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RESUMEN

En el ecosistema marino, la produccion y degradacion de materia orgénica son procesos claves
en el ciclo del carbono global, donde los microorganismos cumplen un rol de particular
importancia, conectando la materia organica disuelta (DOM) con niveles troficos superiores.
La degradacion de DOM es realizada por una comunidad microbiana diversa, la que a su vez
es mantenida por las caracteristicas de la DOM. Esta Tesis doctoral busca estimar el impacto
de la DOM de fuentes aldctonas, como aquella proveniente de rios y de actividades humanas
como la acuicultura, asi como de la adicién de compuestos quimicos asociados que llegan al
océano, sobre el metabolismo y diversidad de comunidades microbianas planctdnicas. Para
esto, se desarrollaron tres capitulos abarcando cada objetivo especifico de la Tesis, a través de
la evaluacidn de las caracteristicas de la DOM (analisis de aminodacidos, indice de degradacion),
estimacion de la actividad microbiana (produccion, respiracion, actividad enzimatica,
utilizacion de sustratos) y de la composicion de la comunidad activa (secuenciacion), con datos
obtenidos in situ y en experimentos de microcosmos enriquecidos. El primer capitulo consistié
en determinar si el agua de baja salinidad (LSW) derivada del Rio Rhone transporta DOM |abil
costa afuera en el Mar Mediterraneo noroeste, y como esta DOM afecta procesos microbianos
heterotroficos. Observamos una mayor produccion bacteriana y respiracion comunitaria, asi
como caracteristicas especificas de la DOM asociadas a estas LSW durante la primavera, junto
a una baja produccidon neta comunitaria en un periodo de dos afios de serie de tiempo.
Sugiriendo que LSW representan un mecanismo de suministro de DOM labil sustentando el
metabolismo heterotréfico microbiano. El segundo capitulo se enfoc6 en identificar patrones
ambientales y respuestas metabdlicas microbianas al input de DOM derivada de la acuicultura
(salmones y mitilidos) en el Canal Caucahué. Observamos que mayores concentraciones de
compuestos inorganicos, organicos y un mayor indice de Degradacion (DI) caracterizaron las
cercanias de las balsas jaulas y en menor medida de las cuelgas de mitilidos. En los
experimentos enriquecidos, las tasas especificas de respiracion, de actividad de malato
deshidrogenasa (MDH) vy actividad enziméatica extracelular (EEA) incrementaron
significativamente especialmente en los tratamientos con DOM derivada de fecas de

salmédnidos, concordando con el DI observado. Estos resultados demostraron que la DOM
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derivada de la acuicultura es altamente labil e incrementa la actividad metabdlica microbiana
de las comunidades plancténicas marinas. Estos resultados nos permiten sugerir incluir en los
modelos conceptuales a la DOM derivada de rios y de la acuicultura, como fuente labil de rapida
utilizacion por parte de los microorganismos en la construccién de biomasa y/o obtencién de
energia. Por su parte, la salmonicultura tiene el potencial de generar impactos ambientales por
la liberacion productos quimicos a la columna de agua. La etoxiquina (EQ) es un antioxidante
utilizado en alimentos para peces, que ha sido prohibido por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria. El tercer capitulo de esta tesis evalud las respuestas de las comunidades
microbianas marinas a las adiciones de EQ (10, 100 y 1000 pg L), a través de experimentos
de microcosmos en Achao (sitio influenciado por el cultivo de salmén) y Bahia Coliumo (sin
salmonicultura) revelando respuestas asociadas a los sitios de estudio y las fracciones de
tamafo. Para la fraccion <1 um, la adicion de EQ incrementd el consumo de oxigeno y la
degradacion de compuestos proteinicos, mientras que la comunidad total disminuy6 la
respiracion y la capacidad de degradar carbohidratos y lipidos. La utilizacion de sustratos de
carbono fue variable, disminuyendo en los tratamientos de mayor concentracion, produciendo
preferencia por aminoécidos y é&cidos carboxilicos en Achao, sugiriendo que altas
concentraciones de EQ pueden limitar la capacidad de procesar diferentes fuentes de carbono.
En el &rea Bahia Coliumo la utilizacion de sustratos fue estimulada por la adicién de EQ,
principalmente carbohidratos y &cidos carboxilicos. EQ también generé cambios en la
composicion de la comunidad microbiana activa, donde Alphaproteobacteria presenté menor
actividad, mientras Gammaproteobacteria, Bacteroidea y arquea MGII mostraron una mayor
actividad asociada con las adiciones de EQ. Los resultados de esta Tesis sugieren una posible
excepcion respecto a la vision generalizada de la produccion primaria como principal fuente de
DOM labil que sustenta la actividad heterotrofica microbiana en la columna de agua, para areas
oligotroficas influenciadas por rios (Capitulo 1 de esta tesis) y para sistemas afectos a la
acuicultura (Capitulo 2 de esta tesis). Esta tesis demuestra por primera vez que EQ puede influir
en la capacidad de degradacion de materia organica de comunidades microbianas plancténicas,
produciendo cambios en la actividad de algunos grupos funcionales en el ecosistema marino

(Capitulo 3 de esta tesis).
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ABSTRACT

In the marine ecosystem, organic matter production and degradation are key processes in the
global carbon cycle, where microorganisms play an important role linking dissolved organic
matter (DOM) with higher trophic levels. DOM degradation is carried out by a diverse microbial
community, which in turn is maintained by the characteristics of DOM. This doctoral thesis
seeks to estimate the impact of dissolved organic matter from allochthonous sources, derived
from rivers and human activities such as aquaculture, as well as the addition of associated
chemical compounds that reach to the ocean, on metabolism and diversity of the microbial
community. To address this issue, three chapters covering each specific objective of the thesis
were developed, through the evaluation of DOM (amino acids analysis, degradation index),
microbial activity estimation (production, respiration, enzymatic activity, substrates utilization)
and active community composition (sequencing), with data obtained in situ and enriched
microcosm experiments. The first chapter consisted in determining if low salinity waters (LSW)
derived from the Rhone River plume transports labile dissolved organic matter offshore in the
NW Mediterranean Sea, and how this DOM affects heterotrophic microbial processes. We
observed increased bacterial production and community respiration, as well as DOM-specific
features associated with these LSW during spring, along with low net community production,
over a two-year time series. Suggesting that LSW represent a labile DOM supply mechanism
supporting microbial heterotrophic metabolism. The second chapter focused on identifying
environmental patterns and microbial metabolic responses to the input of dissolved organic
matter derived from aquaculture (salmon and mussel farms) in the Caucahué Channel. We
observed that higher concentrations of inorganic and organic compounds and a higher
degradation index characterized the vicinity of the salmon farms and, to a lesser extent, the
mussel farms. In the enriched experiments, the specific rates of respiration, malate
dehydrogenase (MDH) and extracellular enzymatic activity (EEA) increased significantly,
especially in the treatments with DOM derived from salmonid feces, in agreement with the
observed DI. These results demonstrate that aquaculture-derived DOM is highly labile and

increases the microbial metabolic activity of marine planktonic communities. These
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observations allow us to suggest the inclusion in conceptual models, the DOM derived from
rivers and aquaculture as a labile source of rapid utilization by microorganisms for biomass
production and/or to obtain energy. Salmon farming has the potential to generate environmental
impacts due to the release of chemical products into the water column. Ethoxyquin (EQ) is an
antioxidant used in fish feed, which has been banned by the European Food Safety Authority.
The third chapter of this thesis evaluated the responses of marine microbial communities to EQ
additions (10, 100 and 1000 ug L), through microcosm experiments in Achao (a site influenced
by salmon farming) and Bahia Coliumo (no salmon farming) revealing responses associated
with the study sites and size fractions. For <1 pm size fraction, the addition of EQ increased
oxygen consumption and degradation of protein compounds, while the total community
decreased respiration rates and the ability to degrade carbohydrates and lipids. The use of carbon
substrates was variable, decreasing in the higher concentration treatments, producing a
preference for amino acids and carboxylic acids in Achao, suggesting that high concentrations
of EQ may limit the ability to process different carbon sources. In the area without salmon
farming (Coliumo Bay) the use of substrates was stimulated by the addition of EQ, mainly
carbohydrates and carboxylic acids. EQ also generated changes in the active microbial
community composition, where Alphaproteobacteria showed lower activity, while
Gammaproteobacteria, Bacteroidea and Archaea MGII showed higher activity associated with
EQ additions. The results of this thesis suggest a possible exception regarding the general view
of primary production as the main source of labile DOM that sustains microbial heterotrophic
activity in the water column, for oligotrophic areas influenced by rivers (chapter 1 of this thesis)
and for systems affected by aquaculture (chapter 2 of this thesis). This thesis demonstrates for
the first time that EQ can influence the organic matter degradation capacity of the microbial
community, producing changes in the activity of some functional groups in the marine

ecosystem (chapter 3 of this thesis).
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1.- INTRODUCCION

La produccion y degradacion de la materia organica son procesos fundamentales del ciclo
del carbono (C) global, donde los microorganismos actian como importantes componentes
modulando los flujos entre los grandes reservorios de C (Kirchman 2012). La respiracion es un
proceso fisioldgico, en el cual substratos organicos reducidos son oxidados para la obtencién de
energia (Robinson 2008), esta presente en todos los organismos y ocurre en todos los ambientes
acuaticos (Williams 1984, Del Giorgio y Williams 2005). Este proceso puede ser tanto aerébico
(i.e. utiliza oxigeno molecular como ultimo aceptor de electrones) como anaerdbico (i.e. que
incluye aceptores de electrones como nitrato, manganeso, hierro y sulfato) (Robinson 2008),
influyendo en los flujos de energia de los ecosistemas (Codispoti 2005). En ambientes acuaticos
oxicos, la degradacion completa de la materia organica se atribuye a la respiracién aerobica,
donde la mayor parte del C utilizado por los microorganismos (principalmente bacterioplancton)
es para el proceso de respiracion, consumiendo O, liberando CO2 y mineralizando otros
elementos asociados al nitrégeno (N) y fésforo (P) organico, asi como amonio (NH4*) y fosfato
(PO47) entre otros (Kirchman 2012).

Las bacterias heterdtrofas son los organismos mas abundantes en el océano, llegando a
alrededor de 10%-107 cél mL en la columna de agua (Hobbie et al. 1977, Azam et al. 1983,
Whitman et al. 1998, Kirchman 2008). Ademas, su relacion superficie/volumen les provee una
ventaja competitiva para la asimilacién de sustratos a bajas concentraciones (Pomeroy y Darwin
2007, Kirchman 2008). Las bacterias son responsables de una gran fraccién de la respiracién
aerobica (Del Giorgio y Cole 2000, Robinson 2008), representando cerca del 40 al 70% de la
respiracion comunitaria (Kirchman 2012) en la capa superficial del océano, con las mayores
contribuciones en aguas oligotroficas (Biddanda et al. 2001). El rol de los microorganismos en
la degradacion de la materia organica es de particular importancia, ya que son el enlace entre la
materia organica disuelta (DOM) y su utilizacion por niveles troficos superiores (Azam 1998).
Por lo tanto, la respiracion es un proceso clave en el ciclo del C y de nutrientes, asi como para
la comprension de los cambios en el clima global (Kirchman 2008). Sin embargo, los estudios
y mediciones in situ de esta variable en el océano global aun son limitados.

Existe un cierto consenso que la respiracion, a nivel general, varia espacialmente siguiendo
1



la produccion primaria, pero existen desbalances en algunos ecosistemas (Eissler y Quifiones
1999, Robinson 2008, Kirchman 2012). Algunos estudios en &reas costeras muestran que la
respiracion bacteriana no se relaciona significativamente con la clorofila-a, por lo tanto otras
fuentes de materia organica (ej. influencia de rios, actividad antropica) pueden ser importantes
en estas zonas (Kirchman 2008, Kirchman 2012). Se ha demostrado con claridad que las
bacterias heterétrofas son grandes contribuyentes a la respiracion total en los sistemas acuéticos
(Williams y del Giorgio 2005, Kirchman 2008) y que existen factores que modulan este proceso
en la columna de agua, como por ejemplo: la cantidad y calidad de la materia organica,
temperatura, disponibilidad de nutrientes, fitoplancton (como fuente de materia orgéanica) y la
estructura de la comunidad microbiana, entre otros (Martin et al. 2005, Longhurst 2010). Sin
embargo, aln existen interrogantes acerca de la importancia de estos factores, asi como la
interaccion entre ellos, las cuales son claves para comprender la variabilidad temporal, espacial
y los mecanismos de control.

Existen distintas aproximaciones para medir la respiracion en ecosistemas acuaticos, siendo
el método mas comun aquel basado en cambios en la concentracion de O, a traves de
incubaciones in vitro en luz y oscuridad (Robinson 2008), usando el método de Winkler
(Winkler y Whaley 1888). Las incubaciones in vitro nos permiten estimar el metabolismo de
los ecosistemas acuéticos, que esta definido por la razon entre la fotosintesis (como produccion
de Oz o consumo de CO3) y la respiraciéon (como consumo de Oz o produccién de CO>) (Staehr
et al. 2012).

Ademas de la medicion directa de respiracion a través de cambios en la concentracion de O2
a través de distintas aproximaciones (Winkler, Optodes, entre otros) se han usado
aproximaciones basadas en actividad enzimatica (Gonzélez y Quifiones 2009), asi como en la
actividad del sistema de transporte de electrones (Packard 1971; Owens y King 1975). En este
contexto, se ha utilizado la isoenzima Malato deshidrogenasa (MDH), la cual es un componente
del ciclo del &cido citrico (segunda etapa de la respiracion) que cataliza la reaccion de oxidacion
del (s)-malato a oxaloacetato utilizando NAD+ como aceptor de electrones. La isoenzima
citoplasmica (s-MDH) puede ser importante en el mantenimiento de un equilibrio redox

citoplasmatico durante el uso intenso del metabolismo anaerébico (Gonzalez y Quifiones 2009).
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La actividad de dehidrogenasas se utiliza en ecologia terrestre como indice de fertilizacién en
suelos (Skujing 1973, Parinkina et al. 1994, Alef 1995), donde se ha determinado que un
incremento en la actividad de MDH implica un aumento en la remineralizacion de la materia
organica, reflejando la reaccion metabdlica oxidativa global de la comunidad microbiana
(Martinez et al. 2002), por lo que la actividad de MDH se ha propuesto como un indicador de
la actividad microbiana en comunidades microplancténicas en la columna de agua del Sistema
de Corrientes de Humboldt (Quifiones et al., 2006; Gonzalez y Quifiones, 2009).

Por otra parte, en el agua de mar la actividad enzimatica hidrolitica extracelular (AEE) esta
directamente relacionada con la degradacion de materia orgénica y se encuentra ampliamente
representada en la fraccion de tamafio dominada por el bacterioplancton (0.2-3um) (Fig. 1.1;
Hoppe 1983; Hoppe et al., 2002). Sin embargo, en la Gltima década el rol de los hongos marinos
ha tomado importancia en la AEE, equiparandose al bacterioplancton, sugiriéndolos como un
componente microbiano importante en zonas de surgencia costera (Gutiérrez et al., 2011). Esto
se debe a que la actividad hidrolitica de enzimas extracelulares descompone macromoléculas de
alto peso molecular (HMW DOM >600 Da) a monémeros de bajo peso molecular (LMW DOM
<600 Da), los que pueden ser directamente incorporados a través de la membrana celular por
los microorganismos, para su posterior procesamiento, ya sea para biomasa, excrecion y/o
respiracion (Fig. 1.1) (Amon y Benner 1994; Hoppe et al., 2002; Arnosti 2011). La hidrolisis es
frecuentemente llamada como la “reaccion lenta” en la via de degradacion de la materia
organica, lo cual se sustenta en que la cantidad de polimeros es mayor respecto a los monémeros
en ambiente natural (Kirchman 2012). La actividad de enzimas extracelulares ha sido
determinada a través del uso de sustratos analogos fluorescentes (Hoppe et al., 2002), como por
ejemplo el methylumbelliferyl (MUF)-b-1-4-glucopyranoside (para la b-glucosidasa) y el 4-
methylcoumainylamide (MCA)-leucine (aminopeptidasa), entre otros analogos para diferentes
tipos de enzimas (Kirchman 2012). Ademas, la variabilidad en la actividad enzimatica
extracelular contribuye a dilucidar la preferencia nutricional de los microorganismos, asi como
la composicion de sustratos poliméricos en los sistemas marinos (Kirchman 2012).

La materia organica (OM) es una compleja matriz de diversos compuestos organicos, que a

su vez tienen diferente composicion quimica, estructura y reactividad (Hansen y Carlson 2002;
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Nagata 2008). La MO es generada principalmente en la zona fotica (Aristegui et al. 2005;
Hansell et al., 2009) por los productores primarios, y solo una pequefia fraccion de esta materia

organica escapa de la remineralizacion (Ducklow et al., 1995).

microbial loop _”

primary exudates + autolysis
‘ producers
living dead dissolved
animals «—detritus—>»E EA—)&?E:zrr:g:z—bE EA—>monomers
I uptake

bacteria
archaea
het. flagellates +ciliates fungi
biomass + respiration

Fig. 1.1 Modelo del “loop microbiano” suplementado con vias de transformacion de materia
organica desde productores primarios a bacterias, arqueas y hongos a través de la actividad
enzimatica extracelular (AEE). Modificado de Hoppe 1991.

En general, en el ambiente marino la MO no solo es una fuente de C y nutrientes para los
microorganismos, sino también provee una superficie de adhesién (Nagata 2008) y por
consiguiente la creacion de micronichos (Azam 1998). Por lo tanto, las caracteristicas de la MO
(complejidad en composicién y estructura) junto con los distintos regimenes de suministro en
cada ambiente, son probablemente uno de los mayores factores que ayudan a mantener una alta
diversidad en la comunidad procarionte en el océano (Nagata 2008). La MO se puede separar
operacionalmente en dos fases: (i) Materia Organica Particulada (POM) que corresponde al
material sobre los 0,7 um (plancton y detritus) y (ii) Materia Organica Disuelta (DOM, <0,2 um
(Moran et al., 1999, Libes 2009); <0,7 um (Nagata 2008)), la cual es la forma de C dominante
en los océanos (~ 700 Gt DOC, cantidad de C similar en la atmosfera como CO> ~ 750Gt (Eppley
etal., 1987, Fasham et al., 2001)). Ademas la DOM se divide en tres compartimentos principales
basados en su degradabilidad y tiempo de recambio: labil (L-DOM), semilabil (SL-DOM) y
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refractaria o recalcitrante (R-DOM) (Nagata 2008, Hansell y Carlson 2015; Fig. 1.2 by c). La
L-DOM es consumida rapidamente en aguas superficiales con tasas de recambio de horas a dias,
constituyendo una pequefia porcion de la DOM (menos del 1% del pool de DOC) (Nagata 2008).
No obstante, el consumo de L-DOM por bacterias puede ser uno de los mayores flujos de
energia, C y nutrientes en el ecosistema peldgico (Nagata 2008) (Fig.2). EI consumo de C
realizado por bacterias proveniente de la DOM puede alcanzar el 50% de la produccidon primaria
en la zona fética (Ducklow 2000; Fig.1.2 ¢). La DOM derivada de la PP puede producirse de
diversas formas, como: mediante la excrecion del fitoplancton, la digestion de protozoos y
metazoos, a través de la excrecion y la alimentacion desprolija (“sloppy feeding”) del
zooplancton, transformaciones de la POM por exoenzimas, asi como por la lisis celular (Nagata
2000). En consecuencia, la DOM derivada de la PP es considerada un factor importante en la
regulacién de la abundancia, actividad y diversidad bacterioplancténica (Cole et al., 1988; Azam
y Malfatti, 2007; Buchan et al., 2014).

Norwestormn Sargasso Sea
00C (emdlig™')

. .  rp— 485 POC (detritus)
o o o
5 w2oc e Bacteria * CO,
e L, [-ooc

‘\. L-DOC %8
i
COp PPeFW | /
44 / | st-poc

R-DOC

,
3
B
e
|
!
1\

s Upper
sy 34200 0 5 . Deep
00 § une
S L - ./PO(. + N R-DOC
2900 & - _—
“‘ = \ FW SL-DOC
% ¢ RDOC AOOC S s
» QoIPgE yr 0pPgc Pase o Bacteria /-C(J
(archaea) 3
Burial
v 11218
Ny o
i moved By pACPIyan st omr ¥ )
L] -
L]
(@) (b) (c)

Fig. 1.2 (a) Perfiles de las fracciones de DOC en la columna de agua oceanica definida por la
reactividad observada en agua oligotroficas en el Mar de Los Sargazos NO. (b) Inventarios y
tasas de remocion estimadas de cada fraccion de DOC. TS es escala de tiempo. Fuente: Hansell
y Carlson (2015). (c) Flujos globales (GT C y*) de produccion primaria (PP) y las rutas hacia
las vias de MO-bacteria. DOC y POC: carbono organico disuelto y particulado respectivamente.
FW (otros miembros de la trama tréfica). L, SL y RDOC: carbono organico disuelto labil, semi
labil y refractario (modificado de Nagata (2008)).



La caracterizacion quimica de la DOM ha tenido avances significativos con la técnica
reciente FT-ICR-MS (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry), pero
esta técnica captura principalmente la SL y R-DOM. En consecuencia, aun existen dudas
respecto a aquellos compuestos de rapida utilizacion y con tiempos de recambio menores. Las
moléculas més l&biles son muy dificiles de detectar debido a su rapida utilizacion por parte de
los microorganismos. Los amino acidos (AA) son moléculas de interés, ya que son formas de N
altamente labiles (Sipler y Bronk 2015). Los AA son selectivamente utilizados por
microorganismos heterotrofos al compararlo con el “bulk” de la MO, resultando en que la
proporcién de AA respecto al contenido de C y N decrece en el tiempo y son muy buenos
indicadores del estado de alteraciéon de la MO (Cowie y Hedges 1994, Davis et al., 2009). La
concentracion de Aminoacidos Disueltos Libres (DFAA) varia con las estaciones del afio,
profundidad, y lugar de estudio (Mopper y Lindroth 1982, Fuhrman 1987) y su fuente puede
incluir a productores primarios, lisis celular (Middelboe y Jgrgensen 2006), liberacion desde
micro y macrozooplancton (Steinberg y Saba 2008), productos de excrecién de medusas y
ctenoforos (Pitt et al., 2009), entre otros. Los DFAA representan una fraccion pequefia pero
altamente 1abil del pool de DOM, la cual puede sostener una gran fraccion de la produccién
bacteriana en el océano (Nagata 2008). Por su parte, los Aminoacidos Totales Hidrolizables
(THAA) del pool disuelto, representan a los AA libres (DFAA) y aquellos que forman polimeros
como péptidos, proteinas y glicoproteinas hidrolizables, siendo alrededor de un orden de
magnitud mayor que los DFAA, pero mantienen patrones similares de distribucion en la
columna de agua (Hansell y Carlson 2015). Ademas, a través de la concentracion (cantidad) y
composicion (calidad) de AA es posible obtener el indice de Degradacion Dauwe (DI; Dauwe
y Middelburg 1998, Dauwe et al., 1999), el cual ha sido utilizado, como su nombre lo indica,
para determinar el estado de degradacion de la materia organica, donde mayores valores indican
MO menos degradada y, por lo tanto, de mayor biodisponibilidad. En consecuencia, los AA
pueden ser un buen indicador de la labilidad de la MO y una herramienta para estimar la relacion
entre la composicion de la MO y la actividad degradativa de los microorganismos.

Como se menciond anteriormente, la principal fuente de MO de origen aut6ctono en el

océano es la PP (Duursma 1963, Carlson y Hansell 2015), sin embargo, existen fuentes de MO
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aléctona como las de origen terrigeno a través de la descarga de rios (Bianchi et al., 2004;
Medeiros et al., 2017; Montero et al., 2007; Iriarte et al., 2012), derretimiento de glaciares
(Hodson et al., 2008; Hood et al., 2009), asi como de origen antropogénico, debido al desarrollo
de actividades humanas tales como la acuicultura, agricultura y forestal, las cuales pueden
alterar la “salud” del ecosistema (Iriarte 2018; Gonzalez et al., 2019). Asi, cambios
relacionados al suministro de sustratos organicos disueltos de varias fuentes pueden
influenciar la diversidad de las comunidades microbianas y su actividad metabdlica (Buchan
et al., 2014; Blanchet et al., 2016; Montero et al., 2022).

En areas oligotréficas las bajas concentraciones de elementos inorganicos (como N, P y Fe)
pueden resultar en una limitacion de la PP y como consecuencia generar una limitacion de C
orgénico para los microorganismos heterétrofos. Algunos sistemas oligotréficos como el Mar
Mediterraneo, estan influenciados por descargas de rios que pueden transportar MO aléctona al
sistema marino costero. La descarga del Rio Rhone representa la mayor entrada de MO de origen
continental al Mar Mediterraneo Noroeste (Sempére et al., 2000), donde la biogeoquimica el
Golfo de Ledn se ve influenciada por su pluma (Naudin et al., 2001; Diaz et al., 2008). Ademas,
estructuras de mesoescala de baja salinidad (LSW) se desprenden de la pluma del Rio Rhone y
pueden ser transportadas por kilometros a mar abierto proporcionando un ambiente idoneo para
el incremento localizado de biomasa planctonica y productividad, pudiendo ser un mecanismo
adicional de transferencia de materia orgénica desde la costa a mar abierto (Diaz et al., 2008).
Junto con esto, se ha reportado que durante la presencia de LSW existe una mayor produccion
bacteriana en el Mar Mediterrdneo Noroeste, sin embargo, esta alza en la produccion bacteriana
no se relaciono con las concentraciones de DOM (Laghdass et al., 2010) y aln se desconoce Si
existe alguna relacion entre esta actividad microbiana con la calidad de la materia organica.

Por otra parte, sistemas como la Patagonia Chilena (ubicada en el borde Sur Este del Océano
Pacifico), presentan una geografia muy intricada compuesta de muchas islas, peninsulas, fiordos
y canales (e.g. Silva y Palma 2008). La Patagonia Chilena esta constantemente influenciada por
agua dulce proveniente de rios, escorrentias, precipitacion y glaciares (Pantoja et al., 2011),
siendo fuentes aloctonas de MO. Estas zonas han sido de particular interés para el desarrollo de

actividades humanas como el turismo, la pesca y la acuicultura. El desarrollo de la acuicultura,
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en particular del cultivo de salmonidos, ha ido en alza de manera significativa llegando a ser el
73% de la produccion acuicola del pais, posicionando a Chile como el segundo productor de
salménidos a nivel mundial (38%), después de Noruega (19%) (FAO, 2018). Junto con el
desarrollo econdémico que este sector promueve en la zona sur del pais, la actividad acuicola
puede generar un alto impacto en el ambiente, dentro de los cuales la carga de material organico
(disuelto y particulado) en la columna de agua y en los sedimentos son algunos de los mas
importantes (Haya et al., 2001, Soto y Norambuena 2004, Buschmann et al., 2009, Caruso 2014,
Iriarte 2018; Quifiones et al., 2019; Molina y Fernandez 2020), siendo el impacto en la columna
de agua de los menos estudiados hasta el momento. Esta carga organica, puede resultar en un
alza de nutrientes los cuales tiene el potencial de incrementar la produccién primaria (Wang et
al., 2012; Iriarte et al., 2013) y de incrementar el consumo de oxigeno (Hargrave et al., 1993,
Buchmann et al., 2006), generando mayor riesgo de hipoxia (Silva y Vargas, 2014; Pérez-
Santos, 2017). La contaminacion orgénica derivada del cultivo de salmones en su fase marina,
estd dada principalmente por los restos de alimento no consumido y fecas de los peces
confinados en balsas jaulas, alcanzando alrededor del 20% de la pérdida total de alimento: 3—
15% a través de alimento no consumido (Beveridge et al., 1997; Cromey et al., 2002; Reid et
al., 2009; Wang et al., 2012) y 15-30% a través de fecas (Reid et al., 2009; Amirkolaie et al.,
2011).

Por otra parte, el cultivo de mitilidos en Chile se centra en el “mejillon” o “chorito” (Mytilus
chilensis), con una produccién que excedi6 las 370 mil toneladas en 2018 (FAO 2020). Es asi
como Chile se posiciona como el segundo productor de mejillones, después de China, y el
principal exportador mundial de este producto, afectando la fijacion de precios de este producto
en Europa (Salazar y Dresdner 2022). La mayor parte del cultivo de esta especie en Chile se
realiza en las aguas interiores de Chiloé, Regién de Los Lagos (Jahansen-Guzmam et al., 2021).
El cultivo de mitilidos induce una intensa biodepositaciobn de materia organica en los
sedimentos, dada principalmente por la mortalidad, fecas, pseudofecas y mucus (Chamberlain
et al., 2001; La Rosa et al., 2002; Kaal, 2018), lo cual estimula la demanda de oxigeno y la
regeneracion de nutrientes (Nizzoli et al., 2005; La Rosa et al., 2002).

La DOM desde los centros de cultivos de salmones se libera indirectamente por la disolucién
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de POM de desechos (e.g. alimento y fecas) (Navarro et al., 2008), representando una fuente
potencial I&bil de nutrientes para las bacterias heterotréficas (Navarro et al., 2008; Olsen, 2014,
2017; Montero et al., 2022). Law et al. (2014) sefialan que las particulas finas provenientes de
la salmonicultura pueden alcanzar sobre 1 Km de distancia antes de depositarse en el fondo,
tiempo y distancia durante la cual la DOM puede ser liberada a la columna de agua. Asimismo,
otros autores como Piedecausa et al. (2010) y Fernandez-Jover et al. (2007) indican que la
liberacion de DOM es mas rapida y alta en las fecas de peces respecto a los pellets de alimento
y que en ambos casos comienza inmediatamente al entrar en contacto con el agua. El alimento
utilizado en la salmonicultura se compone de un 40-50% de proteinas de origen marino y vegetal
(harina y aceite pescado, soja, entre otros), un 30% de carbohidratos, y un 30% de lipidos, mas
vitaminas, antioxidantes y ceniza (Davis 2015). Ademas, con el objetivo de darle a los peces un
alimento de alta palatabilidad y eficiente asimilacion, es suplementado con aminoacidos
esenciales como la metionina y lisina, contribuyendo al pool de DON (Rodehutscord et al.,
2000). Altas abundancias de comunidades plancténicas autotrofas y heterétrofas se han
reportado en las cercanias de los centros de cultivo de salmones y mitilidos (La Rosa et al.,
2002; Sakami et al., 2003; Pitta et al., 2006) y en experimentos de microcosmos se ha observado
hasta dos veces més produccion bacteriana y actividad enzimética extracelular cuando se
enriquece con alimento de peces (Montero et al., 2022), lo que sugiere que la DOM derivada de
ambos tipos de acuicultura es una fuente labil de OM y puede potencialmente sostener una
mayor actividad de la comunidad microbiana (Olsen et al., 2014, 2017).

La salmonicultura en particular, tiene el potencial de generar otro importante impacto
ambiental relacionado al uso de compuestos quimicos tales como pesticidas y antibiéticos (Haya
et al., 2001, Buschmann et al., 2009, Burridge et al,. 2010; Quifiones et al., 2019). Entre los
compuestos quimicos utilizados en la acuicultura, poco se conoce de los aditivos utilizados en
la fabricacion del alimento, en particular los antioxidantes. La Etoxiquina (1,2-dihydro-6-
ethoxy-2,2,4-trimethylquinoline), en adelante EQ, es una amina aromatica ampliamente
utilizada para evitar la “ranciedad” del alimento, debido a su capacidad de “atrapar” los radicales
libres y asi evitar la oxidacion espontanea de lipidos y otros ingredientes presentes en el alimento

(Bohne et al., 2008). Este compuesto también es utilizado en la agroindustria para evitar la
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pérdida de color en manzanas y peras (Btaszczyk et al,. 2013). La EQ y sus metabolitos (gj.
dimeros de etoxiquina (EQDM)) han causado controversia debido a sus posibles efectos
carcinogenicos y citotoxicos en células de mamiferos. Asi, Blaszczyk (2006) report6 dafio en el
ADN de linfocitos humanos de manera dosis-dependiente inducida por la EQ y también postula
que induce apoptosis (Btaszczyk y Skolimowski 2005). Otros autores han mostrado que la EQ
aumenta el nimero de aberraciones en células de ovario en hamsters (Gille et al., 1991), asi
como la inhibicion de la cadena trasportadora de electrones respiratoria mitocondrial en
animales (Reyes et al., 1995). Los peces pueden acumular este compuesto en sus 6rganos y
masculos, reportandose, por ejemplo, concentraciones de 1,4 ug EQ en filetes de 200 g de
salmon (Lundebye et al., 2010). También se han reportado efectos deletéreos de EQ sobre
embriones de pez zebra, Daphnia magna y microalgas (Egloff y Pietsch 2018; Pradhan et al.,
2020). Por otra parte, Shah et al. (2005) reportd la inhibicién de la metanogénesis en sistemas
de tratamiento bioldgico. Los estudios ambientales del potencial efecto de la EQ son muy
escasos, siendo més comun en el estudio de suelos. Papadopoulou et al. (2016; 2020) mostro
que la EQ y sus metabolitos inhiben significativamente la nitrificacion potencial y la AEE de la
B-glucosidasa y fosfatasa en el microbiota de suelos. En este contexto, la EFSA (European Food
Safety Authority) decidié disminuir la concentracion permitida de EQ en los alimentos para
peces (de 300 mg/Kg a 150mg/Kg), determinando que no existe evidencia suficiente para
catalogar a este aditivo como seguro para el ambiente (EFSA Scientific Opinion 2015). En
consecuencia, en junio de 2017, la Comision Europea suspendié la autorizacién del uso de EQ
como aditivo en el alimento de todas las especies y categorias animales (EU, 2017), lo cual fue
corroborado y extendido hasta 2022 (EU, 2021).

La integracion de estimaciones de la composicion y/o caracterizacion quimica de los
sustratos organicos con andlisis microbioldgicos, pueden proporcionar nuevas perspectivas y
conocimientos acerca de las interacciones y procesos que gobiernan el metabolismo microbiano
en el océano (Kujawinski 2011). En ese contexto, los antecedentes en cuanto a la influencia que
puede ejercer la fuente y/o composicion de la materia organica disuelta aléctona, tanto de origen
natural como antropogénica, en el metabolismo de la comunidad microbiana marina de la

columna de agua, aln son poco claros. Existe aln menos conocimiento acerca del impacto de
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aditivos utilizados en la actividad acuicola sobre la degradacion de materia organica y sus
potenciales efectos en la composicion de la comunidad microbiana natural. En consecuencia,
esta Tesis Doctoral estudia la biodisponibilidad y degradacion de materia organica disuelta de
distintas fuentes, su impacto en el metabolismo de la comunidad microbiana involucrada en
estos procesos y como estas variables pueden cambiar al estar expuestas a compuestos quimicos
de uso comun en actividades humanas ligadas al mar, a través de dos escenarios: las descargas
de agua de baja salinidad costa afuera del Mar Mediterrdneo Noroeste (NO) que proveen MO
aloctona natural y la intensa actividad acuicola en el sistema de fiordos y canales de la Patagonia
Norte de Chile, que aporta MO al6ctona antropogénica y aditivos quimicos a la columna de

agua.
1.1. OBJETIVO GENERAL
Esta tesis doctoral tiene como objetivo contribuir a la comprension del impacto de la materia

orgénica disuelta aldctona y de aditivos alimentarios vinculados a la acuicultura sobre el

metabolismo y diversidad de comunidades microbianas planctonicas en ecosistemas marinos.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Objetivo especifico 1

Estimar la relacion entre la variabilidad temporal de la respiracion, y las caracteristicas de la
materia organica disuelta en un area costa afuera del Mar Mediterraneo Noroeste, influenciado

por la descarga de rios.

Hipotesis 1: La variabilidad temporal de la respiracién microbiana esta asociada al input de
materia organica labil transportada por agua de baja salinidad (LSW) proveniente del Rio

Rhone, En el Mar Mediterraneo Noroeste.

2.2. Objetivo especifico 2

Estimar el impacto de la DOM derivada de la acuicultura en el metabolismo de la comunidad
microbiana de la columna de agua a corto plazo.
Hipotesis 1: La DOM en las cercanias de centros de cultivos se caracteriza por ser material
mayormente 1abil (mayor DI) respecto a la DOM de zonas alejadas de la influencia de la

acuicultura.

Hipotesis 2: La actividad metabdlica microbiana incrementara con la adicion de DOM derivada
de la salmonicultura, traduciéndose en mayores tasas de respiracion de la comunidad microbiana
de la columna de agua en presencia de DOM proveniente de pellets (alimento) respecto a la

DOM de fecas y DOM “natural”.

Hipdtesis 3: La actividad metabolica microbiana incrementara con la adicion de DOM derivada
de la salmonicultura, traduciéndose en mayores tasas de hidrolisis enzimatica extracelular de
proteinas, carbohidratos y lipidos en presencia de DOM proveniente de pellets (alimento)

respecto a la DOM de fecas y DOM “natural”.
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2.3. Objetivo especifico 3

Estimar el impacto del uso de Etoxiquina (EQ) en la degradacion de materia orgénica y en la

composicion de la comunidad microbiana activa de la columna de agua a corto plazo.

Hipotesis 1: Las tasas de respiracion microbiana y la actividad de la enzima malato

deshidrogenasa (MDH) disminuyen en presencia de EQ.

