. Fernandez, Magister en Educacion- Quimica y analisis
« Jurij Wacyk, Doctor en Fisiologia- Nutricién de peces
« Alejandro Abarca, Magister en Acuicultura — Moluscos bivalvos.

SOSTENIBILIDAD AMBIENTAL

» Marcel Ramos, Doctor en Ciencias Biolégicas mencion Ecolo-
gia- Oceanografia fisica

« Praxedes Muiioz, Doctor en Oceanografia- Oceanografia Quimica.

« Maria Valladares, Méster en Gestién Integrada de Areas Lito-
rales- Equipamiento y anélisis de datos oceanograficos

INGENIERIA Y TECNOLOGIA ACUICOLA
« Alfonso Silva, Doctor en Biologia- Cultivo de peces
» Héctor Flores, Magister en Acuicultura Marina- Cultivo de peces
* Juan Macchiavello, Doctor en Ciencias- Cultivo de algas
* German Merino, Doctor en Biologia e Ingenieria Agricola- In-
genieria y tecnologia RAS
« Joel Barraza, Ingeniero Civil Mecénico-Ingenieria y tecnologia RAS
« Luis Pereira, Magister en Ciencias- Cultivo de moluscos
» M2 Cristina Morales, Doctor en Acuicultura- Cultivo de crusticeos

ESCALAMIENTO PRODUCTIVO
« Juan Carlos Sanchez, Ingeniero Civil- I+ D en acuicultura
 Carlos Estrada, Ingeniero en Acuicultura- Cultivo de abalones
* Franco Cerda, Magister en Acuicultura- Operaciones acuicolas
» John Barraza, Magister en Acuicultura- Bioseguridad
* Daniel Arriagada, Mg. en Ciencias de la Acuicultura- Cultivo
de moluscos
« Ignacio Valdés, Ingeniero en Biotecnologia Marina y Acuicul-
tura- Formulacion y desarrollo de proyectos
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Durante sus dos primeros afios de funcionamiento, AquaPacifi-
co ha apoyado diversas capacitaciones, las que han permitido
reforzar la investigacion desarrollada por el personal del centro.
Asimismo, ha contribuido con las instituciones generadoras en la
postulacién y ejecucién de numerosos proyectos acuicolas a fon-
dos publicos concursables. Entre los que han sido adjudicados
estan: “Valoracion nutricional de productos del mar en la regién de
Coquimbo”; “Levaduras autdctonas para la produccién sustenta-
ble de larvas de peces marinos”; “Producciéon masiva de semillas
de Navaja (Ensis macha) en ambiente controlado: validacion y op-
timizacion de la tecnologia de cultivo”; “Produccion de semillas de
almeja (Venus antiqua) en ambiente controlado como alternativa
productiva para el sector pesquero y acuicola: Optimizacion de la
tecnologfa de cultivo”; “Marcadores de crecimiento de Abalén”, e
“Identificacion de oportunidades para el desarrollo de bioproduc-
tos marinos, como activo estratégico para la region de Coquimbo”.

Investigaciones, presentaciones en congresos y 11 articulos
cientificos con filiacion AquaPacifico, ademas de articulos pe-
riodisticos en revistas especializadas, forman parte del intenso
trabajo que ha realizado el centro, con la intencién de difundir
este conocimiento y contribuir al avance de la acuicultura.

Impulso a los sectores productivos

Después de haber realizado un diagnéstico de la situaciéon de la
acuicultura en el norte, con un intenso recorrido por los sectores
productivos, la determinacién de AquaPacifico fue enfocarse ini-
cialmente en lo que ya estaba en marcha en la zona que abarca
las regiones de Atacama, Coquimbo y Valparaiso. “No significa
que no vayamos a incorporar otras tematicas, pero si entendimos
que una buena parte de nuestra energia en el corto plazo tenfa que
estar puesta en la industria actual, compuesta principalmente por
el ostién, el abaldn, las algas y la acuicultura de pequefa escala
(APE)", enfatiza Axel Klimpel, director ejecutivo de AguaPacifico.

El sector productivo del abalén, compuesto por unas 25 empre-
sas, fue el primero en ser abordado. A fines de 2017, se realizd
el seminario “Desafios del abalén en Chile: vision para una in-
dustria que quiere crecer”, evento en el que se logré reunir a los
principales actores de la industria, iniciando un trabajo que hoy
se traduce en el préximo lanzamiento de la hoja de ruta del area.
Axel Klimpel destaca que se trata de “una industria potente des-
de el punto de vista tecnolégico, debido a la exigencia que tiene
el recurso, por lo que obliga a un alto nivel técnico de sus pro-
ductores. No obstante, se necesita fortalecer ciertos aspectos.
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Somos el quinto productor acuicola de abalén en el mundo, pero
somos el Unico que no tiene ni esta desarrollando un programa
genético. Es un trabajo que es necesario realizar porque permite
ir acortando el ciclo productivo y fortalecer la especie, generando
resistencias a enfermedades y mejorando la calidad del producto”.

Alex Poblete, gerente de produccion de Live Seafood Chile, coin-
cide con Klimpel y destaca el trabajo de AquaPacifico “en in-
corporar como tema central el manejo genético de la poblacion
nacional de abalones, que es un punto que en Chile no estaba
siendo abordado, siendo que las potencias mundiales -como
China y Corea- si lo estan incorporando como algo muy relevan-
te. Si esto se llevara a término, serfa un gran aporte de AquaPa-
cifico a la industria del abalon chilena”.

En paralelo al abalén, se esta trabajando con el sector de algas,
instalando una unidad para la produccion de plantulas dirigidas
a abastecer las necesidades de distintas industrias, al igual que
para abastecer los programas estatales de cultivo y repoblamien-
to. Todo esto como un plan maestro de AquaPacifico, donde las
distintas industrias se potencian entre si, dado que también se re-
quiere produccion de algas para la alimentacién de los abalones.

En el caso de las algas, el desafio es avanzar en el escalamiento
productivo. “Se han hecho muchos programas de cultivo de al-
gas y ahora hay que empezar a escalarlos. Vamos a incorporar
la capacidad de AquaPacifico en la produccion de plantulas de
algas para apoyar el repoblamiento del sector pesquero artesanal
en sus areas de manejo y el plan de la Subsecretaria de Pesca
de incentivo para la produccién de algas, que requiere que exis-
tan lugares certificados que entreguen una plantula de calidad”,
enfatiza el director ejecutivo, explicando que eso es parte del rol
de la entidad “en la produccién de semillas, juveniles y ahora
plantulas, para que todos estos programas de repoblamiento, de
incentivo a la acuicultura, tengan un suministro”.

El ostién es otro de los recursos que esta en la mira de corto
plazo de AquaPacifico, para el que se esta organizando un semi-
nario, que se realizard proximamente. Entre las soluciones pro-
puestas para esta industria estéd desarrollar un nuevo protocolo
para la produccién de semilla de ostién, para darle autonomia y
estabilidad a las empresas vinculadas.

Acuicultura de Pequena Escala

Una de las misiones de AquaPacifico es apoyar a las comunida-
des costeras, entregando opciones de desarrollo para devolver
la productividad a las caletas. Con ese objetivo, la herramienta
indicada es la Acuicultura de Pequefa Escala (APE). Muchos
proyectos han tenido ese espiritu, pero no han logrado generar
un cambio real, debido a la falta de acompafamiento en terreno
y apoyo permanente. “Eso ya se esta poniendo en préctica, a
través del Programa de Acuicultura en Areas de Manejo de la
Provincia de Choapa, en conjunto con Minera Los Pelambres, y
en la colaboracion que estamos prestando a la Mesa de Pesca
Atacama”, sostiene Axel Klimpel.

Adaptar la tecnologia a la APE es uno de los retos, ofreciendo
distintas opciones de cultivo en las areas de manejo: ostion del
norte, piure, algas, peces nativos como la cojinoba del norte, y
el camardn de rio, que abre una oportunidad también para una
comunidad que no esté en la costa. “Lo importante es desarro-
llar estos programas sin generar frustracion a las expectativas de
las personas que participan en ellos -opina Klimpel-. Para ello,
hay que ir bajando los riesgos, brindando apoyos concretos y
sostenidos a estas iniciativas”.

Andrés Guajardo, encargado de Fomento y Desarrollo Acuicola
de Atacama en AquaPacifico, comenta que hay satisfaccion en
los asociados a la Mesa de Pesca Atacama con la colaboracién
del centro, que complementa el PDT Cultiva Mar que se desarro-
lla en la zona: “Se ha comenzado un trabajo con un modelo par-
ticipativo, donde los profesionales se han trasladado a las caletas
pesqueras para levantar las necesidades e intereses de desarrollo
asociados a la acuicultura de pequefa escala. Con esta base, se
disefia un programa de iniciativas en funcién de la realidad de
los pescadores y pescadoras, a fin de asegurar que las acciones
realizadas logren el efecto deseado, que es la trasformacién des-
de el pescador depredador al pescador cultivador”.

La motivacién de los pescadores en la implementacién de los
cultivos y la asistencia continua en las distintas etapas es clave
para el éxito de estos programas APE, enfatiza Andrés Guajardo.

Modelos asociativos

Luego de dos afios desde el lanzamiento del proyecto AquaPaci-
fico, el Centro de Innovacién Acuicola ha ido dejando sus huellas
en distintos sectores productivos y potenciando la [+D+i con
aplicacion concreta a las necesidades de la acuicultura.

“Pensamos que, con modelos asociativos, que permitan la colabora-
cion entre los diversos sectores y gremios de la acuicultura del norte,
se pueden aprovechar las oportunidades que hoy tenemos para ha-
cer crecer esta actividad”, declara Axel Klimpel, destacando que “la
diversificacién acuicola, impulsada por Corfo, sélo serd una realidad
si se incorporan territorios que hoy han estado bastante ausentes de
este desarrollo, como son los del centro norte de Chile”.

[} e F -..--.- - : e

Comité técnico de AquaPacifico, compuesto por Juan Macchiavello, Ca-
rolina Oliti, Axel Klimpel, Claudia Navarrete Taito, Juan Carlos Sanchez,
Alfonso Silva y Martin Hevia.
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PRODUCCION DE BIOFLOC EN CHILE:
Una alternativa emergente para una acuicultura
hasata en el minimo recamhbio de agua
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Introduccion

¢Qué es el Biofloc?, es lo primero que se consulta cuando se ha-
bla del tema en la acuicultura del norte de Chile. Un concepto re-
lativamente nuevo en el lenguaje acuicola local y nacional, pero
ya asociado al desarrollo de sistemas productivos acuicolas con
un minimo recambio de agua, donde las relaciones de carbono
y nitrégeno son consideradas como la base para el control am-
biental en este tipo de sistemas acuicolas (Avnimelech, 1999;
Collazo & Arias, 2015).

El Biofloc (Fig. 1), corresponde a una suspension activa, gene-
rada en agua dulce como también en agua salada, esta confor-
mada por organismos microbianos y materia organica, la cual
puede ser observada como agregados de materia orgénica parti-
culada que se forma a partir de las heces y el alimento no con-
sumido por las especies acuicolas en cultivo, que en conjunto
con las microalgas, bacterias y protozoos del sistema acuético,
conforman una matriz o aglomerado llamado fléculos o bioflocu-
los (Avnimelech 2009; Emerenciano et al., 2013; Hargreaves,
2013).

La comunidad de estos biofléculos también incluye a algunos
organismos que forman parte de esta trama tréfica, como proto-
zoos, zooplancton y nematodos. Esta conformacién de fléculos
ha sido documentada por investigadores desde hace unos 20
afos, considerando su aplicaciéon a la acuicultura y desarrollada
como una tecnologia alternativa para el cultivo de crustaceos y
peces (Avnimelech, 1999; Avnimelech, 2006; Wasielesky et al.,
2006; Azim & Little, 2008; Zimmermann, 2010; Emerenciano
etal., 2012ay b; Hargreaves, 2013; Kim & Jang, 2015).

Figura 1: Biofléculo obtenido de sistema de cultivo utilizando
tecnologia Biofloc, Laboratorio Crustaceos-UCN-2017.



Asi, la tecnologia Biofloc (TBF), se inicia con mayor intensidad
a fines de la década del 90, cuando los sistemas de cultivo
con recirculacién de agua dan respuesta al control ambiental
y a la reutilizacién del agua en acuicultura, los que, asocia-
dos a la manipulacion de la actividad microbiana, dan inicio
a un importante avance en el desarrollo acuicola con énfasis
en la produccion intensiva y stper intensiva de especies hidro-
biolégicas de agua dulce y agua de mar (Avnimelech, 1999;
Avnimelech et al., 1986, Boyd & Tucker, 1998, Chamberlain
et al., 2001).

El proyecto Fondef ID15110353 denominado “Produccién de
Biofloc estable y su aplicabilidad en la acuicultura a pequefa
escala en zonas aridas”, ejecutado por investigadores del Labo-
ratorio de Cultivo de Crustaceos de la Universidad Catélica del
Norte (UCN), propuso el desarrollo de la tecnologia de cultivo
basado en la produccion de Biofloc, considerando su aplica-
cién, a nivel de prototipo, al cultivo del camarén de rio del norte
Cryphiops caementarius. Esta especie es considerada elegible,
debido a que la actividad acuicola propuesta para el camaron
de rio, en su fase de engorda, estad basada en la optimizacion
del uso del agua (Morales & Meruane, 2013; De los Rios et al.,
2013). Ello, porque se trata de una especie que habita los cur-
sos de agua dulce del norte de Chile, cuyo desarrollo en el area
acuicola se enmarca en la pequefa escala y con un enfoque
productivo en un escenario de zonas éaridas

Los principales objetivos de la primera etapa del proyecto fue-
ron, generar un Biofloc usando agua dulce del norte de Chile,
estable en sus caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas,
para sustentar el cultivo de la especie de interés C. caementa-
rius y aplicar la tecnologia acuicola basada en el uso de Biofloc,
al cultivo del camardén de rio del norte, considerando la produc-
cién en laboratorio y posterior engorda de juveniles con dicha
tecnologia. Para fines de la presente publicacion, se muestran
resultados focalizados en el primer objetivo.

Figura 2. Diseno general del sistema de cultivo para la produc-
cion de Biofloc, en 12 unidades de estanques de 250 L. Foto
Laboratorio de Cultivo Masivo de Crustaceos (CMC) de la Univer-
sidad Catolica del Norte.
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Figura 3. Representacion grafica de las etapas de la formacion, desarrollo
y estabilizacion de un sistema de cultivo con tecnologfa Biofloc. Esquema
de elaboracion propia a partir de antecedentes registrados durante las
actividades del proyecto Fondef ID15110353.

Materiales y método

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo
de Crustaceos de la Universidad Catdlica del Norte, generando
tres ciclos de produccion. La instalacion del sistema requirié
mantener agua dulce para el cultivo, acorde con las caracte-
risticas propias para el uso en acuicultura. Como referencia se
usé la normativa que determina los requisitos para agua dulce
destinada para la vida acuatica (Norma Chilena 1.333/78, CO-
NAMA; 1994).

El disefio experimental consideré 12 estanques de 250 L de
capacidad y un sistema de aeracioén, suficiente para mantener
los biofléculos en suspensién, lo que provee del oxigeno para
los procesos de respiracion de los componentes bidticos gene-
rados. De esta manera, la concentracién de oxigeno disuelto en
el sistema se mantuvo en un nivel superior a los 5 mg L!. La
temperatura del agua fue de 25° C, mantenida con calefactores
de 200 W con termostato, considerando que es la temperatura
adecuada para el crecimiento del camarén de rio, correspon-
diente a los valores ambientales en el rio durante la estacién de
verano en el norte de Chile (Fig. 2).

Se considerd una biomasa inicial de camarones por estanque
de 300 a 400 g m. Para dar inicio a la formacién de micror-
ganismos del Biofloc, se utilizé un inéculo de 25 litros de agua
proveniente de un estanque de cultivo de camarén del mis-
mo laboratorio. Como elemento principal para la formacién de
Biofloc es requisito el uso de una fuente de carbono orgénico
(Ekasari et al., 2010) y el control de los componentes nitroge-
nados que se generan en el sistema. Por lo general la fuente
inicial de carbono orgéanico, proviene del alimento formulado
que se entrega a los camarones en cultivo, en este caso se usé
alimento con un 48,5 % de proteinas. Ademas, se usd, como
fuente externa, dos productos naturales con alto contenido de
carbono organico, la melaza (314.4 + 7.8 g K1) y la chancaca
(361.4 = 3.3 g K1), que permitieron la mantencién del siste-
ma Biofloc, su estabilidad y madurez.
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Para la cuantificacion de la produccién de biofléculos se utilizd
un cono Imhoff de un litro de capacidad, midiendo el volumen
de Biofloc (VF, ml L) que corresponde al volumen de fléculos
obtenidos en una muestra, la cual se deja decantar por 15 a 20
min. (Avnimelech, 2009). También, se llevé registro de los pa-
rametros fisico y quimicos del agua y de la cantidad de bacterias
heterotréficas totales y de la produccion de fito y zooplancton.

Resultados

Los resultados representan los indicadores de tres ciclos de pro-
duccion realizados durante el proyecto. En cuanto al proceso de
formacion del sistema Biofloc, se establece que en aproximada-
mente 15 a 20 dias ya es factible iniciar y comenzar a obser-
var el desarrollo de biofloculos Las principales comunidades de
organismos fitoplancténicas que se observan en los biofléculos
generados, estan representadas por tres grupos principales Chlo-
rophyceae, Bacillariophyceae y Cyanophyceae. Respecto de la
comunidad zooplancténica se encontrd Rotiferos, cladéceros,
nematodos, ciliados, copépodos, anélidos y amebas.

Las cuatro etapas del Biofloc

Cuatro etapas en la formacién de los sistemas Biofloc, fueron
claramente identificadas (Fig. 3). Se determiné que el proceso
de desarrollo y maduracién del Biofloc, se va regulando con la
adicion de la fuente de carbono externa y registrando permanen
temente las variables basicas que dan cuenta del funcionamien-
to del sistema.

Etapa de Inicio, en la que se evidencia una alta acumulacién
de amonio total, expresado como nitrégeno (TAN). Durante las
primeras dos o tres semanas, se puede alcanzar valores mayores
a 3,0 mg L. Incluso en algunos casos, pudiendo ser superiores
alos 10 mg L.

Etapa de Desarrollo, en este periodo los niveles de TAN comien-
zan a disminuir, mientras que los niveles de nitrito y nitrato se
incrementan.

Etapa de Madurez, corresponde al periodo en que el sistema al-
canza valores de TAN y nitritos menores o iguales a 0,50 mg L!.
Etapa de Estabilizacién, Esta etapa se caracteriza por valores
de TAN vy nitritos bajos (< 1 mg L!) mantenidos en el tiempo,
acompanados de incrementos continuos de los niveles de nitra-
to. Este estado de madurez es factible alcanzarlo en un periodo
aproximado de 40 dias y mantiene volimenes de Biofloc (VF) en
elrango de 10a 15 ml L.

Discusion

En el proceso de I+D llevado a cabo durante la ejecucién del
proyecto se establecid que las externalidades bioldgicas gene-
radas durante el proceso de cultivo de Cryphiops caementarius
pueden ser biotransformadas aerébicamente en biofléculos de
alto contenido proteico a través de la adicién controlada de fuen-
tes de carbono convencionales.

También se pudo evaluar que la tecnologia Biofloc maximiza el
uso del agua y del alimento en el cultivo de pequefa escala de
C. caementarius durante la etapa de engorda, constituyendo una
tecnologia de cultivo adecuada para zonas éaridas en Chile.

Fue posible generar dos protocolos de trabajo aplicados a nivel
de prototipo. Para los protocolos se usé como referencia el uso de
melaza y chancaca como fuente de carbono. (a) un protocolo para
la produccion de un Biofloc a nivel de prototipo, estable en sus ca-
racteristicas fisicas, quimicas y biolégicas y (b) un protocolo para
la produccién de Biofloc, para su uso en la acuicultura del cama-
rén de rio en pequefia escala en zonas aridas del norte de Chile.

La aplicacion de esta tecnologia al cultivo de C. caementarius,
ha generado bases que sustentan la factibilidad de esta espe-
cie como candidata para desarrollar acuicultura en la etapa de
engorda, favoreciendo a su vez la mantencién de la calidad y
la reutilizaciéon del agua. Los resultados obtenidos a la fecha in-
dican que es factible incrementar la densidad de cultivo hasta
al menos 30 ind. m?, con una supervivencia cercana al 80 %,

-

Cryphiops caementarius ejemplar macho



situacién que permite reducir drasticamente los efectos del com-
portamiento territorial del camarén.

Este proyecto finalizd su primera etapa en mayo de 2018 y se
considera la formulacién de la segunda etapa correspondiente
a una investigacién aplicada con miras a la masificacion de los
resultados y transferencia tecnolégica de la tecnologia Biofloc,
aportando asi al desarrollo de alternativas para la acuicultura
regional y del norte del pais.

Se agradece el financiamiento del Proyecto FONDEF IDeA en
dos etapas ID15110353 ejecutado por la Universidad Catdlica
del Norte entre los afios 2015 a 2018. También a los investi-
gadores de la UCN, Dr. Jaime Meruane, Dr. German Merino y
profesionales del Laboratorio de Cultivo de Crustaceos de la UCN
Ing. Camila Salvador y Téc. Marcela Rozas. Se destaca la parti-
cipacion del Centro de Investigacién y Desarrollo Tecnolégico de
las Algas (CIDTA) de la UCN en el andlisis de muestras de los
experimentos.