Hipotesis 2: La utilizacion de carbohidratos y aminodcidos por parte de la comunidad

microbiana disminuye en presencia de EQ.

Hipotesis 3: La presencia de EQ modifica la estructura comunitaria microbiana y disminuye su

diversidad.
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3.- MATERIAL Y METODOS

Para abordar los objetivos planteados en esta tesis, se trabajé mediante 3 aproximaciones de
trabajo:

(i) Una serie de tiempo mensual en la estacion MOLA costa afuera del Mar Mediterrdneo
noroeste, frente a la estacion oceanoldgica de Banyuls sur Mer, Francia (Proyecto
MEDEA; NW Mediterranean Sea study; CNRS INSU LEFE CYBER 2007-2009),

(ii) Un crucero nacional con muestreo espacial (transectas), mas un experimento de
microcosmos con adicion de DOM, en el canal Caucahué, Chiloé (Patagonia norte,
Chile) y

(iii) Dos experimentos de microcosmos con adicion de EQ; en Achao, Chiloé (Patagonia

norte, Chile) y Coliumo, Concepcidn (Chile central).

3.1. Capitulo 1: Renovacion estacional de aguas superficiales del Mediterrdneo NO
impacta la actividad heter6trofa microbiana y la materia organica disuelta (“Seasonal
freshening of NW Mediterranean surface water impacts microbial heterotrophic activity

and dissolved organic matter”)

Para llevar a cabo el objetivo 1, se utilizaron 2 afios (2007-2008) de observaciones realizadas
a través de la serie de tiempo mensual de la estacion MOLA (Microbial Observatory of the
Laboratoire Arago, Banyuls-sur-Mer, Francia) (Fig. 3.1). Los datos se recolectaron en el
contexto del Proyecto MEDEA (Metabolic balance in the Mediterranean Sea: Linking external
source of organic matter to the Activity of major phylogenetic groups of heterotrophic
prokaryotes). El objetivo principal del Proyecto MEDEA fue analizar el desbalance entre la
produccion y respiracion de carbono organico en océanos oligotréficos (Del Giorgio y Duarte
2002), a través del estudio de la diversidad funcional de procariontes heterdtrofos, como
respuesta a diferentes fuentes de carbono, y como éstas producen un impacto en el balance

metabdlico en el Mar Mediterraneo oligotrofico.
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3.1.1. Estrategia de muestreo: Las muestras de agua de mar fueron colectadas en la estacion
MOLA ubicada a 20 millas nduticas (42,454°N y 3,688°E) de Banyuls-sur-Mer (Francia) en el
Mar Mediterraneo Suroeste (Fig. 3.1). El muestreo se realizd mensualmente durante dos ciclos
anuales entre febrero 2007 y octubre 2008, con botellas Niskin de 12L montadas en una roseta.
Se tomaron muestras a 8 profundidades entre 0 y 150m para los pardmetros biogeoquimicos
basicos (NOs, NO2, NH4*, PO, Si(OH)4, Clorofila-a; Laghdass et al., 2010), abundancia
celular, materia organica disuelta, aminoacidos y produccion bacteriana (BP), y a 6
profundidades sobre los 80m (zona eufética) para la determinacion de la respiracién comunitaria
microbiana (CR) y la produccion comunitaria neta (NCP). Ademaés, se obtuvieron perfiles de
temperatura y salinidad con un equipo CTD Seabird SBE19.

Fig. 3.1 Area de estudio: Mapa del Golfo de Leones en el Mar Mediterraneo Noroeste, con la
ubicacion de la estacion MOLA. Las flechas negras indican las principales corrientes (ex.
Laghdass et al. 2010). (b) Seccion vertical temporal de la salinidad, donde se observa la
presencia de agua de baja salinidad (LSW), entre febrero 2007 y octubre 2008 (ex. Gonzalez et
al. 2019).

3.1.2. Procesos microbianos: La CR y la NCP se determinaron a través de cambios en la
concentracion de oxigeno disuelto durante incubaciones de 24h en luz y oscuridad, en botellas
de 125 mL. Durante las incubaciones se mantuvo la temperatura in situ con circulacidn constante
de agua de mar. Todas las mediciones de O fueron hechas con 8 réplicas. Posteriormente, el

calculo de la respiracion se obtuvo por la diferencia entre las concentraciones de O inicial y
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final, determinadas por el método Winkler, segln lo descrito por Obernosterer et al. (2008). La
BP se determind a través de la incorporacion de Leucina (3H) (Smith y Azam 1992,
Obernosterer et al. 2008), en las mismas profundidades en que se estimd la respiracion. La tasa
de crecimiento bacteriano (BGR), se determind dividiendo BP por la biomasa celular derivada

de la abundancia celular.

3.1.3. Concentracion y caracterizacion de la materia organica (DOM): se colectaron muestras
para carbono organico disuelto (DOC) y para aminoacidos totales hidrolizables (THAA)
filtrando a través de dos filtros fibra de vidrio (Whatman GF/F 25mm, 0,7 um) precalcinados.
Las muestras de DOC fueron acidificadas con H3PO4 (pH 2) y guardadas en tubos de vidrio
precalcinados en oscuridad a temperatura ambiente, hasta su posterior andlisis. EI DOC se
analizo por la técnica de Oxidacion Catalitica de Alta Temperatura (HTCO) (Benner y Strom
1993). Las muestras de aminoacidos se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), después de la hidrolisis acida en fase liquida segun el protocolo descrito por
Escoubeyrou y Tremblay (2014). Con la composicién y concentracion de AA se calculo el
indice de Degradacion Dauwe (DI; Dauwe et al. 1999) como un indicador del estado de

degradacion de la DOM. Para mas detalles metodoldgicos, ver seccion Resultados, Capitulo 1.

3.1.4. Andlisis estadistico: para investigar si las estructuras de LSW revelan una sefal
biogeoquimica especifica en la estacibn MOLA, comparamos los perfiles verticales de la
actividad microbiana heterotrofica y las caracteristicas de la DOM de las fechas con mayor
anomalia de salinidad (22 de mayo de 2007 y 9 de junio de 2008) con las medias anuales del
periodo de observacion. Complementariamente se realizd un Analisis de Componentes
Principales (PCA) con los parametros biogeoquimicos y microbianos de aguas superficiales

(5m) de los dos afios de estudio.
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3.2. Capitulo 2: Biodisponibilidad de materia orgénica disuelta derivada de la acuicultura
y su efecto en el metabolismo de comunidades microbianas planctonicas (“Bioavailability
of Dissolved Organic Matter derived from aquaculture and its effect on planktonic

microbial metabolism”)

Para llevar a cabo el objetivo 2 de esta tesis, se utilizaron dos tipos de aproximaciones para
analizar la calidad de DOM derivada de la acuicultura y su potencial efecto en el metabolismo
microbiano durante el invierno austral de 2019: i) un muestreo de transectas in situ en un canal
de Chiloé, y ii) un experimento de microcosmos con adicion de DOM derivada de la
salmonicultura. Ambos muestreos fueron organizados por el Centro Interdisciplinario para la
Investigacion Acuicola (INCAR), en el canal Caucahué (42° S; 73° W), ubicado en el mar

interior de Chiloé, Region de Los Lagos, Chile (Fig.3.2).

3.2.1. Estrategia de muestreo: Se realizaron dos transectas en el canal Caucahué con 4
estaciones y 3 profundidades (2, 10 y 40/50m) por estacion, dependiendo de la batimetria del
lugar: i) Transecta Salmones (TS); en el brazo norte del Canal Caucahué, con una estacion
Control (estacién Cs) ubicada fuera del canal y 3 estaciones al interior del canal en direccién
hacia un centro de cultivo de salmoénidos a 2km (estacion S1), a 0,5km (estacion S2) y a 0 km
(estacion S3; Fig. 3.2); y ii) Transecta Mitilidos (TM); en el brazo sur del Canal Caucahué, con
una estacion Control (estacion Cm) ubicada fuera del canal y 3 estaciones al interior del canal
hacia un centro de cultivo de mitilidos a 2 km (estacion M1), 0,5 km (estacion M2) y 0 km
(estacion M3; Fig. 3.2). Las muestras de agua se colectaron con una botella Niskin (10L) para
el andlisis de nutrientes, materia organica disuelta (DOM), clorofila-a, abundancia
picoplanctdnica, aminoacidos, actividad enzimatica intracelular y biomasa. Para el experimento
de microcosmos con adicion de DOM, se colectaron 300 L agua de 10 m de la estacion Cs. Los

perfiles de temperatura y salinidad se obtuvieron con un CTD (Minos X, AML Oceanographic).
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Fig. 3.2 Sitio de muestreo, Canal Caucahué, Chiloé, Region de Los Lagos, Chile. Transecta
salmones (TS) en el brazo norte del canal y Transecta mitilidos (TM) en el brazo sur del canal.

3.2.2. Disefio experimental EMOD: El agua colectada a 10 m en la estacion Cs fue tamizada por
una malla de 100 um para remover organismos planctonicos grandes. El experimento incluyé
un Control (sin adicion de DOM) y 4 tratamientos con la adicion de 200mL de solucién de DOM
de: alimento de peces en pellets (P-DOM), fecas de Salmo salar (F-DOM), Natural (N-DOM)
y Mezcla (M-DOM). Cada tratamiento de microcosmo consistié en un triplicado de bidones de
alta densidad de 20 L cada uno, incubados en oscuridad en una cdmara fria a ~11°C. Se realiz6
un sub-muestreo a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h (Fig. 3.3). Las variables consideradas fueron
nutrientes, DOM, aminodcidos y abundancia celular. Ademas, en cada uno de los tiempos sub-
muestreados se utilizaron dos fracciones de tamano: >1 pm y >100um (FTotal), para la
estimacion de biomasa (concentracion de ATP) y la respuesta metabdlica de la comunidad
microbiana. Esta ultima consistié en la medicion de la actividad enzimatica intracelular de la
malato deshidrogenasa (MDH), respiracion aerobica y actividad enzimatica extracelular (EEA)

de la leucina-aminopeptidasa, B-glucosidasa, y lipasa.
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Condiciones de incubacion:
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M-DOM - Nutrientes
(adicién de DOM mezcla) - DOMy AA

Fig. 3.3 Disefio de experimento de microcosmos EMOD, realizados con agua de mar y la adicion
de DOM derivada de la acuicultura. P-DOM: derivada del alimento de peces, F-DOM: derivada
de fecas de Salmo salar, N-DOM: materia organica disuelta natural. M-DOM: una mezcla de
las anteriores. Los detalles de la obtencion de las soluciones de DOM se encuentran en la seccion
resultados, Capitulo 2 de esta tesis.

[

L.

il

N-DOM
(adicion de DOM natural)

3.2.3. Nutrientes y Materia Organica Disuelta. Se colectaron muestras para la determinacion de
amonio y se analizaron segun el método fluorométrico (Holmes et al., 1999). La concentracién
de nitrato, nitrito y fosfato se filtraron a través de un GF/F de 0,7 um y se almacenaron (—20 °C)
hasta su analisis por el método colorimétrico estandar (Grasshoff et al., 1983). Las muestras de
DOM (carbono, nitrégeno y fosforo organico disuelto) se filtraron a través de un GF/F (0,7 um)
previamente muflado. Las muestras DOC se acidificaron con HCI y se almacenaron en tubos de
vidrio ambar precalcinados a temperatura ambiente y oscuridad hasta el analisis. La
concentracion de DOC se analizé mediante la técnica de oxidacion catalitica a alta temperatura
(Benner y Strom, 1993). EI DON y DOP se almacenaron (-20 °C) en botellas precalcinadas y se

analizaron mediante el procedimiento de oxidacion humeda (Pujo-Pay y Raimbault, 1994).
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3.2.4. Identificacion y cuantificacion de aminoacidos disueltos. Las muestras de aminoécidos
disueltos se filtraron a través de filtros GF/F (0,7 um) precalcinados y fueron almacenadas en
tubos de vidrio &mbar muflado y conservadas a -20 °C hasta su analisis. Los aminoacidos se
analizaron a traves de la derivatizacion con o-ftaldialdehido (OPA) y 2-mercaptoetanol
(Lindroth y Mopper, 1979; Pantoja y Lee, 1999), separados por cromatografia liquida de ultra
alta resolucion (UHPLC) y detectado por fluorescencia. Los aminoécidos totales hidrolizables
(THAA) se cuantificaron después de la hidrélisis quimica. Los aminoacidos libres disueltos
(DFAA) se midieron sin hidrolisis quimica. Las proteinas disueltas o los aminoacidos
combinados disueltos (DCAA) resultaron de la diferencia entre THAA y DFAA. Se utilizo el
indice de degradacion de Dauwe (DI, Dauwe et al., 1999) calculado en base a los DCAA
(seccion Resultados, Capitulo 1 y Capitulo 2) como indicador del estado de degradacion de
DOM.

3.2.5. Clorofila-a y Abundancia picoplanctonica. La concentracion de clorofila-a se determind
mediante el método fluorométrico segiin Holm-Hansen et al. (1965). La extraccion se realizo
con acetona al 90% vy la fluorescencia se midié con un fluorémetro Trilogy (Turner Designs).
1350 uL de muestra se fijaron con 150 uL de glutaraldehido al 1% para la abundancia de
picoplanctonica, se almacenaron a -80 °C hasta del andlisis de laboratorio. Las muestras se
analizaron por citometria de flujo (InFlux, Becton Dickinson) segun Marie et al. (1999) y
Thompson y Van de Engh (2016).

3.2.6. Adenosin trifosfato (ATP) y actividad enzimatica intracelular. La concentracién de ATP
se utiliza como indicador de biomasa viva en estudios ecolégicos de microorganismos acuaticos
(Karl, 1993). La fraccion de ATP requerida (<1 um y Total) se retuvo mediante un filtro GF/F
y se almacend en nitrégeno liquido hasta su analisis en el laboratorio. EI ATP se cuantificd
mediante un ensayo de bioluminiscencia (Holm-Hansen y Booth, 1966; Bulleid, 1978; Karl,
1993) utilizando un lumindmetro (GloMax, Promega).

En el muestreo de transectas se analizaron las enzimas: piruvato oxidorreductasas (lactato

deshidrogenasa, LDH; octopina deshidrogenasa, OPDH; alanopina deshidrogenasa, ALPDH y
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estrombina deshidrogenasa; STRDH), etanol deshidrogenasa (EtOHDH), malato
deshidrogenasa (MDH) vy citrato sintasa (CS). Mientras que para el experimento de
microcosmos solo se midi6 MDH. La actividad enzimatica se determind siguiendo la
metodologia descrita por Gonzalez y Quifiones (2009) y dicha actividad fue utilizada como
indicador del metabolismo de la columna de agua (Gonzélez y Quifiones 2009; Garcés et al.,
2020; Gonzalez et al., submitted).

3.2.7. Tasas de respiracion aerdbica y de actividad enziméatica extracelular (EEA). La
concentracion de oxigeno se determin6 con un medidor de oxigeno de fibra dptica (FIBOX 3,
PreSens) con sensores optode, en botellas de 12 mL incubadas en oscuridad con temperatura
controlada. Las tasas de respiracion se calcularon mediante la pendiente de la concentracion de
oxigeno medida cada 2 a 4 h durante un periodo de 24 h, siguiendo la metodologia descrita en
Fuentes et al. (2015).

La EEA se determind siguiendo la metodologia de Pantoja et al. (2011) y Gutiérrez et al.
(2011), adaptada a microplacas (placas de 96 pocillos). Alicuotas de 200 pL de agua de mar en
triplicado se incubaron en oscuridad con I-leucina-4-metilcumarinil-7-amida (MCA-Leu), 4-
metilumbeliferil-b-D-glucésido (MUF-Glu) y 4-metilumbeliferil-oleato (MUF- Ole) a 100 uM
(Hoppe, 1983). La fluorescencia se midio cada 1 h durante 6 h, usando un lector de microplacas
multimodo Synergy™ 2 (Biotek; excitacion 365 nm, emision 455 nm) (Hoppe, 1983). Las tasas

de EAA se calcularon segun lo descrito por Pantoja y Lee (1994).

3.2.8. Andlisis estadistico: Se corroboraron los supuestos de normalidad utilizando la prueba
Kolmogorov-Smirnov. Aquellas variables sin distribucion normal fueron transformadas para
normalizarlas.

Para comparar los resultados entre estaciones se realizd6 un ANOVA de una via, seguido de
la prueba Tukey. Complementariamente se realiz6 un analisis de coordenadas principales
(PCoA) con las distancias Euclidianas para visualizar patrones de ordenamiento en relacion a

las estaciones y profundidad de muestreo.
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Para evaluar las diferencias entre tratamientos durante el experimento de microcosmos se
aplicd un ANOVA, seguido de la prueba Tukey como andlisis a posteriori.
Complementariamente se realizd un analisis de coordenadas principales (PCoA) con las
distancias Euclidianas para visualizar patrones en relacion a los tratamientos y tiempo de
incubacion.

Para visualizar cambios en la composicion de aminoacidos de DFAA y proteinas disueltas,
en las transectas y en el experimento, se calculd la matriz de similitud de Bray-Curtis utilizando
los datos estandarizados y transformados a raiz cuadrada. Se realizé un analisis de coordenadas
principales (PCoA) con vectores de correlacion de Pearson superpuestos para visualizar estos
cambios. Para determinar los aminoacidos con mayor contribucién a la disimilitud asociada, se

realizd un analisis SIMPER utilizando el software PRIMER.

Los detalles metodologicos del muestreo de transectas y del experimento EMOD se

presentan en la seccion Resultados del capitulo 2 de esta tesis.

3.3. Capitulo 3: Efectos de la etoxiquina sobre el metabolismo y la composicion de
comunidades microbianas marinas (“Effects of ethoxyquin on metabolism and

composition of marine microbial communities™)

Para llevar a cabo el objetivo 3 de esta tesis, se realizaron dos experimentos de microcosmos
bajo condiciones controladas de temperatura y oxigeno, siguiendo en el tiempo los cambios en
las tasas de respiracion, actividad enzimatica intracelular de la MDH, actividad enzimética
extracelular (aminopeptidasa, B-glucosidasa y lipasa), biomasa (ATP), fingerprints metabdlicos
con Biolog EcoPlates y técnicas moleculares (16S rRNA barcode sequencing). Estas mediciones
nos entregaron informacion de cémo las comunidades microbianas que habitan la columna de
agua del mar interior de Chiloé (Achao), un area impactada por la salmonicultura, y un area
contrastante de Chile central (Bahia Coliumo), sin salmonicultura, responden a la adicion de

etoxiquina.
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3.3.1. Estrategia de muestreo: se realizaron 2 cruceros oceanograficos organizados por el Centro
Interdisciplinario para la Investigacion Acuicola (INCAR), durante la primavera austral en la
Bahia de Coliumo (regién del Biobio; 36.5°S 72.94°W, Fig. 3.4), y durante el verano austral en
Achao (region de Los Lagos; 42.52°S 73.20°W, Fig. 3.4). Las muestras de agua se colectaron
usando una botella Niskin (10 L) a 3 profundidades (2, 10 y 30m) en Achao y a 10m en Coliumo.
Las variables consideradas fueron nutrientes, materia organica disuelta (DOM), clorofila y
abundancia picoplanctonica. Para los experimentos de microcosmos, se colectaron 300 L de
agua de mar a 10 m en cada sitio de estudio. Los perfiles de temperatura y salinidad se

obtuvieron con un CTDO (Minos X, AML, Oceanographic).

3.3.2. Disefio experimental: El agua colectada a 10 m en ambos sitios de muestreo fue tamizada
por una malla de 63 pum para remover organismos planctonicos grandes. EI experimento incluy6
la adicion de tres concentraciones de EQ (Sigma Aldrich Pestanal® 31519, analytical standard;
Anexo 4) al microcosmos, disueltas en DMSO (concentracion final <0.1% v/v). Las
concentraciones de EQ utilizadas en Achao fueron EQ1= 10 pg L*; EQ2 = 100 pg Lt; EQ3
=1000 pg L, mientras en Coliumo solo se evalué EQ1 y EQ3. Se establecieron dos controles:
Control (C) sin la adicion de EQ, y Control+Solvente (C+S) solo con de DMSO (Fig. 3.5). Cada
tratamiento consistid en un triplicado de bidones de 20L de alta densidad, incubados en
oscuridad en una camara fria a~12°C. Se sub-muestre6 a las 0, 6, 12, 24, 48y 72 h en Achao y
alas 0, 6, 12, 24 y 48h en Coliumo, para medir nutrientes, DOM y abundancia celular. La
determinacion de la concentracion de ATP y la respuesta metabdlica de la comunidad
microbiana se realiz6 en dos fracciones de tamafio: >1 um y >63um (FTotal). La respuesta
metabdlica de la comunidad microbiana se estim6 mediante la medicion de la actividad
enzimatica intracelular de la malato deshidrogenasa (MDH), de la tasa de respiracion aerdbica
y la actividad enzimética extracelular (EEA) de la leucina-aminopeptidasa, B-glucosidasa, y
lipasa. Se determiné la utilizacion de sustratos con Biolog Ecoplates™ y la composicion

comunitaria activa desde muestras de ARN.
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Fig. 3.4 Sitios de muestreo experimento con adicién de etoxiquina (EQ). (a) Bahia de Coliumo,
region del Biobio, Chile-central. (b) Achao, ubicado en el mar interior de la isla de Chiloé,

Region de Los Lagos, Chile.
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La metodologia del procesamiento y medicion de todas las variables esta descrita en detalle
en la seccién Resultados, Capitulo 3 de esta tesis, y brevemente descritas en la seccion
inmediatamente anterior (Materiales y Métodos, Capitulo 2) para aquellas variables en comun.
Por consiguiente, en esta seccidén se resumira la metodologia de utilizacion de sustratos y

técnicas moleculares utilizadas en este experimento.

3.3.3. Perfiles metabolicos de la comunidad microbiana: se utilizaron microplacas Biolog
Ecoplates™ para determinar diferencias en el potencial metabolico de las comunidades
microbianas expuestas a EQ. Estas microplacas estdn compuestas de 96 pocillos con 31 fuentes
de carbono por triplicado. Cada pocillo contiene, junto con el sustrato, un colorante redox violeta
de tetrazolio, el cual forma color purpura (transformacién a formazan) cuando la comunidad
microbiana oxida la fuente de carbono y puede ser cuantificado espectrofotométricamente (Sala
et al. 2006). Se inocularon 150 ul de muestra en cada pocillo. Las microplacas se incubaron a
22 °C por 72h y se midi6 la densidad éptica (OD) cada 24 horas 0, 6, 12, 24, 48 and 72 (A = 590
nm) con un lector de microplacas (ELx800 EpochTM, BIO TEK®).

3.3.4. Analisis molecular de la comunidad microbiana: La respuesta de la comunidad
microbiana activa fue evaluada solo en el experimento de Achao a través del analisis de ARN.
Se filtraron 100mL de muestra en filtros PVDF (0.22 um), los filtros se preservaron con 300 uL
de RNAlater a -20 °C hasta la extraccidon. EI ARN se extrajo con el kit de aislamiento mirVana
miRNA (Ambion, Life Technologies). Las trazas de ADN fueron removidas con el kit TURBO
DNA-free (Ambion) y se cuantifico por el método fluorométrico. EI ADN complementario
(cDNA) se gener6 usando el sistema de transcripcion reversa ImProm 11™ (Promega Corp.
Madison, WI1) y la amplificacion fue comprobada por PCR estandar del 16S rRNA bacteriano.
El producto PCR se comprobd a través de electroforesis en un gel de agarosa. Los templados de
cDNA fueron secuenciados con MiSeq (lllumina) en el laboratorio GenomaMayor
(http://www.genomamayor.com, Santiago, Chile) usando los partidores para la region V4 del

gen 16S rRNA segun Caporaso et al., 2011. El procesamiento de datos para el analisis de

secuencias se realizé con QIIME2 (v.2019.7) obteniendo la clasificacién taxonémica en ASV
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(Amplicon Secuence Variant) (Bolyen et al., 2018). La clasificacién taxonémica fue realizada
usando la base de datos SILVA138.

3.3.5. Andlisis estadistico: Para cada experimento, se realizd un analisis exploratorio de las
variables a través de correlaciones de Spearman y un anélisis multivariado PERMANOVA,
usando el software PRIMER 6 con el paquete PERMANOVAH+, para evaluar la variabilidad de
los pardmetros en relacion con los tratamientos y tiempo de incubacion. Se realiz6 un Analisis
de Coordenadas Principales para visualizar patrones en respuesta a las adiciones de EQ en los
diferentes tratamientos y tiempos. Para evaluar diferencias en la actividad metabdlica, se
comprobaron los supuestos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov test) de todas las variables y
aquellas sin distribucion normal fueron transformadas para su normalizacion (ver seccion
Resultados capitulo 3 de esta tesis). Se aplico un ANOVA de dos vias para cada experimento y
se uso6 un test Tukey como analisis a posteriori. Para la respuesta de la comunidad microbiana
se corroboré la profundidad de secuenciacién con curvas de rarefaccion y se obtuvieron los
indices de riqueza (S), Shannon (H") y uniformidad (J°). Para identificar los cambios de la
comunidad microbiana asociada a los tratamientos EQ y el tiempo de incubacion, se calculd la
matriz de similitud Bray-Curtis, usando la data transformada con raiz cuadrada. Se realiz6 un
PCoA con los vectores de correlacion de Pearson superpuestos para visualizar los cambios de
la comunidad a nivel de Phyla. Para determinar los taxones (a nivel de ASV) con mayor
contribucion a la disimilitud asociada a los tratamientos, se realizd un anlisis SIMPER
utilizando el software PRIMER.
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4.- RESULTADOS

4.1. Capitulo 1: “Renovacion estacional de aguas superficiales del Mediterraneo NO

impacta la actividad heterdtrofa microbiana y la materia organica disuelta”

Manuscrito publicado en la revista Estuarine, Coastal and Shelf Science (1F:3.0)

Gonzélez, M. L., Blain, S., & Obernosterer, I. (2019). Seasonal freshening of NW
Mediterranean surface water impacts microbial heterotrophic activity and dissolved organic
matter. Estuarine, Coastal and Shelf Science, 230, 106448.
https://doi.org/10.1016/j.ecss.2019.106448

Resumen

El Rio Rhone representa la fuente mas importante de agua dulce, nutrientes y materia orgéanica
que ingresa al Mar Mediterrdneo noroeste (NO). Este aporte fluvial afecta notablemente la
biogeoquimica el funcionamiento del ecosistema en la zona estuarina y costera. Ademas,
estructuras de baja salinidad (LSW) originadas cerca de la pluma del Rio Rhone pueden ser
transportadas a lo largo de la plataforma continental y mar adentro. El objetivo de este estudio
fue investigar la influencia de LSW lejos de su fuente, enfocandose en la materia organica
disuelta (DOM) y en procesos microbianos relacionados durante dos ciclos anuales (2007 y
2008) de una serie de tiempo en un sitio caracterizado por la regular ocurrencia de LSW en
primavera (Observatorio Microbiano Laboratorio Arago). Se observo una mayor produccion
bacteriana heterotréfica y respiracion comunitaria, y caracteristicas especificas de DOM dentro
de LSW, al mismo tiempo que una baja produccion comunitaria neta. Nuestros resultados
sugieren que LSW representa un mecanismo de suministro de DOM labil, lo que sustenta un

incremento del metabolismo microbiano heterétrofo.

Palabras clave: Aguas de baja salinidad (LSW), actividad microbiana heterotrofica, materia

organica disuelta, Mar Mediterraneo NO.

27


https://doi.org/10.1016/j.ecss.2019.106448

Estuarine, Coastal and Shelf Science 230 (2019) 106448

Contents lists available at ScienceDirect
Estuarine, Coastal and Shelf Science

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ecss

Seasonal freshening of NW Mediterranean surface water impacts microbial g

heterotrophic activity and dissolved organic matter

Maria-Lorena Gonzalez “”, Stéphane Blain ¢, Ingrid Obernosterer "

* Graduate Program in O« graphy, Dep. of O« graphy, Faculty of Natural Sciences and Oceanography, University of Concepcion, P.O. Box 160-C,
Concepcion, Chile

) isciplinary Center for Aq lture Ry h (INCAR), University of Concepcion, O'Higgins 1695, Concepcion, Chile

€ CNRS, Universite, Lab ire D’Oce -aphie Microbienne (LOMIC), Observatoire Océanologique, F-66650, Banyuls/mer, France

ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords:

Low salinity waters

Microbial heterotrophic activity
Dissolved organic matter

NW Mediterranean Sea

The Rhone river represents the most important source of freshwater, nutrients and organic matter to the
northwestern (NW) Mediterranean Sea and riverine input markedly affects biogeochemistry and ecosystem
functioning in the estuarine and coastal zone. Structures of low salinity waters (LSW) originating near the river
plume can also be transported along the continental shelf and offshore. The objective of the present study was to

investigate the influence of LSW distant from their source, focusing on dissolved organic matter (DOM) and
related microbial processes during two annual cycles (2007 and 2008) at a time series site characterized by the
regular occurrence of LSW in spring (Microbial Observatory Laboratoire Arago). We observed enhanced bacterial
heterotrophic production and community respiration and specific DOM features within these LSW, concurrently
with low net community production. Our results suggest that LSW represent a mechanism of labile DOM supply,
thereby sustaining enhanced heterotrophic microbial metabolism.

1. Introduction

Riverine input represent approximately 40% of fresh water entering
the ocean (Dagg et al., 2004), and thereby plays a key role in linking
terrestrial and marine environments. Rivers deliver a large amount of
inorganic nutrients to the adjacent coastal area, stimulating rates of
primary production and associated food web processes (Frame and
Lessard, 2009; Iriarte et al., 2012; Liu et al., 2004). Riverine discharge
also transports terrigenous particulate (POM) and dissolved organic
matter (DOM), mainly from terrestrial vegetation, to the coastal ocean
(Bianchi et al., 2004; Medeiros et al., 2017; Opsahl and Benner, 1997).
DOM from freshwater input of the 30 major rivers accounts for 90,2 Tg
dissolved organic carbon (DOC) per year (Raymond and Spencer, 2015)
which represents ~36% of the global DOC flux to the ocean (250Tg
DOC-C yr '; Hedges et al., 1997). The fraction of terrigenous organic
matter that is removed in the coastal ocean is not well quantified due to
multiple biotic and abiotic processes involved, and the spatio-temporal
heterogeneity of river-influenced ocean margins (Bianchi, 2011). In
large river systems, such as for example the Mississippi-Atchafalaya
river, biological mineralization results in the removal of about 40% of
terrestrial DOM in shelf waters (Fichot and Benner, 2014). Export of

terrigenous DOC from the Amazon river varies on a seasonal scale and
amounts to 50%-76% (Medeiros et al., 2015). How riverine input of
nutrients and organic matter affect marine ecosystems has been inves-
tigated in a range of estuarine and coastal environments (Cole et al.,
2007; Dagg et al., 2004 and reference therein). The influence of
terrestrial input at varying distances from shore is, however, far less
understood.

The Mediterranean Sea is a mid-latitude semi-enclosed sea, divided
in an eastern extreme oligotrophic basin (<0.1 pg Chlorophyll a L")
and a moderately-oligotrophic western basin (0.1-3 pg Chlorophyll a
L 1) (Bosc et al., 2004), mainly due to P-limitation (Krom et al., 1991;
MeGill, 1965). The Rhone River discharge represents the most important
freshwater source to the Mediterranean Sea (Naudin and Cauwet, 1997).
The average runoff of 1750m>s ! varies strongly with season and is
highest during the frequent precipitation events in spring and autumn
(Ludwig et al., 2009; Naudin and Cauwet, 1997). The Rhone River
represents an important source of inorganic and organic matter of
continental origin to the Mediterranean Sea (de Madron et al., 2011).
Increased inorganic and organic nutrient concentrations are reported
near the Rhone river freshwater plume in shelf waters (100 m depth, up
to about 20 nautical miles offshore) in the Gulf of Lion (Diaz et al., 2008;
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Sempeére et al., 2000) and the associated enhanced biological activity in
the estuary and adjacent waters has been documented during several
previous field studies (Christaki et al., 2009; Joux et al., 2009; Lefevre
et al., 1997; Pujo-Pay et al., 2006).

The hydrodynamics of the Rhone river plume are governed by at-
mospheric conditions, discharge volume and larger scale water mass
circulation. When south-easterly winds predominate, the plume remains
close to the coast, while north-westerly winds result in the extension of
the Rhone rive plume in a south-western direction (Demarcq and Wald,
1984). Intrusions of Rhone river water were detected in 5-20% of a
4-year bi-monthly survey in the Bay of Marseille (Fraysse et al., 2014),
indicating that these events are frequent phenomena in the coastal
Mediterranean Sea. Diluted structures with low salinity waters (LSW)
detached from the Rhone river plume can be transferred to open waters
(Barrier et al., 2016; Diaz et al., 2008; Nencioli et al., 2011; Petrenko
et al., 2017). Under conditions of north-westerly winds and in combi-
nation with a persistent slope current along the shelf break of the Gulf of
Lion (Northern Current (Raimbault and de Madron, 2003);), these LSW
can be directed south-west (Fig. 1). The transit of these buoyant water
masses can last up to 3 weeks, and they can be transported over rela-
tively long distances (Diaz et al., 2008), rendering the Gulf of Lion an
appropriate site for the investigation of cross-shelf exchange (Petrenko
etal, 2017).

The objective of the present study was to investigate whether these
structures, referred to as lower salinity waters (LSW), represent a supply
of biologically labile DOM to the offshore NW Mediterranean Sea. We
addressed this question by observations at the time-series site MOLA
(Microbial Observatory of the Laboratoire Arago) that is characterized
by the recurrence of LSW at surface in spring (Fig. 1). The combined
investigation of the temporal changes in environmental characteristics
and microbial processes at Station MOLA provided insight on how

Estuarine, Coastal and Shelf Science 230 (2019) 106448

freshwater input through these physical features could affect biogeo-
chemistry in the offshore Mediterranean Sea.

2. Material and methods

2.1. Regional hydrology and seasonality

Station MOLA is located on the edge of the continental shelf at the
south-western boundary of the Gulf of Lion (42.454°N and 3.688°E)
(bottom depth 600m) in the NW Mediterranean Sea (Fig. 1). Surface
waters of this site are influenced by a northern liguro-provencal current
(Raimbault and de Madron, 2003) related to water masses from the Gulf
of Lion and the Rhone river. The climatological mean over the past 15
years reveals that the presence of low salinity water (LSW) is a recurrent
feature during spring periods at station MOLA (Fig. S2). On a seasonal
cycle, Station MOLA is characterized by vertical mixing during winter
leading to the input of inorganic nutrients to surface waters (~1uM
NO; + NO;, ~0.05uM PO3 ) (Table S1) that sustain the spring
phytoplankton bloom. During the two years considered here, maximum
concentrations of Chlorophyll a (Chl a; 0.75 and 0.85 pgL ") (Fig. S3;
Table S1) were observed in the upper 40 m in March 2007 and February
2008, respectively (Laghdass et al., 2010). During summer, the water
column is thermally stratified (Fig. S4) and concentrations of inorganic
nutrients are low (<0.35 M NO3 + NO3, ~ <0.03puM PO3 ") in the
surface mixed layer (10-30m) and Chl a concentrations in surface wa-
ters remain <0.2pgL™" (Laghdass et al., 2010) (Table S1).

2.2. Sample collection

Seawater was sampled between February 2007 and October 2008 on
a monthly time scale except for the autumn-winter period when the

Fig. 1. Spatial and temporal distribution of
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37.6 37.6 panel/b) (February and May 2007 are shown
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372 37.2 with current speed and directions (yellow
arrows), derived from altimetry for the date
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Temporal changes of in situ salinity at Sta-
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sampling frequency was reduced due to bad weather conditions. Sam-
ples were collected in the upper 150 m water column with 12 L Niskin
bottles mounted on a rosette equipped with a SeaBird SBE 19 CTD. For
bacterial heterotrophic production, and the characterization of dis-
solved organic matter 8 depths in the upper 150 m were sampled. For the
determination of microbial community respiration and net community
production 6 depths in the euphotic layer were sampled (upper 80 m).

2.3. Bacterial heterotrophic production, microbial community respiration
and net community production

We used (*H) leucine incorporation and the centrifugation method to
determine bacterial heterotrophic production (BP) (Smith and Azam,
1992). The detailed protocol and data are reported in (Obernosterer
et al., 2008; Laghdass et al., 2010). Bacterial growth rates (BGR) were
determined by dividing BP by cell biomass derived from bacterial
abundance. To convert abundance to biomass, we applied a conversion
factor of 12.4 fg C cell ! (Fukuda et al,, 1998). We measured microbial
community respiration (CR) and net community production (NCP) from
changes in the concentration of dissolved oxygen (02) in 24 h light and
dark incubations as described in (Lefevre et al., 2008). Incubations were
performed at Photosynthetically Active Radiation (PAR) levels of 1%,
4%, 8%, 25%, 50% and 100% of surface values, using optical density
filters (Nickel screens). The outdoor incubators were connected with a
running seawater system to maintain the incubation bottles at the
temperature of the mixed layer. The 1% light depth was below the mixed
layer depth during spring and summer with differences in temperature
ranging between 2°C in May—June and up to 5° in August (Table S1).
The measurements at time zero and all incubations were done in 8
replicate 125mL borosilicate glass bottles. Dissolved O, concentration
was determined by spectrophotometric detection of iodine following the
Winkler reaction, using a Hitachi U-3010 Spectrophotometer equipped
with a sipper system (Labasque et al., 2004).

2.4. Dissolved organic carbon and total hydrolysable amino acids

Samples for dissolved organic carbon (DOC) and dissolved total
hydrolysable amino acids (THAA) were filtered through two pre-
combusted glass fiber filters (Whatman GF/F 25 mm, 0.7 pm nominal
pore size). Samples for DOC were acidified (H;PO,4, pH 2) and stored in
pre-combusted glass tubes at room temperature in the dark until anal-
ysis. DOC was analyzed by high temperature catalytic oxidation (HTCO)
technique (Benner and Strom, 1993) using a Shimadzu TOC-5000
analyzer.

THAA were analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC) after liquid-phase acid hydrolysis according to a recent protocol
described by (Escoubeyrou and Tremblay, 2014). This protocol uses a
high volume (100 pL) of undiluted samples injected on a robust hybrid
C18 column. HPLC analyses were performed on an Ultimate 3000 Dio-
nex system equipped with an autosampler and a fluorescence detector
(excitation at 335 nm, emission at 450 nm). The separation was done
with a Phenomenex Gemini C18 column (250 x 4.6 mm, 5pm, 110A)
and a Security Guard column (4 x 3mm). We used the Dauwe Degra-
dation Index (DI (Dauwe and Middelburg, 1998),) calculated based on
the relative distribution of individual AA and adapted for DOM (as re-
ported in Peter et al., 2012, Davis et al., 2009; Kaiser and Benner, 2009)
as an indicator for the degradation state of DOM. The original DI was
calculated from Principal Component Analysis (PCA) applied to diage-
netic altered sediments were DI = " ((mol% amino acid — average mol
% amino acid)/standard deviation mol%)* PCA amino acid score).

3. Results and discussion
To investigate whether LSW revealed a specific biogeochemical

signature at Station MOLA, we compared the depth profiles of microbial
heterotrophic activity and of the DOM characteristics at the dates of the

Estuarine, Coastal and Shelf Science 230 (2019) 106448

most pronounced salinity anomalies during the observation period (May
22, 2007 and June 9, 2008) with those of the annual medians (Fig. 2).

The extent of the salinity anomalies of about —0.3 was similar in both
years, but lower salinity waters were present to 60m in 2007 and con-
strained to the upper 30 m in 2008. The annual median values of BP
varied between 10 and 20 pmol Leu L' h™! in the upper 60 m water
column and they were below 5 pmol Leu L ' h ™! > 100 m for both years.
During LSW, rates of BP were 2-4 times higher than the annual medians
in the upper 40 m water column, a pattern that was particularly pro-
nounced in 2008. Annual medians of CR varied between 0.5 and 1 pmol
0, L' d ! in the upper 40 m water column and they were <0.5 pmol O,
L' d"! below this depth. During LSW in 2008, rates of CR were up to 3-
fold higher than the annual median, while differences were minor in
2007. In addition, bacterial growth rates revealed highest values
(0.17-0.26 d 1) during the LSW of both years (Table 51). These obser-
vations indicate a signature of enhanced microbial heterotrophic ac-
tivity within LSW that was more pronounced in 2008 than in 2007,
possibly due to a stronger dilution with swrounding water masses
during our first year of observation.

To link these observations to the characteristics of DOM, we
considered bulk DOC, the concentration of dissolved THAA and the DI
(Fig. 2). Annual medians of bulk DOC concentrations varied between
60 M and 80 uM in the upper 150 m water column. In surface waters,
we did not observed any pronounced differences between the annual
medians and LSW. This is most likely due to the high DOC concentra-
tions in surface waters during summer observed at our study site
(Laghdass et al., 2010). The accumulation of DOC in stratified surface
waters during summer is a recurrent phenomenon reported for Medi-
terranean waters (Avril, 2002; Romera-Castillo et al., 2010;
Sanchez-Pérez et al., 2016) and other oligotrophic oceans (for BATS-
(Carlson et al, 2002); for HOTS- (Church et al., 2002)). Inorganic
nutrient limitation of heterotrophic microbes has been suggested as the
underlying mechanism for the observed build-up of DOC in stratified
surface waters (Thingstad and Rassoulzadegan, 1999). This idea is
supported by short-term (24 h) incubation experiments performed at our
study site revealing that labile organic carbon and phosphorus were the
main limiting factors of BP during summer (Laghdass et al., 2012).

Amino acids represent a quantitatively significant and biologically
labile fraction of DOM, and temporal or spatial changes of this pool can
therefore provide insights to modifications of DOM characteristics
(Davis et al., 2009; Kaiser and Benner, 2012). The concentrations of
dissolved THAA varied between 262 and 1027 nM, with higher con-
centrations in the upper 40 m. Within LSW in 2008, THAA concentra-
tions were up to 2-fold higher than the annual median, a pattern that
was absent in 2007 (Fig. 2 and Fig. S5). The contribution of dissolved
THAA to DOC, referred to as the amino acid yield, varied between 1.4
and 5.6% in the upper 150 m water column. The depth profiles of the
amino acid yields during the LSW events were similar to those observed
for dissolved THAA (data not shown). The DI is a chemical based indi-
cator of the degradation state of organic matter, using the relative dis-
tribution of individual amino acids (Dauwe and Middelburg, 1998).
Over the course of organic matter degradation, certain amino acids are
selectively utilized resulting in a decrease of the DI (Dauwe et al., 1999).
Based on the amino acid composition of marine plankton and sediment
organic matter from varying depth layers, the DI was initially proposed
to characterize the degradation stage of particulate organic matter. Its
application has been extended to DOM in a range of marine (Amon et al.,
2001; Davis et al., 2009; Tremblay et al., 2015; Kaiser and Benner, 2009)
and freshwater environments (Ylla et al., 201 1; Peter et al., 2012), with
values ranging from —3 to +5. The observed decreases in the DI over the
course of biodegradation experiments further suggest this index to
reflect changes in DOM bioavailability (Amon et al., 2001; Rochelle--
Newall et al., 2004). At Station MOLA, the annual median DI varied
between 1 and 1.5 and no pronounced depth profile was detectable over
the 150 m water column. These positive values are indicative of overall
diagenetically fresh DOM (Davis et al., 2009; Kaiser and Benner, 2009;
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Fig. 2. Depth profiles of salinity anomaly (blue
line), microbial activity and DOM characteristics
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Peter et al., 2012). In LSW, the DI was noticeably higher in the upper
20m as compared to the respective average median values in both years
(Fig. 2and Fig. S5). Thus, DOM in the uppermost water layer of LSW had
a different chemical signature that is indicative of more bioavailable
DOM. Complementary to the analyses illustrated in Fig. 2, we carried
out a Principal Component Analysis (PCA) with the combined biogeo-
chemical and microbial parameters of the two years from surface waters
(5m) (Fig. S6). The PCA analysis revealed one group consisting of
samples from May and June from both years being explained by vari-
ables of microbial activity (BP, r = 0.85; CR, r = 0.77; BGR, r = 0.88) and
features of DOM (dissolved THAA concentration, r = 0.48; amino acid
yields, r = 0.21; DI, r = 0.52) that were positively correlated with PC1.
By contrast, this group was also explained by salinity, which was
negatively correlated with PC1 (r = -0.81). Taken together, these results
suggest that LSW contains bioavailable DOM that sustains enhanced
microbial heterotrophic activity in the offshore NW Mediterranean Sea.

This observation raises the question of the origin of the DOM within

LSW. The LSW that we observe at Station MOLA most likely originate
from the Rhone River and its plume (Fig. 1). The pronounced pattern
observed within LSW could be due to an enrichment in compounds from
recent primary production occurring in the vicinity of the estuary (Diaz
et al., 2008) and in small amounts of riverine, terrigenous DOM. Besides
these sources that can be considered allochthonous to our study site, in
situ primary production within the LSW could fuel the observed
enhanced microbial activity. To address this question we followed the
pattern in euphotic depth integrated fluxes of net community production
(NCP) and CR. Highest fluxes of NCP were observed in March and April
in both years, corresponding to the spring bloom period (Fig. 3). During
the LSW in May and June 2007, NCP was negative and associated with
highest depth-integrated fluxes of CR, illustrating a switch from net
autotrophy in March and April to net heterotrophy in May and June
2007. During the LSW event in 2008, euphotic layer integrated fluxes of
CR were again enhanced and associated with low positive (June 2008)
and negative (July 2008) fluxes of NCP (Fig. 3). These NCP fluxes
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Fig. 3. Euphotic depth integrated fluxes of Net Community Production (NCP) and Community Respiration (CR) and salinity at 5 m depth. Results are shown for 2007

(February 14 to December 5) and 2008 (January 29 to October 6).
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indicate low in situ primary production in LSW. The depletion in nitrate
and phosphate in LSW (Table S1) could be the limiting factor of auto-
trophic activity, while heterotrophs can utilize these elements in organic
form. These results support the idea that heterotrophic microbial pro-
cesses are favored as compared to autotrophic processes within these
buoyant water masses, suggesting that external rather than in situ pro-
duced DOM sustains heterotrophic activity.

Our observations from a time-series site in the NW Mediterranean
Sea extend previous studies within LSW lenses in close vicinity to the
Rhone river estuary and they provide insights on how biological activity
in these water masses could change with time and distance from its
origin. Direct measurements and satellite observations report increased
autotrophic productivity in coastal LSW lenses as compared to sur-
rounding marine waters (Auger et al., 2011; Diaz et al., 2008), and the
high NCP determined in situ (Joux et al., 2009) suggests net autotrophy
of the system in the vicinity of the estuary. With increasing distance from
the plume and time since formation, inorganic nutrients are depleted
and primary production is based on regenerated nutrients (Diaz et al.,
2008). This suggests a scenario where autotrophic processes dominate in
early stages of LSW and heterotrophic processes become more important
with distance and time.

Primary production in coastal marine environments and export of
terrigenous DOC are potential sources of organic carbon for the open
oligotrophic ocean (Smith and Mackenzie, 1987; Bauer and Druffel,
1998; Medeiros et al., 2015) and proposed transport mechanisms are
physical features such as for example mesoscale eddies, internal waves
or currents. The resulting spatio-temporal decoupling between the
origin of organic matter in the coastal zone and its respiration in open
waters was suggested to explain in part the imbalance between primary
production and respiration in the oligotrophic ocean (Duarte et al.,
2013; Williams et al., 2013). The LSW could represent this linkage in the
NW Mediterranean Sea. In addition to recent and in situ primary pro-
duction, photochemical transformations of DOM could be an important
mechanism in providing bioavailable substrates in these buoyantsurface
water masses in particular when compounds of terrigenous origin are
present (Abboudi et al., 2008; Amon and Benner, 1996; Obernosterer
and Hemndl, 2000). The combination of a suite of tools including
satellite-based and autonomous instrumentation offers the possibility
for a more detailed characterization and adapted sampling strategy of
these mesoscale features at different locations in the open ocean. Taken
together, our study illustrates the potential of water masses of estuarine
origin to affect biological activity in the offshore oligotrophic ocean. The
extension, lifetime and occurrence of these types of buoyant water
masses will govern their impact on marine biogeochemistry and
ecosystem functioning at different scales and distances from shore.
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4.2. Capitulo 2: “Biodisponibilidad de la materia organica disuelta derivada de la

acuiculturay su efecto en el metabolismo microbiano de la columna de agua”

Manuscrito en preparacion para ser enviado a la revista Frontiers (I.F.:5,2):

Gonzélez M. L., Fuentes M. E., Pantoja-Gutiérrez S. y Quifiones R.A. (in prep.) Bioavailability
of dissolved organic matter derived from aquaculture and its effect on microbial metabolism of

the water column

Resumen

La acuicultura introduce materia organica aléctona a la columna de agua, principalmente a
través de alimento no consumido y fecas de peces (salmonicultura) y de fecas y pseudofecas
(mitilicultura). Esta investigacion identifica patrones ambientales asociadas a la acuicultura 'y
respuestas metabolicas microbianas al input de materia orgénica disuelta (DOM) derivada de la
salmonicultura. Se evaluaron parametros quimicos y bioldgicos a distintas distancias de un
centro de cultivo de salmones y de un centro de cultivo de mitilidos mediante un muestreo
oceanografico en el Canal Caucahué. Las caracteristicas de la DOM derivada de la
salmonicultura y su impacto sobre la respiracion y actividad enzimatica extracelular (EEA) se
evalud a traves de experimentos con adicion de DOM de pellets (P-DOM), de fecas (F-DOM),
DOM natural (N-DOM) y DOM-mezcla (M-DOM), en 2 fracciones de tamafio de la comunidad
microbiana ambiental (<1pumy <100um). Observamos que mayores concentraciones de amonio,
nitrégeno y fésforo organico disuelto, aminoacidos libres, proteinas disueltas y un mayor DI
(indice de degradacion) caracterizaron las cercanias de las balsas jaulas y en menor medida a
las cuelgas de mitilidos. Mayores tasas metabdlicas se observaron en los tratamientos
enriquecidos. Las tasas especificas de respiracion fueron variables en la fraccion <lum, sin
embargo, se observaron incrementos significativos (100%) en P, Fy M-DOM, y en la fraccion
<100um se observd una marcada influencia de P-DOM ¢1000%). La actividad especifica de
MDH de ambas fracciones mostré incrementos significativos F- y M-DOM (1000%). La EEA

en ambas fracciones mostré incrementos notables en F- y M-DOM con maximos para
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aminopeptidasa (10000%), seguido de glucosidasa ¢1200%) y lipasa (900%). Esto concuerda
con las caracteristicas de DOM y con el DI observado. Este estudio demuestra que la DOM
derivada de la acuicultura es altamente labil, lo cual incrementa la actividad metabdlica
microbiana de las comunidades que habitan en areas cercanas a cultivos de salmonidos,

generando un potencial impacto en la biogeoquimica del cuerpo de agua receptor.

Palabras clave: acuicultura, materia organica disuelta, biodisponibilidad, aminoacidos,

metabolismo microbiano.
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1. Introduccién

La Patagonia chilena tiene una intrincada geografia compuesta por islas, peninsulas, fiordos
y canales (Silvay Palma, 2008), siendo constantemente influenciada por agua dulce proveniente
de rios, escorrentias, precipitacion y glaciares (Pantoja et al., 2011), las cuales son fuentes
aléctonas de materia orgédnica (MO). Estas zonas también reciben MO aléctona de origen
antropogénico, debido al desarrollo de actividades humanas como la acuicultura, agricultura, y
forestales, las cuales pueden alterar la “salud” del ecosistema (Iriarte, 2018). El desarrollo de la
acuicultura, en particular del cultivo de salmonidos, ha aumentado significativamente en Chile,
llegando a ser el 73% de la produccion acuicola del pais, posicionandolo como el segundo
productor de salmoénidos a nivel mundial, después de Noruega (FAO, 2018).

La acuicultura puede generar un alto impacto en el ambiente, dentro de los cuales, la carga
de material organico (disuelto y particulado) en la columna de agua y en los sedimentos es una
de los mas importantes (Haya et al., 2001; Soto y Norambuena 2004; Buschmann et al., 2009;
Caruso, 2014; Quifiones et al., 2019), siendo el impacto en la columna de agua de los menos
estudiados hasta el momento. La carga organica derivada del cultivo de salmones estd dada
principalmente por restos de alimento no consumido y fecas de los peces confinados en balsas
jaulas (Burridge et al., 2010), ademas de la excrecion y mucus (Molina y Fernandez, 2020). Por
su parte, el cultivo de mitilidos induce una intensa biodepositacion de materia organica en los
sedimentos, dada principalmente por, fecas, pseudofecas, y restos de los bivalvos (Chamberlain
etal., 2001; Kaal, 2018), lo cual estimula la demanda de oxigeno y la regeneracion de nutrientes
(Nizzoli et al., 2005).

La DOM es el principal sustrato para la actividad heterotréfica de microorganismos marinos
(Cole et al., 1982; Azam et al., 1983), en particular para bacterias y arqueas, como heterétrofos
osmotrofos dominantes (Azam, 1998; del Giorgio y Cole, 1998; Hansell y Carlson, 2015).
Ademas, en la ultima década el rol de los hongos marinos ha tomado importancia en la potencial
utilizacion del DOM (Gutiérrez et al., 2011; Feng et al., 2012; Jones et al., 2019; Priest et al.,
2020). El rol de los microorganismos en la degradacion de la materia organica es crucial, ya que

son el enlace entre la DOM vy niveles troficos superiores (Azam, 1998).
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La principal fuente de DOM I&bil es la produccion primaria (PP) como origen autéctono
(Azam et al., 1983; Ducllow et al., 1995; Aristegui et al., 2005; Azam y Malfatti, 2007). La
DOM derivada de la PP puede generarse mediante diversos procesos tales como los exudados
del fitoplancton, la digestion de protozoos y metazoos, la excrecion y la sloppy feeding del
zooplancton, transformaciones de la materia orgénica particulada (POM) por exoenzimas y la
lisis celular (Nagata, 2000). La DOM labil es consumida rapidamente en aguas superficiales con
tasas de recambio de horas a dias, constituyendo una pequefia porcion de la DOM (menos del
1% del pool de carbono organico disuelto, DOC) (Nagata, 2008). No obstante, el consumo de
DOM labil por bacterias puede ser uno de los mayores flujos de energia, C y nutrientes en el
ecosistema pelagico (Nagata, 2008).

La DOM desde los cultivos se libera indirectamente por la disolucién de POM de desechos
(e.g. alimento y fecas) (Navarro et al., 2008), representando una potencial fuente altamente 1abil
de nutrientes para las bacterias heterotréficas (Navarro et al., 2008; Olsen, 2014, 2017; Montero
et al., 2022). Law et al. (2014) sefalan que el alcance de particulas finas provenientes de la
salmonicultura puede llegar sobre 1 Km de distancia antes de depositarse en el fondo, tiempo y
distancia durante el cual la DOM puede ser liberada a la columna de agua. Asimismo,
Fernandez-Jover et al. (2007) y Piedecausa et al. (2010) indican que la liberacién de DOM es
mayor y mas rapida en las fecas de peces respecto a los pellets de alimento y que en ambos
casos, comienza inmediatamente al entrar en contacto con el agua. Altas abundancias de
comunidades planctonicas autétrofas y heterotrofas se han reportado en las cercanias de los
centros de cultivo (La Rosa et al., 2002; Sakami et al., 2003; Pitta et al., 2006) y en experimentos
de microcosmos se ha observado hasta dos veces mas produccion bacteriana y actividad
enzimatica extracelular cuando se enriquece con alimento de peces (Montero et al., 2022), lo
gue sugiere que la DOM derivada de la acuicultura intensiva es una fuente labil de OM y puede
potencialmente sostener una mayor actividad de la comunidad microbiana (Olsen et al., 2014,
2017). Finalmente, los residuos de la acuicultura no solo afectan el area circundante, sino que
tambien pueden alterar el ecosistema a diferentes niveles en la zona costera, reduciendo la
biomasa, densidad y diversidad del bentos, plancton (incluyendo el bacterioplancton) y necton,

modificando la trama tréfica natural (Pillay, 1990; Gowen, 1991; Arvanitoyannis y Kassaveti,
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2008; Olsen et al., 2014, 2017; Molina y Fernandez, 2020; Montero et al., 2022), asi como el
estado tréfico de los ecosistemas, pudiendo cambiar de predominantemente autotrofico (e.g.
diatomeas) a uno heterotrofico (e.g. flagelados) (Thinstad et al., 2010).

Los efectos de las actividades humanas como la acuicultura en la Patagonia chilena ha
concentrado la atencion cientifica en los altimos afios (e.g. Iriarte et al., 2018; Quifiones et al.,
2019). No obstante, ain es poco conocido como la fuente y/o composicidn de la materia organica
puede influenciar el metabolismo de la comunidad microbiana. La intensa actividad acuicola
en el sistema de fiordos y canales de la Patagonia Norte de Chile proveen escenarios naturales
para estudiar la biodisponibilidad de la DOM derivada de la acuicultura y como responde el
metabolismo (respiracion y actividad enzimatica) de las comunidades microbianas de la

columna de agua a estas fuentes aloctonas de DOM.

2. Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio y muestreo

Se utilizaron dos tipos de aproximaciones para analizar la calidad de DOM derivada de la
acuicultura y su potencial efecto en el metabolismo microbiano durante el invierno austral de
2019: (i) un muestreo de transectas (junio) y (ii) un experimento de microcosmos con adicién
de DOM derivada de la salmonicultura (agosto). Ambos muestreos fueron organizados por el
Centro Interdisciplinario para la Investigacién Acuicola (INCAR), en el canal Caucahué (42° S;
73° W), ubicado en el mar interior de Chiloé, Region de Los Lagos, Chile (Fig.1).

Se realizaron dos transectas de 4 estaciones y 3 profundidades (2, 10 y 40/50m) dependiendo
de la batimetria del lugar: (i) Transecta Salmones (TS); a lo largo del brazo norte del Canal
Caucahué, con una estacion Control (Cs) ubicada fuera de la boca del canal a 6 km de la
concesién de acuicultura mas cercana y 3 estaciones hacia un centro de cultivo de salménidos a
2km (S1), 0,5km (S2) y Okm (S1), al interior del canal (Fig. 1 y Tabla 1); y (ii) Transecta
Mitilidos (TM); a lo largo del brazo sur del Canal Caucahué, con una estacion Control (Cm)
ubicada fuera del canal y 3 estaciones hacia un centro de cultivo de mitilidos a 2km (M1), 0,5km

(M2) y Okm (M1), al interior del canal (Fig.1 y Tabla 1). Las muestras de agua se colectaron
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con una botella Niskin (10L) para el analisis de nutrientes, materia organica disuelta (DOM),
clorofila-a, abundancia picoplanctonica, aminoacidos, actividad enzimatica intracelular y
biomasa. Para el experimento de microcosmos con adicion de DOM, se colect6 300 L agua de
10m de la estacion Cs. Los perfiles de temperatura y salinidad se obtuvieron con un CTD (Minos
X, AML Oceanographic).

2.2 Disefio experimental

El agua colectada a 10m en la estacién Cs fue tamizada por una malla de 100 pum para
remover organismos planctonicos grandes. El experimento incluy6 un Control (sin adicion de
DOM)y 4 tratamientos con la adicion de 200mL de DOM de: pellets (P-DOM), fecas (F-DOM),
Natural (N-DOM) y Mezcla (M-DOM). Cada tratamiento de microcoscosmo consistio en un
triplicado de bidones de 20L de alta densidad (lavados previamente con HCL 5%), incubados
en oscuridad en una camara fria a ~11°C. Se realiz6 un sub-muestreo a 0, 6, 12, 24, 48y 72 h
para la medicion de nutrientes, DOM, aminoécidos y abundancia celular. Se utilizaron dos
fracciones de tamafio: >1 umy >100um (FTotal), para la estimacién de biomasa (concentracion
de ATP) y la respuesta metabolica de la comunidad microbiana. Esta Gltima consisti6 en la
medicion de la actividad enzimatica intracelular malato deshidrogenasa (MDH), respiracion
aerdbica y actividad enzimatica extracelular (EEA) de la leucina-aminopeptidasa, p-

glucosidasa, y lipasa.

2.3 Preparacion de soluciones de DOM

Todas las soluciones se prepararon utilizando agua de mar proveniente de la estacion Cs
(filtrada por 0,7 um y esterilizada). Para la solucién de pellets (P-DOM), se utiliz6 alimento de
peces en formato pellets estdndar de 6mm de calibre (Salmon Food ®, dieta exploradora) sin
medicacion. 10g se molieron en un mortero y se adicionaron a 1 L de agua de mar, obteniendo
una pre-solucién de 10g/L. El vaso de vidrio (previamente muflado 4 h 450°C temperatura) con
la pre-solucion se mantuvo en un agitador magnético a 50 rpm por 4h. Finalmente, la pre-
solucion fue filtrada por una malla, de 25uM (para sacar particulas grandes no disueltas) y luego

por un GFF de 0,7 um (muflado), la fase disuelta fue recuperada en botellas DS mufladas y
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preservada a 4°C hasta su utilizacion. Para la solucion de Fecas (F-DOM), se colectaron fecas
desde peces cultivados (Salmo salar) en el laboratorio INCAR de la Estacién de Biologia Marina
de la Universidad de Concepcion en Dichato. Las fecas obtenidas se preservaron en tubos falcon
estériles a -80°C, al momento de preparar la solucion se utilizo 10g de fecas y se procedio de la
misma forma descrita previamente. Para la solucion natural (N-DOM) se filtraron 60 L de agua
de agua de mar de 10m de la estacion Cs en GFF de 0,7 uM con una bomba peristéltica, con
tubos de silicona previamente lavados con HCL 5%. Los filtros obtenidos fueron preservados
en nitrogeno liquido hasta el momento de preparar la solucién. Para la obtencién de la solucion
N-DOM, se molieron los filtros congelados en un mortero, luego el contenido se dispuso en
tubos falcon estériles, con agua de mar filtrada y esterilizada, y se utilizé un Ultraturrax para
hacer una mayor disrupcion mecéanica de los filtros y la POM contenida en ellos. Posteriormente
se utiliz6 un sonicador por 3h, utilizando hielo para evitar la elevacion de la temperatura, luego
se centrifugo a 2000 rpm por 5 min y se obtuvo el sobrenadante como solucion de N-DOM en
botellas de vidrio DS previamente mufladas. La solucion de mezcla (M-DOM) se obtuvo

mezclando 3 partes iguales del volumen da cada solucion detallada previamente.

2.4 Nutrientes y Materia Organica Disuelta.

Se colectaron las muestras de amonio usando botellas Duran Schott de 50 mL y se analizaron
segun el método fluorométrico (Holmes et al., 1999), usando un fluorémetro Turner Designs.
Las muestras para la determinacion de nitrato, nitrito y fosfato se filtraron a través de un GF/F
de 0,7 um y se almacenaron en tubos Falcon de 15 mL (—20 °C) hasta su analisis por el método
colorimétrico estandar (Grasshoff et al., 1983). Los analisis de nutrientes se realizaron con un
autoanalizador de flujo segmentado Seal AA3 en el Laboratorio de Biogeoquimica del
Departamento de Oceanografia de la Universidad de Concepcion. Las muestras de DOM se
filtraron a través de GF/F previamente muflado (Whatman, 25 mm, tamafio de poro nominal de
0,7 um).

Las muestras de DOC se acidificaron con HCI fumante al 37 % y se almacenaron a

temperatura ambiente en tubos de vidrio &mbar precalcinados en oscuridad hasta el analisis. La

40



concentracion de DOC se determind mediante la técnica de oxidacion catalitica a alta
temperatura (Benner y Strom, 1993), utilizando un analizador Shimadzu TOC-5000.

Las muestras para la determinacién del contenido de nitrogeno y el fésforo organico disuelto
(DON y DOP) se almacenaron (-20 °C) utilizando botellas Duran Schott de 25 ml precalcinados
y se analizaron mediante el procedimiento de oxidacion himeda (Pujo-Pay y Raimbault, 1994).
Las concentraciones de DON y DOP se corrigieron para NOz, NO2" y PO47, respectivamente.

2.5 ldentificacidn y cuantificacion de aminoacidos disueltos

Las muestras de aminodcidos disueltos se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio
precalcinados (Whatman GF/F 25 mm, tamafio de poro nominal de 0,7 um), almacenadas en un
tubo de vidrio ambar de 4 mL (previamente calcinado) y conservadas a -20 °C hasta su analisis.

Los aminodacidos se transformaron en derivados fluorescentes mediante o-ftaldialdehido
(OPA) y 2-mercaptoetanol (Lindroth y Mopper, 1979; Pantoja y Lee, 1999), separados por
UHPLC (Shimadzu/Nexera) utilizando un gradiente de acetato de sodio/metanol, y detectado
por fluorescencia. Los picos de los productos fluorescentes se convirtieron a concentraciones
con el estdndar externo de aminoacidos (AA) Pierce Ne 20088, que contiene 4cido aspartico
(asp), acido glutamico (glu), serina (ser), histidina (his), glicina (gly), treonina (thr), arginina
(arg), alanina (ala), tirosina (tyr), valina (val), metionina (met), fenilalanina (phe), isoleucina
(ile) y leucina (leu). Los aminoacidos totales hidrolizables (THAA) se cuantificaron después de
la hidrolisis quimica con HCI 7 N a 150 °C durante 2 h bajo N2 y se neutralizaron con KOH 6
N. Los aminoacidos libres disueltos (DFAA) se midieron sin hidrolisis quimica. Las proteinas
disueltas o los aminoacidos combinados disueltos (DCAA) resultaron de la diferencia entre
THAA 'y DFAA.

Utilizamos el indice de degradacion de Dauwe (DI; Dauwe y Middelburg, 1998) calculado
en base a la distribucion relativa de los AA individuales de DCAA, adaptado para DOM (como
se informa en Peter et al., 2012; Davis et al., 2009; Kaiser y Benner, 2009; Gonzélez et al.,
2019) como indicador del estado de degradacién de DOM. EI DI original se calculo a partir del

analisis de componentes principales (PCA) aplicado a sedimentos alterados diagenéticamente,
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donde DI = X ((mol % de aminoacidos — mol % de aminoacidos promedio)/desviacion estandar

mol %) * puntuacion de aminoacidos en el PCA).

2.6 Clorofila-a

La concentracion de clorofila-a se determind mediante el método fluorométrico segin Holm-
Hansen et al. (1965), a partir de los extractos de 0,3 L de agua de mar filtrada a traves de GF/F
(Whatman, 25mm, 0,7-um). La extraccion se realizo con acetona al 90% vy la fluorescencia se

midié con un fluorometro Trilogy (Turner Designs).

2.7 Abundancia Celular

Las muestras para la determinacion de la abundancia de bacterioplancton, cianobacterias y
picoeucariotas se tomaron por duplicado (1350 pL en crioviales estériles), se fijaron con 150 uL
de glutaraldehido al 1 % y se almacenaron a -80 °C antes del analisis de laboratorio. Las
muestras se analizaron por citometria de flujo (InFlux, Becton Dickinson) segin Marie et al.
(1999) y Thompson y Van de Engh (2016).

2.8 Adenosin trifosfato (ATP)

La concentracién de ATP se utiliza como indicador de biomasa viva en estudios ecol6gicos
de microorganismos acuaticos (Karl, 1993). La fraccién de ATP requerida (<1 um y Total) se
retuvo mediante un filtro Whatman GF/F. Se filtr6 1 L de agua de mar y se almacend en
nitrogeno liquido hasta su analisis en el laboratorio. EI ATP se cuantificd mediante un ensayo
de bioluminiscencia (Holm-Hansen y Booth, 1966; Bulleid, 1978; Karl, 1993) utilizando un
lumindémetro (GloMax, Promega).

Dado que el ATP se usa como un indicador de la biomasa del microplancton, medimos las
concentraciones de ATP fraccionadas por 1 y 100 um, y usamos el término “actividad
especifica” como unidades de “actividad/unidades de ATP” (Gonzalez y Quifiones, 2009), para

MDH, AEE vy respiracion aerdbica.
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2.9 Actividad enziméatica intracelular

Se analiz6 las actividades de las siguientes enzimas: piruvato oxidorreductasas (lactato
deshidrogenasa, LDH; octopina deshidrogenasa, OPDH; alanopina deshidrogenasa, ALPDH y
estrombina  deshidrogenasa; STRDH), etanol deshidrogenasa (EtOHDH), malato
deshidrogenasa (MDH) vy citrato sintasa (CS) para el muestreo de transectas. En el caso del
experimento de microcosmos solo se midié la actividad de MDH.

La maxima actividad de las piruvato oxidorreductasas (MPOR), corresponde a la suma de
todas las piruvato oxidorredectasas, incluyendo EtOHDH. La actividad enzimatica se midid
siguiendo la version descrita por Gonzalez y Quifiones (2009), en base a la metodologia
propuesta por Schiedek (1997), Childress y Romero (1979) y Vetter et al. (1994).

2.10 Tasas de respiracién aerobica

La concentracion de oxigeno se determind con un medidor de oxigeno de fibra Optica
(FIBOX 3, PreSens) con sensores Optode, en botellas de DBO de 12 mL, incubadas en oscuridad
con temperatura controlada. Las tasas de respiracion se calcularon mediante la pendiente de la
concentracion de oxigeno medida cada 2 a 4 h durante un periodo de 24 h segun lo descrito en
Fuentes et al. (2015), Garcés et al. (2020) y Gonzalez et al., (submitted).

2.11 Actividad Enzimatica Extracelular (EEA)

La EEA se determind siguiendo la metodologia de Pantoja et al. (2011) y Gutiérrez et al.
(2011), adaptada a microplacas (placas de 96 pocillos). Alicuotas de 200 pL de agua de mar en
triplicado se incubaron en oscuridad con I-leucina-4-metilcumarinil-7-amida (MCA-Leu), 4-
metilumbeliferil-b-D-glucésido (MUF-GIu) y 4-metilumbeliferil-oleato (MUF- Ole) a 100 uM
(Hoppe, 1983). Los controles se corrieron con muestras de agua de mar previamente hervidas
durante 10 min. Se midi6 la fluorescencia cada 1 h durante 6 h, usando un lector de microplacas
multimodo Synergy™ 2 (Biotek; excitacion 365 nm, emision 455 nm) (Hoppe, 1983). Se
construyeron | curvas de calibracion midiendo la fluorescencia en agua de mar con los productos
de hidrolisis MCA y MUF en concentraciones que oscilan entre 0,1 y 2 pM. Las tasas se

calcularon segun lo descrito por Pantoja y Lee (1994).
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2.12 Analisis estadistico

Los supuestos de normalidad fueron corroborados utilizando la prueba Kolmogorov-
Smirnov para todas las variables medidas en el estudio de transectas y para el experimento de
microcosmo. Las variables sin distribucion normal fueron transformadas estadisticamente
(Tabla S7).

Para comparar los resultados entre estaciones de ambas transectas se realiz6 analisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido de una comparacion maltiple utilizando la prueba Tukey
como analisis a posteriori. La comparacion entre estaciones de las variables enzimas
intracelulares y aminoécidos en las transectas, fueron realizadas con una prueba no paramétrica
(Mann Whitney). Complementariamente se realiz6 un andlisis de componentes principales
(PCoA) de las distancias Euclidianas para visualizar patrones de las variables estimadas en las
transectas.

Para evaluar las diferencias entre tratamientos durante el experimento de microcosmo se
aplicé un ANOVA de dos vias, luego se realiz6 una comparacion multiple utilizando la prueba
Tukey como analisis a posteriori. Para la concentracion de DFAA, proteinas disueltas e indice
Dauwe se llevo a cabo un ANOVA de 1 via y la prueba Tukey como analisis a posteriori.
Complementariamente se realizd un analisis de componentes principales (PCoA) de las
distancias Euclidianas para visualizar patrones de las variables estimadas en el experimento de
microcosmos.

Las significancias estadisticas corresponden a un valor p< 0,05 en las pruebas estadisticas

ANOVA, pos hoc Tukey y Mann-Witney, presentadas en las tablas S2, S3, S4 y S5.
Para visualizar cambios en la composicion de aminoacidos de DFAA y proteinas disueltas, en
las transectas (asociados a las estaciones y profundidad) y en el experimento de microcosmos
(asociado a los tratamientos y tiempo), se calculd la matriz de similitud de Bray-Curtis utilizando
los datos estandarizados y transformados a raiz cuadrada. Se realizd un analisis de coordenadas
principales (PCoA) con vectores de conexiones de Pearson superpuestos para visualizar estos
cambios. Para determinar los aminoédcidos con mayor contribucion a la disimilitud asociada
(entre estaciones 0 entre tratamientos, segun corresponda), se realiz6 un analisis SIMPER
utilizando el software PRIMER.
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3. Resultados

3.1 Condiciones oceanograficas durante muestreo de transectas en Canal Caucahué.

Las condiciones hidrograficas del canal Caucahué durante el muestreo de transectas se
muestran en las Figs. 2 y S1. La temperatura y salinidad incrementa desde los 10,5 °C y 32,7 en
superficie a>11°C y 32,9 a 60m, respectivamente, en ambas transectas. Las concentraciones de
amonio aumentan significativamente (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05) desde <0,05 uM en
la superficie de ambas estaciones control a >0,55 y >0,15uM en las cercanias de las balsas jaulas
y cuelgas de mitilidos respectivamente (i.e. estacion S3 y M3, Fig. 2a y b). Un patron similar se
observa para las concentraciones de nitrito, donde las estaciones cercanas a los centros de
cultivos muestran valores significativamente mayores (>0,4 uM; ANOVA y Prueba Tukey; p <
0,05) a las estaciones control (<0,2 uM, Fig. 2c y d). En contraste, se observaron menores
concentraciones de NOs (<15 uM) y PO4> (<1,7 uM) asociadas a la superficie de las estaciones
cercanas a los centros de cultivo en ambas transectas en comparacion a las estaciones control
(NOs >17 y POs* >1,7 uM; Fig. 2e, f, g y h). Estas diferencias solo fueron significativas para
nitrato en la Transecta Salmonidos (TS) (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). La razén N/P
muestra valores <10 a lo largo de ambas transectas (Tabla 1), en particular en TS se observa un
ligero gradiente, disminuyendo esta razon desde la estacién Cs (9,6) hacia la estacién S3 en
superficie (9,1) y hacia el fondo (8,3).