Camarones juveniles para siembra en biofloc.
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Figura 1. Centro de Cultivo Pukara de Copaquilla.

INTRODUCCION

El desarrollo productivo de las comunidades ubicadas en la fran-
ja precordillerana de la Regién de Arica y Parinacota, presentan
como principales fuentes de ingresos las actividades agricola,
ganadera y menor medida, el turismo. En el Gltimo tiempo, estas
actividades, en muchos de los casos ancestral como la agricul-
tura y la ganaderia, han sufrido un claro deterioro y abandono,
principalmente por la falta de alternativas diversificadoras que
incentiven y evite uno de los principales problemas del territorio,
como es la migracién de la poblacién joven a la ciudad.

La falta de oportunidades, mejoras tecnoldgicas y diversificacion,
a partir de insercién de nuevas alternativas productivas y susten-
tables, son temas a resolver. Las inmejorables condiciones am-
bientales que presentan muchos de los sectores de este territorio,
tales como la existencia de vertientes de aguas de buena calidad,
disponibilidad de espacio y entornos micro climéticos, son ele-
mentos claros de potencialidad, condiciones entre las cuales la
acuicultura muestra favorables perspectivas para desarrollarse.

La acuicultura, tal como lo indica varios estudios realizados has-
ta la fecha en la region (Cordunap, Corfo, Subsecretaria de Pesca
y Acuicultura), se presenta como una real alternativa productiva,
al identificar cultivos de especies dulceacuicola de valor comer-
cial como una forma de aprovechar capacidades instaladas en
la actividad agricola de la zona, como estanques de acopio para
riego, invernaderos, sistemas hidraulicos, entre otros, a los cua-
les se suma la posibilidad de reutilizar el agua las veces que sean
necesarias antes de ser derivadas como destino final el riego de
plantas y hortalizas.

La aplicacion de herramientas como la recirculacién en siste-
mas acuicolas se presenta como una potente alternativa para
zonas precordilleranas. Un sistema de recirculacién permite el
control mas preciso de los principales pardmetros ambientales.
La temperatura del agua, parametro critico para la mayoria de
los organismos poiquilotérmico, como los peces, y que puede
ser controlada mucho mas econdmicamente en un sistema de



recirculacion que uno a flujo abierto. El control de la tempe-
ratura del agua y de otros parametros ambientales permite un
crecimiento més rapido y un uso del alimento mas econémico
o eficiente debido a la reducciéon de stress de los organismos
cultivado.

La introduccién de la acuicultura empleando sistemas de recir-
culacion, busca generar un mayor nivel de desarrollo econémico
y social de estas localidades, principalmente de las comunas de
Putre, designando la localidad de Copaquilla como una estacion
de prueba (Fig. 1) para definir variables técnicas, productivas
y econdémicas, que permitan transferir a corto y mediano plazo
modelos productivos sustentables para las comunidades de esta
parte de la region y convertir a la acuicultura como una alter-
nativa diversificadora y generadora de oportunidades y nuevos
negocios, y asi dar cumplimiento a las directrices que persigue
la estrategia de desarrollo regional.

Dicho lo anterior, el objetivo de esta iniciativa fue Desarrollar el Cul-
tivo de Trucha Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) bajo condiciones
de recirculacién, como alternativa de desarrollo productivo para
comunidades precordilleranas de la regién de Arica y Parinacota.

LOCALIZACION DEL PROYECTO

El proyecto se localiza en la quebrada de Copaquilla, localidad
ubicada a 89 Km de distancia de la ciudad de Arica por la Ruta
11-CH, sector geografico que forma parte de uno de los prin-
cipales puntos turisticos de la Comuna de Putre, Provincia de
Parinacota (Fig. 2).

P
RECIRGULACION TRUCHA,

Figura 2. Ubicacion Geografica del Centro de Cultivo Pukara de Copaquilla.

ANTECEDENTES GENERALES DE LA ESPECIE
Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris), es una especie ictica
perteneciente a la familia Salmonidae (Fig. 3), originaria de las
costas del Pacifico de América del Norte, que debido a su facil
adaptacion al cautiverio, su crianza ha sido ampliamente difun-
dida casi en todo el mundo. En Chile, se comienza a cultivar en
1974, sin embargo habia sido introducida con anterioridad con
fines de repoblamiento en el pafs.

UNIDAD DE RECIRCULACION PROPUESTA

El sistema cerrado de recirculacion de agua que se instalé en
Copaquilla (Fig. 4) estd compuesto por 6 estanques circulares
tipo australiano para la produccién intensiva de truchas, provisto
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Figura 3. Ejemplar adulto de Oncorhynchus mykiss (Trucha Arcoiris).

con sistema de drenaje central y conexiones hidraulicas para el
abastecimiento de agua y de aireacion; un sistema de estanques
de fibra de vidrio emplazados bajo el nivel del piso que incluyen,
dos estanque de sedimentacion y un estanques con biofiltros.
Ademés, de, dos bombas de succion de agua de 2 hp cada una,
dos blower de alta presién de 3 hp y un generador de oxigeno.
Los estangues de produccion intensiva de truchas (tipo australia-
no) son de acero corrugado galvanizado de 5,4 mt. de didmetro
y una altura nominal de 1.76 mts., con un volumen maximo de
agua de 40 m3. El agua llega a cada estanque a través de una
tuberia central de distribucion y arranques laterales, los cuales
abastecen de agua cada unidad de cultivo. El flujo es controlado
por vélvulas de PVC, las cuales por su disposicién generan un
movimiento circular del agua.

Cada estanque interiormente esté cubierto con un liner o geo-
membrana atdxica de color negro de 0,7 mm. de espesor, que
actla como impermeabilizante. En el centro de cada estanque
se dispone de un desagle con salidade 110 mm @ vy sistema de
drenaje con aberturas de 5 mm de diametro.

Por otra parte, se dispone una tuberfa de distribucién de aire que
por medio de un Blower, permitird la aireacion y oxigenacion
continua de la columna de agua para asegurar altos niveles de
oxigeno disuelto.

Ademas existe una tuberia de oxigeno que distribuye a todos los
estanques por medio de un generador de oxigeno, el cual sumi-
nistrara a estos, en caso de emergencia una alta concentracién
de este elemento.

Tambien se ha instalado en la misma red de oxigeno un cilindro
para abastecer de este elemento a todos los estanques en caso
que el generado de oxigeno falle.

El agua que sale de los seis estanques, pas a través de un tubo
de PVC por debajo del nivel del suelo hasta los estanque de se-
dimentacion, el cual por su divisién interna de estos facilitara la
sedimentacién de los sélidos en suspension.

Los desechos acumulados en el fondo de los estanque de se-
dimentacion, son removidos periédicamente por medio de una
bomba. En los estanque de sedimentacion, diariamente se agre-
garan agua fresca necesaria para mantener el volumen del cul-
tivo que representa aproximadamente el 1 al 2% del volumen
total del sistema, ademas tambien para remover el producto final
del proceso de nitrificacién (nitrato) y asi mantener el nivel de
agua y compensar las pérdidas por evaporacion y manejo.
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CENTRO DE CULTIVO PUNARA DE COPAQUILLA
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prados a la Piscicultura de Rio Blanco,
perteneciente a la Universidad Catolica
de Valparaiso ubicada en la ciudad de
los Andes, region de Valparaiso.

Los vehiculos, camién de transporte y
camioneta de apoyo, fueron desinfecta-
dos antes de entrar en contacto con la
piscicultura de Rio Blanco, tal como lo
indican los procedimeintos de transporte
de peces seglin SERNAPESCA.

Una vez el camién en la piscultura, se

procedio a llenar con agua de la pisci-
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cultura Rio Blanco, los 8 binz, a una
temperatura de 7 grados, los que servi-
rian para albergar los peces, eston fue-
ron cargados a una razén de 625 peces
por recipiente. Terminada la actividad de
carga los binz fueron tapado midiendo
anteriormente la temperatura y oxigeno.

En el transporte mismo de esta actividad
durante las primeras 6 horas de viaje
se tomaban los pardmetros antes men-

Figura 4. Layout de las instalaciones del cultivo de truchas en recirculacion.

El agua de los estanques sedimentadores pasa a un biofiltro su-
mergido fluidizado, el cual contendra sustrato (piezas plasticas
de construccién de amplia superficie) para la fijacién de bacte-
rias nitrificantes. Las bacterias nitrificantes convierten el Nitroge-
no amoniacal que desecha el pez y lo transformaran a Nitritos y
posteriormente a Nitratos, lo cual es una molécula que es menos
dafiina para los organismos acuaticos y, por el contrario, es el
principal nutriente de la mayoria de las plantas.

El proceso de Nitrificacion requiere de la adicion de oxigeno di-
suelto y es por ello que en este sistema se aprovecha el volumen
de aire generado por el “blower”. Las mangueras de difusion se
disponen de tal forma que permitan un movimiento uniforme de
los sustratos de biofiltracién, para que de esa manera se distri-
buya el nitrégeno amoniacal y el oxigeno por toda la superficie
del biofiltro, evitando asf, la acumulacion de sélidos en el mismo.
El agua de este estanque finalmente pasaré al estanque de ca-
becera, el cual tiene un volumen de 10 m?3, en este estanque el
agua es aireada, antes de ser enviada por gravedad a los estan-
ques de produccion.

ADQUISICION Y TRANSPORTE DE JUVENI-
LES DE TRUCHA AL CENTRO DE CULTIVO
PUKARA DE COPAQUILLA

Realizado todo lo anterior, se procedi6 a la compra de 5.000 tru-
chas y su posterior transporte, este traslado fue realizado el 27
de octubre del 2015 (Fig. 5) en un camién con termo para asi
mantener la temperatura baja de traslado. Los peces fueron com-

cionados y se procedia a la observacion
visual realizado por el equipo técnico a
cargo del transporte. Las siguientes 12 horas se realizaban la
toma de pardmetros y observacién cada dos horas, las siguientes
12 horas cada 3y las Ultimas cada 5 horas.

Una vez llegado los peces a lo alto de Copaquilla fueron depo-
sitados en un binz que contenia 800 litros de agua sobre una
camioneta encargada de llevarlas al cultivo, se realizaron 8 viajes
para desocupar los 8 binz. Los peces en el centro de cultivo se
distribuyeron en tres estanques de 40 m3en equivalentes nime-
ro de peces.

CRECIMIENTO DE TRUCHA ARCOIRIS EN EL
CENTRO DE CULTIVOS PUKARA DE COPAQUILLA

Gran parte de la eficiencia productiva de un cultivo comercial de
peces esta determinada por el manejo de la alimentacién (bien-
estar de los peces, Bravo & Strappini, 2018). Para que este sea
exitoso, es fundamental que los cultivos elaboren una base de

Figura 5. Transporte de truchas desde la Piscicultura Rio Blanco al Cen-
tro de Cultivo Pukara de Copaquilla.



datos en donde se registren los pardmetros indispensables para
un correcto manejo de la alimentacion. Entre estos se encuen-
tran: el nimero de individuos correspondientes a cada estanque,
la mortalidad, el peso corporal promedio, la evolucion de creci-
miento de las truchas, el suministro de alimento y la temperatura
del agua. De esta manera se podré calcular la racion a suminis-
trar a cada estanque y la eficiencia de alimentacion que posee
el cultivo.

La figura 6 muestra la variacién de temperatura y oxigeno que se
mantuvo en el cultivo de trucha desde octubre del 2014 a julio
del 2018.
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Figura 6. Variacion de temperatura y oxigeno en el cultivo de trucha
arcoiris en el Centro de Cultivo Pukara de Copaquilla.

Los rangos de amonio nitrito y nitrato en el agua se mantuvieron
en los rangos permisibles para el cultivo, el nitrato es el producto
final de la nitrificacion y es el menor téxico de los componentes
nitrogenados, con valores de CL,, 96-h que generalmente exce-
den los 1.000 mg NO,-N/L. En los sistemas de recirculacion,
los niveles de nitrato son generalmente controlados mediante in-
tercambio diario de agua. En los sistemas con poco intercambio
de agua o largos tiempos de retencién hidraulica como lo es el
Centro de Cultivo Pukard de Copaquilla, la desnitrificacion es
cada vez méas importante (Timmons, et al., 2009).

El crecimiento de las truchas en el Centro de Cultivo Pukara de
Copaquilla desde su llegada a la planta a mostrado una adapta-
cion importante, lo que ha permitido un desarrollo sano y me-
dianamente répido. El cultivo no ha estado ajeno a diferentes
problematicas propias del cultivo, si no también a variables cli-
maticas y a la constante adaptacion del sistema en localidades
precordilleranas con altura por sobre los 3000 msnm.

La figura 7 muestra el crecimiento de trucha en el sector Copa-
quilla. Los puntos de la baja de crecimiento, que se aprecia en la
grafica fueron producto de la cosecha de los peces mas grandes,
lo cual acusa un bajo promedio.
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Figura 7. Crecimiento de trucha arcoiris en el centro de Cultivo Pukara
de Copaquilla.

PRIMER DESOVE E INCUBACION DE TRUCHA EN EL

CENTRO DE CULTIVOS PUKARA DE COPAQUILLA
En agosto del 2017, las truchas de 15 gramos promedio llega-
das de la Piscicultura de Rio Blanco tuvieron su primer desove,
una vez desovadas las hembra y fecundados por los machos se
procedié al lavado de los huevos con agua limpia para ser depo-
sitados en bandejas adaptadas para su incubacion, en la cual se
encontraban en los estanques de aproximadamente 550 litros,
las primeras 48 horas las bandejas fueron limpiadas de huevos
muertos para posteriormente dejarlos sin manejo hasta la etapa
embrionaria de ojo (Blanco, 1994). Cerca de 15.000 huevos
fueron fecundados e incubados, llegando solo 5500 huevos a
larvas (Fig. 8) 3.500 a juveniles y 2.400 a adultos de 160 gra-
mos a junio del 2018.

La temperatura del agua en las bandejas de incubacion vari6 entre 7
a 10 grados por la noche y entre 12 a 15 grados por el dia (Fig. 9).

Una vez que el huevo eclosioné se mantuvieron por 20 a 25
dias en los estanques de incubacién para posteriormente ser
trasladados a estaques de alevinaje de 450 litros (Fig. 10) aqui
permanecieron durante un mes aproximadamente, para poste-
riormente ser trasladados a un estanque de 40 m3, lo cual han
permanecido hasta la fecha, realizando desdobles y graduacién.
Actualmente se encuentra distribuidos en tres estanques con
peso promedio de 160 gramos.

PERPECTIVAS DE VIABILIDAD Y SOSTENIBILI-
DAD DEL CENTRO DE CULTIVO PUKARA DE CO-
PAQUILLA

El cultivo de truchas en el sector de Copaquilla no ha estado
ajeno a probleméaticas propias de una piscicultura ni menos a
las condiciones climatolégicas de un sector que se encuentra a
3.000 msnm.

Sistemas de recirculacion inmaduro, proliferacion masiva de
microalgas, acumulaciéon de materia organica en el fondo del
estanque cabecera, fueron problemas recurrentes al principio del
cultivo, llevdndonos a situaciones extremas de sobrevivencia de
los peces. Uno de los factores naturales mas preocupantes es
el invierno altiplanico, el cual trae lluvias y dias nublados que
afecta el funcionamiento eficiente de los paneles solares, sistema
del cual depende el ejercicio energético de los equipos (bombas,
blower, generador de oxigeno, etc.).

o
=
=
=
(5]
S
=
=
D
(&5)




o
=
=
=
O
=
=
=
D
O

VD Segundo Semestre 2018

Figura 8. Huevos, larvas y juveniles de trucha arcoiris en el Centro de Cultivo Pukara de

Copaquilla.

La implementacion de un sistema acuicola en la regién pre-
cordillerana permitié difundir el conocimiento de la misma y ver
su viabilidad bajo las condiciones de contorno (calidad del agua
obtenida) para implementar en un futuro este tipo de tecnologia
a gran escala, tanto para sistema de cultivo de trucha u otras es-
pecies. Por tanto, se constituye en un medio, por el cual las em-
presas y emprendedores pueden obtener recursos de inversién
que permitan la instalacién de nuevas empresas. Lo anterior,
se sustenta en la necesidad de diversificar la acuicultura y de
la necesidad de la regi6n en promover la acuicultura, que se ha
insertado como eje estratégico de la region de Arica y Parinacota.
Ademés, esta tecnologia acuicola es altamente adecuada para
su acoplamiento con energia solar, como se ha demostrado en
el actual proyecto.

Esta iniciativa, ademas
propone un potencial de
emprendimiento e innova-
cion mediante la instala-
cién de la acuicultura y ca-
pacitacion de personal en
la region capaz de operar
el cultivo, realizar analisis
de la calidad del agua, etc.
Esto a su vez, permitiria
realizar nuevos estudios de
instalaciones, produccion
diaria promedio anual, en-
tre otras, complementando
otros estudios relacionados
a actividades econdmicas
donde la acuicultura cumpla un rol importante. Los equipos ins-
talados, permitirdn continuar con el procedimiento generando
externalidades positivas como la realizacién de précticas con
alumnos de liceos o estudiantes universitarios.

Figura 10. Estanques de alevines de
trucha.

Por ultimo, el proyecto cuenta con una importante oportunidad
de negocio para las PYMES de la region, que, por un lado, con-
sideren la acuicultura en las comunidades aledafnas y, por otro,
para la sustentabilidad y funcionamiento permanente de la pro-
duccién acuicola. En general, este proyecto generara un valor
anadido muy importante que ayudaré al fomento y potenciacion
de pequefias empresas. Respecto a las medidas de mitigacion
asociadas al medioambiente y prevencion de riesgos, se destaca

Figura 9. Bandejas de Incubacion.

que el proyecto es totalmente sostenible desde un punto de vista
medioambiental, ya que permite la reutilizacion del agua. Por
otra parte, con esta actividad productiva se pretende evitar la mi-
gracion de los jévenes de sus pueblos originarios. Finalmente, la
instalacién del cultivo y demés equipos, no crea impacto visual
importante en el proyecto por cuanto se encuentra dentro de un
espacio pequeno similar a las estructuras de la localidad.
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CENTRO DE INVESTIGACIONES COSTERAS DE LA UNIVERSIDAD DE ATACAMA CIC - UDA. AGOSTO 2018

Continuidad de programa de Acuicultura a Pequeia Escala (APE) a través del
cultivo de hivalvos y el desarrollo de técnicas de repoblamiento de algas pardas,
en areas de manejo de Ia region de Atacama
FIC-APE Il - ATACAMA
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Cédigo del Proyecto BIP: 30486490-0
Proyecto financiado con recursos del Fondo de Innovacién para la Competitividad, FIC-FNDR- 2016, del GOBIERNO REGIONAL DE
ATACAMA aprobado por el Consejo Regional de Atacama y aportes de la UNIVERSIDAD DE ATACAMA.

OBJETIVO GENERAL técnica y del proceso de evaluacién de sustratos de fijacion

“Fortalecer el programa de Acuicultura a Pequefia Escala (APE) de Lessonia nigrescens (huiro negro) a los beneficiarios del
a través del cultivo de bivalvos, asistencia técnica y desarrollo proyecto.
de técnicas efectivas de repoblamiento de algas pardas, para las ,
AMERBs de la region de Atacama.” INTRODUCCION

En la actualidad, el sector pesquero-acuicola de la regién de Ata-
OBJETIVOS ESPECiF|COS cama pasa por una serie de problemas asociados a las acciones

v Aumentar la capacidad productiva de los beneficiarios a tra- ~ de manejo, comités de manejo, mesas de trabajo, designacion
vés de la implementacion de nuevos sistemas de cultivo y ~ de cuotas, cuotas extractivas, hurtos, escaso poder de fiscaliza-

entrega de semillas de bivalvos. cién y, principalmente, el incremento sostenido de extractores
v’ Asistir técnicamente y realizar seguimiento del ciclo de cul-  ilegales, en especial, macroalgas pardas. Estas problematicas
tivo de bivalvos en la etapa de engorda a los beneficiarios ~ derivan en una presion constante sobre los recursos pesqueros,
participantes del proyecto. que actualmente estan alcanzando niveles preocupantes de bio-

 Evaluar sustratos de fijacion de esporas de Lessonia nigres- ~ Masa disponible para la pesca.

cens (huiro negro), para realizar pruebas de repoblamientos
en AMERBs de la region de Atacama. La dltima evaluacion de las praderas de algas pardas huiro negro

v’ Transferir los resultados obtenidos del proceso de asistencia €N la regién, (Proyecto FIP 2014-17), indica que la cuota que
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se esta trabajando en la Mesa de Algas Pardas de la region de
Atacama esta por debajo del minimo sostenible como capacidad
de carga.

En este escenario, por una parte, en la Regién no existen inicia-
tivas concretas enfocadas en el desarrollo e investigacion en téc-
nicas efectivas para ejercer acciones y planes de repoblamiento
con Huiro Negro (Lessonia nigrescens), recurso de alto impac-
to para el sector artesanal. Por otra parte, es necesario indicar
que el desarrollo del sector pesca y acuicultura es parte de los
lineamientos estratégicos del Gobierno Regional de Atacama, ya
que presenta una alta potencialidad para desarrollar dicho sector
econémico.

Actualmente se administran 38 areas de manejo y explotacion
de recursos bentonicos, AMERB, (Fuente SERNAPESCA), los
que en un futuro podrian transformarse en centros de produc-
cion de recursos benténicos y/o productos acuicolas. Conside-
rando que la acuicultura se puede desarrollar en algunas AMERB
de manera tradicional, es decir, en torno al cultivo de bivalvos
en sistemas suspendidos; y, en otras areas de manejo, se pue-
den desarrollar acciones de repoblamiento de recursos, ambas
se podrian considerar como actividades acuicolas, por lo tanto,
se cuenta con un alto potencial para desarrollar actividades de
acuicultura y repoblamiento que permitan dar sustentabilidad a
las AMERB en la region de Atacama.