3.1.2 Clorofila, abundancia picoplancténica y DOM.

Ambas transectas se caracterizaron por valores de clorofila-a <0,7 png LY. TS muestra un
gradiente con las mayores concentraciones (>0,6 ug L) asociadas a la superficie (sobre 10m)
en las cercanias del cultivo (estacion S3 y S2), mostrando diferencias significativas respecto a
la estacion Cs (0,2 ug Lt; Fig. 3a; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). En la Transecta Mitilidos
(TM) la mayor concentracion de clorofila-a se observé en M1 (0,65 pg L) a 2m de profundidad,
diferenciandose significativamente de la estacion Cm (Fig. 3b; ANOVA y Prueba Tukey; p <
0,05).
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La contribucion de picopfitoplancton (Synechococcus sp. y Picoeucariontes) vy
bacterioplancton es consistente con la distribucion de clorofila en ambas transectas (Tabla 1),
mostrando un gradiente en TS, con concentraciones significativamente mayores en las cercanias
del cultivo de salmones (>3,5, >12,5, >600 x10° cel. mL™, respectivamente) respecto a Cs
(ANOVA vy Prueba Tukey; p < 0,05). En TM, la mayor concentracion de células se presenta
principalmente en la estacion M1, seguidas de M2 y M3 (Tabla 1), diferenciandose de la estacion
Cm (ANOVA 'y Prueba Tukey; p < 0,05).

La distribucion de nitrogeno y fosforo organico disuelto (DON y DOP) se condice con la
distribucion de clorofila y picoplancton a lo largo de TS (Fig. 3e y @), con las mayores
concentraciones (>6 y >0,5 UM, respectivamente) observadas en las cercanias de las balsas
jaulas de cultivo del salmon. La disminucion de DON y DOP en el fondo coincide con el
maximo de NHs" en S3 a 40m (Fig. 2a 'y 3e). En TM el DON y DOP presentan gradientes
similares a los de TS, con mayores concentraciones en las estaciones cercanas a los cultivos de
mitilidos (M3 y M2), y una disminucion en superficie de M1 (Fig. 3f y h), con diferencias
marginalmente significativas (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,06). En contraste, las mayores
concentraciones de DOC (>70 uM)) se observaron en las estaciones control de ambas transectas
(Csy Cm, Fig. 3ay b) con una disminucion significativa (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05)
en las cercanias de los dos tipos de cultivos (S3, S2, M3y M2, <70 uM).

3.1.3 Caracteristicas de la materia organica disuelta (DOM)

Las estaciones S3 y S2 en superficie (2-10m) muestran concentraciones de proteinas
disueltas y DFAA notablemente mayores respecto a Cs en TS alcanzando valores de 0,75y 7
UM respectivamente (Fig. 4a 'y S3a), sin embargo, estas diferencias no fueron significativas. El
Cs muestra una acumulacién de proteinas disueltas con valores entre 3y 5 uM (Fig. 4a). EI DI
es congruente con la distribucion de las concentraciones de proteinas disueltas, mostrando
valores significativamente altos (D1=6-9; Mann-Whitney Test; p < 0,05) cerca de los cultivos
de salmonidos, particularmente en la superficie de S2 y S3 siendo hasta 3 veces mayor que la
estacion Cs (Fig. 4c). De igual manera, la contribucion de los aminoacidos libres y proteinas

disueltas a la concentracion de DOC (%DOCpraa Yy %DOCbcaa, respectivamente) fue
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notablemente mayor en superficie en S2 y S3 (3-5 %DOCpraa ¥ 40-45 %DOCpcana) Sin
diferencias significativas (Fig. 4e y S3c).

En contraste, la estacion Cm en el TM muestra valores significativamente mayores de DFAA
especialmente a 10m de profundidad (0,65 uM; Fig. S3d; Mann-Whitney Test; p < 0,05). Las
proteinas disueltas presentan concentraciones similares a lo largo de la transecta sobre los 10 m
de profundidad, pero con una alta concentracion en Cm a 50m (11 uM, Fig. 4b). EI DI también
presentO valores significativamente mayores en Cm ¢11; Mann-Whitney Test; p < 0,05); sin
embargo, en las cercanias del cultivo de mitilidos también se observaron valores notablemente
altos, en particular del DI a 10 y 50m (6 y 8,5 respectivamente, Fig. 4d). Esto es concordante
con los %DOCpraa Y %DOCpraa en dicha transecta (Figs. 4f y S3d).

La composicion aminoacidica relativa de DFAA y proteinas disueltas vario entre estaciones,
especialmente entre el sitio control y las estaciones cercanas a los cultivos de salmones y
mitilidos (S3 y M3, respectivamente; Fig. S5a y b). El analisis SIMPER mostrd que la
disimilitud varia un 21,8 y 35,7% para S3 y M3 respectivamente al compararlo con el control
(Cs 'y Cm; Tabla S6), con una contribucion individual sobre el 4% de cada AA, 3 a4 de los 14
aminoacidos analizados acumulan sobre el 50% de esta disimilitud. Complementariamente se
realiz6 un PCoA con la concentracion de AA de proteinas disueltas y DFAA. Las proteinas
disueltas indican que las estaciones S3 y S2 se caracterizan principalmente por la contribucion
de Thr (r=0,9), Met (r = 0,4) y Glu (r = 0,2), mientras el Cs principalmente por Asp (r = -0,8),
His (r=-0,8) y Arg (r =-0,9), correlacionados con el PCoAl (Fig. S4a). Por el contrario, la TM
muestra que la estacion Cm se caracteriza por la mayor contribucion de Thr (r = -0,9), Met (r =
-0,8) y Ala (r =-0,7), correlacionados con el PCoALl (Fig. S4b).

Los DFAA en ambas transectas mantienen la tendencia de las proteinas disueltas,
caracterizando la estacion S3 2m y Cm por la contribucion de Thr (r = 0,99 y r = -0,99,

respectivamente), correlacionado con PCoAl (Fig. S4cy d).

3.1.4 Biomasa y actividad enzimatica potencial intracelular
Las mayores concentraciones de biomasa microbiana (ATP <100um) en TS se observa en el
fondo de S1 (50m)y hacia S2y S3 (~0,02 ug ATP L™; Fig. S2a) diferenciandose de Cs (ANOVA
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y Prueba Tukey; p < 0,05). En cambio, en TM la biomasa se concentra en superficie y 10m en
las cercanias de los cultivos de mitilidos (M3), con diferencias marginalmente significativas
(Fig. S2b; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,06).

Diferencias significativas (Mann-Whitney Test; p < 0,05) se observaron en la estacion S3
respecto a Cs asociadas la actividad especifica MDH en TS de la zona de estudio. La mayor
actividad se observd a 10m en la estacion S3 (1,75 pmol NADH min™ pg ATP?) disminuyendo
hacia el fondo y hacia la boca del canal (Fig. S2c). La mayor actividad de MPOR (~0,1 pmol
NADH min pg ATP) se observé entre 10 y 50 m de profundidad en las cercanias de las balsas
jaulas (S3y S2) y en la estacion Cs (Fig. S2e). Por otra parte, la actividad de la CS fue mayor
(>0,75 pmol NTB-CoA min* pg ATP?) en la capa superficial (sobre 10m) dentro del canal,
extendiéndose a los 50m de profundidad en la estacién Cs (Fig. S2g).

En TM, se observé una mayor actividad especifica de la MDH asociada a 2 y 10 m de
profundidad en toda la transecta, especialmente en M1 llegando a 2 pmol NADH min™ pg ATP-
! (Fig. S2d), mientras que la MPOR tuvo mayor actividad (0,55 pmol NADH min pg ATP?)
asociado al fondo de la zona de cultivo de mitilidos (M3; 50m; Fig. S2f). Similarmente a MDH,
la actividad de la CS se asocid principalmente a la superficie de toda la transecta (sobre 10m),
en particular en M2 y Cm (>0,5 pmol NTB-CoA min™ pg ATP; Fig. S2h).

3.1.5 Anélisis multivariado

El analisis multivariado PCoA muestra una distribucion en relacion con las estaciones y a la
profundidad de muestreo, donde los dos ejes principales explican mas del 57% en ambas
transectas (Fig. 5a y b). En TS se observa un grupo correspondiente a Cs y S1 relacionadas con
la concentracién de DOC, correlacionada positivamente (r=0,6) con el PCoAl. Mientras que las
muestras de las estaciones S2 y S3, cercanas al centro de cultivo de salmones, muestran una
mayor distancia en el PCoA, relacionandose con la concentracién de DON (r=-0,3) y DOP (r=-
0,5), la abundancia picoplanctonica (bacterias, r=-0,7; Synechococcus, r=-0,7; picoeucariontes,
r=-0,9), clorofila (r=-0,9) y las caracteristicas de la DOM (proteinas disueltas, r=-0,7;
%DOCtHAA, =-0,7; DI, r=-0,6; DFAA, r=-0,7; %DOCpraa, r=-0,7) las cuales fueron

negativamente correlacionadas con el PC1, diferenciandose del sitio control. Cabe destacar que
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la estacion S3 (2m), se relaciona notablemente con la concentracion de amonio, DI,
concentracion de aminodcidos y su contribucién al DOC (Fig. 5a). Por otra parte, en la TM se
observa que las muestras de 10 y 50 m de la estacion Cm se relacionan notablemente con la
caracteristicas de la DOM (proteinas disueltas, r=0,5; %DOCtHaa, r=0,3; DI, r=0,4; DFAA,
r=0,4; %DOCpraa, r=0,4) que se correlacionaron positivamente con PCoAl, mientras que las
muestras superficiales (2 y 10m) de las estaciones mas cercanas al centro de cultivo (M2 y M3)
se relacionaron principalmente con el DON (r=-0,8), DOP (r=-0,7), amonio (r=-0,6), NO2 (r=-

0,8), las cuales se correlacionan negativamente con el PCoA1l (Fig. 5b).

3.2 Experimento de microcosmos enriquecido con materia organica disuelta derivada de

la salmonicultura.

3.2.1 Concentracion de materia organica disuelta y nutrientes durante el experimento.
Los cambios de concentraciones de DOM y nutrientes inorganicos se muestran en la Tabla
2. En las incubaciones de microcosmos las concentraciones de DOC y DON fueron
significativamente mayores en los tratamientos respecto al control (ANOVA y prueba Tukey; p
< 0,05), excepto por N-DOM, donde P y F-DOM alcanzaron sobre un 160 y 350% en
comparacion al control respectivamente. Mientras que para el DOP solo P-DOM fue
significativamente mayor durante todo el experimento con un 400% sobre el control (Tabla 2;
ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). Durante el experimento, la concentraciéon de DOC se
mantuvo estable en el Control y N-DOM, con una ligera acumulacion de 7% y 4%
respectivamente, entre el inicio y final del experimento. En P-DOM se acumulé ligeramente en
un 7% hasta las 24h, para caer drasticamente en un 54% desde las 48h hasta el final del
experimento (Tabla 2). En cambio, en F-DOM y M-DOM disminuyen en el tiempo de manera
constante en un 29 y 45% respectivamente al final del experimento (Tabla 2). El DON, se
comporta de manera similar al DOC, con una ligera acumulacién del 6% en el Control, sin
embargo, el N-DOM disminuye en un 26% a las 72h. En P, F y M-DOM el DON disminuye de

forma constante en el tiempo, con una diferencia >40% entre 0y 72h (Tabla 2). La concentracion
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de DOP en todos los tratamientos aumenta sobre el 60% a las 72h, excepto en N-DOM (Tabla
2).

La concentracion de amonio fue significativamente mayor (ANOVA y Prueba Tukey; p <
0,05) en todos los tratamientos (excepto para N-DOM), donde P y F-DOM alcanzaron valores
sobre el 25000% en comparacion al control a las 72h (Tabla 2). Las concentraciones de nitrato
y nitrito no mostraron cambios significativos entre los tratamientos y el control (ANOVA y
Prueba Tukey; p > 0,05), sin embargo, se observaron menores concentraciones de nitrato en
todos los tratamientos, especialmente en Py F-DOM a las 24h (-29 y -35% respectivamente) en
comparacion al control (Tabla 2). Por el contrario, se observé un incremento de hasta un 80%
en las concentraciones de nitrito, especialmente en F-DOM seguido por M-DOM, mientras P-
DOM se mantuvo cercano a los valores del control (Tabla 2). Por su parte, la concentracion de
fosfato fue mas alta en los tratamientos respecto al control, pero solo se encontraron diferencias
significativas en P-DOM (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05) el cual mostré entre un 246% y
un 67% sobre el control (Tabla 2).

En el tiempo, la concentracion de amonio fue variable segun el tratamiento, donde el control
y N-DOM muestran una acumulacion de amonio del 100% hasta las 24 y 48h respectivamente,
para luego decaer en un -15y -80% al final del experimento. En contraste, P-DOM, F-DOM y
M-DOM incrementan en un 65, 103 y 20% respectivamente, entre las Oh y 72h (Tabla 2). El
nitrato disminuy6 >20% en todos los tratamientos incluido el control, en cambio el nitrito
aumento >40% en la mayoria de los tratamientos, entre el inicio y fin del experimento (Tabla
2). El fosfato disminuyd en el tiempo en un 18%, 60%, 35% y 55% en el Control, P, F y M-
DOM respectivamente, sin embargo, N-DOM aumenté en un 100% al final del experimento
(Tabla 2).

3.2.2 Biomasa y abundancia bacterioplanctonica en respuesta a la adicibn de DOM
derivada de la salmonicultura.

La concentracion de ATP Total fue significativamente mayor en todos los tratamientos
(ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05), especialmente en M, seguido de F, P y N-DOM hasta las
24h (6-15%, 4-10%, 2-8% y 1-2% sobre el control, respectivamente), sin embargo, P-DOM
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aumenta notablemente en un 164 y 243% a las 48 y 72h respectivamente (Fig. S6a).
Similarmente, la biomasa F<1 aument6 en todos los tratamientos durante el experimento, con
una mayor respuesta en F y N-DOM hasta las 24h (81 y 95% sobre el control, respectivamente),
luego a las 48 y 72h, P-DOM aumenta fuertemente en un 240 y 419% respecto al control (Fig.
S6éb).

En el tiempo, para ambas fracciones la biomasa de todos los tratamientos y control aumento
de Oh a 72h, excepto en el control de F<1, donde se observo una disminucion de ATP del 14%
(S6ay b).

La abundancia microbiana en los tratamientos incrementé significativamente desde las 12h
en Fy M-DOM (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05), superando al control sobre el 700% a las
48h. Sin embargo, en P-DOM, se observd un aumento significativo solo desde las 48h,
alcanzando un 2000% de cambio relativo al control (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05; Fig.
S6c).

La AB aument6 notablemente en el tiempo, sobre 1000% en P, F y M-DOM, mientras el
control y N-DOM alcanzaron un 300 y 600% de aumento respectivamente, al final del

experimento (Fig. S6c¢).

3.2.3 Actividad especifica de la enzima intracelular Malato deshidrogenasa (MDH) en
respuesta a la adicion de DOM derivada de la salmonicultura.

En la fraccion FTotal, la adicién de F y M-DOM incrementaron rapida (desde las Oh) y
significativamente (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05) la actividad especifica de MDH,
alcanzando las méaximas diferencias a las 12h para ambos tratamientos (>1000%). En cambio,
la adicién de P-DOM, si bien aumento la actividad de MDH, esta solo fue significativa desde
las 24h (500%; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05; Fig. 6a). La respuesta de MDH en F<1 fue
similar, pero de mayor magnitud que la observada en FTotal. La adicién de F y M-DOM
incrementaron rapida y significativamente la actividad MDH desde las Oh, con méaximas sobre
2000% respecto al control a las 24h, en cambio P-DOM tuvo un menor impacto, con maximos
de 400% y 296% a las 0 y 24h respectivamente. La adicion de N-DOM en ambas fracciones se

mantuvo en valores cercanos al control (Fig. 6b).
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En el tiempo, la actividad especifica de la MDH Total y <1 aumentd sobre 200% para todos

los tratamientos y el control, entre el inicio (Oh) y el final del experimento (72h).

3.2.4 Tasas de respiracion especifica en respuesta a la adicion de DOM derivada de la
salmonicultura.

Todas las incubaciones comenzaron en condiciones Oxicas, con concentraciones sobre 300
umol O, L (6,7 mL O, L1). El consumo de oxigeno en el control de ambas fracciones aumento
en el tiempo en un 10% y 5% para la fraccion Total y >1 respectivamente, sin embargo, en
ambos casos la tasa de respiracion disminuy6 hasta las 12h, con una recuperacion hacia el final
del experimento.

La adicion de F y M-DOM produjo un aumento rapido (200%, Oh) y significativo de la
respiracion en FTotal, manteniéndose hasta las 24h (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05; Fig.
6¢). Mientras que con la adicién de P-DOM la respiracion fue notablemente mayor (1000%) a
las 12 y 24h. Posterior a las 24h todos los tratamientos se mantienen en valores cercanos al
control (Fig. 6c¢).

La respiracion especifica en la fraccion <1 fue variable entre tratamientos en el tiempo. La
adicion de N y M-DOM aumento la respiracion rapidamente al inicio del experimento (20 y
12% respectivamente), pero desde las 6 hasta las 12h P, F y M DOM aumentan
significativamente sobre el 100%. Posteriormente los tratamientos presentan tasas menores al
control, hasta el final del experimento, siendo significativo para P-DOM (ANOVA y Prueba
Tukey; p < 0,05; Fig. 6d).

3.2.5 Tasas de Actividad Enzimatica Extracelular (EEA) especifica en respuesta a la
adicion de DOM derivada de la salmonicultura
Se detecté EEA para los tres sustratos utilizados en este estudio, en ambas fracciones de

tamario durante toda la incubacién de microcosmos.
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3.2.5.1 Actividad especifica de Leucina-aminopeptidasa (LAP).

Laadicion de Fy M- DOM incremento rapida (desde las Oh) y significativamente la actividad
de LAP en la FTotal respecto al control, a P-DOM y a N-DOM durante todo el experimento,
con maximos sobre 13000% en F-DOM y 4000% en M-DOM respecto al control (Fig. 7a;
ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). En P y N-DOM la actividad de LAP se mantiene cercana
al control hasta las 12h, ambas con un significativo aumento a las 48h (1300 y 3000% respecto
al control). Similarmente, en la fraccion <1, F y M-DOM producen los mayores y significativos
(ANOVA 'y Prueba Tukey; p < 0,05) incrementos de LAP, con un aumento promedio de 6000%
y 2600% sobre el control (Fig. 7b). Mientras que P y N-DOM permanecen cercanos al Control,
excepto a las 48h, donde se observa un incremento cercano al 1000% respecto al control (Fig.
7h).

La actividad especifica de LAP de ambas fracciones fue variable en el tiempo, la cual
aumentd para la fraccion Total en el Control, P-DOM y N-DOM (167,465 y 132%
respectivamente) en relacion al valor inicial, mientras que en F y M-DOM disminuyé en un -21
y -10 % respectivamente (Fig. 7a). La actividad de LAP de la fraccion <1 decrece en el tiempo,
tanto en el Control como en F y N-DOM, disminuyendo en un -60, -10 y -70%, respectivamente.
En cambio, en P y particularmente en M-DOM, la actividad de LAP incrementé al final del
experimento (17 y 1300% respectivamente; Fig. 7b).

3.2.5.2 Actividad enzimatica especifica de p-glucosidasa (GLU).

En la fraccion FTotal, la adicion de DOM de todos los tratamientos aumenta paulatina y
ligeramente la actividad de GLU hasta las 12h, con un notorio cambio desde las 24h (Fig. 7c).
Sin embargo, la actividad de GLU en F-DOM es significativamente mayor al control durante
todo el experimento, especialmente 48h (1000%; Fig. 7c; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05).
P-DOM y M-DOM estimulan la actividad de GLU significativamente desde las 24h en adelante,
pero en menor proporcion que F-DOM, excepto a las 24 y 48h respectivamente (Fig. 7c;
ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). En la fraccion >1 se observd un comportamiento altamente

variable de la actividad GLU en los distintos tratamientos, sin embargo, F y M-DOM en general
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muestran un cambio positivo, significativo a las 48h (>200%; Fig. 7d, ANOVA 'y Prueba Tukey;
p <0,05).

La actividad especifica de GLU aumentd en el tiempo para ambas fracciones y en todos los
tratamientos, incluido el control (Fig. 7c y d), donde los incrementos mas destacados se

observaron en P, Fy M-DOM al final del experimento (>400%).

3.2.5.3 Actividad especifica de la Lipasa (LIP).

La adicion de DOM en la fraccion FTotal mostro un estimulo de la actividad de LIP en todos
los tratamientos, excepto N-DOM el cual fue menor que el control hasta las 24h. (Fig. 7e). Un
incremento réapido y significativo se observo en F-DOM (desde las 0h) en la actividad de LIP
(Fig. 7e, ANOVA vy Prueba Tukey; p < 0,05), con maximos a las 12h sobre 4000%;
adicionalmente, fue significativamente mayor que P-DOM, excepto a las 48h. La adicién de P-
DOM también gener6 un aumento significativo en la actividad de LIP desde el inicio del
experimento, pero en menor proporcién que Fy M-DOM (excepto a las 48h), con méximo sobre
2000%. La M-DOM fue el tratamiento con mayor estimulo sobre la actividad de LIP, pero solo
desde las 12h en adelante, con maximos de 12000% a las 24h (Fig. 7e). En la fraccion <1 se
observo un comportamiento similar a FTotal. Donde todos los tratamientos generaron un
aumento de la actividad de LIP, excepto N-DOM, el cual se mantuvo cerca de los valores del
control. F-DOM generd un respuesta rapida y significativa desde las Oh hasta el final del
experimento, con valores maximos a las 72h, pero con el mayor cambio respecto al control a las
6h (>500%). De igual forma, F-DOM fue significativamente mayor que P-DOM en todo el
experimento. P-DOM en general mostr6 un estimulo positivo de la actividad de LIP, en menor
proporcion que Fy M-DOM, siendo significativo desde las 12h (>100%). Por su parte M-DOM
genero los mayores cambios respecto al control (>800%), pero solo fue significativo después de
las 12h (Fig. 7f; ANOVA vy prueba Tukey; p < 0,05).

La actividad especifica de LIP aumentd en el tiempo para ambas fracciones y en todos los
tratamientos, incluido el control (>500%, Fig. 7e y f).
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3.2.6 Caracteristicas de la DOM derivada de la salmonicultura durante experimento de
microcosmo.

Durante el experimento de microcosmo, todas las concentraciones de DFAA fueron mayores
en los tratamientos respecto al control, con diferencias significativas para P, F y M-DOM (Figs.
8a y S7a; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). No obstante, las diferencias entre estos
tratamientos no fueron significativas. El control mostré concentraciones entre 58,3 nM y 164
nM de DFAA. Se observd un 10000% mas concentracion de DFAA en F-DOM, seguido por P
y M-DOM (7600 y 5400% respectivamente) al inicio del experimento (Oh), mientras N-DOM
mostr6 un 100% maés (Fig. 8a). Durante el experimento, la concentracion de DFAA se mantuvo
relativamente estable en el Control y N-DOM, con valores promedio de 92 y 235 nM
respectivamente. Sin embargo, se observd una acumulacion entre el inicio y final del
experimento de 181% en el Control y de 1,5% en N-DOM (Fig. 8a). Por otra parte, la
concentracion de DFAA en P-DOM se mantuvo relativamente estable hasta las 24h con valores
entre 4000 y 5000 nM, disminuyendo drasticamente en un -83% desde las 48h hasta el final del
experimento (Fig. 8a). En cambio, F-DOM y M-DOM, que comenzaron con concentraciones de
6000 y 3000 nM respectivamente, disminuyeron en el tiempo de manera rapida y constante en
un -94 y -91% respectivamente al final del experimento (Fig. 8), quedando en concentraciones
menores a Py N-DOM.

La concentracion promedio de proteinas disueltas (DCAA) fueron mayores en casi todos los
tratamientos en comparacion al control (3,9 a 7,9 uM), con diferencias significativas solo para
P-DOM (Figs. 8b y S7b; ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). La mayor diferencia se observé
en P-DOM, seguido de F y M-DOM, con 600, 500 y 150% sobre el control, respectivamente a
las Oh (Fig. 8b). Durante el experimento, el control se mantuvo relativamente estable, con una
ligera acumulacion del 7,7% al final del experimento. Por su parte P-DOM, con valores iniciales
de 28,9 UM muestra una disminucion paulatina en el tiempo del -27%, sin embargo, F-DOM
que comienza con 23,8 UM disminuye la concentracion de proteinas drasticamente a las 6h,
Ilegando a valores bajo el control (-54%) entre 12 y 48h, y a una diferencia de -66% entre inicio

y final de la incubacion. M-DOM y N-DOM muestran una disminucion mas lenta y constante
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desde las 6h sobre -50%, donde N-DOM también muestra valores bajo el control desde las 12h
(-67%; Fig. 8b).

El indice de Degradacion Dauwe (DI) promedio durante el experimento fue mayor en los
tratamientos con adicién de F-DOM (DI= 7,4) y N-DOM (DI=7,5), seguido por M-DOM
(DI=6,7) (Fig. S7c). P-DOM mostré el menor valor DI (4,9), el cual fue mas bajo que el Control
(DI=5,7). Las diferencias entre los tratamientos y el control no fueron significativas (ANOVA
y Prueba Tukey; p > 0,05), sin embargo, el DI de F y N-DOM fueron significativamente mayores
que el de P-DOM (ANOVA y Prueba Tukey; p < 0,05). La DOM del control y los tratamientos
aumentaron el valor DI entre 0 y 72h, excepto F-DOM (Fig. 8c). Durante el experimento, el DI
de la DOM del control se mantuvo relativamente estable, con un ligero aumento del 10%, al
final del experimento. P-DOM mostro el mayor aumento llegando al 70% sobre el valor inicial.
Mientras que en el caso de F-DOM se observé una disminucién del valor DI desde las 24h a

72h llegando a un -47% y a un -9,7% desde el valor inicial (Fig. 8c).

3.2.7 Composicién aminoacidica de proteinas disueltas y DFAA durante la incubacion.
La composicion relativa de DFAA fue variable entre tratamientos y en el tiempo (Fig. S9a).
El analisis SIMPER mostré que la disimilitud varia entre 16,8 a 37,7% para N-DOM y M-DOM,
respectivamente, al compararlo con el control (Tabla S4). Los 14 aminoacidos analizados
mostraron una contribucion individual a la disimilitud sobre el 4%, y entre 4 a 6 de los 14
aminoéacidos acumulan sobre el 50% de esta disimilitud (Tabla S4). El analisis de PCoA muestra
que ambos ejes principales explican en un 75% la variabilidad, observandose una agrupacion
por tratamiento y tiempo. El grupo consistente en las muestras de Control y N-DOM se explican
principalmente por la Asp (r=0,6) y Glu (R = 0,4) correlacionadas con PCol, asi como por Thr
(r =-0,7) correlacionado con PCo2. El grupo F-DOM se explica por Val (r =-0,7), lle (r =-0,7)
y Leu (r =-0,8) hasta las 12h, mientras His (r = 0,6) explica los ultimos tiempos, correlacionado
con PCol. Los grupos P y M-DOM se explican principalmente por Met (r = 0,2), mientras que
Gly (r=-0,7) y Arg (r =-0,4) contribuyen de 0 a 24h, correlacionados con el PCol (Fig. S9b)
Al analizar la composicion aminoacidica de las proteinas disueltas (DCAA), podemos

observar variabilidad entre tratamientos y tiempos experimentales (Fig. S8a). El analisis
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SIMPER mostré una disimilitud entre 15,3 a 21,4 correspondientes a M-DOM y N-DOM
respectivamente, donde 4 de los 14 amino&cidos analizados acumulan sobre el 50% de la
disimilitud (Tabla S4). EI PCoA muestra que ambos ejes principales explican 75% de la
variabilidad y nos permite visualizar una agrupacion por tratamiento, con el control
notablemente definido (Fig. S8b). Este grupo control se explicd principalmente por Asp, Argy
Met (r = 0,8; 0,4; 0,5; respectivamente), mientras que los tratamientos se explican mayormente
por Glu (r = 0,7) correlacionados positivamente con el PCoAl, y Thr (r =-0,9) y Ser (r =-0,9)
correlacionadas negativamente con PCoA1l (Fig. S8a y b). Esto coincide con el analisis in-situ

(transecta sector salmonicultura).

3.2.8 Analisis multivariado del experimento de microcosmo.

Complementariamente se llevdé a cabo un analisis de coordenadas principales con la
combinacién de parametros biogeoquimicos y actividad microbiana de todo el experimento. El
PCoA explica en un 59,5% de la variabilidad en el experimento, revelando agrupaciones en
relacién con los tratamientos y secundariamente al tiempo de incubacién (Fig. 9). Se puede
observar un grupo bien definido correspondiente a P-DOM entre 0 y 24h, mientras que los
ultimos dos tiempos de este tratamiento se separan. Esta agrupacion se basa principalmente en
las variables Fosfato (r = 0,7), proteinas disueltas (r = 0,7), DFAA (r = 0,6), DOC (r = 0,6),
DON (r = 0,6) y DOP (r = 0,5), correlacionadas positivamente con el PCoAl. Mientras esta
agrupacion también fue explicada por DI, el cual se correlaciona negativamente con el PC1 (r =
-0,5). Por otra parte, podemos observar un grupo correspondiente al Control y N-DOM en todos
los tiempos, y a uno un poco mas disperso a lo largo del PCoA1 correspondiente a F y M-DOM,
los cuales son explicados principalmente por la actividad metabdlica microbiana (MDH, EEA 'y
DI) que se correlacionan negativamente con PCoAl (R = -0,8; -0,4 (LAP), -0,5 (GLU), 0,7
(LIP); -0,5 respectivamente).
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4. Discusion

La acuicultura puede liberar cantidades significativas de DOM rica en C, N y P, asi como
nutrientes inorganicos. Sin embargo, hay informacién limitada respecto a las caracteristicas de
la DOM derivada del cultivo de organismos y su biodisponibilidad, especialmente en el medio
marino y menor conocimiento aun en relacion con su efecto en la actividad metabolica de la
comunidad microbiana de la columna de agua donde se encuentra el cultivo. Nuestro estudio
contribuye a la comprension de estos factores en el ambiente acuatico marino, investigando si
la actividad acuicola produce alguna sefial biogeoquimica en el canal Caucahué. Asi,
comparamos perfiles de las caracteristicas de la DOM, de nutrientes y de variables bioldgicas
(clorofila, abundancia picoplanctonica) a lo largo de dos transectas a diferentes distancias de un
centro de cultivo de salmonidos (TS) y de un cultivo de mitilidos (TM), con una estacion de
referencia (Cs y Cm) para cada transecta.

Para evaluar el efecto de la DOM derivada de la salmonicultura en el metabolismo
microplancténico, se realizd un experimento de microcosmo con adicion de DOM proveniente

de pellets (alimento), fecas, natural y mezcla comparado con un control sin adicion de DOM.

4.1 Sefal biogeoquimica de la acuicultura en el canal Caucahué

Las condiciones hidrograficas durante esta investigacion son consistentes con las reportadas
por Sobarzo et al. (2018) para el canal Caucahué, asociadas a la presencia de Aguas
Subantérticas Modificas (MSAW), con menor temperatura y salinidad en superficie y hacia el
interior del canal (Fig. S1), posiblemente por la influencia de agua dulce de escorrentias y
precipitaciones, pero no llega a alcanzar rangos de salinidad propias de agua estuarina (<31)
(Sievers y Silva 2006).

Varios de los pardmetros estimados en este estudio muestran valores significativamente
mayores en las cercanias de los centros de cultivo tanto de salmones como mitilidos,
especialmente el NH4*, NOy, clorofila, DON, DOP, picoplancton (auto y heterétrofo),
aminoéacidos e indice de degradacion Dauwe, particularmente en la cercania del cultivo de

salmones. Estos resultados sugieren que el cultivo de organismos en el Canal Caucahué puede
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modificar tanto las concentraciones naturales de nutrientes orgéanicos e inorganicos, como la
calidad de la materia orgénica en la columna de agua, lo que influye en la respuesta de la
comunidad microbiana planctonica tanto autoétrofa como heterétrofa. Estas observaciones se
condicen con las altas concentraciones de NH4*, DON y bacterioplancton encontradas en aguas
cerca de cultivos de peces reportadas por Navarro et al. (2008), de NO, por Wu et al. (1994), de
NHs* y PO43 observado por Pitta et al. (1999) y de mitilidos ( NH4*, NOs, NO, y PO4®)
reportado por Nozzoli et al. (2005), pero difieren de lo reportado por Soto y Norambuena (2004)
quienes no encuentran efectos significativos de los cultivos de salmones en la columna de agua
asociadas a estas variables.

Las concentraciones de NH4" de ambas transectas estan en el rango reportado por Fernandez
et al. (2019) para la misma zona de estudio. Las altas concentraciones de NH4*, NO2, y DON,
asociadas a los centros de cultivo estarian dadas por los aportes desde el alimento de peces no
consumido, fecas, excrecion, mucus, asi como también de la mortalidad de los dos tipos de
organismos cultivados. Desde estas fuentes de MO se puede producir amonificacion, procesos
como la amonio y nitrito oxidacion (nitrificacion) y la asimilacion directa de amonio por parte
del fitoplancton y otras comunidades picoplanctonicas (Fernandez et al., 2019; Molina y
Fernandez, 2020). Experimentos de disolucion han demostrado la liberacion inmediata de
amonio tanto desde fecas como de alimento de peces a corto plazo (Fernandez-Jover et al., 2007;
Fernandez et al., 2019), siendo una fuente de amonio para ensambles microbianos que lo utilizan
rapidamente (Fernandez et al., 2019). Las menores concentraciones de NOs y PO en superficie
en las cercanias de los centros de cultivo, coinciden con las mayores concentraciones de clorofila
y abundancia picoplancténica, lo que sugiere la utilizacién de estos compuestos por parte del
fitoplancton. Sin embargo, esto contrasta con lo reportado por Navarro (2008) quienes no
encuentra diferencias significativas en la concentracion de pigmentos fotosintéticos en las
cercanias de los cultivos de salmones, pero si un aumento de la abundancia y biomasa de
microorganismos heterétrofos, lo que coincide con nuestros hallazgos (Tabla 1).

La transecta de mitilidos tuvo mayores concentraciones de clorofila y abundancia
picoplancténica en la estacion M1, asociada a menores temperaturas y salinidad, posiblemente

elacionada con la influencia de agua dulce (Sobarzo et al., 2018). En las cercanias de las cuelgas
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de mitilidos también se observaron mayores concentraciones de bacterioplancton, sugiriendo un
aporte a la actividad heterotrofica respecto a los organismos autdtrofos en este punto, y ademas
considerando la naturaleza de los organismos filtradores consumidores de fitoplancton puede
influir en las menor concentraciones asociadas a la cercania de las cuelgas.

Asimismo, las concentraciones de DON y DOP coinciden con la distribucion de clorofila y
picoplancton en la TS, mientras en TM se concentran en las cercanias de las cuelgas de mitilidos.
Ademas, la disminucion de ambos en el fondo coincide con los maximos de NHa+, lo que
sugiere una alta remineralizacion de MO en las proximidades de los centros de cultivo. Sin
embargo, en ambas transectas, las concentraciones de DOC fueron mayores en los sitios control,
lo que sugiere (i) una posible utilizacion por parte de la comunidad microbiana en las cercanias
de los cultivos (mayor abundancia picoplanctonica y actividad de MDH) y /o (ii) la presencia
de DOM con maés contenido de nitrégeno y fosforo en estas zonas respecto al sitio control. En
ambos casos la concentracion de C, N y DOP se encuentra en los rangos reportados para el mar
interior de Chiloé (Gonzélez et al., 2019 y Gonzélez et al. submitted).

4.1.1 Caracteristicas de la materia organica disuelta en el canal Cauchaué

Las caracteristicas de la DOM fueron abarcadas a través del andlisis de aminoécidos en
ambas transectas, los aminodcidos representan una parte importante cuantitativa y
biolégicamente 1abil de la DOM, por lo tanto, cambios temporales y/o espaciales de este pool
proporciona informacion sobre las modificaciones de las caracteristicas de la DOM (Davis et
al., 2009; Kaiser y Benner, 2012). La concentracion de DFAA, asi como el %DOCpraa
encontrados en Caucahué estan dentro de rangos reportados previamente (0,3-1,7 uM y <1%,
respectivamente) para sitios costeros sin influencia de la acuicultura (Pantoja et al., 2009;
Valdés et al., 2017), sin embargo, en el presente estudio ambas variables (DFAA y %DOCpraa)
aumentan cerca de los sitios de cultivo, pero en menor proporcién para el cultivo de mitilidos
(Fig. S3). La concentracion de proteinas disueltas (Fig. 4) también se encuentra en los rangos
reportados para otras zonas costeras (0,1-10 uM; Coffin, 1989; Pantoja et al., 2011), pero por
sobre las concentraciones y contribucion al DOC (%DOCpcaa) para zonas costeras oligotroficas

como el Mar Mediterraneo (0,2 - 1 uM y 1,4-5,6%, respectivamente; Gonzalez et al., 2019) y
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el Océano Austral (0,1-0,4 UMy 0,9-4,4%, respectivamente; Tremblay, 2015). Al igual que los
DFAA, las mayores concentraciones de proteinas disueltas y su contribucion al DOC se asocio
a los centros de cultivo, exceptuando la estacién Cm. Lo cual refleja que el cultivo de salmén (y
en menor medida el de mitilidos) es un aporte de aminoacidos libres y de proteinas disueltas a
la columna de agua sugiriendo una mayor biodisponibilidad de la DOM en estas areas, desde
que el %DOCpcaa Y %DOCpraa se han utilizado como un indicador (Benner y Kaiser, 2011,
Shenetal., 2016). Sin embargo, en la transecta TM se observé un aumento asociado a la estacién
control (Cm), lo que sugiere un posible mecanismo de acumulacion o preservacién de la DOM
por una menor actividad (0 mas lenta) actividad microbiana (Tremblay et al., 2015), incluso
posiblemente atribuible a algin co-limitante de la actividad heterotrofica (i.e Fe, Obernosterer
et al., 2014). Otra posibilidad es que exista una fuente de DOM fresca en ese sitio que no haya
sido registrada en esta investigacion.

El Indice de Degradacion Dauwe (DI) utiliza la distribucion relativa de los aminoacidos
individuales como indicador quimico del estado de degradacién de la materia organica (Dauwe
y Middelburg, 1998). Durante la degradacion de la materia organica, algunos aminoacidos son
utilizados de forma selectiva disminuyendo el valor de DI (Dauwe et al., 1999) y su aplicacién
se ha extendido al estudio de la degradacion de la DOM en ambientes marinos y dulceacuicolas
(Davis et al., 2009; Kaiser y Benner, 2009; Ylla et al., 2011; Peter et al., 2012; Tremblay et al.,
2015; Gonzalez et al., 2019), evidenciando cambios en la biodisponibilidad de la DOM
(Rochell-Newal et al., 2004).

En ambas transectas realizadas en Caucahué se determin6 que el DI es positivo y congruente
con la distribucion de proteinas disueltas, lo que refleja una DOM fresca diagenéticamente
(Kaiser y Benner, 2009; Peter et al., 2012). Los valores DI fueron significativamente mayores
asociados a los cultivos de salmones y de mitilidos en ambas transectas, pero especialmente en
las cercanias al cultivo de salmones (TS; Fig. 4 ¢), mientras que en TM los valores mayores se
encontraron en el sitio control (Cm). Sin embargo, en la estacion M3, bajo los 10m, el DI
aumenta posiblemente asociado a la DOM liberada de las cuelgas (biodepostacion) de mitilidos.
Esto sugiere que en el canal Caucahué existe una sefial quimicamente diferente indicativa de

DOM mas biodisponible asociadas a ambos tipos de cultivos. Esto es consistente con la
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composicion aminoacidica y el %molar de las transectas, presentando una mayor disimilitud
entre las estaciones cercanas a los cultivos y sitios control, donde la Thr, Met y Glu de las
proteinas disueltas fue notablemente mayor en las cercania de los cultivos en TS, mientras que
Asp, Gluy Arg lo fueron en la estacion M3 en TM, lo cual también concuerda con los grupos
que mejor explican la distribucion de las muestras en el PCoA (Fig. S4). Cabe sefialar que el
alto DI observado en la superficie de S3 'y en la estacion Cm coincidieron en su alto %molar de
Thr, lo cual difiere con lo sefialado por Dauwe y Middelburg (1998) en un estudio de sedimentos
del Mar del Norte, donde el enriquecimiento con Thr se asocid a un estado de la materia organica
mas degradado. Sin embargo, un estudio reciente report a la Thr como uno de los mayores
constituyentes de proteinas disueltas (DCAA) y DFAA sobre la plataforma costera del Atlantico
SO (Garzén-Cardona et al., 2022). Estas diferencias pueden deberse a la matriz estudiada (DOM
de la columna de agua vs POM en sedimentos), a procesos como la utilizaciéon preferencial
durante la degradacion microbiana, la resintesis de proteinas por microorganismos, asi como la
sorcion y desorcion sobre material particulado, los cuales pueden alterar la composicion de
aminoéacidos en sistemas acuéaticos (Hedges y Hare, 1987; Keil et al., 1994; Aufdenkampe et
al., 2001). Tomando esto en consideracion, los resultados sugieren que la presencia de cultivos
de salmones y mitilidos en el canal Caucahué implica la adicién de DOM biodisponible a la
columna de agua, pudiendo influir en la composicién de aminoéacidos tanto libres como de

proteinas disueltas disponibles en el ambiente, a nivel local.

4.1.2 Actividad enzimatica intracelular especifica de la comunidad microplancténica en el
canal Caucahué.

De las enzimas medidas en este estudio, la actividad enzimatica especifica de MDH fue la
gue mostré mayor actividad, lo que coincide con lo reportado por Gonzalez y Quifiones (2009)
para comunidades microplanctonicas en la zona centro-sur y norte de Chile. En ambas transectas
realizadas en Caucahué, la actividad de la MDH se encuentra en el rango reportado por Gonzalez
et al. (submitted) y Garceés et al. (2020) medida en experimentos de microcosmos en sitios
cercanos a la zona de estudio (Achao, Mar interior de Chiloé), en el centro-sur de Chile (bahia

Coliumo) y en comunidades microbianas de la columna de agua en el norte de Chile (Gonzélez
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y Quifiones, 2009). La actividad especifica de la MDH se caracterizé por ser significativamente
mayor en las cercanias a los centros de cultivo (S3y S2) y en la estacion M1, donde también se
observo una mayor concentracion de clorofila-a, abundancia picoplancténica, amonio y nitrito.
Esto se relaciona con la mayor remineralizacion asociada a estos lugares debido a la
concentracion y biodisponibilidad de materia organica (Figs. 3 y 4), ya que un incremento en la
actividad de MDH indica, en general, un incremento en la remineralizacion de materia organica
en suelos (Martinez et al., 2002) y se ha propuesto como un indicador de actividad microbiana
en comunidades microplanctonicas en la columna de agua del Sistema de Corrientes de
Humboldt (Quifiones et al., 2002; Gonzalez y Quifiones, 2009). Por otra parte, la actividad de
la Citrato Sintasa (CS) se asoci6 principalmente a comunidades microbianas de la zona mas
superficial de la comuna de agua (2 y 10m) en ambas transectas, 1o que es consistente, ya que
la CS es caracteristica del metabolismo aerdbico, participando en el primer paso del ciclo de
Krebs catalizando la formacion de citrato desde el acetyl-CoA y oxalacetato. La CS puede ser
utilizada como indice cuantitativo de esta via metabolica (Lehninger, 1975). En zonas costeras
del norte de Chile se ha reportado una correlacion significativa de CS y MDH con la
concentracion de oxigeno en la columna de agua (Gonzélez y Quifiones, 2009), dado el rol
conocido de estas enzimas en el metabolismo aerdbico involucrado en la produccion de energia
(Lehninger, 1975; Hochachka y Somero, 1984; Vetter et al., 1994). Por el contrario, la actividad
de MPOR se asocié a profundidades mayores (10 m y 40/50m), lo cual también es consistente
dada su funcién relacionada al metabolismo anaerdbico y fermentativo (Gonzélez y Quifiones,
2009). La actividad de MPOR en TS se encuentra en los rangos reportados por Gonzalez y
Quifiones (2009) para el norte de Chile; no obstante, los valores de TM estan por sobre lo
reportado por estos autores, lo que podria interpretarse como un indicio del aporte del cultivo
de mitilidos a las condiciones propicias para metabolismo asociado a la hipoxia a través de, por
ejemplo, la biodepositacion en el fondo. Esto sugiere una estructuracién en el metabolismo de
la columna de agua, con un metabolismo principalmente aerdbico asociado a superficie, un
metabolismo hipoxico asociado al fondo, y un metabolismo intermedio indicador de mayor

remineralizacion de MO asociada a los centros de cultivo.
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La sefial biogeoquimica de la acuicultura a través de las variables analizadas en el canal
Caucahué, mostraron una variabilidad asociada a la cercania a los centros de cultivo y
secundariamente a la profundidad (Fig. 5) para cada transecta. En conjunto, los resultados
reflejan que los cultivos de salmonidos y mitilidos contribuyen con materia organica disuelta
biodisponible (I&bil) aldctona que puede sustentar el metabolismo y actividad de la comunidad
microbiana, donde las proteinas disueltas pueden llegar a contribuir cerca del 50% de DOC en
las cercanias de los cultivos (Fig. 4). Esto concuerda con estudios previos que reportan que el
material proteinico representa una fraccion mayor de la materia organica derivada de la
salmonicultura y lo han sugerido como de alto valor para la actividad heterotréfica (Nimptsh et
al., 2015; Kamjunke et al., 2017). No obstante, sitios un poco lejanos a los cultivos estudiados
(i.e. Cm) mostraron la posible presencia de otras fuentes de DOM biodisponible (i.e. DI en
estacion control Cm; Fig. 5b), lo cual puede relacionarse a cambios o aportes desde la
circulacién por el lado sur del mar interior de Chiloé, como lo describe Gonzalez et al. (2019),
quienes reportaron mayor DOM 1abil de origen autéctono, y/o provenientes de plantas de agua

residuales en el mar interior de Chiloé (Pavon et al., 2022).

4.2 Respuesta metabdlica de la comunidad microbiana planctonica marina a la adicion de
DOM derivada de la salmonicultura

La actividad especifica de MDH en el control del experimento de microcosmo estuvo en los
rangos reportados por Garceés et al. (2020) y Gonzélez et al. (submitted) en el mar interior de
Chiloé (0-10 y 3 pmol NADH pg ATP-1 min%, respectivamente), asi como fue consistente con
los valores encontrados en la columna de agua del canal Caucahué en este estudio (Fig. S2 c).
La adicion de F y M-DOM aumentaron notablemente la actividad de MDH desde el inicio del
experimento en ambas fracciones de tamaiio llegando a un promedio en el tiempo de sobre
400%, respecto al control. En cambio, la adicion P-DOM si bien generd una estimulacion en la
actividad de MDH, esta fue de menor medida y més tardia (después de las 12h; Fig. 6 a y b).
Cabe sefalar que la magnitud de la actividad de la MDH en la F<1um fue mayor que la FTotal
durante el experimento. Como se discutio en la seccién previa, el incremento de la actividad de

la MDH se ha utilizado como indicativo del aumento de la remineralizacion de MO, ya que
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refleja la reaccion oxidativa metabodlica global de la comunidad microbiana (Martinez et al.,
2002) y es un indicador de la actividad microbiana plancténica en la columna de agua (Gonzélez
y Quifiones, 2009), en este caso dado por la adicion de DOM de distintas fuentes.

Por otra parte, las tasas especificas de consumo de oxigeno fueron poco consistentes con lo
observado para MDH, coincidiendo parcialmente solo para la Ftotal, hasta las 24h, con mayores
tasas en los tratamientos de F y M-DOM respecto al control. Las tasas de respiracion para P-
DOM fueron notablemente mayores, pero solo entre las 12 y 24h para luego disminuir a valores
incluso bajo el control. Por otro lado, la F>1um fue altamente variable entre tratamientos y en
el tiempo. Como se observo para MDH, las tasas especificas de respiracion de la F<1 en general
fueron 2 veces mayor que la Ftotal. EI consumo de oxigeno en el control de la Ftotal estuvo en
el rango de estudios previos en el mar interior de Chiloé (Gonzalez et al., submitted), pero para
F<1 estuvieron por sobre lo reportado en dicho estudio.

La actividad enzimatica extracelular (AEE) especifica se estimo para tres enzimas: leucina
aminopeptidasa (LAP), B-glucosidasa (B-GLU) and lipasa (LIP), como indicadores de la
degradacion de compuestos proteinicos, glucidos y lipidos respectivamente. Durante el
experimento la AEE de las tres enzimas fueron detectadas para ambas fracciones de tamafio. Al
igual que para MDH y la respiracion especifica, la respuesta de la AEE de la F>1um fue mayor
que Ftotal, especialmente en LAP, posiblemente porque F<1 se “beneficia” de la disminucion o
ausencia de predadores y a su vez por la mayor biomasa (concentracion de ATP) en Ftotal,
resultando en mayor actividad especifica (MDH, respiracion y AEE) para F>1um, como se ha
observado en otras investigaciones (Gonzalez y Quifiones, 2009; Garcés et al., 2020; Gonzélez
et al., submitted). La AEE especifica de todas las enzimas en el control y para ambas fracciones
estuvieron en los rangos reportados por Gonzalez et al. (submitted); LAP: Ftotal = 3-10, F>1um
= 0-2, GLU: Ftotal = 3-10, F>1um = 5-8, LIP: Ftotal = 10-35, F>1um = 5-25, excepto LAP en
F>1um, la cual fue 10 veces mayor en este estudio. Cabe sefialar que la AEE no especifica en
los controles (10-86 nmol L™ h'; data no mostrada) fueron consistentes con los rangos
reportados por Pantoja et al., (2011; LAP: 1,2 a 182 nmol L h', B-GLU: 0,08-61 nmol L h'!
), por Gutiérrez et al. (2011; LAP:10 a 229 nmol L h'?) en Chile central, por Gonzélez et al.
(submitted; 18 a 77 nmol L™* hY) en Achao, mar interior de Chiloé, por Obayashi et al. (2005;
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LAP: 15-80 nmol L h'?) en aguas superficiales costeras en Japdn, y por Caruso et al., (2003;
LAP: 11-446 nmol L h') con actividad acuicultora en el Mar Mediterraneo. Sin embargo, las
tasas no especificas de B-GLU en el control de este estudio (5 a 13 nmol L™ ht) estuvieron por
debajo de las reportadas por Garcés et al. (2020; 114-142 nmol L h') y Gonzélez et al.
(submitted; 22-69 nmol L h') para un area en el mar interior de Chiloé (Achao) y de Caruso
et al. (2003; 92-140 nmol L h) para un érea influenciada por acuicultura en el Mar
Mediterraneo. Las tasas no especificas de LIP (13-175 nmol L™ h'’; data no mostrada) se
encuentran ligeramente sobre el rango de las reportadas para la zona sur de Chile (Gonzélez et
al. submitted; 41-128 nmol L h') y dentro del rango reportado por Yamada et al. (2010; 15-
230 nmol L h') para aguas superficiales en Tokyo. EI promedio en el tiempo de las tasas no
especificas de FTotal en los tratamientos F y M-DOM fueron 8 y 4 veces mayores a los rangos
reportados previamente para LEU (mencionados mas arriba), sin embargo, el P-DOM se
mantuvo en el limite superior. Para GLU, todos los tratamientos se mantuvieron en el rango,
mientras que para LIP; P, F y M-DOM superaron los rangos 6, 4 y 8 veces respectivamente.

La adicion de F y M-DOM en los experimentos generaron la mayor estimulacién en la
actividad especifica de las tres enzimas estudiadas, lo cual es consistente con lo observado para
la actividad de MDH y la respiracion en este experimento. La respuesta de la actividad especifica
de LAP fue muy rapida (0h) y significativa durante toda la incubacidon, en cambio el aumento
de la actividad especifica de GLU y LIP fueron mas notorias después de las 6-12h. Esto puede
ser reflejo de la alta reactividad de los compuestos proteinados (aminoacidos) respectos a los
glucidos y lipidos que estan contenidos en las fecas y alimento de peces. Ahorabien, la actividad
especifica de LAP fue particularmente alta para F-DOM, sugiriendo que esta fuente de materia
organica genera un mayor impacto que la impulsada por el alimento (P-DOM), el cual solo
aumento notoriamente la actividad de LAP desde las 48h. La respuesta de la actividad especifica
de GLU a la adicion de F y M-DOM generd un aumento mas paulatino en comparacién con
LAP, este aumento fue significativo en ambas fracciones especialmente a las 48h (1000%),
donde también P-DOM generd las maximas tasas, pero de menor magnitud que F-DOM. Estos
resultados al igual que en LAP refleja una mayor reactividad y degradacion de la DOM derivada

de fecas respecto a los otros tratamientos. La respuesta de la actividad especifica de LIP, al igual
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que LAP y GLU, fue répida y significativa a la adicién de F-DOM en ambas fracciones, sin
embargo, la adicion de M-DOM gener6 el méximo estimulo durante el experimento, después de
las 12h. La alta actividad registrada en el tratamiento de M-DOM observada en LIP, y en
segundo lugar para LAP y GLU, refleja que la mezcla de compuestos organicos puede resultar
en una mayor actividad metabdlica, como posible resultado de, por ejemplo, el “priming effect”
(PE). El PE es un proceso donde la adicion de materia orgénica labil modifica (generalmente
incrementa) la degradacion microbiana de DOM recalcitrante 0 menos labil (Blagodatskaya y
Kuzyakov 2008).

Los resultados de nuestro estudio asociados a la actividad metabdlica microbiana (actividad
especifica de MDH, respiracion y AEE) pueden estar relacionados al nivel de “procesamiento”
que tienen ambos sustratos principales (fecas y alimento) y es consistente con lo observado por
Fernandez-Jover et al., (2007) y Piedecausa et al., (2010), quienes reportaron que la liberacién
de DOM es maés réapida y alta en las fecas respecto al pellet. Estos resultados reflejan que la
DOM derivada de la salmonicultura tiene efectos diferenciales, donde la F y M-DOM generan
la mayor actividad metabolica, dejando a P-DOM en tercer lugar manteniendo valores muy
cercanos a control y N-DOM durante las primeras horas 12h del experimento. Esto concuerda
con lo reportado por Montero et al., (2020), quienes observaron las maximas tasas de EEA de
aminopeptidasa después de las 24h-48h del bacterioplancton, en respuesta a la adicién de DOM
derivado de pellets. Cabe senalar que el aumento “tardio” de la actividad en P-DOM concuerda
con el alza en la biomasa en ambas fracciones y en la abundancia bacterioplanctonica desde las
48h en nuestro experimento, sugiriendo un potencial uso del C en la produccién de biomasa. La
adicién de N-DOM generd cambios pequefios respecto al control, lo cual también coincide con
el estudio de Montero et al. (2022), quienes encontraron mayor actividad (produccion bacteriana
y AEE-LAP) en enriquecimientos con DOM de alimento de salmones en comparacion con
DOM de un cultivo de diatomeas. Por otra parte, la menor y tardia actividad en los tratamientos
con P-DOM podria estar ligada a la presencia de etoxiquina (Gonzélez et al., submitted) y sus
metabolitos, asi como de otros aditivos utilizados en la fabricacion de alimento de peces de los
cuales aun no se conoce el efecto en el metabolismo de la comunidad microbiana planctonica

marina. Estos resultados indican que la DOM derivada de la salmonicultura es rapidamente
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metabolizada y, por lo tanto, puede ser considerada como un sustrato reactivo e importante para
la actividad microbiana heterotrofa en la columna de agua.

La alta reactividad de los sustratos utilizados en el experimento (reflejados en la alta actividad
metabolica), fue consistente con las caracteristicas de la DOM, las cuales se estimaron a través
del analisis de aminoécidos, ya que, como se discutid previamente (ver seccion 4.1.1), los
amino&cidos son un parte cuantitativamente importante y biolégicamente labil de la DOM
(Davis et al., 2009; Kaiser y Benner, 2012). Sin embargo, hasta donde sabemos, no se han
reportado experimentos de esta naturaleza asociados a la DOM derivada de la salmonicultura.
La concentracion de proteinas (DCAA) y aminoéacidos libres disueltos (DFAA) en el control, se
encuentran en el rango medido en la columna de agua en este estudio (Figs. 4 ay S3 a) y para
otros sitios costeros (Coffin, 1989; Pantoja et al., 2009; 2011; Valdés et al., 2017). La F y P-
DOM fueron los sustratos con mayor concentracion de DFAA y proteinas disueltas, al inicio del
experimento, respectivamente (Fig. 8), a pesar de que la concentracién inicial de nitrégeno,
fosforo y carbono orgénico disuelto fue mayor en P-DOM (Tabla 2), lo cual coincide con Wang
et al., (2013) quien reporta un mayor contenido de C y N en el alimento respecto al de fecas en
un centro de cultivo de salmones en Noruega. La concentracion de DFAA y proteinas disueltas
disminuyeron su concentracion drésticamente en los tratamientos F y M-DOM desde el inicio
del experimento (Oh), mientras P-DOM se mantiene constante hasta las 24h y luego cae hacia
las dltimas horas del experimento (Fig. 8). La contribucion de las proteinas y aminoacidos libres
disueltos a la concentracion de DOC (%DOCpcaa y %DOCpraa) varia entre 20-65% y 0,8-18%,
respectivamente (data no mostrada), lo que es consistente con lo encontrado en las cercanias de
los cultivos en este estudio (Fig. 4) y con la proporcion general de proteinas utilizadas en el
alimento de peces (40-50%; Davis, 2015). EI mayor aporte de %DOCpcaa Y %DOCpraa
proviene de F-DOM, y su variacion en el tiempo fue similar a los observado para DCAA y
DFAA, disminuyendo rapidamente en el tiempo en particular para F y M-DOM (Fig. 8 ay b).
Similarmente a lo observado en la concentracion de carbono y nitrogeno organico disuelto, los
cuales disminuyen en casi todos los tratamientos, siendo notorio para P-DOM solo desde las
48h removiendo entre el 28 y 49% inicial (Tabla 2). Estos resultados son consistentes con lo

reportado por Davis et al., (2009) en un experimento con enriquecimiento de DOM y POM de
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diferentes origenes marinos (plancton, diatomeas, anfipodos), pero a largo plazo (20-33 dias),
quienes observan una notable disminucion en DAA, %DOCpaa, DON y DOC al inicio del
experimento (2 dias). Por su parte, DI fue variable en el tiempo y entre tratamientos, dada la alta
actividad generada con el enriquecimiento que paralelamente va modificando la calidad de la
DOM (Owaga et al., 2001; Davis et al., 2009). En general, en nuestros experimentos se observé
un mayor DI de F-DOM, seguido por N y M-DOM (Figs. 8 c y S7), y por el contrario P-DOM
presento los valores menores (incluso que el control). Esto es consistente con la actividad
metabolica observada y puede explicar el menor efecto o mas lenta reaccion de la P-DOM
observada en las tasas metabdlicas. Cabe sefialar que el DI estimado en todos los tratamientos
fueron positivos, altos y consistente con lo encontrado en el estudio de transectas en la columna
de agua (TS, Fig. 4 c) indicando que la DOM, tanto en el sitio de estudio como la derivada de
alimento, fecas, natural y mezcla, son sustratos biodisponibles. Ademas, el mayor valor DI en
F-DOM (DI = 6-9, Fig. S7) es congruente con los valores de DI encontrados en la estacion méas
cercana al cultivo de salmonidos (S3; Fig. 4b).

La variacion entre tratamientos y en el tiempo también se evidencia al observar la
composicion aminoacidica y el %omolar de las proteinas disueltas y DFAA, donde las primeras
mostraron una mayor disimilitud en comparacion al control de N-DOM, seguido de F y P-DOM
(Tabla S6) en contraste a DFAA que mostr6 mayor disimilitud en M-DOM durante el
experimento. En las proteinas disueltas la contribucion de Asp, Arg y Met se relacionaron con
el control, mientras los tratamientos principalmente con Glu, Thr y Ser, lo cual también es
consistente con la composicion aminoacidica de proteinas disueltas en las cercanias de centros
de cultivo de salmones (TS). Similarmente a lo observado y discutido previamente en el estudio
de transecta (seccion 4.1.1), el mayor DI encontrado en F, N y M-DOM, coincide con la
contribucion de Thr. Sin embargo, esto no se refleja en los DFAA durante el experimento (Fig.
S9ayh).

Los resultados del experimento de microcosmo con adicion de DOM analizado en su
conjunto, reflejan una variacion principalmente dada por los tratamientos y secundariamente
por el tiempo (Fig. 9). Esta variacion asociada a los tratamientos caracteriza principalmente a P-

DOM como una fuente de DOM vy nutrientes inorganicos, posiblemente dada la concentracion
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resultante en el experimento (Tabla 2). Sin embargo, los tratamientos F y M-DOM se
caracterizaron por su mayor actividad metabolica (MDH, respiracion y AEE) y DI, lo que
concuerda con lo reportado por Gonzélez et al. (2019), quienes relacionan la biodisponibilidad
de la DOM a través del analisis de aminoacidos y el aumento de la actividad microbiana
heterotrofica en un area oligotréfica. Asi como con Kamjunke et al. (2017), quienes reportan
una alta produccion bacteriana asociada a DOM labil (a traves de medidas de fluorescencia,
espectrometria de masa de ultra alta resolucion y espectroscopia de resonancia nuclear
magnética) derivada de la acuicultura. Lo que refleja que la calidad de la DOM es un factor
fundamental para el metabolismo de la comunidad microbiana planctonica.

En el océano los aminodcidos y proteinas se consideran sustratos altamente labiles que
sostienen una proporcién muy significativa de la produccion microbiana (Nagata 2008), asi
como de AEE (Hoppe et al., 2002). La produccion primaria es considerada la principal fuente
de DOM labil de origen autdctono (Azam et al., 1983; Ducllow et al., 1995; Aristegui et al.,
2005; Azam y Malfatti, 2007) y en sistemas costeros altamente productivos se ha observado una
mayor tasa de AEE asociada a floraciones fitoplanctonicas (Gutiérrez et al., 2011; Pantoja et
al., 2011). Ademas, se ha observado en sistemas oligotréficos que la influencia de DOM
aléctona proveniente de rios es un sustrato labil, con mayor DI, sosteniendo una alta produccién
bacteriana y respiracién comunitaria (Gonzalez et al., 2019). Por otra parte, uno de los mayores
riesgos de la acuicultura es el alto enriquecimiento de sustancias organicas e inorganicas en la
columna de agua y sedimentos (Hargrave et al., 2010; Quifiones et al., 2019), como fuente
aléctona de materia orgénica. La carga organica (eutroficacion) y otros problemas ambientales
derivados de la acuicultura han sido reportados a nivel global y su frecuencia ha ido en aumento
(Zhang et al. 2019). Tomando esta informacion en conjunto, nuestros resultados sustentan y
amplian estudios previos (ej. Nimptsch et al., 2015; Kamjunke et al., 2017; Montero et al., 2022)
que reportan que la DOM derivada de la acuicultura, en particular de la salmonicultura, es una
fuente de DOM biodisponible, especialmente las proveniente de fecas de salmonidos,
sosteniendo altas tasas metabdlicas de la comunidad microbiana en la columna de agua. Esto
puede tener implicancias en el ciclo de C, N y P a nivel local, por ejemplo, mayores tasas de

respiracion resultan en un mayor consumo de oxigeno en la columna de agua, lo cual puede
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incrementar el riesgo de generacion de condiciones hipdxicas, como se ha sugerido para otras
zonas influenciadas por la acuicultura en Chile, como el fiordo Puyuhuapi (Scheneider et al.,
2014; Silva 'y Vargas, 2014; Pérez-Santos, 2017).

5. Conclusiones

Nuestros resultados indican que areas cercanas a centros de cultivo de salmones y mitilidos
en el canal Caucahué, presentan una mayor concentracion de DOM (nitrégeno y fosforo), y de
mayor labilidad en comparacion con sitios mas apartados; asi como también una mayor
concentracion de nutrientes regenerados como el NH4*, abundancia picoplancténica y actividad
metabolica microbiana (MDH). No obstante, nuestro estudio no discrimina otras posibles
fuentes de materia organica labil provenientes de las cercanias del canal Caucahué en el mar

interior de Chiloé.

El experimento de microcosmos indico que la DOM derivada de la salmonicultura
incrementa las tasas de actividad de la MDH, respiracion (consumo de oxigeno) y AEE
(especialmente la de LEU) de la comunidad microbiana, con efectos diferenciales en el
metabolismo segln su origen. Los resultados indican que la materia organica disuelta de fecas
es mas biodisponible que las provenientes de otras fuentes estudiadas, generando respuestas mas
rapidas y de mayor magnitud en las tasas metabdlicas de la comunidad microbiana planctonica

marina.

Finalmente, la acuicultura genera sefiales biogeoquimicas en la columna de agua dadas
principalmente por la entrada de materia organica aldctona proveniente de los cultivos y la
subsecuente remineralizacion de nutrientes. Esta materia organica disuelta derivada de la
acuicultura es un sustrato biodisponible para la comunidad microbiana, sosteniendo una alta

actividad metabolica en la columna de agua.
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Leyendas de Figuras

Fig. 1 Localizacion del &rea de estudio y estaciones de muestreo de transectas en el Canal
Caucahué, Chiloé, Region de Los Lagos, Chile. Transecta Salmones (TS) con estaciones de
muestreo desde una estacion control (Cs), ubicada fuera del canal, hacia a un centro cultivo de
salmones al interior del brazo norte del canal, estaciones S1 (2km), S2 (0.5 km) y S3 (0 Km).
Transecta Mitilidos (TM) con estaciones de muestreo desde una estacion control (Cm), ubicada
fuera del canal, hacia a un centro cultivo de mitilidos al interior del brazo sur del canal,
estaciones M1 (2km), M2 (0.5 km) y M3 (0 Km).

Fig. 2 Distribucién de la concentracion de (a y b) amonio (uUM); (c y d) nitrito (UM); (e y f)
nitrato (UM); (g y h) fosfato (UM) a lo largo de ambas transectas. Paneles izquierdos
corresponden a Transecta Salmones (TS). Paneles derechos corresponden a Transecta Mitilidos
(TM).

Fig. 3 Distribucion de la concentracion de (a y b) clorofila-a (ug L™?); (c y d) carbono organico
disuelto; (e y f) nitr6geno orgéanico disuelto; (g y h) fosforo organico disuelto (uM) a lo largo
de ambas transectas. Paneles izquierdos corresponden a Transecta Salmones (TS). Paneles
derechos corresponden a Transecta Mitilidos (TM).

Fig. 4 Distribucion de la concentracion de (a y b) proteinas disueltas (DCAA); (cy d) indice de
Degradacion Dauwe (DI); (e y f) contribucion de proteinas disueltas al DOC (%DOCpcaa) a lo
largo de ambas transectas. Paneles izquierdos corresponden a Transecta Salmones (TS). Paneles
derechos corresponden a Transecta Mitilidos (TM).

Fig. 5 Andlisis de Coordenadas Principales a nivel de transecta considerando las variables
ambientales, caracteristicas de la DOM y metabdlicas. Simbolos y colores representan cada
punto de muestreo. Los vectores muestran las variables que generaron el ordenamiento de los
muestreos: amonio, nitrato nitrito, fosfato, clorofila-a, abundancia picoplanctonica,
caracteristicas de la DOM vy tasas especificas de enzimas intracelulares (MDH, CS y MPOR),
Panel superior corresponde a transecta talmones (TS) e inferior a transecta mitilidos (TM).

Fig. 6 Actividad especifica de MDH (pmol NADH pg ATP ! min') (ay b) y tasa de respiracion
especifica (pmol O, pg ATP! h'!) (c y d) durante el experimento de microcosmos. Paneles
izquierdos corresponden a la fraccion total, paneles derechos corresponden a la fraccion <1 pm.
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Fig. 7 Actividad enzimatica extracelular especifica de (pmol pg ATP1h™) (ay b) LAP, leucina-
aminopeptidasa; (c y d) GLU, B-glucosidasa; (e y f) LIP, lipasa durante el experimento de
microcosmos. Paneles izquierdos corresponden a la fraccion total, paneles derechos
corresponden a la fraccion <1 pm.

Fig. 8 Concentracion de (a) aminoacidos disueltos libres (DFAA; nM), (b) proteinas disueltas
(DCAA; uM) e (c) indice de degradacion Dauwe (D) durante el experimento de microcosmos.

Fig. 9 Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) de variables quimicas, caracteristicas de la
DOM vy actividad metabodlica durante el experimento de microcosmos. Simbolos y colores
representan cada submuestreo para cada tratamiento. Los vectores muestran las variables que
generaron el ordenamiento de los submuestreos. Amonio, Nitrato, Nitrito, Fosfato, DOC, DON,
DOP, DFAA, DCAA, DI, MDH, Tasas de respiracion (Re), LAP, GLU y LIP. El nmero 100y
1 corresponden a la tasa metabdlica observada para la fraccion <100um y <1 um
respectivamente.

Leyendas de Tablas

Tabla 1: Coordenadas (latitud y longitud) de estaciones y profundidad de muestreo en ambas
transectas. Valores promedio y desviacion estandar de la razon N/P y abundancia
picoplanctonica en cada profundidad y estacion de muestreo. Bact: bacterioplancton, Syn:
Synecoccocus, Peuk: picoeucariontes.

Tabla 2: Valores promedio y desviacion estandar de concentracién de nutrientes, carbono,
nitrogeno y fosforo organico disuelto durante experimento de microcosmo. Porcentaje de
acumulacién (+) o consumo (-) entre tiempo inicial y tiempo final para cada variable (% 72 h -
0 h).
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Tabla 1
Station Latitude Longitude Depth N/P Bact (103 celmL1) Syn (103celmL?) Peuk (103celmL1)
Cs -42,05 -73,38 2 9.64+0.4 558+ 17 3.33+0.1 6.77+0.2
10 9.60+0.1 542+ 20 2.17+0.2 5.21+0.1
50 9.541+0.2 53613 2.60+0.1 452104
s1 -42,10 -73,41 2 9.84+0.2 612+ 15 3.42+0.3 15.78+0.5
10 9.26+0.2 453+ 33 2.94+0.1 13.67+0.6
50 8.34+0.2 163+ 16 0.92+0.0 3.61+0.1
52 -42,11 -73,42 2 9.08+£0.2 82319 476107 26.11+£0.0
10 9.08+0.2 763+1 3.44+05 18.88+1.4
40 8.97+0.2 574+5 1.50+ 0.0 4.84+0.7
S3 -42,12 -73,43 2 9.15+0.1 821+1 3.44+0.0 23.65+0.7
10 9.11+0.4 802+20 438+0.1 24.26+1.1
40 8.26+0.0 724+ 4 1.54+0.2 4.20+0.1
Cm -42,20 -73,32 2 9.54+0.1 717+ 16 3.06+£0.1 13.35+0.2
10 9.79+0.0 677124 3.07+0.1 11.49+0.0
50 9.80+0.0 662+ 14 2.49+0.0 7.62+0.3
m1 -42,19 -73,39 2 9.77£0.1 978116 5.17+£1.0 29.85+0.5
10 9.87+x0.1 803+7 4.33+0.3 21.74+13
50 9.77+£0.1 641+41 2.06+0.0 6.68+0.4
m2 -42,17 -73,42 2 9.36+0.6 763+7 4.42+0.4 21.63+1.1
10 9.91+0.1 736+ 19 3.42+0.4 17.13+0.3
50 9.61£0.1 624114 2.04+£0.0 5.5810.3
M3 -42,17 -73,43 2 10.06+£0.3 811+35 4.14+0.2 17.75+0.2
10 9.71+£0.6 766+ 77 4.46+0.4 18.22+1.0
50 9.97+0.3 542+ 122 2.02+0.0 5.30+0.2
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Tabla 2

Variable Treatment Oh 6h 12h 24h 48h 72h % 72h-0h
DOC Control 72.4+0.7 67.8+1.6 71.8+2.4 870+85 789144 77.5+149 7.1
(M) P-DOM 369.7+4.2 386.8+0.5 393.1+23 3947+29 191.1+10.8 187.8+10.2 -49.2

F-DOM 175.7+66 1743+1.3 152.2+1.1 150.2+2.5 125.1+3.3 125055 -28.8

N-DOM 72.4+0.2 69.1+3.8 746+6.7 794+21 1238+ 2.5 75.4+43 4.1

M-DOM  221.7+54 1964+3.1 1987235 1505+1.2 1454+59 1199+5.3 -45.9

DON Control 59+03 9.4+39 6.8+1.9 49+0.2 53+0.0 6.2+3.1 6.7
(um) P-DOM 40.0+1.0 44.2+2.9 36.0+1.8 33.3+0.2 14.4+ 4.0 19.0+1.0 -52.4
F-DOM 26625 236116 18.2+0.5 203+18 152+ 0.1 16.3+1.4 -39.0

N-DOM 86+38 7.4+18 6.0+6.9 54105 10.8+ 0.0 6.3+0.3 -26.6

M-DOM 275104 22.7+1.0 185+19 17.0+3.2 147+ 2.2 11.2+0.8 -16.3

DOP Control 0.2+0.0 0.6+0.4 0.4+0.2 0.2+0.0 0.2+01 0.4+0.2 63.2
(um) P-DOM 1.2+0.2 3.5+0.5 26+1.1 251204 0.3+1.0 21+1.0 85.3
F-DOM 0.3+0.2 0.4+0.3 0.3+0.1 09101 0.3+0.2 0.5+0.2 65.8
N-DOM 0.5+05 0.4+01 0.4+0.3 03101 0.3+0.0 0.0+0.0 -100.0

M-DOM 0.7+0.3 0.8+0.0 0.9+0.5 0.3+0.2 03+0.2 1.1+0.2 69.5
Ammonium Control 0.05+0.00 0.08+0.00 0.14%0.02 0.14+0.00 0.10+0.00 0.04+0.00 -155
(M) P-DOM 7.61+0.08 6.58+0.04 5.54+0.01 6.81+0.02 10.12+0.06 12.59+0.11 65.5
F-DOM 544+0.14 6.31+0.01 10.67+0.05 1334+0.00 11.05+0.04 11.05+0.15 103.2

N-DOM 0.12+0.02 0.10+0.01 0.14+0.03 0.19+ 0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 -82.9

M-DOM  3.77+0.01 3.54+0.07 3.88+0.00 7.59+0.07 453+0.01 4.52+x0.04 204

Nitrate Control 17.3+0.2 129+3.4 13.2+2.3 14.4+0.0 13.0+x 0.5 10.7+1.0 -38.1

(™M) P-DOM 16.2+0.6 9.8+0.7 11.0+2.0 10.2+0.8 12.4+0.3 96+0.3 -40.5
F-DOM 15.6+0.6 14.0+2.0 139+09 93+0.8 12.7+0.7 92+01 -41.5

N-DOM 13.6+3.6 13.1+23 12.1+34 13.5+01 13.3+0.41 10.4+0.3 -23.6

M-DOM 12.3+1.4 12.3+ 0.0 12.1+1.0 11.0+3.0 11.0+1,9 11.9+0.4 -18.4

Nitrite Control 0.15+0.00 0.13+0.04 0.17+0.02 0.22+0.00 0.25+0.01 0.22+0.07 443
(™M) P-DOM 0.16+0.01 0.11+£0.01 0.16+0.04 0.17+0.05 0.26+0.00 0.23+x0.01 42.4
F-DOM 0.24+0.01 0.24+0.01 0.29+0.01 0.28+ 0.02 0.43+0.01 0.25+0.12 79.3

N-DOM 0.14+0.04 0.15+0.01 0.17+0.02 0.20+0.01 0.33+0.00 0.27+0.08 99.3

M-DOM  0.21+0.00 0.21+0.00 0.27+0.01 0.26+0.01 0.33+0.01 0.36+0.15 75.1

Phosphate Control 2.05+0.01 163+0.41 1.84+0.20 2.01+0.01 1.95+0.02 1.68+0.25 -18.0
(um) P-DOM 7.08+0.17 4.96+0.59 573+1.03 5.55+0.43 4.64+0.03 281+1.20 -60.3
F-DOM 2.79+012 247+0.25 2.23+0.05 1.52+0.10 1.80+£0.05 1.41+0.29 -35.3

N-DOM 1.69+050 1.87+0.15 1.83+0.30 2.01+0.00 258+005 338+x1.27 100-7

M-DOM 3.89+0.35 3.37+0.00 2.83+041 293+0.13 270+005 1.72+0.18 -55.8
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4.3. Capitulo 3: “Efectos de la etoxiquina sobre el metabolismo y composicion de la

comunidad microbiana marina”

Manuscrito enviado a la revista “Aquaculture” (F.l.: 5,1):

Gonzélez M. L., Fuentes M. E., Molina V. y Quifiones R.A. (submitted) Effects of ethoxyquin

on metabolism and composition of marine microbial communities. Aquaculture.