El interés de la Universidad de Atacama y del Centro de Inves-
tigaciones Costeras, CIC-UDA, es contribuir activamente en la
disminucién de las brechas expuestas, por medio de la articula-
cion de proyectos con fondos publicos y privados que permitan el
fortalecimiento de la pesca artesanal, a través de la Acuicultura
en areas de manejo y la pequefa Acuicultura de Atacama. Para
ello dispone de un equipo de profesionales de gran experiencia,
instalaciones costeras y concesiones acuicolas, adquiridas para
tales efectos, ubicadas en el sector de EI Morro en Bahia Inglesa,
comuna de Caldera, donde se desarrolla investigacién, produc-
cion y extension del area marina, entendiendo que el desarrollo
del sector de pesca artesanal y de cultivos marinos son una de
las actividades con mayor potencial del pais y del mundo.

DESARROLLO

Desde el afio 2013, el fortalecimiento y la sustentabilidad del
Sector Pesquero Artesanal y Acuicola de Pequefa Escala de la
Region, han sido algunos de los ejes del desarrollo de la Uni-
versidad de Atacama, el que se ha materializado con la crea-
cién del Centro de Investigaciones Costeras, CIC-UDA, unidad
de produccioén e investigacion ubicada en el sector El Morro o
Cerro Ballena de la comuna de Caldera, disefiado y concep-
tuado como un centro de apoyo a la formacién, capacitacion,
desarrollo de tecnologias y transferencia a la pesca artesanal de
la regién de Atacama.

La ejecucion del Proyecto FIC OSTION-OSTRA APE 2, busca
fortalecer a organizaciones de pescadores artesanales a través
de la generacion de capacidades en el capital humano en torno
al desarrollo de Acuicultura de pequefa escala, esto significa
concretar apoyo técnico en terreno, realizar capacitacion, e in-
vestigacion. Ademés, da continuidad en el proceso de fortaleci-
miento de las organizaciones que, derivados del FIC OSTION-
OSTRA APE 1, estdn comenzando a desarrollar actividades de
Acuicultura. Se trata de los STI de Caleta Pan de Azlcar, SIBU-
CAL, ZENTENOCORP, y el STI Flamenco 3, quienes esperan
incrementar escaladamente la biomasa para aumentar la capa-
cidad de cultivo y produccion de bivalvos.

Para dar forma a los tres objetivos planteados, este proyecto
abarca tres areas estratégicas, respectivamente: Area Producti-
va, Area de Transferencia de las Tecnologias y Area de Investiga-
cion Aplicada (Objetivo especifico 2).

El Area Productiva se esta desarrollando en uno de los laborato-
rios del Centro de Investigaciones Costeras, CIC-UDA, en donde
se producen las semillas de bivalvos que son transferidas a los
beneficiarios del Proyecto. En el Laboratorio de produccion de
macroalgas, se producen las esporas y plantulas de Huiro Negro
para las evaluaciones de fijacién en diferentes sustratos y para
las pruebas de repoblamientos en las AMERB de los beneficia-
rios del proyecto.




El Area de Trasferencia de Tecnologia, se ejecuta mediante un
proceso de asistencia técnica continua para el desarrollo de
acuicultura de bivalvos, a través de jornadas de capacitacién y
acompafnamiento a los beneficiarios, enfocado en los trabajos y
faenas de engorda de los bivalvos cultivados por los beneficia-
rios. También se realizan capacitaciones en técnicas de cultivo
de algas pardas desarrolladas por los profesionales del CIC-UDA.
Lo mismo ocurre con la entrega de los implementos de sistemas
de cultivo suspendido, a través de un proceso de asistencia téc-
nica continua en terreno para asegurar la correcta transferencia
de las técnicas a los beneficiarios e ir logrando el escalamiento
productivo de manera conjunta.

Finalmente, a través del Area de Investigacion Aplicada se espera
determinar las técnicas de repoblamiento apropiadas, con bases
cientificas, para poder proyectar futuras acciones o programas en
las AMERB de la region de Atacama.

En base a los antecedentes actuales de la actividad acuicola de
las organizaciones de pescadores artesanales y acuicultores de
pequefa escala, en la regién de Atacama, se infiere que el es-
tado de desarrollo de la actividad APE-AMERB, se encuentra en
la fase inicial de la curva de aprendizaje, razén por la cual este
proyecto fortalece e incorpora a mas actores de la pesca artesa-
nal en esta actividad, eje estratégico del Gobierno Regional de
Atacama.

RESULTADOS

Hasta la fecha se han obtenido los siguientes resultados:
1.- Aumento de la capacidad productiva de los beneficia-
rios a través de la implementaciéon de nuevos sistemas de
cultivo y entrega de semillas de bivalvos.

2.- Asistencia técnica y seguimiento del ciclo de cultivo de
bivalvos en la etapa de engorda a los beneficiarios partici-
pantes del proyecto.

3.- Evaluacion de sustratos de fijacion de esporas de Les-
sonia nigrescens (huiro negro), para realizar pruebas de
repoblamientos en las AMERBs de la region de Atacama.

VD Segundo Semestre 2018

Los resultados de las actividades realizadas, al momento de esta
cronica, reflejan la efectividad del proyecto, entregando a los be-
neficiarios, méas de 200.000 semillas de Ostién del Norte y co-
menzando la etapa de entrega de las semillas de ostra japonesa.
Se espera que ambos proyectos logren establecer las bases para
gue mas organizaciones de pescadores, buzos y recolectores
de la regién de Atacama, encuentren en la actividad acuicola,
una fuente de diversificacién productiva y sustentabilidad de sus
areas de manejo, de esta forma las organizaciones y sus asocia-
dos puedan contar con alternativas ante la inminente baja en
los desembarques pesqueros los cuales, también estan cada vez
mas restringidos, de esta forma se espera aportar a las iniciativas
de gobierno que van en la direccién de fomentar la acuicultura
de pequena escala sobre todo, en las Areas de Manejo.

IMPACTOS ESPERADOS

v Impacto econdmico en los beneficiarios del proyec-
to, ya que las agrupaciones participantes al finalizar
el proyecto tendréan una actividad de cultivadores de
recursos ademas de extractores, por lo que podrén au-
mentar los ingresos econémicos de los participantes
de la agrupacion.

v’ Diversificar la matriz productiva del Sector Pesca y
Acuicultura de la Regién de Atacama.

v’ Generar la articulacién de nuevos proyectos acuico-
las, esperando que el centro regional de produccién
se transforme en el centro neuralgico de proyectos
enfocados a la Pesca y Acuicultura de la Region de
Atacama, generando una red de trabajo a través de
convenios de colaboracién con los Sindicatos, los ser-
vicios publicos y privados que deseen aportar al desa-
rrollo del sector pesquero y acuicola regional.

v’ Impacto social al fortalecer el capital humano regio-
nal, a través de capacitaciones tedricas y practicas
con énfasis en el sector pesca artesanal.
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Concholepas concholepas:
Mantencion en sistemas de
recirculacion, cultivo e innovacion

Universidad
de Antofagasta
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Mario Lody Cortes, Fabian Castillo Barahona, Leonel Gonzalez Cortes & Carlos Riquelme Salamanca.
Unidad de Recirculacién en Cultivos larvales (URCL), Centro de Bioinnovacion (CBIA), Universidad de Antofagasta.

Antecedentes generales de Concholepas concholepas
El Loco “Concholepas concholepas” es un molusco gastrépodo
de amplia distribucion en Chile (Castilla, 1987), considerado un
recurso biolégico de importancia cientifica asi como producto
de consumo nacional y mas recientemente, ha entrado en el
mercado internacional como sustituto del abalén, tal situacién
genero un incremento fuerte de su explotacién desde la década
de los 70 s, generando poco tiempo después el agotamiento
del recurso y la implementacién de diversas metodologias de
manejo que culminaron con la creacion de las Areas de Manejo
de Recursos Bentdnicos (AMERB) y con la veda de la especie en
casi todo el territorio nacional.

El Loco forma agregaciones con fines reproductivos y alimentarios,
habita en el intermareal rocoso, entre los O a 50 m de profundi-
dad, observandose una segregacién por talla, donde la fraccion
juvenil se encuentra en zonas menos profundas. Concholepas
concholepas son dioicos, sin dimorfismo sexual, presentan dife-
rentes épocas de desove a lo largo del pals, atribuible a la varia-
cion latitudinal de temperaturas. Presenta fecundacién interna y
las hembras producen embriones fecundados que son deposita-
dos en capsulas y adheridas a sustratos rocosos, de estas capsulas
emergen las larvas Veliger (Lozada et al, 1976, Castilla & Cancino
1976, lepez 1987). Su ciclo de vida se desarrolla en el ambien-
te pelagico en la fase larval y béntico en la fase juvenil adulta.
Es una especia de bajo desplazamiento, lento crecimiento y gran
longevidad, alcanzando la talla de primera madurez a longitudes
peristomiales entre 40 a 60 mm (3 a 6 afos de edad dependiendo
de la latitud). Se alimenta principalmente de presas vivas, tales
como almejas, picorocos, mitilidos y tunicados aunque puede ac-
tuar como carrofiero (Moreno & Reyes, 1988).

Situacion actual de la pesqueria de Conchole-
pas concholepas

La industria del loco se basa principalmente en el extraccién de
bancos naturales y de areas de manejo. A nivel mundial, Chile
y Peru son los Unicos productores. En ambos paises los desem-

barques son bastante menores a las cifra méximas histdricas.
Uno de los aspectos que mas resalta en la extraccion, es que
ha variado en diferentes tiempos y a dependido de la demanda
como de los regimenes de extraccion.

Las medidas de administracion vigentes (Normativas) para el
loco son: D.Ex. n°® 1811 de 2013; D.Ex. N° 102 de 1987;
RES. Ex.N°1754 de 2008; D.Ex. N° 409 de 2003; D.Ex.
N°344 de 2012 (modificado por D. Ex. N°515 de 2014);
D.Ex. N° 793 de 2016. Y la mas influyente y determinando de
la situacién actual sobre el desabastecimiento del recurso loco
desde la areas de manejo es el D. Ex. N°820 de 2017 que esta-
blece una veda extractiva para el recurso loco por un periodo de
5 afios a partir del presente afio correspondiente al 1 de enero
de 2018 hasta el 31 de diciembre del 2022.

Areas de Manejo

Actualmente las areas de manejo representan casi el 93% del
desembarque total del Loco en el 2016 y la industria del loco se
basa principalmente en la extraccion de bancos naturales y de

Areas de
Manejo
92,58%

Extraccion
7.42%

Figura 1. Desembarque de Concholepas concholepas (Anuario Serna-
pesca, 2016).

Loco
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las areas de manejo.

En el 2009, hubo una disminucién en los desembarques hasta
2011, para posteriormente estabilizarse en torno a las 2.000
toneladas. Considerando el desarrollo de la pesqueria antes
expuesto, se puede decir que las AMERB han permitido incre-
mentar y estabilizar los desembarques del recurso, por lo menos
hasta 2009, pero luego presenta una reduccion y una nueva es-
tabilizacién entre el 2011y 2013, con capturas entre 2.255 y
2.065 toneladas desembarcadas. Actualmente, el aporte a estos
desembarques proviene de las regiones X y IV que representan el
47% y 22 % (Anuario Sernapesca, 2010-2014).

Figura 2. Desembarques de Concholepas concholepas en Chile. (Anua-
rio Sernapesca, 2016).
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Ciclo de Vida de Concholepas concholepas

El ciclo de vida de Concholepas concholepas comprende un
desarrollo intracapsular que dura 40 dfas que posteriormen-
te eclosiona una larva veliger (Gallardo, 1973) y da comienzo
a la fase larval pelagica y planctotréfica, utilizando el velo en
doble funcién en la natacién vy filtracién de alimento. Esta fase
presenta una duraciéon estimada de al menos 2 meses en la
naturaleza (Gallardo, 1979), cuando la larva alcanzar una talla
entre 1500 a 1800 micras, comienzan los cambios morfold-
gicos, tales como, pérdida del velum, extensién de tentaculos
y arrastrarse sobre el pie, son todas caracteristicas indicativas
de la metamorfosis, que da paso a un estado juvenil benténico
(DiSalvo & Carriker, 1994; Reyes & Moreno, 1990). Pudiendo
observar cambios de tipo conductuales, anatdmicos y metabo-
licos (Bustos E. & Navarrete F., 2001). Una vez asentados, los
juveniles permanecen en el intermareal (Moreno et al. 1986)

Figura 3. Estanques de Cultivo con los reproductores de Concholepas
concholepas.

0 bien realizan migraciones hacia el submareal a medida que
aumentan de tamano (Oliva & Castilla, 1990).

La propuesta de investigacion generado por la Universidad de
Antofagasta a trasvés del Proyecto IT15110066 ha sido gene-
rar el desarrollo del cultivo larval de Concholepas concholepas
desde la mantencién de reproductores y obtencién de capsulas
sostenidos bajo un sistema de recirculacion y utilizacién de mi-
croorganismos autétrofos y heterétrofo para el desarrollo del cul-
tivo larval y la obtencién de semillas bajo un sistema continuo.

LOGROS DESARROLLOS EN HATCHERY
Mantencion de reproductores

Los reproductores son mantenidos en 6 estanques de 700 L (Fig.
3) conectados a un sistema de recirculacion de agua (SRA) cons-
tituido por un estanque sedimentador, sistemas de filtracion me-
cénica de 10 micras con filtros de 19 (pulg), bomba hibrida para
matener la temperatura a 18°C, Biofiltro de 1500 L, estanque
Sump de 700 L y dos estanques acumuladores de 7000 L. La
distribucion de agua se realiza con tres bombas de 0,5 Hp (mode-
lo Silen, Marca Espa) instaladas en los estanques sedimentador,
sump y acumuladores. Todo el sistema contiene un volumen total
de 40m? con un caudal de recirculacién de 110 Ipm, ingresando
un 5% de total de agua en circulacién. Los reproductores son
alimentados una vez por semana con una racion de alimento
vivo de choritos (Perumytilus purpuratus) con una cantidad de 3
kg/estanque. Los choritos son suplementados con microalgas de
coleccién a una concentracién de 1x108 cell/ml un dia antes de
ser suministrado los choritos al estanque de los reproductores. La
temperatura del agua de circulacién es de 18 + 1°C, y la calidad
del agua es monitoreado semanalmente.

Un grupo de 30 reproductores fue monitoreados durante 9 me-
ses para establecer crecimiento, alimento ingerido y N° Hem-
bras colocando capsulas con el objetivo de conocer el compor-
tamiento de los reproductores bajo un sistema de recirculacion
y obtener una cantidad de cépsulas disponibles para generar la
investigacion del cultivo larval (Fig. 4).
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de hembras colocando capsulas de Concholepas concholepas durante
9 meses.



Figura 5. Capsulas en
recipientes en proceso
de incubacion y capsu-
las maduras.

Mantencion de capsulas

Las capsulas obtenidas desde los estanques son separadas por
intensidad de color entre maduras e inmaduras, y distribuidas en
recipientes con aireacién suave y recambio de agua, conectados
al sistema de recirculacion de los reproductores para posterior-
mente ser utilizadas (Fig. 5). Variados estudios han demostra-
do los efectos del oxigeno y la temperatura sobre el desarrollo
de embriones de invertebrados dispuestos en capsulas o hue-
vos como en cangrejos (Baeza & Fernandez, 2002; Lardies &
Fernandez, 2002; Brante et al., 2003). En estudios previos de
nuestro equipo de trabajo la mantencion de las capsulas es
fundamental para obtener mejores tallas de eclosién, ya que
durante 30 dias de incubacién con una temperatura media de
15,66+1,49°C, porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto de
85,84% se obtuvieron al final del periodo de incubacién, una
talla de eclosion promedio de 259,65+2,30 um talla significati-
vamente (p<0,05) mayor al resto de los tratamientos.
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Cultivo de microalga y Protozooplancton.

Las microalgas utilizadas son cepas de coleccién y cultivadas en
volumenes intermedios 20 Ly en bolsas de 500 L para sostener
el cultivo larval. En el caso del protozooplancton Oxyrrhis marina
fueron cultivados en botellones de vidrio de 20 L. (Fig. 6).

Desarrollo del Cultivo larval y escalamiento

El cultivo larval se inicia con la siembra en los estaques de 300
L utilizando capsulas maduras, cortando el apice con una tijera
esteril y agregando una cantidad de larvas en un recipiente de
volumen conocido con agua de mar filtrada. Se realiza el conteo
de las larvas por triplicado para establecer la cantidad larvas
presente por capsulas y la densidad de siembra inicial. Las lar-
vas son agregadas en los estanques a una densidad promedio
de 300 larvas/L es decir 90.000 larvas/estanque. El cultivo es
mantenido con aireacién suave y continua, junto con recambios
de agua diarios. La larvas son alimementadas con una mezcla de
microrganismos autotrofos y heterotrofos como: Nannochloropsis
gaditana, Tetraselmis suecica, Phaeodatylum tricornutum y Po-
phyridium sp a una concentracién de 3000 cel/ml y el microor-
ganismo heterotrofo utilizado es Oxyrrhis marina a una concen-
tracion de 20 cel/ml. Las larvas son mantenidas en cultivo en los
estangues de 300 L por 15 dias en una sala temperada y agua
de mar filtrada a 50, 20, 10 y 5 micras, Skimmer de caudal de
1500 L/h y luz ultravioleta rango bacteriologico, posteriormente
son transferidas a los estanques de 5000 L para continuar con
el cultivo ( Fig. 7). Como resultado utilizando esta metodologia se
logro desarrollar el cultivo larval (Fig. 8) con una sobrevivencia
significativa (p<0,05) al termino del cultivo.

Mercado y Precios de Concholepas Concholepas
Este recurso presenta un importante demanda en el mercado asia-
tico, principalmente en Taiwan con 48% de los envios seguido de
EEUU con 18% y Hong Kong con 12%. El formato de mayor ex-
portacion corresponde a congelado 51,57%, seguido de conserva
45,03%, en menor cantidad
deshidratado 0,13%, Fresco
3,26% y vivos 0,01%. Los
precios de exportacion a par-
tir del 2011 presentaron un
incremento manteniéndose en
torno a los US 21/Kg en los
Gltimos tres afos. El producto
con mayor valor durante el
periodo 2007 a 2014 fue el
deshidratado con un precio
promedio de US$115, pero
con una exportacion de 9,2
Ton. El producto fresco es el
que presenta menores precios
y sin continuidad en los envios.

Figura 6. Cultivo de microalgas
en intermedios, cultivo en bolsas
y cultivo de Protozooplancton
(Oxyrrhis marina).
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Figura 7. Sala de cultivo estan-
ques de 300L (A) y cultivo en
estanques de 5000L (B).

Los productos congelados
tuvieron una fluctuacién de
precios entre 12,3 US$/Kg a
21,5 US$/Kg con un méxi-
mo el 2014 y el producto
enlatado tuvo precios que
variaron entre 14 US$/Kg a
21, 8 US$/Kg con expor-
taciones que oscilaron entre
234 a 566 Ton. Datos ob-
tenidos hasta noviembre de
2014, establecen un incremento de precios del recurso en los
formatos enlatados y congelados superando los 21 US$/Kg.

Proyecciones del cultivo de Concholepas con-
cholepas.

Actualmente contamos con semillas desarrolladas en nuestro la-
boratorio, sin embargo, el desafio aun estdn en mejorar la sobre-
vivencia larval, la cual todavia es baja de 0,03%, o desarrollar el
escalamiento a volUmenes mayores para aumentar la cantidad
de semillas y un suministro de larvas competentes

Para estabilizar los desembarques es fundamental consolidar la
tecnologia de hatchery de tal manera de reducir las mortalida-
des a través de un manejo adecuado de la calidad de agua y
optimizando la tecnologia del cultivo larval desarrollada pasando
de un nivel piloto a uno de escalamiento. El escalamiento serd
una herramienta clave para incrementar el nimero de semillas
de esta recurso. Una alternativa podria ser factible es la libera-
cion de una cantidad de larvas competentes en forma periddica
en las areas de manejo.
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Introduccion

En Chile la mitilicultura es una actividad econémica relevante,
a nivel mundial nuestro pais es el segundo productor después
de China y el primer exportador de mejillones [11. M. chilensis
es el mejillon endémico presente a lo largo de la costa del pais,
sobre el que se basa la industria nacional. Su status como espe-
cie se ha reforzado por diversos estudios que muestran que es
genéticamente distinto de mejillones como M. edulis (Mejillon
del Atlantico), M. galloprovincialis (Mejillon del Mediterraneo),
M. trossulus (Mejillén de Bahia) [2] y M. platensis (Mejillon del
Atlantico Sur) [3]. Las principales especies de importancia co-
mercial son M. chilensis, M. edulis y M. galloprovincialis, estas
dos Ultimas son producidas principalmente en el hemisferio nor-
te, pero su presencia también se ha descrito en las costas de
nuestro pais: M. edulis en la zona del Estrecho de Magallanes [4]
y M. galloprovincialis en el Golfo de Arauco [5].

La presencia de M. galloprovincialis resulta alarmante porque
es considerada una especie altamente invasora [6,7]. Preocupa
gue pueda expandirse desde su ubicacion actual en la zona del
Golfo de Arauco, hacia la regién de los Lagos donde se concentra
la mitilicultura nacional, pudiendo tener un impacto ecolégico
sobre las poblaciones de M. chilensis al generar hibridos entre
ambas especies, reduciendo la distribucién natural del mejillon
endémico, como se ha descrito en distintas partes del mundo
[8-101]. Esto podria afectar la capacidad productiva de la in-
dustria o las exportaciones a mercados como la Unién Europea,
cuya legislacion exige declarar en el rotulado de los productos, el
nombre cientifico y comun de la materia prima [11].

La identificacion de la especie en el género Mytilus basédndose
en caracteristicas morfolégicas, como el tamafio o color de la
concha, no resulta simple de realizar debido a que estos ca-
racteres son semejantes entre géneros y especies; ademas de
ser altamente variables (plasticidad fenotipica) dentro de una

misma especie [12]. Es importante considerar que una parte
de los productos que se encuentran en el comercio estan sin
su concha, lo que dificultad realizar la identificacién analizando
la morfologia [13]. Para solucionar este inconveniente se han
desarrollado metodologias basadas en el analisis de ADN, pro-
poniéndose distintas zonas del genoma, tanto nucleares como
mitocondriales, para identificar la especie del mejillon [14-18].
Cuando la identificacién se realiza analizando un solo locus por
separado (aproximacién mono-locus), se han obtenido resulta-
dos inconsistentes entre marcadores [19-21] y no todos logran
identificar las especies de mejillén de una sola vez. Por lo an-
terior, recomendamos basar la identificacién en analisis simul-

tdneo de varios lugares (loci) del genoma del mejillén en una
aproximacion multi-locus.

Actualmente, gracias al avance de las herramientas de secuen-
ciacion masiva (NGS — Next Generation Sequencing) se han
desarrollado paneles de marcadores SNP (Single Nucleotide Po-
lymorphism) para distintas especies de este género [3,22,23].
Estos paneles de entre 58 a 84 SNP han sido usados en una
aproximacion multi-locus para la identificacién de la especie,
mostrando ser una alternativa confiable [2,3]. Sin embargo,
debido al alto nimero de SNP que componen estos paneles,
su uso en un laboratorio de diagndstico, no resulta viable. Se
hace necesario reducir el nimero de SNP que se deben analizar,
seleccionando aquellos que son realmente informativos para la
identificacion de la especie y adaptar su uso a plataformas es-
tandarizadas de genotipado que puedan ser aplicadas de manera
rutinaria en laboratorios de servicio. En este contexto fue finan-
ciado el proyecto FONDEF ID16| 10013 que tiene como objetivo
general desarrollar un kit para identificar la especie de mejillones
(Mytilus chilensis, M. galloprovincialis, M. edulis y M. trossulus)
basado en un panel reducido de marcadores SNP con aproxima-
cion multi-locus, con una metodologia de genotipado adaptada
a una plataforma estandarizada y con las primeras etapas de
validacién superadas.
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Seleccion de marcadores

Se buscd seleccionar un grupo de 8 a 10 SNP que resulten ser
los mas informativos para la identificacién de cuatro especies
de mejillones (M. chilensis, M. edulis, M. galloprovincialis y M.
trossulus). Se trabajé con dos grupos de SNP: (a) 49 SNP iden-
tificados en M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus a partir
de secuencias de EST [21,23] y (b) 74 SNP descubiertos por
nuestro grupo utilizando RAD-seq en M. chilensis [22]. Estos
SNP fueron genotipados en individuos de las cuatro especies
mencionadas. Para comprobar la especie de los individuos estu-
diados se uso el método mono-locus basado en la proteina adhe-
siva polifenolica: PCR-RFLP Me15/16 [15] y PCR-HRM PAPM
[16]. Para seleccionar los loci mas informativos se aplicaron
tres criterios: (i) £, outliers usando el programa LOSITAN [24]
configurado seglin Araneda y cols. [22](ii) Frecuencia del alelo
menor en cuatro niveles (VMAF 0.4, 0.3, 0.2, 0.1) y (iii) Loci que
maximizan la asignacién individual a especie identificados por el
programa BELS [25], asi se obtuvieron doce paneles reducidos
de SNP, a los que se les evalud el desempefio usando métodos
de asignacion bayesianos implementados en el programa Gene-
Class2 [26] (Tabla 1).

Tabla 1: SNP seleccionados por cada criterio, nimero y % de individuos
correctamente asignados a especie en cada grupo de SNP.

*: N° de individuos correctamente asignados a la especie a la cual pertenecen.

(@) Zbawicka BM (b) Araneda UCh

Criterio Ne individuos*(%)

Ne individuos*(%)

Dataset original 49 309 (99.4) 90 363 (94.0)
F,; outliers 11 287 (92.3) = 27 363 (94.0)
MAF>0.1 24 309 (99.4) 47 363 (94.0)
MAF>0.2 16 309 (99.4) 45 362 (93.8)
MAF>0.3 13 308 (99.00 41 362 (93.8)
MAF>0.4 3 197 (63.3) 33 360 (93.3)
BELS 19 300 (96.5) 17 334 (86.5)

Usando la totalidad de los SNP de los grupos (a) y (b), el 99.4%
y 94.0% de los individuos respectivamente, fueron asignados
correctamente a la especie a la que pertenecen. Este porcen-
taje de asignacion correcta se mantuvo usando solo 16 SNP
seleccionados del grupo (a) como mas informativos por el criterio
MAF>0.2 y 27 SNP seleccionados del grupo (b) por el criterio
de F; outliers.

Estandarizacion del genotipado de SNP

Se continud trabajando con 12 SNP que habian sido identifica-
dos como mas informativos por mas de un criterio, adaptandolos
a la plataforma estandarizada de genotipado “High Resolution
Melting”. Esta tecnologia, a través de las curvas de disociacion
(Figura 1) entrega resultados de forma econdmica, répida y ade-
cuada para la aplicacién rutinaria en laboratorios pequefios con
bajo volumen de muestras [27]. Para ejecutar este método se
requiere de un equipo de PCR en tiempo real con andlisis de

HRM, los reactivos necesarios son de quimica libre por lo que
no se esté limitado a un solo proveedor, permitiendo bajar los
costos de reactivos e insumos del ensayo (~$500 por SNP).
Este ensayo también es susceptible de ser acreditado por normas
como la ISO17025.
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Fig. 1. Curvas de disociacién para el SNP BM6C (C/T). Cada curva co-
rresponde a uno de los tres genotipos posibles.

Se genotiparon los 12 SNP en un ndmero reducido de individuos
de las cuatro especies de interés (20 en total, cinco por especie),
asignando correctamente la especie en el 99% de los casos.
Posteriormente se usaron estos individuos como linea base, lo-
grandose asignar correctamente a especie el 100% los indivi-
duos analizados por Zbawicka (a) y el 99,74% de los analizados
por Araneda(b) en sus estudios.

Evaluacion del desempeno del panel de SNP
seleccionado

Para evaluar el método propuesto como test diagndstico, se
genotiparon 34 individuos de cada una de las especies que el
método busca detectar (n=136), ademas de 40 individuos de
especies cercanas al género Mytilus (Perumytilus purpuratus
y Semimytilus algosus) y 40 individuos de especies comunes
en alimentos (Cholga — Aulacomya atra y Choro Zapato — Cho-
romytilus chorus) con el fin de descartar que el método produzca
una identificacion errénea por la presencia de estas especies. La
asignacion fue realizada, al igual que en los casos anteriores, con
el programa GeneClass2. Se calcularon los pardmetros de Sensi-
bilidad (S), que corresponde al nimero de individuos en los que
el método identifica correctamente la especie en relacién al total
de individuos de esa especie analizados y la Especificidad (E),
que corresponde al nimero de individuos que son correctamente
excluidos de la especie en relacién al nimero total de individuos
que no pertenece a esa especie analizados. Todos los individuos
pudieron ser genotipados y el 100% de ellos fue correctamente
asignado a la especie, por lo mismo, la Especificidad y la Sensi-
bilidad fueron méximas, mostrando la alta capacidad informativa
del grupo de SNP seleccionados.

Para evaluar el desempefio del método desarrollado se trabaja
actualmente en la etapa de validacién interna, para demostrar
que los procedimientos analiticos son aptos para el uso indicado,
calculando los pardmetros de: Selectividad, Estabilidad, Robus



tez, Eficacia, Tasa de falsos positivos y Negativos, Precision y
Limitaciones del método. Se esta transfiriendo el método a un
segundo laboratorio en la Universidad de Chile, donde se com-
pararan los resultados obtenidos entre ambos laboratorios. Du-
rante la segunda etapa de investigacién tecnolégica se trabajara
en la transferencia de este método a laboratorios de diagndstico
para llevar el resultado de investigacién desde la escala piloto a
su aplicacién definitiva.

Conclusiones

Este estudio muestra que paneles reducidos de marcadores SNP,
en una aproximacion multi-locus, son una herramienta confia-
ble para la identificacién de la especie en mejillones del genero
Mytilus. Ademés, estos paneles pueden ser estandarizados a una
técnica de genotipado simple de usar que permitira su aplicacion
de manera rutinaria en laboratorios de analisis.
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Introduccion

La disponibilidad de zonas costeras protegidas del oleaje para
la mitilicultura en Chile, son cada vez mas escasas, y por lo
tanto surge la necesidad de disponer de tecnologias para operar
en zonas costeras poco protegidas del oleaje, y a su vez buscar
soluciones tecnolégicas que permitan maximizar el uso de la co-
lumna de agua de las actuales zonas de cultivo utilizadas para
el cultivo de mitilidos.

Ante esta necesidad, se disefio y dimensiond una unidad de
crecimiento de mitilidos que permitiera maximizar el uso de la
columna de agua y que fuera posible su uso en zonas protegidas
y expuestas al oleaje.

Metodologia

El proceso metodolégico para el disefio y di-

y empuje que determinan la flotacion, oleaje e hidrodinamica, y
el viento sobre el mar (ver figura 2 y Tabla 1).

La unidad de cultivo fue puesta a prueba in situ para la evalua-
cion de su desemperio, crecimiento y rendimientos finales de los
mitilidos, los cuales se compararon con el sistema tradicional de
cuelga continua (figura 3). Para ello fueron sembradas semillas
de mejillon chileno (Mytilus chilensis) en el sistema tradicional
(C.C) y la unidad Bivalnet (C.T) el 31 octubre de 2014 y evalua-
do hasta el 16 de diciembre de 2015. El crecimiento de M. chi-
lensis se evalu6 durante el periodo de estudio con un muestreo
quincenal, se tomaron 20 individuos (Lauzon-Guay et al.,2005;
Drapeau et al., 2006, Diaz et al., 2011) en cada tipo de unidad
de crecimiento (C.C y C.T) y separacioén (S1 y S2) a tres profun-
didades de la unidad de crecimiento (minima (f1), media (f2) y
maxima (f3)).

mensionamiento de una unidad de cultivo de
mitilidos en el mar, comprendié la identifica-
cién de las condiciones ambientales (Stevens

Qué, donde, cuando por
cuanto tiempo cultivar

et al., 2008; Diaz et al., 2014). Con ellas se
pudo definir las dimensiones de los elementos
estructurales; paralelamente, se definieron las
especificaciones de tolerancia, estabilidad de
las lineas de soporte, unidad de crecimiento,
y su vida util (Diaz et al., 2011). Este proceso
se baso en la metodologia de disefio planteada

Especificaciones del sistema
(tolerancias, estabilidad,
unidades de crecimiento,

especies, vida Uutil)

Seleccion de tipos
de sistemas
(superficial, sumergido,
doble, simple, multiple)

Condiciones Ambientales
(Velocidad de corriente, fuerza
de vientos, dindmica de fondo,

depredadores, productividad
primaria, profundidad de cultivo)

Definicion de Sistemas
(Cargas estructurales y mecani-
cas, densidad de cultivo)

por Berteaux (1976) (figura 1) para el modelo
de disefio y dimensionamiento de un sistema

de cultivo general. Restricciones

Se considerd que el disefio de la unidad de
crecimiento de mitilidos determinara el creci-
miento y rendimiento productivo de la especie
que se cultivara (Comeau et al., 2008). Las
fuerzas a resistir por la unidad de crecimiento
consideradas en el disefio y dimensionamiento
fueron principalmente las fuerzas de gravedad

L Anélisis de costos

Figura 1. Metodologia para el disefio y dimensionamiento de un sistema de cultivo de
pequena escala (modificado de Berteaux, 1976).

Disefo Preliminar

del Sistema
(Célculos preliminares, seleccion
de componentes, diagrama

Restricciones Logisticas

Soporte Logistico

Disefio Final
(Planos de detalles)




Las mediciones morfométricas medidas fueron: largo de las val-
vas (SL (mm)), correspondiente a la maxima longitud del eje
anterior-posterior; alto de las valvas en (H (mm)), corresponde a
la maxima longitud del eje dorso-ventral; y ancho de las valvas
en (Wt (mm)), méxima longitud del eje lateral. Las mediciones
se realizaron con un pie de metro (= 0,01 mm). Ademas, con
balanza se evalud por cada ejemplar el peso total (TW) previa
limpieza de incrustaciones de la concha en el exterior. El peso
seco de la carne (WMW) se obtuvo después de cortar el mus-
culo aductor, drenando el agua y secando con un papel filtro. El
rendimiento (MY) fue evaluado como el rendimiento en carne
calculado como MY(%)=(WMW)/TW)*100 (Okumus and Stir-
ling, 1998). Este indicador proporciona una relacion positiva del
estado nutricional de los bivalvos (Drapeau et al., 2006).

Flotador

Boyantes
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Cabo sujecidn
&
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Figura 2. Diagrama de cuerpo libre de elementos estructurales represen-
tando los flotadores conectados y las unidades de crecimiento mediante
un cabo de sujecion. (Fuente: Modificado de Stevens et al., 2008).

Resultados

La unidad de crecimiento Bivalnet presenté una mayor longitud
de la valva con una media cercana a los 49 mm (= 11,21),
con respecto a las cuelgas continuas (48,2 mm = 11,12) y por
Gltimo las longitudes medias del factor profundidad (P) a 2, 4 y
6 metros, fueron 48,91 mm (+11,5), 47,7 (+11,24)y 48,05
(+10,85), respectivamente, presentando una mayor talla a la
profundidad de 2 metros.

Bivalnet presentd un mayor rendimiento con una media cercana
al 38% (= 7,39), con respecto a las cuelgas continuas (37,52%
+ 7,15) y por Ultimo la separacion de las cuelgas (S) es un
factor que presentd un mayor rendimiento a los 40 cm respeto a
los 50 cm (media de 38,01% = 7,25y 37,52% =+ 7, respec-
tivamente).

En la figura 4 se presenta la variable largo (SL) donde en Bivalnet
se observan mayores longitudes de valvas (figura 4A), sin em-
bargo, no se observan diferencias de tamarios en la separacion
de las cuelgas entre 40 y 50 cm.

En la figura anterior, se observa que la tendencia de crecimiento en
longitud de valvas, independientemente de la separacion de cultivo
es similar entre los dos sistemas de cultivo (p>0,05), por lo cual,
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Tabla 2: Principales fuerzas consideradas en el dimensionamiento de
longlines.

Componente Descripcion

Flotacion F=Empuje — Peso cuerpo
(Berteauxy 1976) F = Vcs*aagua mar-vc* 60“3790
Donde:

F= Flotabilidad (kg)
V., = volumen cuerpo sumergido (m)

9, my=densidad agua mar (1025 kg m?
promedio)

V. = volumen cuerpo (m=)

0 = densidad cuerpo (kg m?3)

cuerpo

Hidrodinamica
(Fridman, 1986)

R, = Y2*Cd * r*v2* A

Donde:

R = resistencia hidrodinamica (kg)

Cd = coeficiente resistivo (seglin forma y
dimensiones)

p= densidad mésica del liquido (104,6 (kg
s?m*) aT°= 15°C y S%o=35%0)

v = velocidad de la corriente (m s)

A = area expuesta a la corriente del cuerpo
(m2).

Fv = 0,5*Cd* *A* ()2

Donde:

Fv = Fuerza vertical méxima por oleaje (kg)
Cd = coeficiente resistivo (seglin forma y
dimensiones)

p= densidad mésica del liquido (104,6 (kg
s2m#)a T°= 15°C y S%o=35%0)

A = area expuesta a la corriente del cuerpo
(m2).

u = velocidad ascensorial oleaje (m s)

Fuerza maxima
por oleaje
(Wiegel, 2005)

Resistencia aerodi-
namica (Van Boven,
1968, en Berateaux,
1976)

R, = 0,0965 * A * V2,

Donde:

Rv = resistencia al viento (kg)

A = &rea expuesta del cuerpo al viento (m?)
V= velocidad del viento (m s?)

g L 3 -
T Ere "

v |

Figura 3. Esquema del prototipo de sistema de cultivo de boyas con uni-
dad de crecimiento de cuelga tradicional (C.C) y la unidad de crecimiento
de tramado disefada Bivalnet (C.T)

(=]
=
E=

=

(&)

D
=

(%]

<

5
]
2]




<)
=
E=
=
=]
@
=
(%]
<
=
5}
2
D
w

VD Segundo Semestre 2018

Largo (SL, mm)
8

2014 2015

2014 2015

Figura 4. Medias del largo de la valva por unidad de crecimiento, considerando (A) Bivalnet y (B) cuelga continua, por separacion entre las cuelgas,

para el periodo de muestreo: 7-11-2014 a 16-09-2015.

para fines productivos y comerciales es recomendable cultivar a 40
cm, logrando asi una mayor densidad de cultivo por hectarea.

Conclusiones

El disefio y dimensionamiento de la nueva unidad de cultivo Bi-
valnet, constituye un modelo de utilidad para la acuicultura con-
sistente en un tramado que maximiza la produccion de cultivos de
mitilidos (Modelo de utilidad U201830107, Espafia).

Permite aumentar la superficie de la columna de agua, cuya tasa
de crecimiento es mayor a la observada en el sistema tradicional.
Bivalnet aumenta los rendimientos de produccion en 1,9 veces;
disminuye los desprendimientos y evita que se enreden las cuer-
das; reduce los costos de mantenimiento en un 20% y los tiempos
de engorda en cinco meses; y que al ser realizado el cultivo en mar
abierto existe menor contacto con toxinas que puedan adquirir los
moluscos, comparado con los métodos long-line utilizados actual-
mente. La tecnologia esta disponible para licenciamiento.
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VI CONFERENCIA  Hacia la diversificacion de la
LATINOAMERICANA  acuicultura en América Latina

SOBRE CULTIVO DE PECES NATIVOS

20 - 23 de noviembre de 2018
Piriapolis, URUGUAY

La Universidad de la Repulblica y la Direccién Nacional de Recursos Acudticos (Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca) convocan a participar en la VI Conferencia Latinoamericana sobre Cultivo de Peces
Nativos, que tendra lugar en la ciudad de Piriapolis entre el 20y el 23 de Noviembre de 2018.

La diversificacion de la acuicultura, en particular mediante el cultivo de peces nativos, supone un motor de
desarrollo econémico y social que contribuye al crecimiento y el fortalecimiento de los paises de América
Latina en un marco de sustentabilidad.

Con el objetivo de fortalecer el desarrollo del cultivo de peces nativos en América Latina, desde el 2006 se
vienen desarrollando estas conferencias con una creciente participacion en beneficio de la generacion de
conocimiento y difusion de los avances en la temética de los distintos grupos de investigacion.

Este afio Uruguay tiene el honor de organizar este evento, en el cual se espera continuar avanzando en los
objetivos comunes.

Contacto:
pecesnativos20 ien.edu.
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Mas informacion disponible proximamente
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TiLV Enfermedad viral de alto impacto
en la Acuicultura de Tilapias en el Peri;
Un analisis Medico Veterinario del prohlema

Dr. Juan Battaglia Aljaro DMV
Médico Veterinario
Director Gerente Tecnico AB&T PERU SAC
juan.battaglia@gmail.com

Fotos 1 y 2. Cultivos de Tilapias en el Perd Region San Martin.

n latinoamérica, ya desde el afio 2016 se observd la pre-

sencia de altas mortalidades en los sistemas de produccién

de Tilapias en Colombia inicialmente atribuidas a complejos
bacterianos presentes en los reservorios de aguas en los cuales se
practicaba la acuicultura en jaulas de estos peces, sin embargo la
refractariedad de esos cuadros a los tratamientos cléasicos, basados
en el uso de antibidticos orientd hacia otras causas, confirmandose
posteriormente que correspondia a la presencia del Virus Lacustre
de la Tilapia, mas conocido como TiLV por sus siglas en inglés.

La preocupacion global por los estragos de este virus no solo
dicen relacion con las mortalidades sino con los impactos socio
econdmicos que este tipo de afecciones tiene sobre las econo-
mias de las regiones en donde este pez se cria.

Se estima una produccion mundial cercana a los 4,8 millones de
toneladas de este recurso con un valor superior a 7.500 millones
de ddlares segln cifras de la FAO del 2014.

En los paises africanos en los que la Tilapia es una especie sil-
vestre sustenta pesquerias de comunidades, para las cuales este
pez es la fuente de proteina animal que disponen. Se ha de-
mostrado que la introducciéon del virus causa una mortalidad
significativa (hasta del 80 %), lo que genera serias pérdidas eco-
noémicas, tanto para los acuicultores como para los pescadores.