Resumen

La salmonicultura tiene el potencial de generar impactos ambientales debido a la liberacién de
materia organica y productos quimicos a la columna de agua. La etoxiquina (EQ) es un aditivo
alimentario ampliamente utilizado como antioxidante en alimentos para peces, pero debido a la
escasa evidencia sobre su seguridad para el ambiente, ha sido prohibido por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria. Para evaluar y comparar las respuestas de las comunidades
microbianas marinas a las adiciones de EQ (10, 100 y 1000 pg L-1), llevamos a cabo
experimentos de microcosmos de agua de mar de 20 L en dos areas distintas, Achao y Bahia
Coliumo, donde la primera esté influenciada por el cultivo de salmdn. Se determind la respuesta
metabdlica (respiracion, actividad enzimatica extracelular y ECOplacas) para dos fracciones de
tamafio (<1 pm y <63 pum) y se analizaron cambios en la diversidad de la comunidad microbiana
activa. Los resultados revelaron diferentes respuestas asociadas con los sitios de estudio y las
fracciones de tamafio. Para la fraccion <1 um (bacterioplancton), la adicion de EQ incremento
tanto el consumo de oxigeno como la degradacidn de compuestos proteinicos, mientras que para
toda la comunidad (<63 um), la adicién de EQ disminuyd la respiracion y la capacidad de
degradar carbohidratos y lipidos. La utilizaciébn de sustratos de carbono fue variable,
disminuyendo en los tratamientos de 100 y 1000 pg EQ L7, lo que sugiere que altas
concentraciones de EQ pueden limitar la capacidad de procesar diferentes fuentes de carbono,
produciendo preferencia por aminoacidos y acidos carboxilicos en las primeras horas de
exposicion en Achao. En el area sin salmonicultura (Bahia Coliumo) la utilizacion de sustratos

fue estimulada por la adicion de EQ, principalmente carbohidratos y acidos carboxilicos. Se
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observé un cambio en la composicién de la comunidad microbiana activa entre tratamientos a
diferentes niveles taxondémicos, especialmente asociado con Alphaproteobacteria, que presento
menor actividad cuando se expuso a EQ. Gammaproteobacteria (KI89A), Bacteroidea (clado
NS10, NS3b) y MGII mostraron una mayor actividad asociada con las adiciones de EQ. En
general, nuestro estudio indica que EQ puede generar tanto cambios en el metabolismo
(respiracion, actividad extracelular enzimatica, preferencias de fuentes de carbono) como en la
composicion de la comunidad microbiana en la columna de agua alterando la degradacion de la

materia organica.

Palabras clave: Etoxiquina, salmonicultura, antioxidante, composicion de la comunidad

microbiana, metabolismo, impacto ambiental.
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Abstract

Salmon culture has the potential to generate environmental impacts due to the release of organic
matter and chemical products into the water column. Ethoxyquin (EQ) is a food additive widely
used as an antioxidant in fish feed, but due to the scarce evidence on its safety for the
environment it has been banned by the European Food Safety Authority. To evaluate and
compare responses of marine microbial communities to EQ additions (10, 100 and 1000 pg L
1, we carried out 20L seawater microcosm experiments in two distinct areas, Achao and
Coliumo Bay, where the first is influenced by salmon farming. We estimated metabolic response
(respiration, extracellular enzyme activity and ECOplates) for two size fractions (<lum and
<63um) and changes in the active microbial community diversity. The results revealed different
responses associated with study sites and size fractions. For the <lum fraction
(bacterioplankton), the addition of EQ increased both oxygen consumption and the degradation
of proteinaceus compounds, while for the entire community (<63um), the addition of EQ
decrease respiration and the capacity to degrade carbohydrates and lipids. The carbon substrates
utilization was variable, decreasing in the 100 and 1000 pg EQ L™ treatments, suggesting that
high EQ concentrations may limit the capacity to process different carbon sources, producing a
preference for amino acids and carboxylic acids in the first hours of exposition in Achao. In the
area without salmon farming (Coliumo Bay) substrates utilization, mainly carbohydrates and
carboxylic acids, was stimulated by the addition of EQ. A shift was observed in the active
microbial community composition between treatments at different taxonomic levels, especially
associated with Alphaproteobacteria, which presented lower activity when exposed to EQ.
Gammaproteobacteria (KI89A), Bacteroidea (NS10, NS3b clade) and MGII showed higher
activity associated with EQ additions. Overall, our study indicates that EQ may generate both
changes in the metabolism (respiration, enzymatic extracellular activity, carbon sources
preferences) and composition of the microbial community in the water column altering the

degradation of organic matter.

Keywords: Ethoxyquin, salmon farming, antioxidant, microbial community composition,

metabolism, environmental impact.
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1. Introduction

Chilean Patagonia, located on the southeast border of the Pacific Ocean, has an intricate
geography composed of many islands, peninsulas, fjords and channels (Silva and Palma, 2008),
constantly influenced by freshwater from rivers, runoff, precipitation and glaciers (Pantoja et
al., 2011). The area has been of particular interest for the development of tourism, fishing and
aquaculture. In fact, aquaculture, particularly salmonid cultivation, has expanded significantly,
making Chile the second largest salmonid producer after Norway (FAO, 2018) with annual
production of over 700 thousand tons (Avendario-Herrera, 2018).

Salmon farming can generate strong impacts on the environment, especially due to the
organic material load in the water column and sediments around the floating cages (Haya et al.,
2001; Soto and Norambuena, 2004; Buschmann et al., 2009; Caruso et al., 2014; Quifiones et
al., 2019; Molina and Fernandez, 2020). Salmon farming also liberates chemical products into
the environment such as pesticides, antibiotics and food additives, among others (Haya et al.,
2001; Burridge et al., 2010; Quifiones et al., 2019), and there is scarce information about their
effects on non-target species (Rohr et al., 2006; Rain-Franco et al., 2018; Urbina et al., 2019;
Garcés et al., 2020).

The food additive ethoxyquin (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethylquinoline; hereafter
EQ), initially registered as a pesticide, is an aromatic amine derived from quinoline, widely
used to prevent animal feed rancidity due to its ability to trap free radicals and thus avoid the
spontaneous oxidation of lipids and other feed ingredients (Bohne et al., 2008). It is also used
in agriculture to avoid loss of color in apples and pears (Btaszczyk et al., 2013). EQ and its
metabolites (e.g. ethoxyquin dimer) have caused controversy due to their possible carcinogenic
and cytotoxic effects on mammal cells. DNA damage in human lymphocytes induced by EQ
has been reported (Btaszczyk, 2006), and EQ may also induce apoptosis (Btaszczyk and
Skolimowski, 2005). EQ increases the number of aberrations in hamster ovarian cells (Gille et
al., 1991) and inhibits the mitochondrial electron transport chain in animals (Reyes et al., 1995).
Fish can accumulate this compound in organs and muscles as reported by one study that found

an EQ concentration of 1.4 pg in 200 g salmon fillets (Lundebye et al., 2010). Moreover,
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deleterious EQ effects have been reported in zebra fish embryos, Daphnia magna and
microalgae (Egloff et al., 2018; Pradhan et al., 2020). The mutagenicity of EQ was evaluated
in Salmonella sp., but the results were ambiguous (Btaszczyk, 2006; Btaszczyk et al., 2013)
with both negative (Joner 1977, Zeiger 1993) and positive results (Rannung et al. 1984, Reddy
et al. 1983) reported. Shah et al. (2005) also reported the inhibition of methanogenesis in
biological treatment systems. Environmental studies related to EQ are scarce. Papadopoulou et
al. (2016) showed the EQ produced significant inhibition of potential nitrification of soil
microbiota.

Despite the wide use of EQ in the salmon aquaculture industry, knowledge about its effects
on microbial metabolism and degradation of organic matter in the marine environment is very
scarce. Information about the occurrence of this compound is also scarce. The relatively low
concentrations of EQ in open surface waters may be due to its rapid degradation by irradiation
(Bintou et al., 2015). However, EQ concentrations between 0.008 and 0.29 pg L™ have been
found in surface waters in Vietnam (Chau et al. 2015). Xu et al. (2018) detected EQ in deposits
of drinking water and treatment plants adjacent to the Yangtze Estuary in China, with
concentrations of 0.02 to 0.07 ug L*; they cataloged it as one of the most abundant and
recalcitrant “pesticides” in the study area. It must be noted that the European Food Safety
Authority (EFSA) decreased the allowed concentration of EQ in fish feed from 300 to 150 mg
Kg?!; they determined that there is not sufficient evidence to classify this additive as
environmentally safe (EFSA Scientific Opinion, 2015). In June 2017, the European
Commission suspended the authorization for the use of EQ as an additive in the feed of all
animal species and categories (EU, 2017) extended until 2022 (EU, 2021). In Chile, the EQ is
on the list of authorized additives for the preparation and manufacture of food and supplements
for animals (SAG, 2015).

Taking into consideration the lack of information on the effects of EQ on marine microbial
communities in coastal areas, the objective of this study was to evaluate the metabolic response
and composition changes of the active microbial plankton community when exposed to
ethoxyquin. Microcosm experiments were performed under controlled conditions of

temperature and oxygen. Changes under different EQ concentrations over time were assessed
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measuring respiration rates, extracellular (aminopeptidase, B-glucosidase and lipase) and
intracellular (MDH) enzymatic activity, microbial biomass (ATP), metabolic “fingerprints”
with Biolog EcoPlates, and molecular techniques (16S rRNA barcode sequencing). These
measurements provided information about how the microbial communities that inhabit the
water column of Chiloé’s inner sea (Achao), an area highly impacted by salmon farming, and
of a contrasting area off central Chile (Coliumo Bay) without salmon farming, respond to the

exposure to this antioxidant.

2. Materials and methods

2.1 Study zones

Sampling was conducted in two coastal zones: (i) Achao, located in the inner sea of Chilog,
(Chiloé Island, Los Lagos Region; 42.52°S 73.20°W, Fig. 1), 6 km (3.2 nm) from the closest
salmon farm; and (ii) Coliumo Bay, located in south-central Chile (Biobio Region; 36.5°S
72.944°W, Fig. 1), 2 km (1.07 nm) from the coast. No salmon farming takes place in Coliumo
Bay or in surrounding areas. Field sampling was done in two oceanographic cruises organized
by the Interdisciplinary Center for Aquaculture Research (INCAR) in austral spring (November
2018) in Coliumo Bay and austral summer (January 2019) in Achao. Water samples were
collected using an oceanographic Niskin bottle (10 L) at 3 depths (2, 10 and 50 m) in Achao and
at 10 m depth in Coliumo Bay. At each depth, samples were collected for nutrient analysis,
dissolved organic matter (DOM), chlorophyll-a (Chl-a) and picoplankton abundance. For the
microcosm experiments, 300 L of sea water were collected at 10 m depth in each study site.

Profiles of temperature and salinity were made using a CTD (Minos X, AML Oceanographic).

2.2 Experimental design

To assess the effects of EQ on the metabolism and composition of the active microbial
community, microcosm experiments were conducted following the experimental design of
Garcés et al. (2020) with some modifications (Table S1). Water samples collected from a 10 m

depth in Achao and Coliumo Bay were sieved through a 63-pum mesh to remove large planktonic
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organisms. The experimental design included adding three concentrations of EQ (Sigma Aldrich
Pestanal® 31519, analytical standard), which were dissolved in DMSO (final concentration
<0.1% v/v as solvent), to the microcosms. The concentrations of EQ used in Achao were EQ1=
10 pg L1 EQ2 = 100 pg L EQ3 =1000 pg L2, while in Coliumo only EQ1 and EQ3 were
evaluated. Two experimental controls were established: Control (C) without the addition of EQ
and Control+Solvent (C+S) a control with the same DMSO content as the EQ treatments. The
experimental EQ1 concentrations (10 pg L) were chosen based on a) the international dose of
EQ allowed by EFSA in fish feed (150-300 mg kg™); ii) the cultivation density recommended
by FAO (13 Kg m™), considering the mean cage dimension (25 m x 25 m x 12.5 m) and a water
volume of 7813 m3, equivalent to approximately 100 T of fish; iii) the approximate amount of
food given to the fish as a percentage of their biomass (3-8% per day); and iv) the approximate
percentage of feed lost (uneaten pellets) and feces (20%). EQ2 (100 pg L) was defined using
the same crop density, but with 100% feed loss, equivalent to about 3000 Kg in 1 day, which is
389 mg L*! of organic matter, and thus. EQ3 (1000 pg L) corresponds to the lowest
concentration used in the cytotoxic assays by Gille (1991) and Reyes (1995).

Each microcosm treatment consisted of triplicate 20L high density polyethylene carboys
(previously washed with HCL 5%), incubated in darkness in a cold chamber at ~12°C. Sub-
sampling was performed at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 h for Achao and at 0, 6, 12, 24 and 48 h for
Coliumo Bay to measure ammonium, nutrients, DOM (only for the control) and cell abundance.
Two size fractions <1 um (F<lum) and <63 pum (FTotal) were used to estimate microbial
biomass (i.e. ATP concentration) and the metabolic response of microbial community. The latter
was measured by activity of the intracellular respiratory enzyme malate dehydrogenase (MDH),
aerobic respiration rate and extracellular enzyme activity (EEA) of leucine aminopeptidase, [3-
glucosidase and lipase. Substrate utilization was determined using Biolog Ecoplates for FTotal
and the active microbial community diversity with RNA samples (Table S1).

To estimate the response of each experimental variable to EQ addition, the difference
between C+S and C was subtracted from the treatments values, and then compared to the C for
each sub-sampling time. Although operationally the experiments were run for 72 hours, only

the results obtained in the first 24 hours of incubations were analyzed because of the potential
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artifacts generated by the “bottle effect.” See section 2.12 and Supplementary Information for
details.

2.3 Ammonium, nutrients, Dissolved Organic Matter (DOM)

Ammonium samples were taken using 50 mL Duran Schott flasks and analyzed according to
the fluorometric method (Holmes et al., 1999) using a Turner Designs fluorometer. Samples for
the determination of nitrate, nitrite, and phosphate were filtered through a 0.7 um GF/F and
stored in 15 mL falcon tubes (—20 °C) until analysis by standard colorimetric methods
(Grasshoff et al., 1983) The analyses were performed using a Seal AA3 segmented flow
autoanalyzer at the Biogeochemistry Laboratory of the Department of Oceanography of the
University of Concepcion. The DOM samples were filtered through pre-combusted GF/F
(Whatman, 25mm, 0.7 um nominal pore size). DOC samples were acidified with fuming HCI
37% and stored in pre-combusted amber glass tubes at room temperature in the dark until
analysis. DOC concentration was analyzed by the high temperature catalytic oxidation technique
(Benner and Strom 1993) using a Shimadzu TOC-5000 analyzer. Dissolved organic nitrogen
(DON) and Dissolved organic phosphorus (DOP) were stored (—20°C) using pre-combusted 25
mL Duran Schott flasks and analyzed by the wet oxidation procedure (Pujo-Pay and Raimbault,
1994). DON and DOP concentrations were corrected for NOs~, NO2~, and PO4 3, respectively.

2.4 Chlorophyll-a

Chlorophyll-a concentration was determined by a fluorometric method according to Holm-
Hansen et al. (1965) from the extracts of 0.3 L of seawater filtered through GF/F (Whatman,
25mm, 0.7-um). The extraction was conducted with acetone at 90%, and the fluorescence was

measured using a Trilogy (Turner Designs) fluorometer.

2.5 Cell abundance
Samples for determination of bacterioplankton, cyanobacteria, and picoeukaryote abundance
were taken in duplicate (1,350 pL in sterile cryovials), fixed with 150 pL of 1% glutaraldehyde

and stored at —80°C prior to laboratory analysis. Samples were analyzed by flow cytometry
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(InFlux, Becton Dickinson) according to Marie et al. (1999) and Thompson and Van de Engh
(2016).

2.6 Adenosine triphosphate (ATP)

ATP concentration is used as an indicator of living biomass in ecological studies of
microorganisms in aquatic research (Karl, 1993). The required ATP fraction (<1 um and Total)
was retained by a Whatman GF/F filter. Approximately 1 L of seawater was filtered and stored
in liquid nitrogen until analysis in the laboratory. ATP was quantified by a bioluminescence
assay (Holm-Hansen and Booth, 1966; Bulleid, 1978; Karl, 1993) using a luminometer
(GloMax, Promega). Since ATP is used as a proxy of microplankton biomass, we measured
ATP concentrations fractionated by 1 and 63 um (F<lum and FTotal), and we used the term
“specific activity” as units of “activity/ATP units” (Gonzalez and Quifiones, 2009) for malate

dehydrogenase activity, extracellular enzyme activity and aerobic respiration.

2.7 Malate dehydrogenase (MDH) enzymatic activity

MDH activity was assessed using a modified version of the methodology proposed by
Schiedek (1997) and used as an index of water column metabolism by Gonzéalez and Quifiones
(2009) and Garcés et al. (2020). MDH activity was assayed as it catalyzed the formation of
malate from oxaloacetate, using a general procedure modified from Childress and Somero
(1979) and Vetter et al. (1994).

2.8 Aerobic respiration rates

Oxygen concentration was determined with a fiber optic oxygen meter (FIBOX 3, PreSens)
with optode sensors, in 12 mL DBO bottles incubated in the dark with temperature controlled.
Respiration rates were calculated by the slope of the oxygen concentration measured every 2 to

4 h during a 24 h period according to Fuentes et al. (2015).

102



2.9 Extracellular enzyme activity (EEA)

EEA was determined following the methodology of Pantoja et al. (2011) and Gutierrez et al.
(2011), adapted to microplates (96-well plates). Triplicates of 200 uL aliquots of seawater were
incubated in darkness with I-leucine-4-methylcoumarinyl-7-amide (MCA-Leu), 4-
methylumbelliferyl-b-D-glucoside (MUF-Glu) and 4-methylumbelliferyl-oleate (MUF-Ole) at
100 pM final concentrations (Hoppe, 1983). Controls were run with seawater samples
previously boiled for 10 min. Fluorescence was measured every 1 h for 6 h using a Synergy™
2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek; excitation 365 nm, emission 455 nm) (Hoppe, 1983).
Calibration curves were constructed by measuring the fluorescence in seawater with hydrolysis
products MCA and MUF at concentrations ranging between 0.1 and 2 uM. Rates were calculated
as described by Pantoja and Lee (1994).

2.10 Metabolic profiles of microbial communities

Biolog-Ecoplate™ microplates were used to determine differences in the metabolic potential
of the bacterioplankton assemblages (Sala et al., 2006). Biolog-Ecoplates are 96-well microtiter
plates containing 31 carbon sources in triplicate. Each well contains the redox dye tetrazolium
violet in a dry film together with the carbon source. Formazan is formed as the carbon source is
oxidized, which can be quantified spectrophotometrically. Of the total water sample, 150 ul was
inoculated in each well and the microplates were incubated at 22°C for 72 h. Optical density
(OD) was measured at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 h (A= 590 nm) with a microplate reader (ELx800
Epoch™, BIO TEK®). The utilization of each carbon source was calculated by subtracting the
absorbance of the control wells (without a carbon source) from the absorbance of each substrate
well; negative values were set to zero. To avoid bias from selecting one point of OD
measurements, we used the time-integrated OD until 72 h (OD;) using the trapezoidal method
(Guckert et al., 1996). The OD; was then expressed as a percentage of the OD; of each substrate
over the sum of OD; of all substrates, so as to minimize the effect of potentially different
inoculum densities (Sala et al., 2006; Frac et al., 2012). Average well color development

(AWCD), which expresses the general use of the carbon substrate by the microbial community,

103



was calculated using the equation:. AWCD=X (ODi) / N, where N is the number of plate
substrates (31).

Substrate richness (R") and substrate’s Shannon diversity index were both calculated as a
bacterial functional diversity index. Substrate richness (R") is the number of carbon substrates
utilized. The substrate’s Shannon diversity index (H’=-Y, pi (In pi)), is related to the carbon
substrates the bacterial community is able to degrade, where pi is proportional OD; of the well,
over the total OD; of all wells of a plate. To simplify interpretation, the substrates were grouped
into six categories: carboxylic acids (CA), carbohydrates (CHO), amino acids (AA), amines

(AMI), phenolic compounds (PhC) and polymers (POL) in accordance with Sala et al. (2006).

2.11 Molecular microbial community analyses

The response of the active microbial community to EQ additions was evaluated only in the
Achao study area. We use the term “active microbial community” in the sense that RNA-derived
sequences represent the content of microbial ribosomes thus reflecting the active part of the
total community (Baldrian et al., 2012). Bacterioplankton was concentrated by filtration (100
mL seawater) onto hydrophilic PVDF filters (0.22 um; GVWP02500, Millipore, 25 mm
diameter); the filters were preserved with RNAlater (300 pL) and stored frozen (—20 °C) until
extraction. RNA was extracted with the mirVVana miRNA Isolation Kit (Ambion, Life
Technologies) following the specified protocol but with the addition of a mechanical disruption
step during the cell lysis phase as described previously (Valdés et al., 2017). RNA extracts were
then treated to remove DNA tracers using a TURBO DNA-free Kit (Ambion) and quantified by
a fluorometric method using a Qubit fluorometer (Thermo Fisher Scientific). Complementary
DNA (cDNA) was generated using the ImProm 1I™ Reverse Transcription System (Promega
Corp, Madison, WI1); amplification was checked using a standard PCR of the bacterial 16S
rRNA. PCR conditions were the following: 95°C for 5 min followed by 35 cycles of 95°C for
455s,56°C for 45 s, and 72°C for 45 s, and a final elongation step of 5 min at 72°C using GoTaq®
DNA Polymerase (Promega Corporation). PCR products were checked using electrophoresis
for 45 min at 70 volts in an agarose gel (1.5%). cDNA templates were sequenced with MiSeq

(Ilumina) at GenomaMayor laboratory (http://www.genomamayor.com, Santiago, Chile) using
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in-house primers 515F (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) and 806R
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT) for the V4 region of the 16S rDNA gene based on
Caporaso et al., 2011.

Sequencing data-processing analyses were carried out using QIIME2 (v.2019.7) for sequence
curation and taxonomic classification into ASVs (Amplicon Sequence Variant) (Bolyen et al.,
2018). First, sequences were imported to QIIME2 using Casava. The demultiplexed, poor
quality and short sequences were extracted, leaving c.a. 210 bp length sequences, using giime
dada2 denoised-paired plugin (Callahan et al., 2016). The taxonomic classification was
performed using the SILVA138 database (release 132-99% OTUs, 515-806 region) with the
feature-classifier classify-consensus-vsearch plugin (Rognes et al., 2016). ASV that were
taxonomically annotated as “Mitochondria”, “Chloroplast”, “Eukarya” and “Cyanobacteria”
were excluded from subsequent bacterial and archaeal community analysis. The libraries were
deposited in the European Nucleotide Archive under the study accession number PRJIEB52033,
32 paired reads (ERS11455509-ERS11455540).

2.12 Statistical Analyses

2.12.1 Exploratory analysis:

Spearman correlation analysis was performed between nutrients and ATP concentrations in
the different experimental settings.

For each experiment, a permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA)
was performed, using PRIMER 6 and the add-on PERMANOVA+ software package, to
examine the variability of rates of MDH, activity, EEA, bacterial abundance, ATP
concentration and nutrients (NH4*, NOs~, NO,~ and PO, 3) related to treatments and incubation
time. Principal Coordinate Analysis (PCoA) was performed to visualize patterns of the

microbial community in response to EQ additions in different treatments and times.
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2.12.2 Metabolic activity

Normality assumptions were checked (Kolmogorov-Smirnov test) for all variables: specific
MDH activity, respiration and EEA, bacterial abundance, ATP concentration, environmental
variables (NH4*, NO3~, NO2™ and POs %), EcoPlates Index (AWCD, H’ and R”) and grouped
relative utilization of substrates (CA, CHO, AA, AMI, PhC and POL). A transformation was
used for variables that were not normally distributed (see Table S2).

A t-test was performed for comparing the results of metabolic and environmental variables
in the Control and treatments between the two study sites. Two-way analysis of variance
(ANOVA) was applied using treatments and times as levels for each experiment. Then, a
pairwise multiple comparison was performed using a Tukey test as a posteriori analysis. The

OD; data from EcoPlates for each treatment were ordered using joining cluster analyses.

2.12.3 Microbial Community Analyses

To evaluate if the sequencing depth allowed to recover the expected microbial community
richness in the different treatments, rarefaction curves were generated using R statistical
software (R Core Team 2020). Alpha diversity, including indexes such as richness (S), Shannon
(H*), and Evenness (J') were estimated using the Primer 6 software (Anderson et al., 2008)
based on rarefying libraries.

To identify microbial community changes associated with EQ treatments and incubation
time, sequences data were first standardized using solvent as previously described for metabolic
analyses (see section 2.2). The Bray-Curtis Similarity matrix was calculated using square root
transformed data. Principal Coordinate Analysis (PCoA) with Pearson correlation vectors
overlaid was performed to visualize changes associated with microbial community structure at
Phyla level. Vectors representing correlation >0.7 were used. To determine the taxa (ASV level)
with higher contribution to dissimilarity associated with the different treatments, a SIMPER
analysis was performed using PRIMER software. Significant differences in ASV abundance
between treatments were estimated through an ANOVA multigroup using STAMP software.
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3. Results

3.1 Environmental conditions of the sampling sites

The hydrographic conditions in Achao show a highly mixed water column with average
temperature and salinity of 12.2°C and 33.1, respectively (Fig. 2a). A typical nutrient profile
shows lower concentrations at the surface (e.g. NO3™ 0.5 uM at 2 m) in comparison to deeper
water strata (8.4 uM and 9.6 uM at 10 and 30 m, respectively, Table 1). DOC and Chl-a
concentrations were higher at 10 m in comparison to the surface and 30 m. The picoplankton
abundance was higher in the surface compared with deeper waters (Table 1).
A stratified water column was observed in Coliumo Bay, with a warmer temperature at the
surface (16.5°C) and a gradual decrease towards deeper water (~11.7°C; Fig. 2b). Salinity was
lower at the surface of the water column (31-32), due to the influence of freshwater input from
the Litril River. At 20 m depth, salinity increased to 34.5.
The concentration of nutrients, DOM, and Chl-a as well as picoplankton abundance found at 10
m depth in Achao were generally lower than those found in Coliumo Bay, with the exception of
NOs~. A lower PO4~3 concentration was measured in Achao resulting in a higher N/P ratio
compared with Coliumo Bay (Table 1). These environmental conditions are within those
expected for both sites in the season in which each sampling took place (e.g. Garcés et al., 2020).

3.2. Experimental conditions

Spearman correlations between NH4" and ATP showed significant (p< 0.05) and negative
correlation (coefficients —0.5 and —0.66) for all experiment treatments, the control and both size
fractions (data not shown), suggesting a possible bottle effect which is difficult to separate from
the potential response of the microbial community to EQ additions. The multivariate analysis of
the microcosm experiments at both sites (72 h Achao and 48 h Coliumo) showed significant
differences in time and treatments (PERMANOVA; p<0.05); time was the component with
greater variation (11.9 and 11.4, respectively). In the Principal Coordinate Analysis (PCoA), the
two axes explained 47 and 58% of the variance for Achao and Coliumo, respectively. In both

cases the experimental times of 48 and 72 h were clearly separated from the other experimental
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times (0 to 24 h), principally on axis 1 (Suppl. Info Fig. S1 a and b). Based on these results, the
experiments are only analyzed until 24 h from the exposure to EQ.

3.3 Nutrient and DOM concentrations in microcosm incubations with EQ

The concentrations of nutrients during the course of the experiments generally tended to
increase over time (Table 2). NH4" increased significantly in the treatments compared to the
control, especially at 24h in both sites (Table 2, ANOVA and Tukey test; p< 0.05, Suppl. Table
S5). NOs™ increased in treatments up to 12h and reversed at 24h (Table 2, ANOVA and Tukey
test; p< 0.05, Suppl. Table S5). NO>™ tended to increase in the EQ treatments, with significant
peaks at 6 and 24h in Achao and at 6h in Coliumo. PO4 decreased slightly in the treatments
compared to controls in both sites (Table 2) with no clear association with EQ concentrations.

The DOM concentrations during the incubations were only recorded for the control. The
DOC and DOP concentrations in Achao were relatively stable (87 pM and 0.2 pM
respectively), while DON (Table S3). The DOC concentration in Coliumo decreased initially
(6 h) and later increased until 24 h (1.5 times the initial concentration). DON and DOP increased

up to 3 and 1.5 times the initial concentrations, respectively (Table S3).

3.4 Bacterioplankton abundance and ATP concentrations in microcosms with EQ

There was a gradual decrease in cell abundance in the treatments and control in Achao at 24
h and a tendency to increase the number of cells in the treatments respect to the control;
however, the differences were not significant (p>0.05). In general, cell abundances decreased
in Coliumo at 12 h both in the control and EQ treatments.(Fig. S2 a and b). A slight tendency
to lower values of cell abundance in the treatments with respect to the controlswas observed
during the course of the experiments (Fig. S2 a and b).

ATP concentrations decreased over time in the treatments and control, especially FTotal,
with the lowest concentrations at 24 h (Fig. S3). The effect of EQ on ATP concentrations
showed no clear pattern; in Achao there was a significant decrease of ATP for EQ1 at 24 h in
the F<1um, and at 6 h in the FTotal. However, EQ3 showed a significant increase in ATP
concentration at 6 and 12 h (Fig. S3 a and b; ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table
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S5). There was a significant decrease in Coliumo until 12 h in the treatments and a recovery at
24 h in the F<1um; the FTotal was highly variable, with a significant decrease at 6 and 24 h
and an increase in ATP concentrations at 0 and 12 h (Fig. S3 ¢ and d; ANOVA and Tukey's
test; p< 0.05, Suppl. Table S5).

3.5 Specific malate dehydrogenase (MDH) activity in microcosms with EQ addition

The specific activity of MDH was significantly different between study sites as shown
by the controls (t-test; p< 0.05; Table S4).

In Achao the size fractions showed opposite behavior over time; the specific MDH activity
decreased for F<1pm (3.7 to 1 pmol NADH pg ATP! min) while the FTotal increased (3 to
12 pmol NADH pg ATP! mint), with significant differences between the size fractions at 12
and 24 h (Fig. S4 a; ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S6). The response of the
specific MDH activity to EQ additions, expressed as changes compared to the control, was
significantly negative in Achao. The specific activity of MDH in the size fraction F<lpm
showed a marked negative response to EQ at the beginning of the experiment (0 h);
subsequently, the MDH activity increase until values over 1 pmol pg ATP min* at 24 h (Fig. 3
a). FTotal showed an erratic effect at the beginning of the experiment, increasing the negative
response at 12 h (Fig. 3 a, and b, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S5).

In Coliumo the specific MDH activity was significantly greater for F<1um than for FTotal,
decreasing over time from 5 to 4 pmol NADH pg ATP! min, while the FTotal increased from
1 to 3 pmol NADH pg ATP min* at 24 h (Fig. S4 b; ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl.
Table S6). The specific MDH activity of F<1um in Coliumo Bay showed a significant response
to EQ additions, positive for EQ1 in the first 6 h and negative from 12 h on, and mainly negative
for EQ3. The response of the FTotal was mostly negative until 12 h for both treatments (Fig. 3
c and d; ANOVA and Tukey's test; p < 0.05, Suppl. Table S5).

3.6 Specific microbial respiration response to EQ addition
All incubations began in oxic conditions, above 300 pmol O, L™ (6.7 mL O, L'1). However,

the respiration rates were significantly different between sites (t-test; p< 0.05; Table S4). In
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Achao, the specific respiration rate of the F<1um fraction in the experimental controls increased
until 12 h compared to the FTotal; however, both fractions increased oxygen consumption over
time (Fig. S4 ¢). The response of FTotal to EQ additions was highly variable among treatments
over time; it was negative (—125 to —211 pmol Oz pg ATP* h'%) and significant at 0, 12 and 24
h, changing to positive (86-267 pmol O, pg ATP* h) at 6 and 12 h. However, F<lum was
positive and significant for all EQ concentrations (95-451 pmol O, pg ATP? h? over the
control). This difference between the control and treatments decreased to 14 and -9 pmol O2 pg
ATP hat 24 h for EQ2 and EQ3, respectively (Fig. 4 a and b; ANOVA and Tukey's test; p<
0.05, Suppl. Table S5). The specific respiration rate in Coliumo decreased over time up to 12 h
for both fractions; however, F<lum showed greater rates than the FTotal (Fig. S4 d). The
responses to the EQ additions were significant and mostly negative, from —23 to —127 pmol O2
pg ATP! h! for FTotal and F<1um, respectively (Fig. 4 ¢ and d; ANOVA and Tukey's test; p<
0.05, Suppl. Table S5).

3.7 Specific Extracellular Enzyme Activity (EEA) response to EQ addition

EEA was detected for the three substrates studied in this microcosm experiment in both sites;
the specific EEA in the controls was significantly greater (about an order of magnitude) in
Achao compared to Coliumo (t-test; p< 0.05; Table S4).

3.7.1 Leucine aminopeptidase (LAP) activity

The FTotal LAP activity increased over time in Achao, reaching 11 pmol pg ATPh? at 12
and 24 h, an order of magnitude greater than the activity of the F<1um (Fig. S4 e). The response
to EQ additions in Achao was significant, negative and proportional to the EQ concentration in
the FTotal (12 and 24 h). However, the response in the F<1pum was positive and significant
from 6 h on, but variable among concentrations (Fig. 5 a and b, ANOVA and Tukey's test; p<
0.05, Suppl. Table S5).

FTotal in Coliumo showed an increase in LAP activity over time, reaching 2 pmol pg ATP"
n-l at 24 h, in contrast to the F<lum which decreased and was not detectable after 12 h.
However, the LAP activity of F<1lum was twice that of the FTotal in the first 6 h (Fig. S4 f).
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LAP activity in the EQ treatments was greater than the control for both fractions and was
significant for EQ3 at 0 and 24 h (Fig. 5 c and d, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl.
Table S5).

3.7.2 p-glucosidase (B-GLU) activity

B-GLU activity increased over time in Achao, reaching 9 and 8 pmol pg ATP*hat 24 hin
FTotal and F<lum, respectively; the latter was twice as high as the FTotal during the first 6 h
(Fig. S4 g). The response of B-GLU activity to the addition of EQ was generally negative during
the entire incubation. FTotal showed a negative response proportional to the concentration of
EQ, which was significant at 12 h and 24 h. B-GLU activity in the F<1um was more variable;
there was an initial significantly negative response (0 h) inversely proportional to the EQ
concentration, which became significantly positive for EQ1 after 12 h, but negative and
proportional to the concentration for EQ2 and EQ3 (Fig. 6 a and b, ANOVA and Tukey's test;
p< 0.05, Suppl. Table S5).

The B-GLU activity rate increased over time in Coliumo, reaching 0.25 and 0.75 pmol pg
ATP*h? for FTotal and <lum, respectively at 24 h. The rate for F<1pum was twice that of
FTotal at all times (Fig. S4 h). The response to the addition of EQ was variable over time and
among fractions. There was a negative tendency of FTotal in the first 6 h, but a significant
positive change in EQ3 at 24 h. F<1um showed an initial positive response that was significant
for EQ1 but changed to significantly negative after 12 h for EQ1 and EQ3 (Fig. 6 ¢ and d,
ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S5).