Este virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae altamente
contagioso se describi6 por primera vez en sistemas de produccion
de Tilapias por Eyngor y colaboradores el 2004, es de caracteris-
ticas altamente contagioso y se puede encontrar tanto en aguas
dulces como salobres, afecta a todas las variedades de tilapias

con mortalidades que pueden ir de un 10% hasta un 80% o mas,
mostrando ala capacidad de contagio en sistemas abiertos.

EI TiLV, se suponia exclusivo de las Tilapias, sin embargo ha sido
pesquizado afectando con sintomatologia y diagnésticos positi-
VoS en otras especies como Carpas en Malasia por Azila y cola-
boradores recientemente en el mes de julio del 2018.

Estudios de cohabitacion han demostrado que la transmisién ho-
rizontal directa constituye una importante via de transmisién. Se
destaca la presencia de reservorios (peces escapados) en los eco-
sistemas abiertos que jugarian un rol clave en la mantencién del
virus y en la reinfeccion de nuevos lotes de alevines que ingresan
a las jaulas, razén por la cual se hace mas dificil el control y ex-
tinsion de la contaminacién en estos sistemas abiertos en compa-
racion a sistemas de estanques o de crianza confinada de Tilapia.

Se consideran factores de riesgo, las condiciones extensivas de
cultivo, el manejo de altas densidades y factores estresantes so-
bre las poblaciones que predisponen y contribuyen a facilitar la
infeccion de los lotes en cultivo.

Tratamiento no existe, la sal y otros productos no tendrian efectivi-
dad en el control por lo que los Veterinarios recomiendan establecer
en las explotaciones estrictas medidas de bioseguridad y hacer un
control efectivo sobre el origen y certificacion de los lotes, como ideal-
mente evitar la crianza de este pez en sistemas abiertos en los cuales
la bioseguridad es mas dificil de instaurar.

El control y manejo de la enfermedad pasa por disponer de una
vacuna efectiva, la cual aun no esta disponible en el mercado,



Foto 3. Muestreo de Tilapias en el Pert, Region San Martin.

situacién que complica alin mas el manejo de los animales y el
control en los planteles.

El cuadro clinico, corresponde a una septicemia de caracteristi-
cas inflamatoria y hemorragica clasicas afectando ojos, cerebro,
bazo e higado internamente y expresando externamente, alte-
raciones en los ojos, opacidad del cristalino (cataratas), hemo-
rragias perioculares y exoftalmia, erosiones de piel y perdidas
de continuidad en el epitelio escamoso, es decir no hay signos
patognomonicos especificos, razén por la cual inicialmente es
confundido con un cuadro séptico de origen bacteriano.

Microscépicamente se observa edema, congestién y focos hemo-
rragicos degenerativos a nivel de células parenquimatosas y del
estroma de 6rganos como higado, ojos, bazo y cerebro.

El diagndstico se basa en pruebas moleculares especificas me-
diante PCR o el cultivo celular, complementado con PCR y prue-
bas de inmunohistoquimica especificas.

Oficialmente, el virus TiLV se ha notificado en Colombia, Ecuador
y recientemente a partir del mes de Marzo, la autoridad sanitaria
pesquera y acuicola del Pert la ha declarado oficialmente presente
pese a que en las zonas productoras oficiales (Piura y San Martin)
y en otras en las cuales oficialmente esta acuicultura no esta auto-
rizada (Lambayeque, Cajamarca, Junin, Limay las regiones ama-
z6nicas) ya desde el 2017 se venia sospechando de su presencia
dadas mortalidades masivas refractarias a los tratamientos con
antibiéticos en la Regién Piura, especificamente en la zona del
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Foto 4. Tilapias en el Per(, Region San Martin. Gentileza Biologo Bianny
Rodriguez, Moyobamba.

reservorio de Poechos (Sullana). No fue hasta el mes de marzo
del 2018 cuando oficialmente se declard su presencia afectando
Tilapias en sistemas de granjas semi extensivas y en sistemas de
lagunas en las cuales se realiza el cultivo extensivo de estos peces.

Epidemiolégicamente resulta complejo manejar una enfermedad
de este tipo, mas aun cuando los niveles de informalidad de los
productores locales son altos y no ha habido un estricto control
del contrabando de peces desde paises limitrofes desde los cua-
les se han recibido juveniles sin control sanitario.

No es hasta el mes de Febrero que la autoridad peruana emite el
comunicado 018-2018 SANIPES (http://192.169.196.91/do-
cumentos/ COMUNICADO-N-018-2018-SANIPES.pdf) y ade-
més establece los lineamientos de un plan de contingencia sani-
taria reactivo el cual ha permitido monitorear las regiones de Piura
y San Martin, regiones en las que oficialmente esta autorizado el
cultivo de esta especie, ampliandose en el mes de abril mediante
el comunicado 039-2018 SANIPES(http://192.169.196.91/do-
cumentos/COMUNICADO-N-039-2018-SANIPES .pdf) a otras
regiones del pais la cobertura del plan inicialmente circunscrito a
las regiones de Piura y San Martin.

Sin embargo se genera una interrogante y un desafio importante
desde el punto de vista epidemioldgico veterinario como para
tener un claro catastro de situacional y establecer un anlisis
de riesgo regional en todas aquellos ecosistemas del Per( en los
cuales se encuentran Tilapias, importante es recordar que esta
especie de manera no oficial ha entrado a los sistemas amazé

Fotos 5y 6. Tilapia afectada por TiLV en el Perti, Gentileza Biologo Bianny Rodriguez, San Martin.
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Foto 7. Tilapia afectada por TiLV en el Per(, Gentileza Biologo Bianny
Rodriguez, San Martin.

nicos en los cuales el control es practicamente imposible, no te-
niendo ademas capacidad como para determinar que ocurre con
otras especies zoolégicamente cercanas que habitan esa zonas
de manera natural como lo son Ciclidos, y Ciprinidos originarios
de esas cuencas y sistemas loticos y lenticos.

Las acciones en el Per( se han centrado en establecer un moni-
toreo de los centros de cultivo y determinar la condicién de po-
sitivo o negativo de los centros, entregando ademas informacion
sobre las acciones recomendadas y la aplicacién de un programa
de vigilancia activa el cual ya se esta realizando.

Por Ultimo, esimportante precisar, que la enfermedad ocasionada
por el Virus de la Tilapia Lacustre (TiLV), NO afecta la salud y NO
representa ningln tipo de riesgo para los consumidores de Tilapia.

Como complemento la autoridad ha dado instrucciones de con-
trol mediante la aplicacién de medidas de bioseguridad clésicas,
las que lamentablemente dada la informalidad de los producto-
res, los que muchas veces solo producen volimenes pequefios
para el abastecimiento de mercados locales de comunidades o
de pequenos poblados, resultan ser impracticables y poco apli-
cables muchas veces.

Sin embargo, ante la ausencia de investigaciones exhaustivas sobre
todos los incidentes de mortalidad, es posible que la distribucion
geografica de TiLV sea mas amplia que la actualmente declarada.

Frente a este escenario se hace fundamental para la sustentabili-
dad de la industria de la Tilapia en el Pert el establecimiento de
una real zonificacion de la produccién, la confeccién de un mapa

Foto 9. Muestreo oficial TiLV en el Per(, Gentileza DIREPRO San Martin.
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Foto 8. Toma de muestras para diagndstico, San Martin.

epidemioldgico y el desarrollo de analisis de riesgo por zonas
productivas, de manera de poder tener una clara visioén del mo-
vimiento y desplazamiento del virus dentro e inter regional como
también una clara visién de pais respecto de la enfermedad.

Se considera oportuno atender las recomendaciones internacio-
nales como las recientemente comunicadas por la FAO y la Red
Mundial de Centros de Acuicultura en Asia pacifico (NACA) més
aun desde la condicién de pais miembro APEC del Pert, entidad
gue ha publicado un folleto bastante extenso y practico sobre la
amenaza emergente que representa el virus de la tilapia del lago
(TiLV) para las Tilapias en cultivo en la region Asia-Pacifico.

Oficialmente hasta el 2016, los paises afectados por esta enfer-
medad emergente de la incluyen a Israel, Ecuador, Colombia y
Egipto, sumandose a partir del 2018 el Perl como pais positivo
declarado frente a la autoridad sanitaria de la FAO y también de
la oficina de la Sanidad Animal (OIE) de las Naciones Unidas.

La situacion productiva del Pert de alta informalidad y de mdlti-
ples explotaciones distribuidas por todo el pais, obliga a redoblar
el control sobre el origen de los animales, exigir certificaciones
sanitarias oficiales y mantener estrictas practicas de Bioseguri-
dad que permitan llegar a cosecha con el menor impacto.

La propagacion de la enfermedad es limitable mediante restric-
ciones de movimientos de Tilapias provenientes de criaderos
positivos y la aplicacién de medidas genéricas de bioseguridad,
con el fin de minimizar la propagacion de fémites a través de
equipos, vehiculos y personal; es decir, limpieza y desinfeccion
con productos técnicos de reconocido efecto biocida y viricida.

Foto 10: Comercializacion de Tilapias en mercados locales Per(.
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a notable expansién de la salmonicultura en las Ultimas dé-

cadas ha generado que la industria acuicola chilena se haya

visto enfrentada a diversos desafios en el &mbito sanitario,
los que en reiteradas ocasiones la han llevado a ser protagonis-
ta de importantes pérdidas econémicas y productivas. El incre-
mento en las densidades de cultivo ha significado una creciente
abundancia de los piojos de mar, que corresponden a copépodos
ectoparasiticos de la familia Caligidae, siendo Caligus rogercres-
seyi la principal especie que afecta primariamente al salmén
del Atlantico (Salmo salar) y a la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). El parasito genera dafio fisico en la piel del pez, incre-
menta su susceptibilidad a infecciones secundarias (Bowers et
al. 2000; Saksida et al. 2013) y provoca impactos econdmicos
considerables en la salmonicultura chilena (Kristoffersen et al.
2013). En Chile, los métodos de control para combatir la ca-
ligidosis se basan principalmente en la aplicacién de quimicos
antiparasitarios que, pese a su efectividad y facilidad de uso,
conllevan problemas ambientales y de resistencia de drogas, lo
que limita su aplicabilidad sostenida (Rozas & Asencio 2007).
En este sentido, el conocimiento de las bases biolégicas y mole-
culares de la reproduccién en C. rogercresseyi constituye un area
importante para el desarrollo de nuevas herramientas dirigidas al
control de su propagacién y manejo. En el Laboratorio de Bio-
tecnologia Acuatica y Gendmica Reproductiva (LABYGER) de la
Universidad de Valparaiso, nos hemos interesado en investigar
los aspectos reproductivos de C. rogercresseyi, utilizando tanto
herramientas moleculares de Ultima generacion como técnicas
histomorfologicas tradicionales.

¢Por qué estudiar la reproduccion de los piojos
de mar?

Para responder esta pregunta, es pertinente revisar anteceden-
tes encontrados en otros grupos taxonémicos que pueden servir
para comprender el enfoque de control de parasitos o plagas

relacionado con la reproduccion. Histéricamente, la esterilidad
inducida ha sido utilizada con cierto éxito para parasitos o en
intervenciones de pestes en insectos (Alphey 2002; Knipling
1955). Ademés, la identificacion de moléculas sexo-especificas
ha sido importante para el desarrollo de la seleccién de candida-
tos de vacunas, como ha sido descrito en la garrapata Boophilus
microplus, responsable de parasitar ganado (Tellam et al. 2002).
Varios estudios de transcripcién sexo-especifica y de compilacién
de genes relacionados con procesos de desarrollo y reproduccion
han sido previamente reportados en parasitos nematodos tales
como Oesophagostomum dentatum, Trichostrongylus vitrinus,
Haemonchus contortus y Brugia malayi, mientras que diferen-
cias observadas entre sexos en las tasas de ingestién, compor-
tamiento y sitios de preferencia en nematodos han motivado
investigaciones sobre la transcripcién de genes con expresion
diferencial entre machos y hembras en Ancylostoma caninum,
con la finalidad de identificar hemoglobinasas expresadas dife-
rencialmente para ser utilizadas como nuevos blancos para el
control de esta plaga (Nisbet et al. 2008).

Pese a los impactos econdmicos de la caligidosis, el conocimien-
to de los aspectos reproductivos de los piojos de mar es todavia
limitado. La mayoria de los estudios publicados en copépodos
ectoparasitos se relacionan con la principal especie de piojo del
salmén del hemisferio norte Lepeophtheirus salmonis, existiendo
reportes sobre la anatomia de su sistema reproductivo (Ritchie et
al. 1996), observaciones sobre su comportamiento de aparea-
miento (Hull et al. 1998; Ritchie et al. 1996b) y estimaciones
sobre su rendimiento reproductivo (Heuch et al. 2000; Jackson
& Minchin 1992). El desarrollo de herramientas transcriptomi-
cas y protocolos de silenciamiento de genes mediante RNA in-
terferente (RNAIi) en L. salmonis han permitido la identificacion
y caracterizacion funcional de varios transcritos relacionados con
su reproduccion. Recientemente, varios recursos genémicos



han sido publicados en esta especie lo que ha resultado en un
incremento importante de la informacién molecular para este
parasito. Dentro de estos estudios se encuentra lo reportado por
Dalvin et al. (2009) quienes caracterizaron funcionalmente una
proteina asociada al huevo (yolk-associated protein LsYAP) en
L. salmonis. Ademas, Dalvin et al. (2011) caracterizaron dos
genes de vitelogeninas, reportando su localizacién en el tejido
subcuticular de hembras adultas y en ovocitos en desarrollo.
TroBe et al. (2013), describen un homologo de vasa, marcador
de las células germinales del piojo del salmén, reportando su
expresion y localizacién dentro de las génadas y en ovocitos en
desarrollo. Edvardsen et al. (2014) analizaron la expresion de
genes utilizando microarreglos en diferentes tejidos de L. sal-
monis, incluyendo las génadas. Més recientemente, Eichner et
al. (2015) han caracterizado un tipo de receptor nuclear llama-
do RXR, requerido para obtener descendencia viable, mientras
que Sandlund et al. (2015) caracterizaron molecularmente el
receptor nuclear de la hormona de ecdisona EcR, analizaron su
expresion en relacion con el desarrollo ontogenético del paréasito
(Sandlund et al. 2016) e identificaron genes asociados a la bio-
sintesis de ecdisona (Sandlund et al. 2018).

En lo que respecta a C. rogercresseyi, a pesar de los impactos
econémicos por la infestacion de este ectoparasito, existe muy
poca informacién relacionada con su reproduccion, la que se
encuentra restringida a reportes sobre las preferencias en el apa-
reamiento en respuesta a estimulos semioquimicos entre sexos
(Pino-Marambio et al. 2007), estudios de output reproductivo
bajo condiciones controladas (Bravo 2010), la evaluacién de fe-
cundidad en poblaciones silvestres (Bravo et al. 2013; Gonzélez
et al. 2012) y, mas recientemente, los efectos de las drogas an-
tiparasitarias en la viabilidad de la eclosién (Bravo et al. 2015).
Existen ademas estudios no publicados por Levicoy (2013) y
Guzman-Fuentes (2018), describen la apariencia histolégica y
actividad proliferativa de las gdénadas en ambos sexos. Ademas,
Jaramillo et al. (2015) caracterizaron morfolégicamente la cap-
sula ovigera de C. rogercresseyi utilizando microscopia electréni-
ca de transmision y de barrido.

Regulacion molecular de la reproduccion en C.
rogercresseyi

En los Ultimos afios se han llevado a cabo varios estudios trans-
criptémicos relacionados con la reproduccién en esta especie.
A partir del estudio del transcriptoma de machos y hembras
de C. rogercresseyi, Farlora et al. (2014) reportaron un panel
de 1368 secuencias de genes relacionados con reproduccion,
construido en base a un anélisis de secuencias homdlogas y a
literatura publicada. En este trabajo, varios genes relacionados
con reproduccién y con expresion diferencial entre sexos fueron
identificados, incluyendo vitellogenin 1 y 2 que muestran altos
valores de expresién en hembras respecto de machos, o 17-f
hydroxysteroid dehydrogenase expresando el patrén opuesto.
Gongalves et al. (2014) caracterizaron varias vias metabdlicas
de lipidos relacionados con la produccién de energia y la sintesis
de ecdisteroides en C. rogercresseyi, analizando diferentes esta-
dos de desarrollo y adultos de ambos sexos, identificando genes
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con patrones de expresién sexo-especificos, encontrandose que
las hembras exhibieron un patrén de alto metabolismo lipidico,
probablemente para suplir la energia y movilizacion atribuida la
vitelogénesis y reproduccion. Farlora et al. (2015) caracterizaron
el gen prohibitin 2 (Phb2) en C. rogercresseyi, cuya proteina se
encuentra involucrada en una variedad de procesos celulares,
incluyendo la reproduccion, en vertebrados e invertebrados. El
recuento de lecturas in silico y los analisis por RT-gPCR para
Phb2, mostraron expresion diferencial en hembras adultas com-
parado con los machos. Se ha evidenciado que la supresion de
Phb usando dsRNAs en Caenorhabditis elegans provocé defectos
en la linea germinal y esterilidad en adultos (Sanz et al. 2003),
revelando su potencial como blanco para el silenciamiento indu-
cido por RNA/ y el control de pestes en el piojo de mar. Se han
descrito otros transcritos con patrones de expresion diferencial
entre sexos y modulacion sexo especifica cuando son expuestos
a antiparasitarios, entre ellos dos genes de peroxinectin sobreex-
presados en machos (Nufiez-Acufia et al. 2015), asi como va-
rios transcritos que mostraron expresion diferencial entre sexos
en C. rogercresseyi expuesto a azametifos (Valenzuela-Mufioz et
al. 2015). Farlora et al. (2016), ampliaron el conocimiento de
los genes de la familia de las acuaporinas, estudiando su di-
versidad y expresion durante la ontogenia de C. rogercresseyi.
Anélisis in silico realizados en este trabajo, revelaron modulacion
diferencial entre los diferentes estados de desarrollo de la especie
y entre sexos, reportando que el gen Glpl _ vI mostro expresion
diferencial en macho mientras que la acuaporina Bib, evidencid
mayor expresion en hembras adultas del piojo, resultados que
fueron corroborados mediante anélisis por RT-gPCR. Farlora et
al. (2017) analizaron la expresion de 12 genes putativamente
involucrados en reproduccion y desarrollo en especimenes adul-
tos machos y hembras de C. rogercresseyi expuestos a perdxido
de hidrégeno (H,0,), quimico utilizado en bafos para el control
de los piojos de mar. Los autores encontraron que las diferentes
concentraciones de peroxido evaluadas modularon la expresion
de varios de estos genes, donde la mayoria de ellos exhibié una
marcada respuesta sexo-especifica.

En nuestro proyecto en ejecucion titulado “Molecular regulation
of gonad development and reproductive output in the sea lice
Caligus rogercresseyi: functional assessment of target genes and
prospects for parasite control (Fondecyt iniciacién n°

A c

Figura 1. Reconstruccién 3D a partir de cortes histolégicos seriados para
hembra adulta de Caligus rogercresseyi. A. Vista dorsal. B. Vista lateral.
C. Vista ventral. Barras: 400 um.
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11150915; year 2015-2018)", hemos identificado varios otros
genes candidatos a partir del transcriptoma de C. rogercresseyi,
los cuales han sido evaluados en su expresién mediante RNA-seq
y por RT-gPCR utilizando pools de varios individuos completos,
evaluando diferencias entre estados de desarrollo y entre machos
y hembras. Junto a lo anterior, hemos podido localizar y evaluar
la expresion de varios transcritos reproductivos directamente a
nivel tisular y celular, utilizando las técnicas de hibridacién in
situ (ISH) para genes y de inmunohistoquimica para proteinas,
ambas aplicadas directamente en secciones histolégicas. Estos
estudios previos han servido de fundamento para la seleccion de
un panel de genes blanco que estan siendo evaluados funcional-
mente mediante la técnica de RNAI, empleando RNA de doble

Figura 2 (A-D). Esquema de la organizacion gonadal del sistema reproduc-
tivo de hembra y macho adultos de Caligus rogercresseyi. A. Corte sagital
animal completo (hembra) de C. rogercresseyi, mostrando el posiciona-
miento del ovario. Tincién tricrémico de arteta. Barra: 400 um. B. Vista
aumentada del ovario. Se distingue la zona anterior (ZA) de la estructura
interna del ovario con ovocitos posicionados perimetralmente en el interior
de los tlbulos ovaricos. Se observa la organizacién en base de tubulos
ovaricos en la estructura interna del ovario, zona media (ZM) y la zona
posterior (ZP) con células germinales con alta actividad mitética. Plano de
corte sagital. Tincion tricrémico de arteta. Barra: 50 um. C. Corte sagital
animal completo (macho) de C. rogercresseyi, mostrando el posiciona-
miento del testiculo. Tincién tricrémico de arteta. Barra: 400 um. D. Vista
aumentada del testiculo. La zona anterior (ZA) presenta estados tardios de
la linea germinal que ingresaran al espermiducto. En la zona media (ZM)
se encontraron estados intermedios de desarrollo de la linea germinal. En
la zona posterior (ZP) se ubican principalmente células espermatogoniales.
Vista sagital. Tincién tricrémico de arteta. Barra: 50 um.

hebra (dsRNA) microinyectado directamente en la zona subcu-
ticular de hembras adultas de C. rogercresseyi, con la finalidad
de generar fenotipos estériles o con descendencia inviable. Una
mejor comprensién de los mecanismos funcionales involucrados
en la reproduccion y el desarrollo de C. rogercresseyi, puede
permitir la identificacion de genes blanco especificos, para el de-
sarrollo de nuevos tratamientos antiparasitarios en esta especie.

Organizacion gonadal y gametogénesis en C.
rogercresseyi

Con la finalidad de profundizar en los mecanismos celulares in-
volucrados en la biologia reproductiva del parésito, en nuestro
laboratorio hemos caracterizado la anatomia del sistema repro-
ductivo y gametogénesis de esta especie. Utilizando secciones
histolégicas seriadas, ha sido posible obtener un modelo en 3D
de una hembra adulta de C. rogercresseyi, facilitando la obser-
vacion general de los 6rganos internos, incluidos sus gonadas
pareadas en el cefalotérax y oviducto en el segmento genital (Fig.
1). Utilizando secciones sagitales, es posible distinguir la posi-
cidn de los ovarios, localizados en la zona anterior del cefalotdrax
(Fig. 2A), a partir de los cuales nace un par de oviductos que se
proyectan paralelos al intestino de C. rogercresseyi por toda la
zona media del ectoparasito hasta llegar a la zona posterior, don-
de se encuentra el segmento genital. Al observar la organizacion
interna de los ovarios, es posible distinguir una asociacion de
tipo sincicio-germario, donde las células troncales se encuentran
polarizadas en la regién posterior, encontrandose tres zonas de
desarrollo gametogénico bien delimitadas (Fig. 2B).

En el caso de los machos, en la zona anterior del cefalotérax se
pueden observar los testiculos (Fig. 2C) a partir de los cuales
nace un conducto deferente que se extiende en sentido caudal
por toda la zona media paralelo al intestino, llegando hasta la
zona posterior donde se encuentran los espermatéforos en el
segmento genital. La organizacién gonadal en los testiculos de
los machos es de tipo cistica, donde los gametos se desarrollan
dentro de capsulas celulares derivadas de células somaticas,
pudiendo distinguirse tres zonas bien conspicuas de desarrollo
gametogénico (Fig. 2D).

Tanto en hembras como en machos, la gametogénesis en esta es-
pecie ocurre en sentido posterior-anterior en la estructura interna
gonadal, desde los estados celulares tempranos hasta los estados
maduros de la linea germinal. La actividad proliferativa presenta
una zonificacion especifica en la estructura interna de las géna-
das, dando cuenta de la posicion de las células goniales en la linea
germinal, lo que se evidencia utilizando la técnica de inmunohis-
toquimica con una sonda especifica para el marcador de actividad
proliferativa Proliferation Cell Nuclear Antigen (PCNA) (Fig. 3).

Analisis de expresion de genes asociados a fisiolo-
gia reproductiva y vitelogénesis en C. rogercresseyi
Para obtener una idea de los patrones globales de expresién de
los genes relacionados con la vitelogénesis en C. rogercresseyi,
evaluamos su expresion in silico mediante RNA-seq utilizando li-
brerias de secuenciacion transcriptémica masiva para las etapas



de huevo, copepodito, chalimus y adultos de ambos sexos, cuyas
secuencias fueron obtenidas a partir de una base de datos de
dominio publico de short read alignments (SRA) del NCBI. Las
secuencias cortas correspondientes a los datos crudos para cada
estado de desarrollo fueron ensambladas de novo en el programa
CLC Genomics Workbench (Versién 11.0.1, CLC Bio, Dinamar-
ca), obteniéndose un panel de 22.391 contigs. Estas secuen-
cias fueron anotadas con bases de datos de proteinas conocidas
utilizando el programa Blast2Go. A partir de las secuencias del
ensamble de novo, se selecciond un panel de 36 genes candida-
tos relacionados con fisiologia reproductiva y vitelogénesis, cuyos
patrones de expresion fueron comparados en un grafico de tipo
“clustered heatmap” entre los diferentes estados de desarrollo
y entre sexos para C. rogercresseyi (Fig. 4). En este grafico es
posible distinguir la formacién de cinco clusters pudiendo desta-
carse que los transcritos pertenecientes al cluster 1 se expresan
mayormente en los estados de chalimus y en machos adultos,
los clusters 2 y 3 en huevos y hembras adultas, el cluster 4
principalmente en copepoditos y, finalmente el cluster 5 en los
estadios de huevo, chalimus y copepodito.

Figura 4. Heat-map para genes relacionados con fisiologia reproductiva
y vitelogénesis, representando el clister jerarquico de caracteristicas de
los valores de expresién en Reads Per Kilobase Million (RPKM) calcu-
lados en los estadios de huevo, copepodito, chalimus hembra adulta y
macho adulto de Caligus rogercresseyi. El color amarillo corresponde a
transcritos altamente expresados, mientras que el color azul corresponde
a transcritos con niveles de expresion méas bajos.
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Figura 3. Microfotografias de secciones histoldgi-
cas pertenecientes a individuos macho (A, By C) y
hembra (D, E y F) de Caligus rogercresseyi. A, D:
Imégenes a bajo aumento mostrando la localiza-
cion de los testiculos (A) y ovarios (D) encerrados
en el recuadro negro. B, E: Imagenes a mayor au-
mento de la regién enmarcada en (A) y (D). C, F:
Inmunohistoquimica para el Antigeno Nuclear de
Células en Proliferacion (PCNA) desde secciones
seriadas consecutivas de lo que se encuentra des-
crito en By E. Las secciones A, B, D y E fueron
tenidas con tincion tricrémica. No se utilizé contra
tincién para inmunohistoquimica.

Se evalud también la expresion génica mediante RT-gPCR de
los genes vitellogenin 1 (Vgl) y vitellogenin 2 (Vg2) y, por otro
lado, se localiz6 la expresion del gen Vg2 en cortes histolégicos
mediante la técnica de hibridacion in situ. El principal rol bio-
l6gico de las vitelogeninas en crustaceos, es el de garantizar la
nutricion y el suministro de proteinas para el desarrollo de los
huevos fertilizados hasta la etapa de primera alimentacién, sin
embargo, en los piojos de mar ademas se relaciona en procesos
de maduracién e incorporacion de los ARN maternos y protei-
nas antes de que los huevos lleguen al segmento genital, des-
cribiéndose ademas que la proteina Vg2 participa en procesos
postraduccionales (Dalvin et al. 2011). A partir de muestras de
RNA total extraidas desde pooles de individuos de ambos sexos,
seguin ha sido descrito previamente (Farlora et al., 2015; Farlora
et al., 2017; Farlora et al., 2016), en funcién de los valores de
Ct obtenidos a partir del RT-qPCR, se utilizé el método de com-
paracién de ACt para evaluar los valores de expresion relativa
tanto para Vgl como para Vg2 utilizando como gen de referencia
B-Tubulina, pudiendo observarse una considerable mayor expre-
sién en hembras adultas de C. rogercresseyi en comparacién con
machos adultos para ambos genes analizados (Fig. 5). Junto a lo
anterior, para el analisis cualitativo de la localizaciéon de secuen-
cias de mRNA especificas en secciones de tejido de hembras
adultas de C. rogercresseyi, se utilizd la técnica de hibridacion
in situ. Para esto se disefid una sonda de ARN para el gen Vg2,
pudiendo observarse que el gen se localiza principalmente en
la zona media entre el cefalotérax y el segmento genital, expre-
sandose en los oviductos y en los ovocitos previtelogénicos que
se encuentran en el interior de los oviductos. Ademas, se puede
distinguir expresién del gen Vg2 en el intestino y en la cuticula
desde la zona media hasta la zona posterior (Fig. 6).

Laboratorio de Biotecnologia Acuatica
y Gendmica Reproductiva (LABYGER)

El laboratorio de Biotecnologia Acuatica y Genémica Reproduc-
tiva (LABYGER) se inici6 el afio 2016 en el Instituto de Biologia
de la Facultad de Ciencias (Universidad de Valparaiso), como
parte de la Unidad de Biologia de Reproduccién y del Desarrollo.
Nuestra area de investigacién busca comprender los mecanis-
mos moleculares involucrados en la regulacion de la madurez
sexual, gametogénesis y desarrollo de peces e invertebrados
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Vg1

Figura 5. Niveles de expresion relativa de los genes Vitelogenina 1 (Vg1)
y Vitelogenina 2 (Vg2) en pooles de machos y hembras adultos de Ca-
ligus rogercresseyi. Los datos corresponden al promedio = desviacién
estandar.

acuaticos, con el propdsito de generar conocimiento aplicable
a la propagacion, conservacion y manejo de estos organismos,
asi como al mejoramiento de la industria acuicola nacional. Los
modelos de estudio corresponden principalmente a especies sin
un genoma de referencia disponible (especies no-modelo). Me-
diante la utilizacién de nuevas tecnologias de secuenciacién ma-

Figura 6. Hibridacién in situ para el gen vitelogenina-2 (Vg-2) en una
hembra adulta de Caligus rogercresseyi. A. /ndividuo completo, tincion
tricromica. Bar: 400 um. B. Se observa una fuerte tincion en el oviducto
(OVI), evidenciando ovocitos previtelogénicos (OPV) en su interior. Ade-
mas, se aprecia expresion de Vg2 en intestino (1). Hibridacién in situ,
método colorimétrico. Bar: 40 um. C. Ovocitos previtelogénicos (OPV)
positivos para Vg2. Se distingue expresion en cuticula (C). Hibridacion in
situ, método colorimétrico. Bar: 40 um.

siva, es posible obtener genomas y transcriptomas de referencia
a través de ensambles de novo, obtener la anotacion y predic-
cion funcional de genes, asi como la deteccion de polimorfismos
en sus secuencias nucleotidicas (SNPs) para la generacién de
marcadores moleculares. En nuestro laboratorio, el uso de estas
herramientas ha permitido la busqueda y seleccion de genes re-
productivos candidatos, el anélisis de su expresion mediante RT-
gPCR e hibridacién in situ, y su evaluacion funcional mediante
estudios de RNAJ in vivo.
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Caracterizando los impactos sociales y ecologicos
tle salmones y truchas en los ecosistemas acuaticos del pais

[milenio

MUCLEQ MILENID
SALMONIDOS INVASORES

= INVASAL
V

Savaria P., Gomez-Uchida D., Canales-Aguirre C., Quezada-Romegialli C. & M. Sepulveda
Nucleo Milenio INVASAL.

oy salmones y truchas son peces que se han naturalizado

ampliamente en aguas continentales del pais, desde la

frontera chileno-boliviana en el Lago Chungaréd (Vila et
al. 2007) hasta las zonas mas australes de Patagonia en Isla
Navarino (Anderson et al. 2006). Estan al mismo tiempo intima-
mente integrados en la cultura nacional a través de la tradiciéon
centenaria de la pesca recreativa en el sur de Chile, y durante
las Ultimas décadas se han convertido en un recurso igualmente
relevante para operadores de turismo, guias de pesca, boteros,
artesanos y pescadores artesanales. En todos estos sentidos, su
introduccién en rios y lagos del pafs, promovido por todos los
gobiernos durante los Ultimos 150 afios, ha sido una iniciativa
exitosa. Debido a su larga historia de introduccion a nuestros
ecosistemas acuéticos, no es de extrafar que los salmones y
truchas sean considerados por muchos como especies nativas
de Chile.

A partir de la década de los 80, con el crecimiento de la in-
dustria salmonera, la sociedad chilena y en consecuencia tam-
bién el estado, comenzo a cuestionar el impacto que genera en
nuestros ecosistemas la presencia de estos salmones no nativos.
El reciente incidente del 5 de Julio del 2018, en el que cerca de
690.000 salmones escaparon de un centro de cultivo en pleno
Seno del Reloncavi, puede ser visto como un hito histérico en

i

cuanto a la concientizacién publica del costo ambiental asociado
a ser uno de los paises con mayor produccién de salmones a
nivel mundial.

Actualmente, existe consenso en la comunidad cientifica en
torno al impacto negativo de salmones y truchas sobre peces na-
tivos (Arismendi et al. 2014; Habit et al. 2006; Sepulveda et al.
2013; Soto et al.2006). Sin embargo, la caracterizaciéon de las
interacciones especificas de estos salmoénidos con la ictiofauna
nativa es limitada. Esta informacién juega un rol esencial en la
elaboracién de politicas publicas orientadas a la conservacion de
la biodiversidad nativa y muchas veces endémica a Chile, ya sea
a través del desarrollo de planes de manejo, programas de erradi-
cacion de salménidos o iniciativas de repoblamiento de especies
nativas. En consecuencia, el afo 2017 la Iniciativa Cientifica Mi-
lenio del Ministerio de Economia, Fomento y Turismo financia al
Nucleo Milenio de Salmoénidos Invasores (INVASAL), consolidan-
do un grupo de trabajo compuesto de cientificos de seis regiones
del pals, investigadores especialistas en el analisis sociolégico y
el estudio de interacciones ecoldgicas entre salménidos y peces,
mamiferos e invertebrados acuaticos a través de aproximaciones
de ecologia clasica complementadas con técnicas de vanguardia
como andlisis de isétopos estables y herramientas de ecologia
molecular como el eDNA y DNA barcoding.
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El Altiplano chileno invadido por truchas: El caso del Lago Chungara

Las truchas arcoiris introducidas al Lago Chungara en la década
de 1990 podrian estar conduciendo a la especie endémica Ores-
tias chungarensis (comUnmente conocida como karachi) a la ex-
tincion a través de depredacion directa y competencia por espacio
o por el consumo de invertebrados. Mientras el 2018 se llevé a

cabo una primera campana de terreno que permitié caracterizar
el sistema y su poblacién de truchas, el 2019 seréa el afio de elab-
oracién de un plan de erradicacién, combinando experimentos de
selectividad de redes de enmalle y estimacién de la biomasa de
truchas a través de métodos acusticos y de deplecion.

Por primera vez en la historia de Chile, pesca artesanal de salmén Chinook

Desde el afio 2000 en el Rio Toltén, regién de La Araucania,
salmones Chinook comenzaron a ser capturados incidental-
mente durante actividades extractivas de corvinas, rébalos y
pejerreyes, pesca de subsistencia para la comunidad de pesca-
dores artesanales de Caleta La Barra que opera en el estuario
del rio. El fendmeno fue visto como una oportunidad para el de-
sarrollo econémico de una zona de rezago, una de las comunas
mas pobres del pais. Durante el afio 2014 y 2015 a través del
Fondo de Investigacién Pesquera y Acuicultura, investigadores
del Nucleo Milenio INVASAL caracterizaron la poblacion de
salmén Chinook de la cuenca y los usuarios del recurso. Dicha

informacion resulté clave para que la Subsecretaria de Pesca
y Acuicultura, en conjunto con una mesa de trabajo publica-
privada, emitiera un decreto y resoluciones que reglamentan,
autorizan y regulan la captura artesanal de esta especie.

La caracterizacién de la estacionalidad y temporalidad de la
captura artesanal de salmoén Chinook en la cuenca del Rio Tol-
tén esté en su quinto afio investigacién, reportando estadisticas
de extraccién de hasta 190 toneladas para el periodo 2015-
16, afo en que se registrd un retorno total de 43.628 indivi-
duos de 10 kg de peso promedio.
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Lobos marinos, salmones y la pesca artesanal

Voo

Una de las principales inquietudes expresada por pescadores
artesanales a lo largo de todo el pais en la actualidad es la
“interferencia” del lobo marino comdn (LMC) con la actividad
extractiva de la pesca artesanal (Sepulveda et al. 2007). Mien-
tras la ocurrencia de este fendmeno puede considerarse alta a
lo largo de Chile, diversas investigaciones han podido consta-
tar fuertes variaciones, tanto espaciales como temporales, en
la intensidad de la interacciéon. Pese a ello, estudios recientes

sugieren que no existen diferencias significativas al comparar
capturas entre labores de pesca realizadas en presencia y au-
sencia del LMC (Sepulveda et al. 2007; 2018). La creciente
preocupacion entre pescadores y la presion de cumplir con es-
tandares internacionales en torno a la conservacion de mami-
feros marinos mantendran esta temaética posicionada entre las
prioridades de investigacion cientifica del pafs.

Isla Navarino, laboratorio natural

Isla Navarino, ubicado en el extremo sur de la Patagonia es un
laboratorio natural para el estudio de invertebrados acuéticos,
peces, sus interacciones ecoldgicas y adaptaciones al cambio
global. Este ambiente ha sido colonizado por especies invasoras

como las truchas de arroyo y truchas arcoiris, fenémeno que jun-
to al cambio climatico han sido reconocidos mundialmente como
las principales amenazas a la conservacién de la biodiversidad.

Pasantias de Investigacion

Se encuentran abiertas nuestras pasantias de investigacion y
practicas profesionales para el estudio de salmoénidos invasores
en Isla Navarino y la cuenca del rio Toltén. Para mas informacion
ingresar a www.invasal.cl
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ste trabajo consiste en evaluar mediante modelos economé-

tricos lineales (Neter & Wasserman, 1974), la factibilidad

de determinar tendencias y prondsticos del valor promedio
(US$/1), anual FOB - Chile de salmones y trucha arco iris, fresco-
refrigerado y congelado. Dichos modelos nos permiten identificar
los factores determinantes que construyen el precio de un pro-
ducto o servicio y nos permiten pronosticar el precio futuro de
los mismos.

Distintos factores influyen en el valor final de los productos, la
mayoria descritos por Pashigian (1995) y Friedman (2007).
También existen variables propias de la actividad, y otras globa-
les no controladas, las que en mayor o menor medida también
los afectan (Pérez & Pérez, 1987).
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Figura 1. Gréficos de dispersion y coeficientes de correlacion, entre el
valor promedio (US$/t) FOB Chile anual (2003-2012) de salmones y
sus diferentes variables explicativas; a) fresco-refrigerado; b) congelado.

5Nucleo de Estudios Ambientales, Facultad de Recursos Naturales, Universidad Catélica de Temuco

Se consideraron como variables explicativas 7 factores asociados
a la industria salmonera. 3 variables internas: La proporcion en
ton/afio de las cosechas por especies destinadas a las lineas de
elaboracién; el nimero anual de exportadores por linea de elabo-
racion (Servicio Nacional de Aduanas, 2003-2016; IFOP, 2016)
y el nimero de enfermedades o agentes patdgenos presentes
al ano (SIAC, 2013; SERNAPESCA, 2013). Como factores ex-
ternos se consideraron 4 variables: El valor promedio anual del
ddlar observado en pesos chilenos (CLP, Banco Central de Chile,
2016); el Indicador de Actividad Econémica Regional (INACER,
Instituto Nacional de Estadistica, 2003-2016) promedio del
afo, de 3 regiones salmoneras: Los Lagos, Aysén y Magallanes;
el valor promedio anual en délares de la tonelada de la harina de
pescado (Directorio Aqua, 2016) vy la serie anual de
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Figura 2. Gréficos de dispersién y coeficientes de correlacion, entre el va-
lor promedio (US$/t) FOB Chile anual (2003-2012) de trucha arco iris y
sus diferentes variables explicativas; a) fresco-refrigerado; b) congelado.



precios promedio en ddlares del petroleo WTI (West Texas Inter-
mediate), por barril (Faindez et al., 2011).

Las diversas variables explicadas y las explicativas, mostraron
tendencias tanto lineales como no lineales, asi como también
ausencia de relacion (Figuras 1y 2).

En tanto correlaciones significativas superiores al nivel del 5%
para estos grupos de 10 observaciones (Gonzalvo, 1978; Guja-
rati & Porter, 2010), se dieron en la mayoria de las relaciones,
aungue también en contraste bajo este nivel, demostraron ser
las asociaciones lineales entre las variables de interés de precios
de exportacion y el factor nimero de exportadores, asi como en
algunas relaciones con el niumero de enfermedades y el petréleo
WTI (Figuras 1, letra b, y Figura 2).

En tanto correlaciones negativas considerables (Hernandez et
al., 2006), se obtuvieron entre las variables dependientes y el
valor del dolar observado, incluyendo el nimero de exportadores
de salmén congelado (Figuras 1y 2).

Bajo estas consideraciones se conformaron 4 modelos (ecuacio-
nes 1 a la 4) para estimar el valor promedio (US$/t) FOB Chile
de salménidos por afio:

(1) In{utsFUSS) = fy + Py (ctsF)™ + Byin(n°esF) + By (u8D) ™" + flrs + Biin(n’efs) + futhpUSS + BubpWTIUSS + £
(2) In{utsC USS) = Py + P (n° esC)™ + By (v8D) ™1 + Bylrs + Psnefs + Byvthp USS + frubp WTI USS + ¢
(3) " In(utaif USS) = fy + Byctaif + Bynceaif + Py (v8D)™ + fylrs + Bsnefai + Byuthp US$ + -vbp WTI USS + ¢

(4) InvtaiC USS) = fy + Byln(ctaiC) + Byn°eaiC + Bain(s8D) + fulrs + Bsn°efai + fyvthp USS + Byobp WTI USS 4 ¢

Donde:
vitsF USS$ : Valor promedio (US$/t) FOB Chile de salmén
fresco-refrigerado por afo.
vtsC USS$ : Valor promedio (US$/t) FOB Chile de salmén
congelado por afo.
ctsF : Proporcién de las cosechas totales en tonela-
das de salmon destinadas a fresco-refrigerado
por afno
n°sF : Numero de exportadores de salmén fresco-
refrigerado por afo.
n°sC : NUmero de exportadores de salmoén congela-
do por afio.
v8D : Valor promedio en CLP del délar observado
al afo.
Irs : INACER medio anual de las regiones de Los
Lagos, Aysén y Magallanes.
n°fs : NUmero de enfermedades o agentes patdge-
nos diagnosticados que afectan a los salmones
por afo.
vthp US$ : Valor promedio (US$/t) anual de harina de
pescado, y
vbp WTI : Valor promedio en délares del barril de petro-
US$ leo WTI por afio.
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Identificandose con las letras i, las variables equivalentes a los
datos de trucha arco iris.