3.7.3. Lipase (LIP) activity

LIP activity increased over time in the control. The LIP activity of F<lum was twofold
higher than that of FTotal in the first 12h, reaching F<1um 25 pmol pg ATP-1h-1. This reversed
at 24h when the FTotal reached a LIP activity of 33 pmol pg ATP-1h-1 (Fig. S4 i). The LIP
activity response to the addition of EQ in both fractions was significant and negative during the
entire incubation, except EQ1 for F<lum at 24 h and for FTotal at 6 h. The decrease in LIP
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activity was proportional to the EQ concentration, with greater variability in the first 6 h for
F<lum (Fig. 7 aand b, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S5).

LIP activity increased over time for Coliumo; F<1um showed LIP activity three times that
of FTotal at all times, reaching 5.9 and 1.9 pmol pg ATP*h, respectively, at 24 h (Fig S4 j).
The response of FTotal to the addition of EQ showed significant negative differences for EQS3,
while for EQ1 FTotal decreased over time, reaching similar values than the control at 24 h.
F<1um showed a significant negative response that increased over time for both concentrations
(except EQ1 at 6 h). It should be noted that the magnitude of the F<1um response was up to 3
times greater than FTotal (Fig. 7 c and d, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S5).

3.8. Utilization of carbon substrates by the microbial community in response to EQ
addition.

The comparison of the mean carbon substrate utilization per site and treatment is shown in
Fig. 8. In general, the samples clustered in two main groups according to their sampling site.
The Achao samples grouped with a smaller distance (17.5) than Coliumo (22); however,
treatment EQ2 for Achao showed a distant affiliation (31.9).

The response to the addition of EQ in Achao showed significant differences in AWCD
compared to the control during the entire incubation (ANOVA and Tukey's test; p< 0.05; Suppl.
Tables S7). This difference decreased over time in all treatments. EQ1 showed a higher AWCD
in comparison to the control, whereas EQ2 and EQ3 showed lower AWCD (Table 3). The H’
and R’ indices decreased in the treatments during the incubation (except in EQI at 0 and 6 h)
and were significant for EQ2 at 24 h (Table 3; ANOVA and Tukey's test; p< 0.05; Table S7).

In Achao, EQ additions produced an initial (0 h) decrease of the Relative Utilization (RU) of
CHO ($%), PhC (2%,) and POL (2%,) in EQ2 and EQ3, whereas towards the end of the
experiment an increment was observed in the utilization of CHO (5%), due mainly to acetyl
glucosamine, erythritol, methyl glucoside and glycerol phosphate and POL (15%) given by
Glycogen and Tween 80 (Figs. 9 and S5). The opposite occurred with the utilization of AA
(serine, asparagine, threonine and glutamic acid) and CA (hydroxybutyric acid), which increased
at 0 h (5% and 4%, respectively) in EQ2 and EQ3, and then decreased 6% and 8% in the
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following hours; however, these differences were not significant (Figs. 9 and S5).These results
suggests a switch of the microbial community from a preferential utilization of labile substrates
(like AA and CA) in the EQ treatments at the beginning of the experiment to less labile
substrates (CHO and POL) to the end of the experiments.

There was a significant increase of substrate utilization in Coliumo in the treatments with
EQ1 and EQ3 (AWCDon = 6.5 and 7.5) with respect to the control (AWCDon= 4.8) at 0 h and
EQ3 at 6 h (AWCDen= 13.7 vs. 16.1; Table 3, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table
S7). In contrast, there was a decrease in H” and R’ for both concentrations of EQ at 0 h, which
was not significant for H’ (Table 3, ANOVA and Tukey's test; p< 0.05, Suppl. Table S7). The
relative utilization of grouped substrates did not show significant differences; however, there
was an increase of 10% in CHO utilization at 0 h in EQ1 (Figs. 9 and S5). Furthermore, the
utilization of AA, AMI, PhC and POL decreased (~4%) at O h and increased at 6 h in the
treatments with EQ (Figs. 9 and S5). The preferences to these substrates and carbohydrates by
the microbial community were generally maintained between the control and treatments (Fig.
9).

3.9 Active microbial community composition in response of EQ addition

Rarefaction curves indicate that most of the libraries reached a plateau, and thus the expected
richness at the different treatments was retrieved (Fig. S6). The alpha diversity of the microbial
community showed a similar range of values between the Control and the Solvent treatment,
with slight changes associated with incubation time (Table S8). The Shannon indexes (H”) of
EQ treatments were higher during the first 6 h, and then decreased towards the end of the
experiment (Table S8), reaching lower diversity values in EQ3 and EQ2 treatments than in the
Controls and EQ1. The lower H’ of EQ3 was associated with higher species dominance
(Simpson Index) and lower richness.

The composition of the active microbial community was represented by 25 phyla consisting
mainly of Proteobacteria (52-69%) followed by Bacteroidota (19-30%), Verrucomicrobiota. (3-
8%) and Thermoplasmatota (0.5-6%). The main classes found both in-situ and in the

experiments are Alphaproteobacteria (Proteobacteria), Gammaproteobacteria (Proteobacteria),
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Bacteroidia (Bacteroidota), Verrucomicrobiae (Verrucomicrobiota.) and Thermoplasmata
(Thermoplasmatota). These classes presented a differential response in EQ treatments compared
with controls, based on their 16S rRNA reads counts. We found, in general, higher activity of
Bacteroidia (except 12 h), Gammaproteobacteria, Verrucomicrobia (except 12 h) and
Thermoplasmata (Archaea); in contrast, a lower activity of Alphaproteobacteria was observed
(Fig. 10). At 12 h of incubation, the higher activity differences of EQ vs control treatments were
registered mainly for EQ3 associated with a negative EQ effect on the orders Flavobacteriales
and Rhodobacterales, and a positive EQ effect for the orders Thiomicrospirales
(Gammaproteobacteria), KI89A clade (Gammaproteobacteria) and Marine Group I
(Thermoplasmata; Ca. Poseidionales). The relative abundance of the active microbial
communities was similar between the Control and EQ treatments at 24 h of incubation (Fig.
10).

Principal Coordinate Analysis (PCoA, Fig. S7) at Phyla level showed that the variability of

the microbial community structure was associated with the incubation time and treatments (EQ
addition). PCoA1 and PCoA2 accounted for 41% and 29.5% of total variation, respectively; the
first was associated with a separation by treatments, including EQ3 and EQ2, particularly at 12
h. At all incubation times, the PCoA analyses showed the Control, EQ1, EQ2(24) and EQ3(24)
remained close to each other (Fig. S7).
SIMPER analyses showed that 19 ASVs contributed the most to dissimilarity between EQ
addition treatments and the control (Fig. 11). This dissimilarity varied between 15 and 19%, for
EQ1 and EQ3, respectively. These 19 ASVs account each for at least 1.5% of the observed
differences (Fig. 11). The following more representative ASVs significantly decrease their
abundance (ANOVA p<0.05) between treatments and control: Planktomarina
(Rhodobacteraceae), ASV150 (Rhodobacteraceae), Ascidiehabitants (Rhodobacteraceae), and
Tenacibaculum (Flavobacteraceae) (Fig. 11 and S8). On the other hand, NS10 marine group
(Cryomorphaceae), NS2b marine group (Flavobacteraceae), and Formosa (ASV42,
Flavobacteraceae) increase their abundance in the treatments compared with the control (Fig.
11 and S8) (ANOVA p<0.05).
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In addition, the ASV’s contributing to dissimilarity between EQ treatments and control,
which were identified by SIMPER but were not statistically significant using ANOVA (p>0.05),
were KI89A  (Gammaproteobacteria), SAR86  (Gammaproteobacteria), MGl
(Thermoplasmata/Archaea) and SUP05 (Thioglobaceae/ Gammaproteobacteria). These groups
tend to increase when exposed to EQ treatments. On the other hand, Polaribacter
(Flavobacteriaceae), ASV38 (Flavobacteriaceae), Ulvibacter (Flavobacteriaceae), Formosa

(ASV41, Flavobacteriaceae) (Fig. 11) only increased their abundance at low EQ concentration

(EQ1).

4. Discussion

Our study seeks to identify the potential effects of ethoxyquin on the metabolic activity and
biodiversity of the microbial planktonic community in two contrasting areas, Achao and
Coliumo Bay where the first is influenced by salmon farming. To the best of our knowledge,
this is the first time that the effects of EQ have been evaluated in marine microbial communities

of the water column.

4.1 Environmental conditions in the study sites

The hydrographic characteristics of both study sites were typical for spring/summer and
consistent with the seasonal patterns of Coliumo Bay (Schneider et al., 2017) and the inner sea
of Chiloe, where it is frequent to find strong mixing driven by winds and tides (Narvaez et al.,
2019). These hydrological parameters also coincide with the features for each site reported by
Garcés et al. (2020) for the same season but a different year. Despite the difference in surface
temperature and salinity (4°C and 2, respectively, Fig. 2) between the sites at a depth of 10 m
(microcosm sampling depth), these differences were less than 1°C and 1 (Fig. 2), which are
insignificant considering the natural environmental variability of the studied areas, even at daily
scale.

The nutrient concentrations found in both study sites are within the ranges previously
reported (Montero, 2007; Morales and Anabalén, 2012; Valdés et al., 2017; Garcés et al., 2020).
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Nutrient concentrations in northern Patagonia (Iriarte et al., 2007; Jacob et al., 2014; Martinez
et al., 2015) are lower than those found in central Chile (Quifiones et al., 2010; Morales and
Anabaldn, 2012), which is consistent with the results of our study. The higher N/P ratio found
in Achao is a result of the lower concentration of PO, 2 as compared to Coliumo Bay, which
results in a “deficit” of N for central Chile (Coliumo) that may be related to denitrification and
annamox processes (main pathways of N loss, Dalsgaard et al., 2003) characteristic of the
upwelling systems in central Chile with high nutrient and low oxygen content (Quifiones et al.,
2010; Galan et al., 2014). These conditions are concordant with those expected for both sites in
the season sampled (e.g. Garcés et al., 2020).

The lower concentrations of DOM, Chl-a and picoplankton abundance at a depth of 10 m in
Achao compared to Coliumo would be explained by the greater primary productivity in central
Chile (inferred from the concentrations of DOM and Chl-a) and are within the ranges reported
by other authors for these sites (Vargas et al., 2013; Gonzélez et al., 2019; Rain-Franco et al.,
2019; Molina and Fernandez, 2020).

4.2 Nutrient and DOM concentrations in microcosm incubations with EQ

The addition of EQ at the levels tested in this study showed an increase in nutrient
concentrations in the microcosms compared to the control, with no clear patterns emerging as
a function of EQ concentration. The increase observed in both study areas may be due to a
potential accumulation of nutrients up to 12 h., since at 24h the EQ treatments tended to
decrease or maintain nutrient concentration except for ammonium, which increased during the
entire experiment, suggesting higher remineralization in the treatments (Table 2). Valdes-
Castro and Fernandez (2021) also found a reduction of ammonium uptake but when the
community was exposed to anti sea lice pesticides used in salmon farming.

There was an initial accumulation of nitrate and nitrite (0-6 h), possibly related with the
nitrification process occurred in the first phase of the experiment. However, in both sites the
nitrate and nitrite net accumulation stop (24 h in Achao and 12 h in Coliumo; Table 2),
suggesting a decrease or potential inhibition of nitrification by EQ. This agrees with the study

of Papadopoulou et al. (2016, 2020), who found a reduction of potential nitrification in soils
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induced by EQ. The raise of nitrogenous nutrients was also reflected in the N/P ratio, which
generally increased in the treatments, suggesting greater re-mineralization of nitrogenized
compounds.

In the control, DOM remained within the environmental ranges observed previously in the
study zones by other authors (Vargas et al., 2013; Gonzélez et al., 2019; Rain-Franco et al.,
2019; Molina and Fernandez, 2020). However, the changes in concentration over time suggest
DOC consumption by the microbial community in both sites during the first 6 h of incubation
and accumulation until 24 h, especially in Coliumo where the increase at 24 h was notable,
possibly due to cell division, exudates, and viral lysis, among others (lturriaga and Zsolnay
1981; Owaga et al 2001; Kawasaki and Benner 2006). The DON and DOP behaved in opposite
ways, accumulating in Coliumo, which agrees with the results of Valdés et al. (2017) from
experiments with bacterioplankton communities enriched with DOM conducted on the

continental shelf adjacent to Coliumo bay.

4.3 Bacterioplankton abundance and ATP concentration in microcosms with EQ

Bacterioplankton abundance changed over time and varied in the treatments. The abundance
in Achao decreased at 24 h both in the control and treatments. Bacterioplankton abundance in
EQ treatments were higher than in controls, increasing in general proportionally to the EQ
concentration mainly in Achao: In Coliumo a greater variability was found in response to EQ
exposure. This is in line with the results reported by Papadopoulou et al. (2020) who tested the
effects of EQ and its main two metabolites (i.e. 2,6-dihydro-2,2,4-trimethyl-6-quinone imine;
Ql and 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline; EQNL) on the abundance and activity of ammonia and
nitrite oxidizers from soil isolates. They found lower activity and abundance in higher
concentrations of EQ equivalent to EQ3=1000 pg L™ and in EQ concentrations two orders of
magnitude higher than those used in this study. However, Papadopoulou et al., (2020) also
observed an increment in abundance and activity of ammonia oxidizers in lower EQ
concentrations especially on the first experimental day.

The total microbial biomass expressed as ATP concentrations (<63um) were 0.02 and 0.04

ug ATP L1 for Achao and Coliumo, respectively, which is in the range reported by Garcés et
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al. (2020) (<100um) in Achao (0.023 ug ATP L™1), but Coliumo had twice the biomass reported
by these authors (0.021 pug ATP L™Y). The biomass of both sites was lower than that reported
by Gonzalez and Quifiones (2009), 0.2 ug ATP L in southern central Chile and 0.05 ug ATP
Lt in northern Chile. ATP concentration decreased over time in both sites, which reflects a
decrease in live biomass in the experiments, which was negatively correlated with ammonium
concentration. The greater total biomass in Coliumo Bay is related to the hydrobiological
characteristics of each site; greater biomass is expected in Coliumo since it is a highly
productive area; however, this was not reflected in the F<lum since total biomass was similar
between the two sites. Bacterioplankton abundance was, contrary to expectations, also greater
in Achao than in Coliumo. The addition of EQ did not produce a clear response pattern in total
biomass (i.e. ATP concentration). However, the F<1um in Coliumo showed higher sensitivity
to EQ additions evidenced by a decrease of biomass until 12 h of incubation and then recovered.

In the case of FTotal at the two sites, EQ appeared to stimulate a biomass increment.

4.4 EQ addition and specific MDH activity

The specific MDH activity in the FTotal was 3 and 1 pmol NADH min™ pg ATP* in Achao
and Coliumo, respectively (Fig. S4), agreeing with ranges reported by Garcés et al. (2020) for
both sites and greater than those reported by Gonzélez and Quifiones (2009) in central Chile.
This difference may be related to the lower microbial biomass (ATP) measured in our study.
The specific MDH activity in the study sites showed a similar pattern in the control, with FTotal
increasing activity over time while the size fraction F<lum decreased (Fig. S4). It must be
noted that the F<lum in Coliumo showed higher specific MDH activity during the whole
experiment than in Achao, which may be related to a response to the difference in the
hydrobiological characteristics of the sites (e.g. greater DOM and Chl-a).

Specific MDH activity in Achao had a marked negative response to EQ addition in both
fractions which decreased over time but showed an increase in MDH activity at 24 h for F<lpm.
The FTotal of Coliumo also showed reduced MDH activity in response to EQ; however, the
MDH activity of the F<lum fraction increased with the addition of EQ1 (10 pg L) in the first
6 h of the experiment (Fig. 3). It has been reported that the increase in MDH activity generally
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indicates an increase in the remineralization of organic matter in soils (Martinez et al., 2002).
MDH is also an indicator of microbial activity in microplankton communities of the water
column in the Humboldt Current System, since MDH has the highest oxidizing activity in
comparison to other catabolic enzymatic activities, correlates significantly with oxygen
concentration and microplankton biomass in the water column (Quifiones et al., 2006; Gonzélez
and Quifiones, 2009), and reflects the global oxidative metabolic reaction of the microbial
community (Martinez et al., 2002). Thus, these results suggest that EQ exposure may decrease
the remineralization of organic matter in the water column. However, the EQ (and antioxidants
in general) may be considered pro-oxidative under certain conditions (Blaszczyk et al., 2013;
Egloff et al., 2018), which may explain the “stimulation” of the specific MDH activity of the
smallest size-fraction. The microbial community may also be resilient, recovering from and

even being stimulated by the addition of this antioxidant.

4.5 Response of microbial respiration to EQ addition

Detrimental effects of EQ at the cell metabolism level have been previously reported.
Hernandez et al. (1993) and Reyes et al. (1995) analyzed the impact of EQ on the metabolic
pathways of renal and hepatic rat cells. They suggested that EQ interacted with the
mitochondrial respiratory chain, and it resulted in inhibition of oxygen consumption in the
mitochondria of kidney and liver in a dose-dependent manner. Although there is no previous
information about changes in marine microbial respiration rates associated with EQ addition,
studies of soil microbiota suggest that EQ does not produce significant changes in respiration
(Papadopoulou et al., 2016). However, our study found changes in the respiration rate after the
addition of EQ, which were different between areas and fractions. The size-fraction F<lum in
Achao showed a clear increase in respiration rate during the whole experiment (up to 2.5 times
that of the control); however, the response of FTotal was highly variable, with a negative effect
at the beginning and end of the experiment. In Coliumo Bay, where there is no salmon farming,
the effect was mainly negative in both fractions, but without proportional responses to EQ
concentrations or consistent temporal patterns. These responses differentiated by areas and

fractions suggest that EQ would have a negative effect on the communities in areas that have
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not been exposed to this type of compound, while the microbial communities of areas near
salmon farms may be stimulated as a response to possible stress or degradation of the
compound. A possible explanation for increased respiration is that microorganisms oxidize EQ,
as has been reported for quinolines (Brockman et al., 1989; Aislabie et al., 1990; Kaiser et al.,
1996) and other chemical compounds such as insecticides (Tu, 1970; Jones and Ananyeva,
2001; Eisenhauer et al., 2009; Jail et al., 2014).

4.6 Response of Extracellular Enzyme Activity (EEA) to EQ addition

We assessed the response of microbial metabolism by the specific EEA of three key
enzymes: leucine aminopeptidase (LAP), B-glucosidase (B-GLU) and lipase (LIP), as
indicators of the degradation of protein, carbohydrate and lipid compounds, respectively.
We detected the specific EEA on the three substrates used in both sites and fractions. The
specific EEA of the F<1um was greater than the FTotal (except for LAP) in the first hours
of the experiment in Achao, while in Coliumo this occurred for the three enzymes (Figs.
5,6,7). This may be because the F<1pum “benefits” from the absence of predators during the
incubation and from the greater biomass (ATP) in the FTotal, resulting in greater specific
EEA for the F<lpm.
It should be noted that the non-specific EEA rates (data not shown) agreed with the ranges
reported by Pantoja et al. (2011); LAP: 1.2 to 182 nmol L h', B-GLU: 0.08-61 nmol L™
h*t and by Gutiérrez et al. (2011); LAP:10 to 229 nmol L hl in central Chile, and other
coastal regions (LAP: 15-80 nmol L h!; Obayashi et al., 2005). However, the non-specific
rates of B-GLU in this study for the control (22-69 nmol L h'') are lower than those
reported by Garcés et al. (2020), who reported values of 114-142 nmol L™ h in the control
for the same sites studied here. The non-specific rates for LIP (data not shown) were four
times those reported by Yamada et al. (2010) for surface waters of Tokyo.

The specific EEA was affected by EQ addition, generating changes in the rates of the three
enzymes evaluated. Specific LAP activity generally increased in response to the addition of EQ,
especially in the F<1um of Achao, but with no clear pattern over time and not in proportion to

the EQ concentration added. In contrast, the FTotal in Achao was affected, decreasing the
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specific LAP rate, apparently proportional to the concentration of EQ. LAP activity was also
stimulated by EQ in Coliumo, but the changes were less than those observed in Achao. The
stimulation of specific LAP activity by the addition of EQ may be related to the N content in
the EQ molecule, which may be a potential organic substrate for degradation. A possible
hypothesis is that the higher EEA rates found in Achao in response to EQ are due to the
community having some adaptation to EQ because of frequent exposure given the presence of
salmon farming in the area.

The specific B-GLU activity decreased with the addition of EQ; however, the response was
different between sites and fractions. In Achao, the F<1um showed an effect of EQ related to
the concentration used, especially after 12 h; EQ1 (lowest concentration) showed an acute initial
effect, which decreased over time and finally stimulated the specific B-GLU activity. The higher
concentrations had a permanent negative effect, which was proportional to the EQ concentration
from 12 h onwards. The FTotal showed a similar behavior, but without stimulating B-GLU
activity towards the end of experiment. The effect was also generally negative in Coliumo, but
with lower magnitude. These differences may respond to the different community compositions
of the sites. The negative effect of EQ on the specific B-GLU activity coincides with the report
of Papadoupulou et al. (2016) for soil microbiota, where they found a negative effect of EQ on
B-GLU activity, but without a clear temporal pattern. However, B-GLU in aquatic microbial
communities can be stimulated by other chemical compounds derived from salmon farming like
the pesticide Azamethiphos used in the control of sea lice in salmon farming (Garcés et al.
(2020). Microbial planktonic communities may even be adapted to the presence of
Azamethiphos in zones with a high presence of salmon farming (Garceés et al., 2020).

The specific LIP activity was the most affected by EQ addition, which is expected given the
antioxidant nature of the molecule, which is used to avoid lipid oxidation (Bohne et al., 2008).
A negative response to the concentration was observed in both sites and fractions (Fig. 7);
however, the magnitude of the effect was considerably greater in Achao than in Coliumo. This
magnitude difference may also be explained by possible differences in the communities present
in the two sites that may differ in their sensitivity to EQ exposure and/or in their capacity to

degrade it.
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The lowest EQ concentration (EQ1= 10 pg L) showed a highly variable response in the
specific EEA of the enzymes studied (Figs. 5, 6 and 7), which may be related to the lability of
ethoxyquin (Bintou, 2015), suggesting that the lowest concentration may be degraded by
irradiation and/or hydrolysis (Bintou, 2015; EFSA, 2015). The different responses to the
addition of EQ, for example the stimulation of the specific LAP activity for F<lpm in Achao
vs. the decrease of the specific B-GLU and LIP activity, may be related to the impossibility of
evaluating the effect of the metabolites or transformation products in this study (Karas et al.,
2018). It is now well documented that transformation products or metabolites can occasionally
exert higher toxicity on non-target organisms than the parent compound (Pappola et al., 2014;
Wu et al., 2014). Papadopoulou et al. (2016, 2020) showed that the quinone imine and ethoxy
quinoline, oxidation products of EQ, were responsible for the toxicity observed on ammonia-
oxidizing microorganisms in soil. On the other hand, several bacteria (Itoh et al., 2014) and
fungi (Pandey and Singh, 2004) groups increase their metabolic rates in soil when exposed to
chemical compounds such as pesticides.

4.7. Utilization of carbon substrates by microbial community in response to EQ addition.

We found different responses in Achao and Coliumo Bay in the utilization of carbon
substrates by microbial communities exposed to EQ (Fig. 8) suggesting that the communities
of each site are different. It has been shown that changes in diversity can impact the emergence
of resistance to chemical treatments (Becker and Liess, 2015). There was a decrease in the
utilization of carbon substrates (AWCD) when exposed to higher concentrations of ethoxyquin
(EQ2:100 and EQ3:1000 pg L) in Achao but an increase in substrate utilization for EQ1 (10
ug L), while in Coliumo both concentrations used — EQ1 and EQ3 — stimulated substrate
use (Fig. 9 and Table 3).

Because there is no previous information about EQ effects on marine microbial
communities, in what follows we discuss our results in the context of the effect of other
chemical compounds such as pesticides and antibiotics. Mishra and Pandey (1989) and Murage
et al. (2007) suggested that the toxic effects of pesticides on microorganisms in the environment

are influenced by the type of organic matter available, since the addition of carbon sources such
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as glucose, acetate and amino acids increases the resistance of some fungal species to pesticide
toxicity. Garcés et al. (2020) found an increase in the utilization of carboxylic acids and amino
acids in treatments with a pesticide (Azamethiphos) in the marine environment, agreeing with
our results which found greater utilization of amino acids and carboxylic acids (Achao), and
carbohydrates (Coliumo) especially at the beginning of the experiment with the EQ treatments.
Carboxylic acids and amino acids are part of the labile pool of organic matter and are important
as carbon and nitrogen sources for bacterioplankton (Obernosterer et al., 1999; Pullin et al.,
2004). Previous studies using Biolog Ecoplates in soil detected changes in the functional
diversity of bacteria and increased use of N-acetyl-D-glucosamine (NAG) with the application
of the antibiotic sulfamethoxazole (Liu et al. 2012) and the pesticides vinclozolin (fungicide)
and A-cyhalothrin (insecticide) (Lupwayi et al., 2009). This concurs with our results since NAG
was one of the five most utilized substrates in the treatment with EQ, and its utilization
increased over time (Fig. 9). NAG has been shown to be an important source for bacterial
growth in aquatic systems (Riemann and Azam, 2002; Sala and Gude, 2004). NAG is also a
major component of structural polymers in bacteria, algae, zooplankton and fungi (Sala et al.,
2006), which suggests that NAG use increased because the bacterial community can catabolize
it from dead biomass (Lupwayi et al., 2009). In Achao, EQ treatments also increased the use of
polymers, specifically glycogen, Tween 80 (24 h) and Tween 40 (6 h). However, this was not
observed in Coliumo, where the use of CHO such as cellobiose and NAG was important, which
may be increased by the high nutrient concentration, especially phosphorous, in coastal waters
(Sala et al., 2006). The presence of complex molecules in the water column from sources such
as boat waste and sewage may favor bacteria capable of using polymeric carbon sources (Sala
et al., 2006), which may be analogous to the presence of EQ. Although differences were
observed in the response of the two sites to EQ and that substrate utilization may sometimes be
stimulated (AWCD) by EQ, samples from both sites evidenced a decrease in richness and
diversity, suggesting that this antioxidant may limit the capacity of the microbial community to
use carbon sources. The lower functional richness in Coliumo exposed to EQ may be because

the community in this area has less plasticity of its metabolic pathways to adapt to perturbations.

123



4.8 Changes in the composition of the active microbial community in response to EQ
addition
Microbial community composition evidenced changes during our experiments associated with
EQ addition over time. Higher EQ additions resulted in loss of some active microbial taxa after
6 h of experimental incubation. Alpha, Gammaproteobacteria and Bacteroidia presented a
greater contribution to our libraries (up to 80%) and were the classes showing significant
differences between treatments and control. These are typically active marine bacteria classes
in both study areas (Chilean Patagonia, Molina and Fernandez, 2020; surface waters off central
Chile, Valdés et al., 2017). In our experiments, we found that Alphaprotobacteria was negatively
affected in EQ treatments, whereas Bacteroidia and Gammaproteobacteria were favored.
Bacteroidia, which includes the Flavobacteriales order, presented a positive and faster response
to the addition of EQ than the other bacteria classes, i.e., incrementing its relative activity at the
beginning of the experiment. However, this response was not permanent but changed during
the time course of the experiment showing an activity reduction in EQ treatments at 12 h.
Alpha, Gammaproteobacteria and Bacteroidia are known for their ability to take advantage of
DOM availability as opportunistic heterotrophic marine microbes, which usually follow algal
blooms in the ocean (Teeling et al., 2012). These key heterotrophic bacteria were recently
reported to have DOM selective responses to the d**C-DOM enrichment derived from different
phytoplankton sources (Kieft et al., 2021). For instance, Bacteroidia presented higher relative
abundance, growth rates and C/N biomass content in response to high molecular weight DOM
from diatom lysate, while Alphaproteobacteria to low molecular weight DOM derived from
cyanobacteria exudate but with N-rich biomass content (Kieft et al., 2021). Additionally,
Bacteroidia was found to respond to copepod excretion products, showing higher specific
activity (16S rRNA/rDNA) in treatments with DOM derived from higher size fraction diets
(Valdés et al., 2017).

Bacteroidota is one the most abundant phylum in coastal areas, reaching between 10 and
30% of the total relative abundance of the bacterial community (Alonso-Saez and Gasol, 2007).
This group is able to degrade complex organic matter and is specialized in the degradation of

biopolymers, such as proteins (Pinhassi et al., 1999; Teeling et al., 2012; Fernandez-Gomez et
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al., 2013). Specifically, ASVs related to the NS10 marine group (Cryomorphaceae/ Bacteroidia)
and the NS2b marine group (Flavobacteriaceae/Bacteroidia) were favored by EQ addition.
These clades were reported to be fast responders to the organic matter derived from
phytoplankton blooms (Buchan et al., 2014; Liu et al., 2019). The Cryomorphaceae family also
plays a relevant role in secondary production of coastal regions (Bowman, 2020). The NS2b
marine group is a large marine clade which is characterized by a complex suite of specialists
adapted to narrower niches, such as different depths and thus different DOM quality (Diez-
Vives et al., 2019). It was noted that ASV38, Formosa and Ulvibacter (Flavobacteriaceae) were
favored under lower EQ concentration (Figs. 11 and S8).

It is important to mention other groups that were predominant and which respond positively
to EQ addition like Gammaproteobacteria (KI89A, SAR86 and SUPOQ5) and archaea MGII
(Thermoplasmata, Ca. Poseidionales). Several studies have suggested that enrichment
experiments enhance the activity and abundance of low-abundant but frequent microorganisms
that have copiotrophic lifestyles, which allow them to rapidly adapt to changes in their
environmental conditions and substrate availability outcompeting abundant groups in the field
(Nelson and Wear, 2014; Pedler et al., 2014; Logue et al., 2016). For example, KI89A was the
second most frequent group in having a rapid response in DOM remineralization experiments
in the Ocean Station Papa (North Pacific, Stephens et al., 2020) and to NH4" enriched
experiment in North Pacific Subtropical Gyre (Goldberg et al., 2017), probably associated with
its elevated protein utilization compared with other groups (Orsi et al., 2016). MGII archaea
represent the most abundant planktonic archaeal group in ocean surface waters (Rinke, 2019),
with a wide range of ecological niches including photo and chemoheterotrophic lifestyles
(Deschamps et al., 2014). Metabolic reconstruction predicts an exclusively heterotrophic
lifestyle and ancestral phototrophy (Rinke et al., 2019). A proteolytic lifestyle appears to be
common to all genera of MGII archaea as evidenced by a variety of di- and oligo peptidases,
and a high number of genes encoding proteins involved in amino acid degradation pathways
(Rinke et al., 2019).

In contrast, the potential activity of Planktomarina, ASV 150 and Ascidiaceihabitants all

from the Rhodobacteraceae family (Alphaproteobacteria) was negatively affected by EQ
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addition. Planktomarina was a predominant genus associated with observed differences
between treatments found during our incubation (Fig. 11). It is a photoheterotrophic bacteria
belonging to the Roseobacter clade which constitute up to 35% of coastal marine
bacterioplankton (Marques et al., 2020) and play an important role in the degradation of organic
matter derived from phytoplankton (Selje et al., 2004; Zhou et al., 2018). The decrease in
potential activity may be related to EQ’s capability to inhibit the specific B-GLU and LIP activity
(Figs. 6 aand 7 a).

Active bacteria and archaea shifts in response to EQ addition were consistent with metabolic
profiling capabilities such as higher respiration rates (Fig. 4 a), LAP activity rates (Fig. 5 a),
NH4* and NO3™ net accumulation changes (Table 2). As discussed above, heterotrophic taxa
opportunistic or specific-DOM fast-responders were evident during the first incubation hours.
In a lower proportion but showing high activity in our experiments, chemoautotrophic microbes
with different metabolic capabilities were both negatively affected or favored in EQ treatments
like the SUPO5 clade, especially at 12 h (Figs. 10 and 11). For instance, Nitrosopumilus sp., and
Nitrospinales, which showed higher activity at lower EQ were negatively affected at higher EQ
concentrations. SUPOQ5 clade is associated with sulfide-oxidation, whereas both Nitrosopumilus
sp. and Nitrospinales, respectively, participate in ammonia and nitrite oxidation, and therefore
potentially actively contributed to nutrient recycling during our experiments. These findings are
consistent with other microcosm experiments where pesticides have been tested. Widenfalk et
al. (2008) reported treatment-induced changes in community composition from a freshwater
sediment. Muturi et al. (2017) showed that five pesticides and their mixtures could reduce
microbial diversity and alter aquatic community structure.

Several pesticides have been detected near salmon farms in southern Chile (Tucca et al.,
2018; Quifiones et al., 2019). Knowledge of the effects of chemical compounds used in salmon
farming on non-target organisms has increased in recent years, and variable responses have been
reported. Rain-Franco et al. (2018) and Valdés-Castro and Fernandez (2021) reported the effects
of pesticides on primary production (C and N assimilation) showing high variability associated

with the season and sampling site. Garcés et al. (2020) analyzed the effects of azamethiphos on
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microbial metabolism showing high degradation of pesticides, a stimulation of organic matter
remineralization, and high utilization of carbohydrates, amino acids and carboxylic acids.
Although different responses of the microbial communities from Achao and Coliumo were
found in the 10 to 1000 pg L treatments, it is important to note that the highest concentration
of EQ used (i.e. 1000 ug L) is greater than the environmental concentration reported for aquatic
ecosystems (Chau et al., 2015; Xu et al., 2018). However, the use of experimental EQ
concentrations higher than those found in aquatic environments can be used to explore what
would happen if natural communities were exposed to higher concentrations of EQ, for example
during fish feeding processes or accidental dumping of fish feed into the marine environment.
The metabolic response of the microbial community exposed to EQ addition varies
depending on the EQ concentration, the original environmental conditions and potential
inherent microbial community composition of the study site. In some cases, the effect may be
indirect by metabolites or transformation products which are substrates for other microbial
groups, or may be superimposed by top-down factors such as predation. Despite of the
variability observed associated with the exposure to different EQ treatment concentrations, EQ
was found to influence organic matter degradation capability of the microbial community
producing changes in the active heterotrophic and chemoautotrophic functional groups.
Accordingly, we hypothesize that chronic EQ addition to the marine environment through
salmon feed may produce long-term effects in the metabolism and microbial diversity of

microbial communities in areas where salmon farming takes place.

5. Conclusions

The use of EQ in the feed of farmed salmon in seawater may generate changes in the
metabolism of the microbial community, producing effects on the degradation of organic
matter.

Our study indicates that the addition of EQ increases both oxygen consumption and the
degradation of nitrogenous compounds by the <lum size fraction (bacterioplankton), while

respiration and the capacity to degrade carbohydrates and lipids of the entire community
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(<63um) decreases, suggesting differential degradation of the organic matter, leaving more

nitrogen available in the environment.

The use of the carbon substrate was variable, decreasing in the 100 and 1000 pg L EQ
treatments. This suggests that at high concentrations, EQ may limit the capacity to process
different carbon sources, producing a preference for amino acids and carboxylic acids in
the first hours of exposure and then over time the use of polymers and carbohydrates. In
areas not affected by salmon farming, EQ may stimulate the use of substrates, especially

carbohydrates and carboxylic acids.

The composition of the active microbial community evidenced changes with the addition of

EQ over time, including loss of diversity. The addition of EQ generated shifts in predominant

microbial marine taxa stimulating the activity of microorganisms associated with N compounds

like NS10, NS2, KI89A and the archaea MGlI, and in contrast, negatively impacted key naturally

abundant groups such as Planktomarina and potentially key functional groups associated with

nitrogen regeneration.
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Figure captions

Fig. 1 Location of the sampling sites. (a) Achao located in the inner sea of Chiloe Island,
Southern Chile (42.52°S 73.20°W). The control sampling station was located at 6 km from the
closest salmon farm. (b) Coliumo Bay in central-southern (36. 5°S 72.944°W), a bay without
salmon farming.

Fig. 2 Temperature and salinity profiles of both sampling sites: (a) Achao: maximum depth
100m, sampling conducted in January 2019; (b) Coliumo Bay: maximum depth 30m, sampling
conducted in November 2018. Segmented lines indicate collecting depth (10m) for the
microcosm experiments.

Fig. 3 Specific MDH activity (pmol NADH pg ATP min?) in (a and b) Achao, and (c and d)
Coliumo Bay. Leftand right panels correspond to F<lum and FTotal respectively. The response
of the microbial community to EQ exposure is expressed as change in relation to the control at
each time. The symbol * Indicates significant differences (p<0.05 Tukey’s test) between Control
and Treatments (EQ) at each sampling time.

Fig. 4 Specific Respiration rates (pmol 02 pg ATP? h') in (a and b) Achao and (c and d)
Coliumo Bay. Left and right panels correspond to F<lum and FTotal, respectively. The
response of the microbial community is expressed as change in relation to the control at each
time. The symbol * indicates significant differences (p<0.05 Tukey’s test) between Control and
Treatments (EQ) at each sampling time.