Teniendo presente que las diversas variables explicativas de cada
modelo, se mantuviesen relativamente estables en el proximo
quinguenio, las respectivas proyecciones hechas a partir de sus
limites de confianza, permitirian esperar que el valor promedio
FOB Chile de salmones fresco-refrigerado, fluctuard anualmente
entre 6.381 y 9.583 US$/t, y entre 6.847 y 8.886 US$H/t, en el
caso del producto congelado (Figura 3).

En tanto en el caso de trucha arco iris, esta banda proyectada
de precios seria mas estrecha, pudiendo oscilar el valor prome-
dio anual de la tonelada fresco-refrigerado, entre 7.038 y 8.713
US$/t, y para congelado, con una mayor amplitud que podria
variar entre 5.130 y 7.099 US$/t, por afio (Figura 4).

Se debe tener en cuenta, como en cualquier formulacién de mo-
delos mateméticos o econométricos, tal como lo expresdé Meyer
(1973); Draper & Smith (1981) y Thomas (1980), que si bien
no influimos en las observaciones evaluadas, cuando elegimos el
modelo, si intervenimos aplicando nuestro propio criterio consi-
derandolo el mas adecuado, admitiendo una relacion lineal entre
el valor promedio (US$/t) FOB Chile de salmones y trucha arco
iris, fresco-refrigerado y congelado, por afo, y una serie de va-
riables cuantitativas, tanto discretas como continuas, relativas
a factores internos, asociados a la industria, asi como también
indicadores externos de importancia para el sector.

Utilizando el analisis de regresion lineal multiple se prob6 que
mas de una de esas variables, efectivamente se relacionarian
linealmente con el valor promedio anual de salmones y trucha
arco iris, fresco-refrigerado y congelado.

Del mismo modo, se identificaron los factores referenciales
asociados a las tendencias y fluctuaciones del valor promedio
(US$/t) FOB Chile anual de salmones y trucha arco iris, fresco-
refrigerado y congelado. Constatandose como indicadores via-
bles: La proporcién del volumen de las cosechas en toneladas
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Figura 3. Ajuste con los modelos de regresion y sus intervalos de con-
fianza sobre las observaciones de los valores promedio (US$/t) FOB Chi-
le anual, de salmones por tipo de elaboracién; a) fresco-refrigerado; b)
congelado.
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Figura 4. Ajuste con los modelos de regresion y sus intervalos de con-
fianza sobre las observaciones de los valores promedio (US$/t) FOB Chile
anual, de trucha arco iris por tipo de elaboracién; a) fresco-refrigerado;
b) congelado.

por afio dirigidas a las lineas de elaboracion fresco-refrigerado
de salmones y trucha arco iris; el nimero de enfermedades o
agentes patdgenos presentes en salmones por afio; el nimero de
exportadores de salmones congelados en cada afio; el indice IN-
ACER promedio anual de las tres regiones salmoneras y, el valor
promedio anual en pesos del délar observado.

Aungue también el orden de factores similares considerados en
la regresion para estimar el valor promedio (US$/t) FOB Chile
anual de trucha arco iris congelado, presentaron una alta inter-
correlacién lo que dificultarfa identificar con claridad el grado de
influencia de cada una de ellos. Sus relaciones significativas su-
gerirfan que esa multicolinealidad no seria grave y no constituiria
un problema (Maddala, 1996; Green, 1999).

Por tanto, teniendo este antecedente, solo tres de los cuatro mo-
delos desarrollados son adecuados para la estimacién de los va-
lores promedio (US$/t) FOB Chile anual de las principales lineas
de elaboracién de salmonidos procesados por la industria.

En definitiva, aunque se comprobé el grado de asociacion lineal
ente las variables evaluadas, quedara como interrogante para los
interesados en esta tematica, demostrar si otros factores vincu-
lados a la salmonicultura, que no fueron incluidos en este ana-
lisis, también se puedan relacionar con estos precios promedios
de exportacién, tales como bienes sustitutos y complementarios,
nimero de demandantes, otras producciones de peces destina-
das a consumo humano, consumo per capita de los principa-
les paises destinatarios, entre muchos otros (Alejandro Gémez
y Ximena Salas, comunicacion personal), también permanecera
como interrogante saber si algunas de estas variables ademas
podrian provocar una causa-efecto en este tipo de estimacién
(Gutiérrez & De la Vara, 2008; Pyndyck & Rubinfeld, 2001).
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CONTEXTO MUNDIAL:

A nivel mundial, la demanda de &cidos grasos omega-3 de ca-
dena larga (“LC-HUFA”) ha aumentado durante los Ultimos afios.
Este fenémeno se debe su uso farmacoldgico debido a sus carac-
teristicas promotoras de la salud cardiovascular y neuronal en el
ser humano. Recientes estudios han propuesto que el consumo
de dietas ricas en aceites vegetales ricos en omega 6 podrian
ser causantes de algunos tipos de cancer (Huerta-Yépez et al.,
2016). Dichos estudios proponen cambiar la relacion de HUFAs
omega-3/omega-6 de 1:1 usada actualmente, a 2:1, lo cual se
traduce en aumentar el consumo de productos ricos en omega
3 HUFA con el fin de mejorar la salud del consumidor humano
final. Los salménidos son fuentes ricas en omega 3 HUFA, las
cuales consiguen a través del alimento que reciben durante su
cultivo (Tocher, 2015). Actualmente, la industria elaboradora de
alimentos para salménidos ha comenzado a incluir ingredientes
ricos en omega-3 HUFAS alternativos al aceite de pescado en
la fabricacion de las dietas. A nivel comercial en nuestro pais
existen varias iniciativas en donde se utiliza harina de microal-
gas como fuente parcial de omega-3 HUFA, con el propdsito de
reducir el indice de dependencia de pesca pelégica y poder lograr
certificaciones de buenas précticas. Igualmente, se esté traba-
jando activamente a nivel mundial en el uso de un aceite de soya
transgénica rica en DHA para dietas para salmones (Betancor et
al., 2015a, Betancor et al., 2015b, y Betancor et al., 2016).
Recientemente se han incorporado al mercado aceites vegetales
transgénicos ricos en omega-3 HUFAS. Estas nuevas materias
primas aln no han sido aprobadas por los consumidores y se
espera que su utilizacién pueda verse masificada dentro de los
proximos 5 afios siempre que las politicas que resguardan el
cultivo de especies transgénicas asi lo permitan. Considerando
esto Ultimo, la necesidad de producir salmones ricos en omega-3

HUFAS alimentados con microalgas resulta ser una alternativa
altamente atractiva para la industria salmonicultora nacional.
El desarrollo de alimentos ricos en omega-3 y de bajo impacto
sobre las pesquerfas es un producto necesario para los produc-
tores de salmoénidos. Las alternativas que brinda la industria de
alimentos de peces actualmente considera el uso de microalgas
como un suplemento nutricional y no como una solucién nutri-
cional completa en forma de dieta. Esto se debe principalmente
a que la mayorfa de la industria salmonera no ha solicitado un
alimento con caracteristicas especiales en términos de conteni-
do de omega-3 HUFA aun cuando los mercados internacionales
estarian dispuestos a comprar un salmén o trucha sustentable
enriquecido con microalgas ricas en omega-3 HUFAS.

SOLUCION PROPUESTA

La produccién mundial de alimento para salmén se duplicara en
los proximos cinco afos, aumentando la demanda de harina y
aceite de pescado. Tradicionalmente, el aceite de pescado se ha
utilizado como una fuente ideal de &cidos grasos omega-3 de ca-
dena larga poli-insaturados (n-3 LC-HUFA) en alimentacion de
salmonidos. Sin embargo, la limitada disponibilidad, precio alto y
la sostenibilidad ambiental de esta materia prima se han converti-
do en temas criticos para la industria salmonicultora, obligando a
las empresas de alimentos de salmonideos a reducir sucesivamen-
te el aceite de pescado de sus alimentos formulados y por lo tanto
afectando el valor nutricional del pez (ademés de las capacidades
y potencial de crecimiento y sistema inmune de los peces).

Aun cuando las iniciativas mencionadas anteriormente se en-
cuentren abordando solucionar el problema planteado en nues-
tro proyecto, la inclusién de las harinas de microalgas en die-
tas comerciales se encuentra limitadas por el desconocimiento
cientifico-técnico. No existen estudios en Chile y el mundo que
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abordenla forma tecnolégica de utilizacion de microalgas como
fuentes nutricionales del DHA y EPA para salmonidos. Esto Ul-
timo reafirma las actividades de investigacion realizadas en el
presente proyecto y su contribucién a mejorar el uso de estas
materias primas de manera costo eficiente.

Por otra parte, cabe destacar, que los estudios realizados en
Noruega relacionados con la importancia de los acidos omega
3 HUFA en los pardmetros productivos del salmén concluyen
que el 1% EPA y DHA en la dieta de salmon del Atlantico, un
nivel previamente considerado como el nivel minimo de reque-
rimiento, es demasiado bajo para mantener una buena salud y
crecimiento de los peces en condiciones ambientales desafiantes
(altas temperaturas de cultivo) (Ruyter et al., 2016). La inclusién
de EPA y DHA en las dietas de salmén deberia ser suficiente
para garantizar todas las funciones metabdlicas bésicas, como
el mantenimiento de la homeostasis fisiolégica y la respuesta
inmune adecuada (Emery et al., 2017 y Sissener et al., 2016).

Ante el escenario descrito anteriormente, resulta imperativo el
continuar realizando investigaciones en torno a la utilizacion de
microalgas ricas en omega-3 LC-HUFA en la alimentacion de
salmonidos, ya que la creciente demanda por alimentos ricos en
estos &cidos grasos para consumo humano exigird a la industria
salmonicultora chilena recurrir a nuevas fuentes ricas en estos
compuestos. Adicionalmente, un mayor uso de estas materias pri-
mas puede contribuir a desarrollar empresas biotecnoldgicas en
Chile, considerando las condiciones climaticas favorables para su
cultivo y produccion, lo cual contribuiria a disminuir la dependen-
cia a los mercados internacionales por estos insumos funcionales.

Actualmente, las instituciones de investigacion y empresas de
alimentos para peces estdn en busca de nuevos ingredientes
alternativos que contengan é&cidos grasosomega-3con el fin de
reemplazar el aceite de pescado en las dietas de pre-engorda y
engorda de salménidos. La sustitucién de aceite de pescado por
alternativas como subproductos de pescado, descartes, captu-
ras incidentales, krill, peces mesopelagicos, organismos genéti-
camente modificados y microalgas marinas se han evaluado en
los Ultimos afios, pero alin queda mucho trabajo
por hacer para validar y utiliza restos ingredientes
en los alimentos de salmén. Entre las alternativas
antes mencionadas, las microalgas heterétrofas de
los géneros Schizochytrium y Nannochloropsis son
prometedoras fuentes sostenibles de n-3 HUFA
producidas comercialmente. Estas microalgas son
extremadamente ricas en &cido docosahexaenoi-
co (DHA, 22: 6, n-3) y acido eicosapentaenoico
(EPA, 20: 5, n-3), siendo su contenido hasta tres
veces mas que en el aceite de pescado.

Initial weight (g)

Final weight (g)

Gain (g)

SGR
Tabla |. Resultados de produccién de trucha arcoi- p—
ris, luego de 68 dias de alimentacién con 3 dietas,
con contenidos crecientes de microalgas marinas Hs|

(indicados en %) como fuente de EPA y DHA.

Feed intake (g/fish)

Schizochytrium y Nannochloropsis han demostrado que pue-
den sustituir con éxito los n-3 HUFA provenientes del aceite de
pescado en la dieta del salmén del Atlantico, la trucha arcoiris,
la tilapia y la dorada en etapas tempranas de crecimiento. Sin
embargo, estas microalgas ofrecen algunos desafios, tanto téc-
nicos y nutricionales, que pueden limitar la inclusién en dietas
de peces. En consecuencia, se necesita méas investigacién para
convertir las microalgas ricas en DHA y EPA (Schizochytrium
sp. y Nannochloropsis sp.) en una fuente de reemplazo rentable
para el aceite de pescado en los alimentos de salmén.

Esta problematica de la industria nacional del salmén esta siendo
abordada por un grupo de cientificos del Departamento de Acuicul-
tura y Recursos Agroalimentarios de la Universidad de Los Lagos
en conjunto con la Universidad Harper Adams (UK) a través de la
ejecucion de un proyecto financiado por FONDEF ID16110344, y
cuyo objetivo principal es desarrollar y evaluar dietas sustentables
ricas en omega-3 y con bajo indice de dependencia de aceite de
pescado basadas en el uso de harina de Schizochytrium sp. y
Nannochloropsis sp. como fuente de DHA y EPA, respectivamen-
te, para el cultivo de trucha arcoiris calidad premium.

RESULTADOS PRELIMINARES

Se elabord en el marco de este proyecto diferentes dietas con
contenidos crecientes de una mezcla de microalgas, para eva-
luar crecimiento, conversion de alimento, histologia de higado e
intestino, y contenido de acidos grasos EPA y DHA en el tejido
muscular. Ademas se analizd la expresién génica de genes aso-
ciados a crecimiento, stress, respuesta inmune y transporte de
lipidos, en diferentes tejidos de trucha arcoiris. Las dietas con
mayores contenidos de microalgas no contenian aceite de pesca-
do, lograndose asi su reemplazo total, lo cual es perseguido en el
presente proyecto, ademas de buscar incrementar el reemplazo
de harina de pescado de manera paralela. Las experiencias se
estan llevando a cabo en el Centro Experimental de Acuicultura
y Ciencias del Mar (CEACIMA-Metri), perteneciente al Departa-
mento de Acuicultura y Recursos Agroalimentarios de la Uni-
versidad de Los Lagos. Luego de someter ejemplares de trucha
arcoiris a alimentacién durante 68 dias con estas diferentes die

189.7 = 1.1 184.7 = 2.3 193.1 1.9 0.132
281.4 = 154a 2447 +2.5ab 230.7 £ 49 0.022
91.6 +144a 60.0+48ab 37.6=45b 0.024
1223 +£195 1385+104 1174118 0.589
0.58 £ 0.08a 0.42 =0.03ab 0.26 =0.03b  0.019
1.34 £ 0.02a 231 =0.02b 3.14 =£0.07c  0.0001
1.68 = 0.15 1.52 = 0.14 1.22 £ 0.02 0.084
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Figura 1. Contenido de EPA y DHA en el tejido muscular de 27 ejem-
plares de trucha arcoiris (9 por cada dieta). Se muestra los promedios
(+SD). Se obtuvo diferencias estadisticamente significativas para EPA,
entre la dieta Control y la Dieta-2 (con un 17% de contenido de la mez-
cla de microalgas); para DHA, no se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas entre las 3 dietas.

tas con elevados contenidos de microalgas (de hasta un 17%),
se obtuvo resultados disimiles: mejor crecimiento y conversion
de alimento al utilizar Schizochytrium sp., respecto de aquellas
dietas que contenfan porcentajes crecientes de Nannochloropsis
sp., debido a una baja digestibilidad de esta microalga. Actual-
mente se trabaja en el proyecto en pre-tratamientos fisico-qui-
micos que aumenten la digestibilidad de estas microalgas, con
resultados altamente promisorios hasta el presente.

En cuanto al efecto sobre perfil de acidos grasos en musculo,
estos respondieron a contenido de é&cidos grasos en las dietas
respectivas. La cantidad de EPA disminuyd a medida que au-
mentaba la cantidad de harina de microalgas en la alimentacion,
en respuesta a la disminucion de este acido graso en la dieta. Sin
embargo el DHA no disminuyé entre los tratamientos dietéticos,
a pesar de lograrse la sustitucién completa de aceite de pesca-
do en algunas dietas (Figura 1). Este resultado nos permitiria
evidenciar que el pez no tiene preferencias por el origen de los
omega-3 HUFA (aceite de pescado o microalga).

El indice hepato-somatico (Tabla I) no fue estadisticamente dife-
rente en los peces alimentados con estas dietas experimentales.
Al realizar un analisis histolégico en higado e intestino, se obser-
v6 que las dietas no modificaron la estructura de las vellosidades
intestinales, ni se evidencié signos de inflamacién del epitelio
intestinal. Solamente se observé manifestacion de depdsitos gra-
sos en el higado en peces del grupo control, lo cual fue reducido
significativamente con las dietas con contenidos crecientes de
microalgas (Figura 2).

Respecto de la expresion de los genes marcadores monitoreados,
en los tejidos higado (HSP70), musculo (MyoD), riidn anterior
(IL-12) e intestino distal (SCARB1), estos no mostraron diferen-
cias estadisticamente significativas, para ninguna de las diferen-
tes dietas respecto de la dieta control.
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Figura 2. Higado de trucha arcoiris (Tincién H&E). Se observa una dege-
neracién vacuolar a la izquierda, correspondiente a un ejemplar alimentado
con la dieta Control, donde se obtuvo un engrasamiento hepético en el 67
% de los peces. A la derecha se observa el higado de un ejemplar de trucha

alimentado con la Dieta-1 (9 % de inclusion de una mezcla de microalgas).
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Considerando los resultados obtenidos en este estudio, se puede
inferir que la utilizacion de harinas de microalgas puede reem-
plazar el aceite de pescado hasta ahora, en un 50% sin afectar
significativamente el crecimiento de los peces ni el contenido
de EPA y DHA en el tejido muscular. De esta manera, se abren
promisorias fuentes alternativas y sustentables de &cidos grasos
esenciales para la acuicultura nacional (salmonicultura y otras
especies acudticas igualmente), con un gran potencial, lo cual
demanda futuros esfuerzos en investigacion cientifica-tecnologi-
ca de elevadisimo impacto nacional y global.

En las etapas siguientes del proyecto se estudiara las proporcio-
nes Optimas de inclusion de microalgas, su combinacién con
diferentes aceites, y el pre-tratamiento éptimo para aumentar la
eficiencia de incorporacion de &cidos grasos esenciales al tejido
muscular de los peces alimentados con estas dietas sustentables
para la salmonicultura nacional.
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Figura 1. Ecosistema acuicultor, compartido por
multiples usuarios y sometido a multiples
presiones, entre otras el cambio climatico.

El equipo OSEA fue testigo del impacto del evento de Marea Roja del 2016 sobre las comunidades humanas
(“Mayo chilote”) y de choritos (Mytilus chilensis) en los centros de engorda. Este proyecto FIC-GORE Gobierno
de la Region de Los Lagos demostré, aunque en un periodo breve de dos anos, la importancia de monitorear
regularmente el ecosistema que hospeda a la industria acuicola (“ecosistema acuicultor”), de contar con mar-
cadores genéticos relacionados con la adaptacion y con una especie “centinela” como el chorito para pesquisar

perturbaciones y calidad ambiental.




Objetivos

e Integrar a los grupos de interés (stakeholders) que com-
parten el uso del ecosistema acuicultor, incluyendo grupos
originarios, para conocer sus preocupaciones y planear
estrategias de manera participativa para una acuicultura
responsable y sustentable.

e Generar datos cientificos sobre la diversidad genética
adaptativa, espacial (7 localidades) y temporal, de choritos
de cultivo los cuales son especies filtradoras “testigos” del
ecosistema acuicola.

e Difundir y transferir a los beneficiarios informacién clave
para fortalecer la toma de decisiones.

® |ntegrar a la comunidad escolar a la realidad pesquero-
acuicola regional para que adquieran una cultura de explo-
tacion y manejo sustentable de recursos en un ecosistema
compartido.

= | uso de un ecosistema compartido y sensible como el mar
== interior de Chiloé ofrece beneficios (servicios) pero también
demanda responsabilidad a los usuarios. La Convencion
sobre Diversidad Biolégica (CBD, en inglés) ha llamado a los
paises firmantes, Chile entre ellos, a explotar de manera res-
ponsable los recursos genéticos y a proteger los ecosistemas
que los contienen considerando su beneficio econdémico y so-
cial. Explotar de manera sustentable el ecosistema acuicultor
requiere proteger su diversidad, tanto al nivel de especies como
de genes, puesto que de éstos depende el potencial evoluti-
vo de las especies y de poblaciones. La premisa del proyecto
fue que ante el creciente impacto de perturbaciones antrépicas,
sean directas como la acuicultura o indirectas como el cambio
climatico, un Observatorio como OSEA era necesario por sus
beneficios en multiples dimensiones: temporal, ambiental, eco-
noémica y social. Desde la perspectiva de los grupos de interés
(stakeholders), que utilizan el ecosistema acuicultor (Fig. 1), la
aproximacion sustentable-ecosistémica es una responsabilidad
ineludible y compartida.
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OSEA, un proyecto de pertinencia regional
OSEA fue financiado por el Gobierno de la Regién de Los Lagos
a través del Fondo para la Innovacién Competitividad, FIC 2014
(codigo BIP 30423060, para cumplir 4 objetivos (ver recua-
dro) en concordancia con la Estrategia Regional de Innovacion
(ERI) orientada a “potenciar y maximizar las ventajas compara-
tivas regionales para construir ventajas competitivas” y también
para la diversificacion productiva en base al saber hacer de los
sectores productivos y del potencial existente en la regiéon” Los
productos de OSEA fueron: 1) Pagina Web www.acuicultura-
osea.cl con una Base de Datos Geo-referenciada asociada, de
libre uso, la cual contiene toda la informacién obtenida por el
proyecto; 2) Protocolo para identificar, amplificar, secuenciar y
comparar fragmentos de los genes Receptor Asociado al Factor
de Necrosis Tumoral (TRAF6) cuyo gen codifica para una protei-
na esencial para la correcta activacién del sistema inmunolégico
(Walsh et al., 2015) y de la Proteina Fendlica del Biso (PFB)
cuyo gen codifica para una de las proteinas involucradas en la
fijacién del chorito al sustrato, que influyen, respectivamente,
en la sobrevivencia y en la capacidad de fijacion individual;
3) Caracterizacién socio-econémica de la pesca artesanal en
Chiloé; 4) Video de difusion del proyecto; 5) Guias de apoyo
para que la comunidad educativa de Chiloé incorpore la sus-
tentabilidad de los recursos marinos y de su ecosistema en su
préactica habitual.

La dimension humana

de OSEA

La Regién de los Lagos cuenta con 82 caletas base en las que se
registran los desembarques de 175 organizaciones de la pesca
artesanal. A través de seis talleres participativos el equipo OSEA
convoco a 21 de estas organizaciones, cooperativas y asociacio-
nes de las comunas de la Region. A través de cartografia parti-
cipativa y debates abiertos se pudo conocer su percepcién sobre
sustentabilidad y acuicultura a pequefia escala en escenarios de
co-gestion y co-manejo de recursos naturales, asi como

Figura 2. Figuras disponibles en el Mapa Geo-Referenciado. Frecuencia y distribucién de variantes del gen PFB (arriba) y frecuencia y distribucion

de las 8 variantes de la proteina codificada por el gen TRAF (abajo).
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las condiciones organizacionales y productivas de la pesca ar-
tesanal. Paralelamente se entrevistd a 12 informantes claves,
considerados pertinentes para tener una aproximacion inicial a
su racionalidad ambiental y productiva. En general, la preocu-
pacién esta en la desarticulacion territorial y social de la pesca
artesanal lo que es un obstaculo para el desarrollo sustentable.
La pesca artesanal visualiza que las relaciones econémico-
productivas y las condiciones territoriales (ecosistema—paisa-
je— cultura) y locales (social —politica) impactan negativamente
sobre los recursos y su co- manejo, y ven con especial preocu-
pacién las perturbaciones antropogénicas producto del desarro-
llo de la industria acuicola en Chiloé. El “Mayo “Chilote” dej6 en
evidencia que los conflictos y problemaéticas socio-econémicas
postergan temas como la sustentabilidad y el ecosistema en
general, y mostrd las debilidades en las organizaciones terri-
toriales y también macro-territoriales en lo referido a formas
de gestién y participacion en la toma de decisiones. Desde el
prisma de OSEA creemos que se hace necesario fortalecer las
formas de organizacién e instalacién de otras formas de lideraz-
go, asi como la puesta en marcha de planes de ordenamiento
territorial considerando actividades de tierra y mar, con asisten-
cia técnicas y transferencia tecnolégica con base cientifica, que
permitiran dar fluidez a las relaciones socio ecolégicas propias
de un co-manejo sustentable y sostenible.

Creemos que los pescadores artesanales son agentes activos
del desarrollo de sus territorios y son capaces de generar es-
trategias adaptativas para continuar sus condiciones de vida
reconociendo la amplia diversidad ambiental, sus capacidades
auto-organizativas y sus formas de conocimiento.

Choritos como testigos del evento de Marea
Roja del 2016

Luego del lanzamiento del proyecto en Marzo de 2016 el equi-
po OSEA realizo la primera colecta de choritos en los centros de
engorda que cooperaron, de las localidades de Pullinque, Que-
mchi, Curaco de Vélez, Quinchao, Quinched, Queilen y Yaldad.
La muestra de Marzo es el control previo al evento de Marea
Roja de Mayo, lo que nos permiti6 comparar la conducta de
los marcadores genéticos antes y después del evento, hasta
el término del proyecto. Es importante resaltar que observar y
evaluar el fendmeno FAN fue producto de las colectas estacio-
nales de OSEA, la seleccién del chorito como especie “testigo”,
que por su condicién de filtrador conserva una memoria de la
situacién ambiental al momento de la colecta y, finalmente, el
disponer de herramientas adecuadas (genes TRAF6 y PFB).
Debido a que fuimos testigos del evento de marea roja del afio
20186, la hipotesis de trabajo planteada fue que el paisaje ge-
nético en cada localidad (distribuién espacial y temporal de
haplotipos)fue afectado por la FAN.

En la situacién control (Marzo de 2016) detectamos 20 va-
riantes (haplotipos) en el fragmento de ADN del gen TRAF6 y
23 variantes en el gen PFB, algunas con alta frecuencia como
se sefiala en rojo en la Fig 2 (foto de la Base de Datos Geo-

referenciada). Estas variantes producen cambios en la proteina
deducida del gen TRAF6 que se traduce en 8 conformaciones
potencialmente diferentes. La frecuencia de estas variantes y
de genotipos disponibles en cada individuo, dentro y entre cen-
tros de cultivo, fue monitoreada durante 24 meses. El caso de
PFB aporta informacion adicional pues el fragmento del gen
secuenciado contiene un sitio de corte especifico para la enzi-
ma de restriccion Aci | (Tarifefio et al, 2012) para las especies
M. edulis y M. galloprovincialis, sitio que no tiene la especie M.
chilensis, lo que permitié descartar la presencia de animales
exoticos en toda la muestra (100% Mytilus chilensis).

Previo al evento FAN las variantes de cada gen estaban distri-
buidas de manera relativamente homogéneas entre los centros
de cultivo, situacién que cambié en las muestras colectadas
posteriormente. Es decir, las variantes mas frecuentes antes del
evento (adaptadas a la condicién ambiental local previa) dismi-
nuyeron lo que significa que los individuos portadores habrian
mermado, mientras que aparecieron variantes que eran menos
frecuentes antes del evento. Adicionalmente, aparecié otra va-
riante (H6) no registrada previamente. Estos cambios tienden a
revertirse en el muestreo 4 (campafa del verano 2017) lo que
indicarfa que hay variantes y genotipos adaptados localmente
(ambiente sin perturbacion).

La heterocigosidad, es decir el nimero de individuos hetero-
cigotos (con haplotipos diferentes) para cada gen del total de
individuos analizados en cada centro de cultivo es una medida
aproximada de su salud genética, pues a mayor heterocigosi-
dad mayor es la capacidad de responder a perturbaciones am-
bientales. En general las poblaciones muestran heterocigosida-
des cercanas al 50% (Pullinque, Quinchao, Queilen y Yaldad)
mientras que Quemchi exhibe un 40% de heterocigotos

Difusion y Base geo-referenciada de datos.

El taller de cierre realizado en Castro el 13 de Julio reuni6
a todos los stakeholders, incluyendo representantes del GORE
y autoridades de la Universidad de los Lagos, y fue la opor-
tunidad para discutir con los presentes la importancia de los
resultados. Se valord especialmente los marcadores genéticos
disponibles y su relacién con potenciales mejoras al proceso
productivo, especialmente en lo referido a evaluar la calidad de
reproductores, semilleros y animales en engorda. Igualmente,
para evaluar el impacto sobre la variabilidad genética de los
trasplantes desde semillero a sitios de engorda, puesto que por
definicién un trasplante desde el sitio original a uno nuevo im-
plica pérdida de la capacidad adaptativa. Hubo consenso en
la necesidad de continuar con la version 2.0 de OSEA para in-
corporar estas limitaciones o desconocimientos, y para ello los
empresarios presentes ofrecieron su colaboracién. El video del
proyecto entrega algunas opiniones de los presentes (Fig. 3).

Durante el evento se presentd la Base de Datos Geo-referencia-
da que el proyecto OSEA ha puesto a disposicién de la comuni-
dad de colaboradores e interesados en general (Fig. 2).



Figura 3. Difusién del proyecto. El taller final en Castro conté con la pre-
sencia de representantes del Gobierno Regional y de la Universidad de
los Lagos, y fue la oportunidad para discutir los datos, especialmente los
de genética los que se consideran relevantes en varios estados del siste-
ma productivo (fotos de arriba y centro). También se realizaron talleres
participativos con la comunidad de pescadores artesanales, el taller de
lanzamiento en Marzo de 2016y, finalmente, algunos asistentes colabo-
raron con su impresion sobre el proyecto para el video del mismo, como
los representante de la empresa Toralla y de INTEMIT.
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Declaracion y recaudacion fiscal 2018

e acuerdo a los datos publicados por el Sll del total de

las declaraciones presentadas por los contribuyentes se

objetaron 416.599 declaraciones de Impuesto a la Renta,
un 11,3% del total.

Al ver estos resultados se puede inferir que los errores cometidos
son bajos o los contadores se lograron preparar adecuadamente
para este afo de cambios de reformas tributarias y modificacio-
nes de regimenes de tributacion.

Las declaraciones de renta aumentaron en un 6,57 % mas que el
afo anterior, de este total, el 80,89% corresponde a solicitudes
de devolucion; 8,23%, a declaraciones con pago de impuestos
y 10,88% a declaraciones calzadas (sin devolucion ni pago).

De los contribuyentes que presentaron su declaracion de im-
puestos, el 68,38% corresponde a personas; 24,93% a micro
empresas; 5,33% a pequefas empresas; 0,89% a medianas y
0,47% a grandes contribuyentes.

Las devoluciones solicitadas en 2018 superaron los $3,612 bi-
llones, con una reduccion del 10% respecto del afio anterior
(-25% en el caso de grandes contribuyentes). En tanto, los mon-
tos pagados este afo superaron los $2,95 billones, un 7% maés
que en 2017 (32% en grandes empresas).

Empresas declarantes por tipo de régimen

Renta Atribuida (14A) 587.789 51,9%
Semi integrado (14B) 161.296 14,3%
14ter 272.926 24,1%
Renta Presunta 109.891 9,7%
TOTAL 1.131.902 100,0%

Como se puede apreciar mas de la mitad de las declaraciones de
las empresas fueron realizadas por el sistema de renta atribuida

SESORIA
ESTION s

www.asesoria-gestion.cl - www.propiedadesosorno.cl

correspondiente al régimen del 14 A, la Renta atribuida se ca-
racteriza por disponer la tributacion total de las rentas percibidas
o devengadas por las sociedades o empresas, en el mismo ejer-
cicio de su generacion, manteniéndose la integracion total entre
ambos impuestos, es decir la utilidad tributaria del periodo de la
empresa pasa directamente al Global Complementario del socio.
En este régimen, se atribuye el 100% de la utilidad al socio, la
cual ingresa al Global Complementario de cada persona en el
porcentaje de participacion que posea en la empresa, sin im-
portar los retiros que hubiese realizados. La Renta Liquida de la
empresa se grava con tasa del 25%, este impuesto sera utilizado
por los socios como crédito al impuesto global en su totalidad.

Al integrar la tributacion de la empresa y los socios en el mismo
periodo, no quedan utilidades pendientes de tributacion.

Para el sistema semi integrado 14 B se acogieron el 14.3% del
total de las empresas que declararon sus impuestos, en este sis-
tema Opera un mecanismo de tributacion similar al vigente hasta
el 31/12/2016, en el cual los socios tributaban en base a los
retiros, en este caso también se busca la postergacién en el pago
de los impuestos finales, pero la tasa del impuesto a la renta es
de 27% , 2% mayor al 14 Ay el crédito a imputar al Impuesto
Global Complementario se castiga en 35%, perdiendo 9,47
puntos de la tasa pagada en este sistema.

Para el caso del 14 ter el porcentaje de empresas que optaron
es de 24.1%, el cual no es menor sobre la muestra, se debe
considerar que este es un sistema muy adecuado para pequefas
empresas, de las cuales la mayoria debe haber operado bajo este
sistema, es un nuevo Régimen Simplificado de Tributacion segiin
el cual los contribuyentes declarardn y pagaran el Impuesto de
Primera Categoria y el Impuesto Global Complementario o Adi-
cional, seglin corresponda, sobre la base de sus ingresos anuales
netos devengados (ingresos menos egresos).

El propoésito de este sistema de tributaciéon es ayudar a las pymes
a contar con una mayor liquidez, una simplificacion de la contabi-
lidad y una mayor facilidad para el célculo y pago de impuestos.



Se libera al contribuyente de algunas obligaciones tributarias como:
(4 Llevar contabilidad completa.

(4 Practicar inventarios de bienes.

[ Confeccionar balances.

4 Efectuar depreciaciones.

4 Aplicar correccién monetaria.

Sélo dos registros son obligatorios para los contribuyentes aco-
gidos a este sistema y estos son: el libro de compra y venta y el
libro de caja. Si los contribuyentes estan afectos a IVA, deben
llevar un libro de compras y ventas. Si no esta afectos a IVA, es
necesario que tengan un libro de ingresos y egresos.

Rentas presuntas

En este tipo de tributacién el Estado presume la renta de los
contribuyentes, independientemente de los resultados reales ob-
tenidos en su actividad econémica y sin considerar su contabi-
lidad. Muy distinto a la renta efectiva, que hace referencia a las
ganancias reales de una determinada explotacion.

Este régimen se halla dirigido, especialmente, a las pequefas y
medianas empresas dedicadas a actividades de transporte, mi-
neria y explotacién de bienes raices agricolas y no agricolas.

Por lo que la presuncién se determina en base a ciertos hechos
conocidos, como:

Avallo fiscal de los inmuebles (agricolas y no agricolas).
Valor de tasacion de los vehiculos.

Valor anual de las ventas de productos mineros.

A estos valores se les aplica un porcentaje, a fin de obtener la
base sobre la cual se aplicara el Impuesto a la Renta.

Tipos de rentas presuntas y porcentajes

Segln la actividad econdmica, la ley determina los porcentajes a
aplicar para deducir la renta de las personas naturales o empre-
sas que se acojan a este sistema de tributacion. A saber:

1. Propietarios o usufructuarios de inmuebles agricolas (10%)
En este caso, la renta presunta corresponde al 10% del avallo
fiscal del predio, y la tributacién con que se afecta es de primera
categoria, y global complementario o adicional, seglin sea el caso.

2. Arrendatario de inmuebles agricolas
Para las personas o empresas que explotan terrenos agricolas en
arriendo, se presume una renta del 4% del avallo fiscal del bien.

3. Arrendadores de bienes raices no agricolas

Para los arrendadores de inmuebles no destinados a la activi-
dad agricola, la tasa aplicable es del 7% del avalto fiscal de la
propiedad, y tributan por global complementario o adicional, es
decir, que no cancelan impuesto de primera categoria, sino que
pagan directamente el impuesto terminal.

4. Transportistas
En este caso, la renta se presume de acuerdo con el valor de los
vehiculos utilizados para ejecutar la actividad econémica. Cabe
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sefialar que dicho precio se obtiene de la tasacion que de éstos pu-
blique el Servicio de Impuestos Internos. Tanto propietarios como
arrendatarios tributan sobre el 10% del valor definido en plaza.

5. Mineros

Las personas y empresas dedicadas a la mineria no tributan de
acuerdo con el avalud de los bienes usados en el desarrollo de
su actividad econémica, sino que lo hacen en base al monto de
sus ventas anuales. Al igual que con los arrendadores, solo se les
aplica el impuesto terminal.

6. Requisitos para acogerse y permanecer en el régimen
Dados los beneficios que supone no tributar bajo el sistema de
renta efectiva, los Unicos contribuyentes que pueden optar por
este régimen son:
Personas naturales que acttien como empresarios individuales (El).
Empresas Individuales de Responsabilidad Limitada (EIRL).
Comunidades (Cm).
Cooperativas (Co).
Sociedades de Personas (SP) y Sociedades por Acciones
(SpA), conformadas por comuneros, cooperados, socios 0
personas naturales.
Adicionalmente, las ventas o ingresos netos anuales de la prime-
ra categoria no pueden exceder los siguientes limites:
m Agricola: 9.000 UF.
m Transporte terrestre: 5.000 UF.
= Minerfa: 17.000 UF.
Sin duda, se trata de un régimen cuya carga de obligaciones
accesorias es mucho menor.

Devoluciones retenidas y Proceso de Fiscalizacion
Segln los datos indicados por el Sl Sélo el 4% de los contribu-
yentes de bajo riesgo (117.657) enfrenté una retencién parcial
o total de su solicitud de devolucién.

Por otro lado, el 85% de los 17.548 contribuyentes de alto
riesgo que solicitdé devolucidn tuvo una retencion parcial
o total de ésta, por un monto equivalente a $1,066 billo-
nes. Estos contribuyentes serdn llamados para presentar-
se en las oficinas del Sll con los antecedentes que acrediten
su informacién o deberan rectificar su declaracion.

Asi, este afio se retuvo parcial o totalmente al 9%
de los contribuyentes con solicitudes de devolucion,
por un monto equivalente a més de $1,82 billones.

En cuanto a los principales focos en los que se concentrara la
fiscalizacion, el Sll informa que se contemplan acciones de con-
trol especial sobre:
Los 77.909 contribuyentes que, pese a registrar ingresos du-
rante el 2017, aparecen como no declarantes en el proceso.

Los subdeclarantes del Impuesto Global Complementario; los
contribuyentes de altos ingresos y alto patrimonio con declaracio-
nes de renta que no se condicen con esa caracteristica; y quienes
registran inversiones, pero no acreditan rentas que las sustenten.
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ras, informacion recabada a través de la Declaracion Jurada
N°1932. Se detectaron ingresos no declarados por este con-
cepto por $29.509 millones.

Los subdeclarantes de Primera Categoria; los contribuyentes
que declaran pérdidas, pero han tenido utilidades, y la so-
breutilizacién de la depreciacion por activo fijo. A las empre-
sas que declaran pérdidas, pese a que la informacion dispo-
nible en el SIl muestra utilidades, se les ha estado aplicando
modelos matematicos que buscan determinar los margenes
de utilidades de empresas comparables en el mismo sector
econdémico, region, tamafio o antigliedad.
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Esto nos demuestra la importancia de efectuar declaraciones
de renta con profesionales que tengan una preparacion solida
y con capacitaciones actualizadas respecto de los cambios que
se presentan en cada una de las areas de estudio, el tener un
profesional a su servicio con adecuadas capacitaciones no es un
gasto para su negocio es una inversion que rinde frutos que no
siempre se ven en su total dimensién.

Habra un monitoreo especial sobre la declaraciéon de rentas
nacionales o extranjeras obtenidas mediante terceros, cus-
todios o intermediadores que no son instituciones financie-
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Resumen

Contribuyentes que pueden
optar

Ingresos Max anuales

Formas juridicas que se
pueden acoger

Tributacion de la empresa

Tasa de impuesto

Crédito socios

Quedan utilidades por tributar

Régimen de tributacion que paga
impuesto sobre la base de una
renta presunta

Micro y Pequenas empresas (Agri-
colas, Transporte y Mineria)
Montos en UF: Agricola < a 9.000
Transporte < a 5.000 Mineria <

a 17.000

* Empresas Individuales * Em-
presas Individuales de Responsa-
bilidad Ltda. * Comunidades. *
Cooperativas. * Sociedades de Per-
sonas. * Sociedades por Acciones.
Los tipos de sociedades nombrados
deben estar conformadas en todo
momento por personas naturales.

Impuesto determinado primera
categoria sobre la base imponible
que depende del giro del contri-
buyente: - Bienes raices agricolas
10% de avallo fiscal del predio.

- Transporte terrestre de carga o
pasajeros 10% del valor corriente
en plaza del vehiculo, incluido su
remolque, acoplado o carro similar.
- Mineria depende del metal del que
se trate. Se aplica un porcentaje sobre
las ventas netas anuales, segln el
precio promedio de la libra de cobre.

2017 25%
2018 25%

100% del crédito
NO

Régimen simplificado

que libera al contribuyen-

te de algunas obligacio-
nes tributarias.

Micro, Pequenas y Me-
dianas empresas

Promedio de los 3 ulti-

mos afos comerciales <

a 50.000 UF

Afo 2016: Todo tipo de
contribuyente (persona
natural o juridica). Afo

2017: * Empresas Indivi-
duales. * Empresas Indivi-
duales de Responsabilidad

Ltda. * Comunidades. *

Sociedad de Personas (ex-

cluidas las en comandita
por acciones). * Sociedad
por acciones.

Impuesto determinado
primera categoria sobre
la Base Imponible, que
se determina a partir de
la diferencia entre los
ingresos percibidos y los
egresos pagados en el
periodo.

2017 25%
2018 25%

100% del crédito
NO

Régimen de tributa-
cién en base a conta-
bilidad completa con
imputacion total de
crédito del Impuesto
de Primera Categoria a
los socios.

Cualquier segmento

Sin limite de ingresos

* Empresas Indivi-
duales. * Empresas
Individuales de
Responsabilidad Ltda.
* Comunidades. *
Sociedades de Perso-
nas (excluidas las en
comandita por accio-
nes). * Sociedades por
Acciones. * Agencias
(Art 58 N° 1).

Impuesto determina-
do primera categoria
sobre la Renta Liquida
Imponible de la
empresa.

2017 25.5%
2018 27%

100% del crédito
NO

Régimen de tributa-
cién en base a conta-
bilidad completa con
imputacién parcial de
crédito del Impuesto
de Primera Categoria
a los socios.

Cualquier segmento

Sin limite de ingresos

* Sociedades An6-
nimas abiertas. *
Sociedades Anénimas
Cerradas. * Sociedad
por Acciones. * So-
ciedad en Comandita
por acciones. * So-
ciedad de Personas.

* Agencia (Art. 58
N°1).

Impuesto determina-
do primera catego-
ria sobre la Renta
Liquida Imponible de
la empresa

2017 25%
2018 25%

Crédito parcial del 65%
Sl
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