Fig. 5 Specific Extracellular Enzyme Activity (EEA; pmol pg ATPh?) of Leucine
aminopeptidase (LAP) in Achao (a and b) and Coliumo Bay (c and d). Left and right panels
correspond to F<lum and FTotal, respectively. The response of microbial community is
expressed as change in relation to the control at each time. The arrow indicates LAP activity not
detected. The symbol * indicates significant differences (p<0.05 Tukey’s test) between Control
and Treatments (EQ) at each sampling time.

Fig. 6 Specific Extracellular Enzyme Activity (EEA; pmol pg ATP? hl) of B-glucosidase in
Achao(a and b) and Coliumo Bay (c and d). Left and right panels correspond to F<lum and
FTotal respectively. The response of microbial community is expressed as change in relation to
the control for each time. The symbol * indicates significant differences (p<0.05 Tukey’s test)
between Control and Treatments (EQ) at each sampling time

Fig. 7 Specific Extracellular Enzyme Activity (EEA ; pmol pg ATP! h'!) of Lipase in Achao
(a and b) and Coliumo Bay (c and d). Left and right panels correspond to F<1um and FTotal
respectively. The response of microbial community is expressed as change in relation to the
control for each time. The symbol * indicates significant differences (p<0.05 Tukey’s test)
between Control and Treatments (EQ) at each sampling time.
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Fig. 8 Hierarchical cluster analysis of the mean utilization for each substrate, treatment and study
site. C: control (without EQ). EQ1: ethoxyquin 10 pg L. EQ2: ethoxyquin 100 pg L. EQ3:
ethoxyquin 1000 pg L™; Col: Coliumo

Fig. 9 Heat map representing the relative utilization (UR) of substrates with respect to the total
of each plate (%). The substrates indicated with * correspond to the 5 preferred substrates, which
accumulate between 30 and 50% of the relative utilization.

Fig.10 Contribution of active bacterioplankton (bacteria and archaea) in each treatment at Class
level over time.

Fig.11 Comparison of ASVs showing >1.5% contribution based on SIMPER analyses in the
different treatments and control.

Tables titles

Table 1. Initial chemical and biological conditions at the sampling sites Achao and Coliumo.
Chl-a: Chlorophyll-a, Syn: Synechococcus, Peuk: Picoeukaryotes

Table 2. Nutrients concentrations (UM) for each treatment, incubation time and experiment.
Bold values indicate significant differences compared to the control.

Table 3. Metabolic profiles of microbial communities using Biolog-Ecoplate™. Average well
color development (AWCD), Substrate Shannon Index (H’) and Substrate Richness (R") for
each treatment during the microcosms incubation. Substrate utilization using Biolog-Ecoplate
was measured in four times (0, 6, 12 and 24h) in Achao and two times (0 and 6h) in Coliumo.
Bold numbers indicate significant differences compared to the control for each time.
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Table 1

Site Depth (m)  NO., (uM)  NO, (uM)  PQ,3 (uM) N/P DOC (uM)  DON (pM)  DOP (uM)  Chl-a (ugL'Y) Bact(105cel mL1) Syn(106cel mL1) Peuk(105cel mL1)
Achao 2 0.49+0.05 0.09+£0.00 0.3+£0.002 1.74+0.20 84.37+11.53 9.07+£0.87 0.41£0.02 3.57zx0.11 1.335 0.052 0.011
10 8.43+£0.05 0.26+0.002 0.99+0.00 8.78+0.04 90.09+0.07 838+0.64 0.31+£0.05 4.54%0.17 0.785 0.038 0.011
30 9.63£0.01 0.32+0.01 122+001 819x0.08 63.07£0.94 589£0.61 02002 1.21x0.01 0.885 0.033 0.012
Coliumo 10 7.80£0.91 0.36+0.07 1.83+0.5 4.6+0.88 101.12+3.00 10.8+0.4 n.d. 12.53+0.91 0.976 0.052 0.010
n.d.not data
Table 2
Site  Nutrient Treatment Oh 6h 12h 24h
Achao  NH,* C 0.36x0.001 0.36x0.03 0.48+0.02 0.77x0.03
EQ1 0.37+0.06 0.39+0.007 0.63+0.01 0.88+0.01
EQ2 0.32+0.03 0.39+0.005 0.53+0.01 1.05+0.01
EQ3 0.52+0.07 0.37+0.005 0.69+0.002 1.26+0.01
NO,- c 3.75+0.95 5.63+0.01 5.64+0.054.52+0.33
EQ1 3.28+0.02 5.16+0.62 7.33+0.14 3.39+0.03
EQ2 4.06+0.00 5.60x0.14 6.36 +0.15 4.00+0.09
EQ3 3.93+0.10 59+0.82 5.84+0.36 3.42+0.36
NO, C 0.18+0.04 0.25+0.00 0.24+0.02 0.27+0.01
EQl 0.16+£0.01 0.23+£0.00 0.25£0.01 0.21£0.01
EQ2 0.22+0.01 0.31+0.01 0.21+0.03 0.30+0.01
EQ3 0.20+0.02 0.31+0.05 0.22+0.02 0.29+0.05
PO,* C 0.69+0.19 0.92+0.01 0.99+0.01 0.90+0.08
EQ1 0.57+0.02 0.88+0.01 0.94+0.05 0.92+0.00
EQ2 0.66+0.05 0.95+0.06 0.92 £0.01 0.94+0.03
EQ3 0.67+0.03 0.95+0.04 0.88+0.06 0.83+0.11
Coliumo  NH;* C 2.62+0.05 2.17+0.04 2.81+0.07 2.98+0.08
EQ1 2,63+0.01 2.13+0.05 2.77+£0.08 2.81+0.06
EQ3 2.65+0.01 2.10+0.03 2.86+0.04 3.21 +£0.03
NO,- c 596+0.55 7.91+0.09 7.46+0.40 7.86+0.16
EQ1 6.29+0.10 8.12+0.13 7.51+£0.02 6.88+1.48
EQ3 6.56+0.07 8.31+0.02 7.48+0.04 7.24x0.7
NO, C 0.39+£0.00 0.41+0.00 0.40+0.01 0.40+0.02
EQl 0.43+£0.00 0.45+£0.01 0.44£0.02 0.39+0.11
EQ3 0.44+0.01 0.47+0.01 0.44+0.02 0.46+0.01
PO,3 c 1.37+0.07 1.42+0.21 1.26+0.03 1.20+0.00
EQ1 1.27+0.03 1.46+0.11 1.21+0.02 1.06 £ 0.15
EQ3 1.30£0.02 1.40£0.07 1.15£0.01 1.20£ 0.06
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Table 3

Site Index Treatment Oh 6h 12h 24h
Achao AWCD C 13.11+1.03 9.11+0.41 2.30+0.18 1.00+0.03
EQl 19.39+0.36 12.72+0.34 2.29+0.31 1.85%0.20
EQ2 10.04+0.05 10.92+11.4 1.63+0.00 0.78 +0.04
EQ3 10.27+0.45 9.64+0.27 2.10+0.14 0.85+0.07
H' (@ 3.22+0.19 3.01+0.04 3.10+0.19 2.85+0.05
EQl 3.28+0.06 3.09+0.09 3.01+0.22 2.7810.23
EQ2 3.03+0.04 2.81+2.4 297+0.04 2.54+.03
EQ3 3.04+0.08 2.98+0.09 3.06+0.12 2.56+0.12
Richness (@ 300 28.5+0.7 270 25.5+0.7
EQl 30+0 26.5+£0.7 26+1.4 25.5+£2.1
EQ2 27 +0 25+4.2 26+1.4 21.5%0.7
EQ3 27 +0 260 27.5+0.7 22x1.4
Coliumo AWCD C 4.87+0.23 13.71+0.79 N.D N.D.
EQ1 6.51+0.36 12.55x0.27 N.D. N.D.
EQ3 7.46+0.30 16.13+1.20 N.D. N.D.
H' (@ 2.84+0.23 3.25+0.006 N.D. N.D.
EQl 2.63+£0.06 3.24+0.007 N.D. N.D.
EQ3 2.79+0.09 3.24+0.01 N.D. N.D.
Richness C 26.5+0.70 29+0 N.D. N.D.
EQl 21+1.41 29+0 N.D. N.D.
EQ3 21.5+2.12 290 N.D. N.D.
N.D. not data
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5.- DISCUSION

La materia organica disuelta marina es el mayor reservorio intercambiable de carbono en el
planeta (Hansell y Carlson 2015), y el principal sustrato que alimenta la actividad heterotréfica
de los microorganismos marinos (Cole et al., 1982; Azam 1983; Azam 2015). La mayor fuente
del pool autéctono de DOM es la produccion primaria, por lo que se considera como un
importante forzante de la abundancia, actividad y diversidad de los microorganismos (Azam y
Malfatti, 2007; Buchan et al., 2014). Los microorganismos marinos cumplen un rol ecoldgico
crucial en el loop microbiano facilitando la transformacion de DOM a POM (Azam et al., 1983;
Pomeroy et al., 2007) y/o remineralizando la DOM a componentes inorganicos (Ducklow et al.,
1986; Golsdman y Dennet, 2000). Sin embargo, DOM proveniente de otras fuentes llega al
océano (DOM aldctona), la cual puede ser de origen natural o antrpico, con potenciales efectos
en la disponibilidad de sustratos organicos para su utilizacion por parte de microorganismos
heterétrofos (e.g. Hedges et al., 1997, Hansell et al., 2009, Montero et al., 2022) y en
consecuencia en su actividad. Por ejemplo, de la DOM derivada de rios se ha reportado que el
75% es exportada desde cuencas hidrograficas llegando al océano (Lauerwald et al. 2012),
mientras que al considerar los 30 rios con mayores descargas, exportan alrededor del 36% del
flujo global de DOC al océano (250 Tg DOC-C afiol; Hedgest et al., 1997). También las
actividades humanas como la acuicultura intensiva pueden ser fuentes importantes de DOM,
donde se ha estimado, por ejemplo, que la pérdida de alimento total alcanza alrededor de un
20%, a través de alimento no consumido (Beveridge et al., 1997; Cromey et al., 2002; Reid et
al., 2009; Wang et al., 2012) y fecas (Reid et al., 2009; Amirkolaie et al., 2011) Es asi, como
cambios en el suministro de sustratos organicos disueltos, pueden influenciar tanto la diversidad
de la comunidad microbiana, como la actividad metabdlica (Hansell y Carlson 2002; Buchan et
al., 2014; Blanchet et al., 2016). Ademas, diversos compuestos quimicos son utilizados en
actividades humanas como la acuicultura, siendo liberados al océano y se conoce muy poco su
efecto o interaccion con las comunidades microbianas presentes en el ambiente, lo cual es de
importancia dado el rol de los microorganismos en el procesamiento de la DOM y su enlace con

los niveles tréficos superiores (loop microbiano). A pesar de los avances en el entendimiento
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del comportamiento biogeoquimico de la DOM, este atn se encuentra en una “fase de
crecimiento” y por lo tanto preguntas fundamentales respecto a la naturaleza y fuentes de la
DOM, asi como los mecanismos de produccién, transformacién y respiracion permanecen sin
respuesta (Azam 2015).

En esta tesis doctoral se abord6 la problemética de la interaccion entre la calidad y
disponibilidad de la materia orgénica disuelta al6ctona y las comunidades microbianas
planctonicas, en tres distintos escenarios:

Q) Se investigd si aguas de baja salinidad (LSW) derivadas de la descarga del Rio Rhone
muestran una sefial biogeoquimica especifica en la estacion MOLA en el mar
Mediterraneo NO, comparando perfiles de actividad microbiana heterotrofica y
caracteristicas de la DOM durante un periodo de 2 afios.

(i) En un canal de la isla de Chiloé (Patagonia Norte), lugar fuertemente influenciado
por la acuicultura, se investigd si existe una sefial biogeoquimica asociada a esta,
comparando caracteristicas de la DOM a distintas distancias de los centros de cultivo,
y evaluamos el efecto de la DOM derivada pellets y fecas de salmonidos en la
actividad metabolica de microorganismos.

(iii)  Se evalud el potencial efecto del aditivo alimentario EQ, usado ampliamente en la
industria salmonicultora, sobre el metabolismo y composicién de la comunidad

microbiana de la columna de agua, a través de experimentos de microcosmos.

A continuacidn, se analiza cada una de estas tres areas en las que se focalizo6 la presente Tesis
de grado.

5.1. Materia organica disuelta al6ctona derivada del Rio Rhone en el mar Mediterraneo.
El Mar Mediterraneo se caracteriza por ser un mar semi cerrado, de latitud media y
oligotrofico (Krom et al., 1991; McGill, 1965). El Rio Rhone por su parte representa la fuente
de agua dulce mas importante hacia el Mar Mediterraneo (Naudin y Cauwet, 1997), asi como
de nutrientes inorganicos y organicos de origen continental (de Madron et al., 2011). Desde su
pluma se separan estructuras diluidas de baja salinidad (LSW), las que pueden ser transferidas
hacia la plataforma continental y a aguas abiertas (Barrier et al., 2016; Diaz et al., 2008; Nencioli
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et al., 2011; Petrenko et al., 2017). Estas estructuras se han observado en la estacion MOLA
durante la primavera tardia y verano temprano (Laghdass et al., 2010). En esta investigacion
(Capitulo 1), durante la presencia de LSW en el sitio de estudio, las tasas de respiracion
comunitaria (CR) y produccion bacteriana (BP) fueron 3 y 2 a 4 veces mayores,
respectivamente, que las medianas anuales sobre los 40 m. Adicionalmente, se observaron las
mayores tasas de crecimiento bacteriano (BGR) durante la presencia de LSW en ambos afios de
estudio. Esto indica una sefial de incremento en la actividad microbiana heterotrofica dentro de
LSW. Al analizar las caracteristicas de la DOM, las concentraciones de DOC no mostraron
diferencias pronunciadas entre las medianas anuales y LSW, lo que coincide con lo sugerido
anteriormente por Laghdass et al. (2010) para el mismo periodo de tiempo, posiblemente porque
durante el verano también es factible encontrar altas concentraciones de DOC acumulado en
aguas superficiales estratificadas (Laghdass et al., 2010; Romera-Castillo et al., 2010; Sanchez-
Perez et al., 2016). Esta acumulacion de DOC se debe posiblemente a la limitacién por
nutrientes inorganicos para los microrganismos heterotrofos (Thingstad y Rassoulzadegan,
1999), asi como por limitacion de carbono organico labil (Laghdass et al., 2012) y en
consecuencia una posible acumulacion de DOC de caracter mas refractario. A pesar de no
encontrar mayores diferencias en la concentracion de DOC, observamos un aumento en la
concentracion de THAA durante LSW, siendo 2 veces la mediana anual en los primeros 40 m
en el 2008, mientras que en 2007 se mantuvo en el limite superior, y su contribucién al DOC
(%DOCtHAA) mostrd un patrén similar al observado para la concentracion de THAA. Junto con
ello, el indicador del estado de la degradacion de la materia organica (DI; Dauwe y Middelburg,
1998; Dauwe et al., 1999), mostr6 una mediana anual positiva en los perfiles verticales de la
columna de agua, indicando en general la presencia de DOM fresca diagenéticamente (Davis et
al., 2009; Kaiser y Benner, 2009; Peter et al., 2012). Ademas, durante la presencia de LSW el
DI fue notablemente mayor que la media anual en la superficie (20m) en ambos afios (Fig. 2;
seccion resultados, Capitulol y Fig.S5; material suplementario Capitulol, anexol). Estas
observaciones muestran que la LSW en la capa superior tiene una sefial quimica indicativa de
DOM mas biodisponible respecto al fondo y a otros periodos del afio donde no se observa LSW.

El andlisis de estas variables en conjunto, a través del analisis multivariado, indic6 que la
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actividad microbiana heterétrofa junto con las caracteristicas de la DOM se relaciona con las
fechas de la presencia de LSW (mayo y junio) de ambos afios, sugiriendo que la LSW contiene
DOM biodisponible que puede mantener el aumento de la actividad microbiana heterotrofa
observado en esta zona del Mediterraneo NO.

Luego de estas observaciones, surgié la interrogante en cuanto al origen de la DOM
contenida en LSW con sefiales de mayor biodisponibilidad, dado que la actividad heterétrofa
observada en ella podria derivar del enriquecimiento de MO desde la PP in situ que ocurre en la
pluma cerca del estuario reportada en otros estudios (e.g. Diaz et al., 2008), asi como desde la
DOM terrigena derivada del rio. Para resolver esta pregunta seguimos el patrén de los flujos de
la produccion comunitaria neta (NCP) y respiracién comunitaria (CR) integrada en la columna
de agua correspondiente a la capa fética. Durante la presencia de LSW mas intensa, en mayo-
junio 2007 y junio-julio 2008, la NCP fue negativa o de valores muy bajos y asociada con altos
flujos integrados de CR, mostrando un cambio desde la autotrofia a la heterotrofia en estos
periodos (Fig. 3; seccidn resultados, Capitulol). Lo que es indicativo de una baja produccion
primaria in situ en LSW, lo que se explicaria por la baja concentracién de nutrientes observada
(Tabla S1, anexo 1) que podria limitar la actividad autotréfica en estas aguas. En consecuencia,
estos resultados sostienen la idea que los procesos microbianos heterotroficos son favorecidos
al compararlos con los procesos autotréficos dentro de estas masas de agua flotantes, sugiriendo
entonces un aporte de DOM externo (DOM aldctona) que mantendria la actividad heterotrofica
observada.

Tanto la produccion primaria como la exportacion de DOC terrigeno son fuentes potenciales
de carbono orgéanico para los océanos oligotréficos y se han propuestos mecanismos de
transporte como eddies de mesoescala, ondas internas o corrientes (Smith y Mackenzie, 1987,
Bauer y Druffel, 1998; Medeiros et al., 2015). Es asi como la LSW podria representar un enlace
entre el desacople espacio-temporal entre el origen de la materia organica en la zona costera 'y
la respiracion en agua abiertas en el Mar Mediterraneo NO. Estos resultados muestran que la
DOM derivada de rios puede ser material labil sustentando la actividad heterotrofica, cualidad
que se atribuye en general a la DOM derivada de la PP, por ejemplo, Sgndergaard y Middelboe

(1995) a través de experimentos de biodegradacién muestra que el DOM de rios es minimamente
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reactivo, sin embargo estudios de campo muestran que la 50% de la materia orgénica
proveniente de rios es completamente remineralizada (Hedges y Benner 1997). Por otra parte,
procesos como las transformaciones fotoquimicas de la DOM pueden ser un mecanismo
generador de sustratos biodisponibles en estas masas aguas boyantes superficiales, en particular
cuando estan presentes compuestos de origen terrigeno (Abboudi et al., 2008; Amon y Benner,
1996; Obernosterer y Herndl, 2000), y otros procesos como el Priming Effect (PE) dado por la
interaccion de materia organica “recalcitrante” (e.g. proveniente de rios) con materia organica
“labil” (e.g. proveniente de la PP), lo que modifica (generalmente incrementa) la degradacion
de DOM recalcitrante (Blagodatskaya y Kuzyakov 2008), hipotetizandose que las plumas de
rios son estructuras que favorecen la ocurrencia de este proceso (Bianchi 2011).

La presente investigacion muestra el potencial de estas masas de aguas de origen estuarino
para afectar la actividad bioldgica en el océano oligotréfico costa afuera, por lo que el estudio
de la dinamica de este tipo de masa de agua boyante en el Mar Mediterrdneo, asi como su
potencial ocurrencia en otros sitios, en relacion con la extension , duracion e influencia en la
diversidad microbiana, es importante para estimar el impacto en la biogeoguimica marina y asi
comprender de mejor manera el funcionamiento de los ecosistemas a diferentes escalas y

distancia de la costa.

5.2. Materia organica disuelta al6ctona deriva de la acuicultura

La acuicultura se ha expandido rapidamente en las ultimas 3 décadas, sosteniendo la alta
demanda de peces como fuente de alimento, mientras la contribucion relativa de la captura de
peces ha decaido (Quifiones et al., 2019; FAO 2020). Junto con este rapido crecimiento, la
salmonicultura ha tenido que enfrentar significativos problemas ambientales, en particular por
practicas insostenibles y su potencial impacto negativo en el ecosistema (Maroni 2000; Tacon
et al., 2010; Klinger y Naylor 2012). Uno de los impactos ambientales mas importantes de la
acuicultura es el incremento de la carga organica hacia el sedimento y la columna de agua, tanto
desde los cultivos de peces como de los cultivos de mitilidos, introduciendo materia organica
aléctona al sistema (Hargrave et al., 2010; Quifiones et al., 2019). Algunos estudios se han

enfocado en el impacto de la DOM derivada de la acuicultura en el ambiente acuético (e.g.
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Nimptsh et al., 2015; Kamjunke et al., 2017; Molina y Fernandez, 2020; Montero et al., 2022),
sin embargo, la informacién respecto a las caracteristicas y biodisponibilidad de la DOM
derivada de actividades acuicolas aun es escasa, especialmente en el medio marino y mas adn
su efecto en la actividad metabdlica de la comunidad microbiana de la columna de agua.

La zona de estudio, canal Caucahué, se caracterizé por presentar menor temperatura y
salinidad en superficie y hacia el interior del canal, asociadas a Aguas Subantarticas Modificadas
(MSAW), lo que concuerda con lo observado por Sobarzo et al. (2018). Varios de los parametros
estimados como NHs4*, NO., clorofila-a, DON, DOP, picoplancton (auto y heterétrofo),
aminoacidos (disueltos libres y proteinas disueltas) e indice de degradacion Dauwe, mostraron
valores significativamente mayores en las cercanias de ambos tipos de cultivo, pero fue
particularmente pronunciado en las cercanias de la salmonicultura. Esto sugiere que la
acuicultura en el Canal Caucahué puede modificar tanto las concentraciones naturales de
compuestos organicos e inorganicos, asi como la calidad de la MO. Estas observaciones
coinciden con estudios previos en las cercanias de cultivo de salmdnidos (e.g. Pitta et al., 1999;
Wu et al., 1994 y Navarro et al., 2008) y de mitilidos (Nozzoli et al., 2005), pero difieren de lo
reportado por Soto y Norambuena (2004) quienes no encontraron efectos significativos de los
cultivos de salmones en la columna de agua asociadas a estas variables. Esta diferencia puede
deberse a la escala y estrategia de muestreo utilizados por Soto y Norambuena (2004) (e.qg. sitio
control a 1000m de distancia, 42 centros de cultivo (24 activos) en 9 localidades en un periodo
de 1 afio aprox.), utilizando una muestra por centro (cada centro una réplica), lo que implica un
mayor coeficiente de variacion lo que puede suavizar el efecto local. Sin embargo, estos autores
observaron diferencias marginales en los valores de amonio de los centros de cultivo respecto a
los sitios control. Ademas, los sedimentos asociados a los centros de cultivos si fueron afectados,
aludiendo estas diferencias a una posible rapida dilucion en la columna de agua, debido a las
corrientes (amplitud de marea) y también a la rapida utilizacion de nutrientes por el fitoplancton
(Soto y Norambuena 2004).

En nuestro estudio, las altas concentraciones de NH4*, NO2, y DON, asociadas a los centros
de cultivo se explicarian por los aportes desde el alimento de peces no consumido, fecas,

excrecion, mucus y a la mortalidad de ambos tipos de organismos cultivados. Estas fuentes de
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MO, a su vez son una fuente de nutrientes inorganicos, como el amonio, para ensambles
microbianos que lo utilizan rdpidamente (Fernandez et al., 2019; Molina y Fernandez, 2020).
Es asi como las menores concentraciones de NOs y POs* observadas en la superficie de las
cercanias de los centros de cultivo coinciden con las mayores concentraciones de clorofila y
abundancia picoplanctonica, sugiriendo la utilizacion de estos compuestos por parte del
fitoplancton. Sin embargo, esto contrasta con lo reportado por Navarro et al., (2008) quienes no
encontraron diferencias significativas en la concentracion de pigmentos fotosintéticos en las
cercanias de las balsas jaulas, pero si un aumento de la abundancia y biomasa de
microorganismos heterétrofos, 1o que coincide con nuestros hallazgos, especialmente en el
cultivo de mitilidos (Tabla 1; seccion resultados, Capitulo 2). Estas diferencias observadas entre
estudios, esté posiblemente sujeta a factores hidrodindmicos a nivel local de los fiordos y canales
donde se practica la acuicultura. Por ejemplo, Soto y Norambuena (2004) postulan que la
extension del impacto de la salmonicultura depende de la operacion del sitio (e.g. especie
cultivada, alimento usado, tamafio, densidades, etc.) y de las caracteristicas del ambiente
adyacente (linea de costa, batimetria, mareas, entre otros), donde la direccién y velocidad de las
corrientes son un factor clave para determinar el intercambio de agua (Venayagamoorthy et al.,
2011). Adicionalmente, las mismas balsas jaulas pueden generar cambios en la hidrodinamica
local (Cornejo et al., 2014), afectando el campo de velocidad en direccion y magnitud,
reduciendo hasta en un 50% la velocidad de la corriente detras de ellas (Herrera et al., 2018).
Las concentraciones de DON y DOP también se asociaron a los centros de cultivos (salmones
y mitilidos) en ambas transectas y la disminucion de ambos en el fondo coincide con los
maximos de NH4" lo que sugiere remineralizacion de MO en esta zona. Sin embargo, la
concentracion de DOC fue menor respecto a los sitios control y esto coincide con una mayor
abundancia picoplanctonica y actividad de MDH, sugiriendo una posible utilizacion por parte
de la comunidad microbiana en las cercanias de los cultivos y /o la presencia de DOM con mas
contenido de nitrogeno y fosforo en estas zonas. A pesar de estas diferencias entre los sitios
estudiados, la concentracion de C, N y DOP se encuentran en los rangos reportados para el Mar

Interior de Chiloé (Gonzalez et al., 2019 y Gonzalez et al. submitted; Capitulo 3 de esta tesis).
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Las caracteristicas de la DOM abarcadas a través del analisis de aminoacidos por ser una
parte importante cuantitativa y biolégicamente 1&bil de la DOM, (Davis et al., 2009; Kaiser y
Benner, 2012) variaron principalmente en relacion a la distancia de los cultivos. La
concentracion de DFAA y proteinas disueltas estan en los rangos reportados previamente para
sitios costeros (Pantoja et al., 2009; Valdés et al., 2017; Coffin, 1989; Pantoja et al., 2011). Sin
embargo, la contribucion al DOC de las proteinas disueltas (%DOCpcaa) y de los DFAA
(%DOCpran) estuvo sobre los valores reportados para otras zonas costeras (Pantoja et al., 2009;
Garzon-Cardona et al., 2021), en particular en las cercanias a los cultivos (Fig. 4 y S3, seccién
resultados, Capitulo 2). Las mayores concentraciones de DFAA, proteinas disueltas y su
contribucion al DOC se asociaron a los centros de cultivos, no obstante, en la transecta TM
(mitilidos) se observo un aumento considerable asociado a la estacion control (Cm). Estos
patrones fueron consistentes con los valores observados del indice de Degradacién Dauwe (D),
utilizado como indicador quimico del estado de degradacion de la materia orgénica (Dauwe y
Middelburg, 1998). En ambas transectas observamos un DI positivo y congruente con la
distribucion de proteinas disueltas, reflejando una DOM fresca diagenéticamente (Kaiser y
Benner, 2009; Peter et al., 2012). Los valores DI asociados a los cultivos en ambas transectas
fueron significativamente mayores, especialmente en las cercanias al cultivo de salmones (TS),
el cual fue casi 4 veces el DI del sitio control en superficie (Fig. 4 c; seccion resultados, capitulo
2). Mientras que en TM la estacion M3, bajo los 10m de profundidad, el DI fue 2 veces lo
observado en superficie y en las estaciones aledafias, posiblemente asociado a la DOM liberada
de las cuelgas de mitilidos (biodepostacion). Sin embargo, en TM el mayor DI se observé en el
sitio control (Cm) y fue consistente con %DOCpcaa, sugiriendo un posible mecanismo de
acumulacién y/o preservacién de la DOM por una menor (0 mas lenta) actividad microbiana
(Tremblay, 2015), incluso posiblemente atribuible a algin co-limitante de la actividad
heterotrofica (i.e Fe, Obernosterer et al., 2014). Otra posibilidad es que exista una fuente de
DOM fresca en ese sitio que no haya sido registrada en esta investigacion, fuera del canal
Caucahué (Mar interior de Chiloé). Por lo tanto, las caracteristicas de la DOM (distribucion de
AA ,%DOCpcaa, %DOCpraa Yy DI) en el canal Caucahué, sugieren que existe una sefial

guimicamente diferente indicativa de DOM mas biodisponible (Davis et al., 2009; Kaiser y
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Benner, 2009; Benner y Kaiser, 2011; Peter et al., 2012; Tremblay et al., 2015; Gonzalez et
al.,2019; Shen et al., 2016) asociada a ambos tipos de cultivos.

La actividad de MDH se ha propuesto como un indicador de actividad microbiana en
comunidades microplanctonicas en la columna de agua del Sistema de Corrientes de Humboldt
(Quifiones et al., 2006; Gonzalez y Quifiones, 2009). Por lo tanto, la mayor y significativa
actividad especifica de la MDH observada en las cercanias a los centros de cultivo (S3y S2) y
en la estacion M1, sugiere una mayor remineralizacion asociada a estos lugares, posiblemente
por la concentracion y biodisponibilidad de materia organica (Figs. 3y 4). Por otra parte, la
Citrato Sintasa (CS) se asocio principalmente a comunidades microbianas de la superficie (2 y
10m) en ambas transectas, lo que es consistente ya que la CS esta vinculada al metabolismo
aerobico (Lehninger, 1975). Mientras que la actividad de MPOR se asocié a profundidades
mayores (10 m y 40/50m), lo cual también es consistente dada su funcién relacionada al
metabolismo anaerdbico y fermentativo (Gonzélez y Quifiones, 2009). Esto en conjunto sugiere
una estructuracion de la columna de agua, con un metabolismo principalmente aerébico
asociado a superficie, un metabolismo hipoxico asociado al fondo, y un metabolismo intermedio
indicador de una mayor remineralizacién de materia organica asociado a los centros de cultivo.

Los resultados obtenidos en el estudio de transectas del canal Caucahué, reflejan que a través
de los cultivos de salmoénidos y mitilidos se introduce materia organica disuelta biodisponible
(labil) aléctona, donde, las proteinas disueltas pueden llegar a contribuir cerca del 50% de DOC
en las cercanias del cultivo (Fig. 4; seccidn resultados, Capitulo 2), la cual puede sustentar el
incremento de la actividad de la comunidad microbiana (e.g. MDH). Esto concuerda con
estudios previos que reportan que el material proteinico representa una fraccion mayor de la MO
derivada de la salmonicultura, lo que sugiere que es de alto valor para la actividad heterotrofica
(Nimptsh et al., 2015; Kamjunke et al., 2017). No obstante, en el presente estudio se observé la
posibilidad de otras fuentes de DOM biodisponible (i.e. DI en estacion control Cm; Fig. 5b;
seccion resultados, Capitulo 2), lo que puede relacionarse a cambios o aportes desde la
circulacion por el lado sur del mar interior de Chiloé, como lo describe Gonzalez et al. (2019)

quienes reportaron mayor DOM labil de origen autoctono en el mar interior de Chiloé.
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Por otra parte, la MO derivada de la salmonicultura es una mezcla de fuentes (diferentes
pellets de alimento, fecas, mucus, etc.) por lo tanto, pueden existir diferencias en su labilidad y
en consecuencia en la respuesta metabdlica de la comunidad microbiana. Para abordar esta
pregunta evaluamos la respuesta metabolica a través de la estimacion de tasas especificas de
respiracion, de actividad enzimética extracelular y de MDH en un experimento de microcosmos
con adicion de DOM proveniente de pellets de alimento de peces (P), de fecas de salmén (F),
de plancton natural (N) y una mezcla de todas ellas (M).

La adicion de F y M-DOM aumentaron sobre un 400% la actividad de MDH promedio en el
tiempo, con un incremento notable desde el inicio del experimento en ambas fracciones.
Mientras que P-DOM gener6 un estimulo de menor magnitud y mas tardio (después de las 12h,
Fig. 6 ay b; seccion resultados, Capitulo 2). Como se discutid en la seccion previa, el incremento
de la actividad de la MDH se ha utilizado como indicador de remineralizacién (Martinez et al.,
2002) y de la actividad microbiana plancténica en la columna de agua (Gonzélez y Quifiones,
2009), en este caso dada por la adicion de DOM, en particular de F y M-DOM. Esto concuerda
con el incremento de la actividad de MDH observado en las cercanias de los centros de
salmonicultura durante el estudio de transectas en Caucahué (Capitulo 2 de esta tesis). Sin
embargo, las tasas especificas de respiracion de la comunidad microbiana coinciden
parcialmente con la actividad de la MDH, en los tratamientos de F Y M-DOM. Las tasas de
respiracion para P-DOM fueron notablemente altas, pero solo entre las 12 y 24h para luego
disminuir a valores incluso bajo el control. Esta diferencia, puede deberse a que P-DOM generd
una alta biomasa desde las 48h, disminuyendo entonces las tasas especificas en comparacion a
los otros tratamientos hacia el final del experimento. Ademas, la MDH si bien cataliza
reacciones en el ciclo del &cido citrico y actian como indicador del potencial aerébico, también
desempefia otras funciones como el transporte de electrones y podria representar mejor el
metabolismo general (Lehninger, 1982).

Por otra parte, la adicion de F y M-DOM generaron el mayor estimulo en la actividad enzimatica
extracelular especifica de las tres enzimas estudiadas, sugiriendo que estas fuentes de MO
generan un mayor impacto que la impulsada por el alimento (P-DOM) y es consistente con lo
observado para la actividad de MDH y el consumo de oxigeno en este experimento. Si bien la
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respuesta especifica de LIP, al igual que LAP y GLU, fue rapida y significativa a la adicion de
F-DOM en ambas fracciones, la adicion de M-DOM gener6 el maximo estimulo en esta enzima
(LIP) durante el experimento. La alta actividad registrada en M-DOM para LIP, y F-DOM para
LAP y GLU, refleja que la mezcla de compuestos organicos puede resultar en una mayor
actividad metabdlica como posible resultado de, por ejemplo, el “priming effect” (PE), el cual
es un proceso donde la adicion de materia organica labil modifica la degradacion microbiana de
DOM recalcitrante 0 menos labil (Blagodatskaya y Kuzyakov 2008). Estas diferencias entre las
respuestas de las enzimas, nos permite visualizar las preferencias y/o capacidades nutricionales
de la comunidad microbiana planctdnica marina.

Los resultados del presente estudio (ver Capitulo 2 de esta tesis) asociados a la actividad
metabolica microbiana pueden estar relacionados al nivel de “procesamiento” que tienen ambos
sustratos principales (fecas y alimento) y es consistente con lo observado por Fernandez-Jover
et al., (2007) y Piedecausa et al., (2010) quienes reportaron que la liberacion de DOM es méas
rapida y alta en las fecas de peces en comparacion con el pellet (alimento). Nuestros resultados
reflejan que la DOM derivada de la salmonicultura tiene efectos diferenciales, donde la F y M-
DOM generan la mayor actividad metabdlica, dejando a P-DOM con valores muy cercanos al
control y a N-DOM durante las primeras horas 12h del experimento. Esto concuerda con lo
reportado por Montero et al., (2022), quienes observaron las méaximas tasas de EEA de
aminopeptidasa (en el bacterioplancton) después de 24h-48h, en respuesta a la adicion de DOM
derivado de alimento de peces. El aumento “tardio” de la actividad en P-DOM concuerda con
el alza de la biomasa en ambas fracciones y de la abundancia bacterioplanctonica desde las 48h
en nuestro experimento, sugiriendo un potencial uso de la DOM en la produccion de biomasa
respecto de la respiracion. Por otra parte, la menor y tardia actividad en los tratamientos con P-
DOM podria estar ligada a la presencia de etoxiquina (Gonzéalez et al., submitted; seccion
resultados, Capitulo 3 de esta tesis) y sus metabolitos, asi como de otros aditivos utilizados en
la fabricacion de alimento de peces de los cuales ain no se conoce el efecto en el metabolismo
de la comunidad microbiana planctonica marina.

La alta reactividad de los sustratos utilizados en el experimento (reflejados en la alta actividad

metabolica) fue consistente con las caracteristicas de la DOM. La concentracion de proteinas
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disueltas y DFAA en el control fueron congruentes con las mediciones in situ en la columna de
agua en este estudio (Figs. 4 ay S3 a) y para otros sitios costeros (Coffin, 1989; Pantoja et al.,
2009; 2011; Valdés et al., 2017). La F y P-DOM fueron los sustratos con mayor concentracion
de DFAA y proteinas disueltas respectivamente, al inicio del experimento (Fig. 8), a pesar de
que la concentracion inicial de N, P y C orgéanico disuelto fue mayor en P-DOM (Tabla 2;
seccion resultados, Capitulo 2). Esto coincide con Wang et al., (2013) quienes reportan un
mayor contenido de C y N en el alimento respecto al de fecas de salmones en Noruega. La
concentracion de DFAA y proteinas disueltas disminuyeron drasticamente en los tratamientos
F y M-DOM desde el inicio del experimento (Oh), mientras P-DOM disminuyé desde las 48h
(Fig. 8; seccion resultados, Capitulo 2), lo que es congruente con lo observado en las tasas
metabdlicas. La mayor %DOCpcaa y %DOCpraa fue desde F-DOM, y la variacion en el tiempo
fue similar a los observado para DCAA y DFAA. Por su parte, el DI fue variable en el tiempo
y entre tratamientos, esta variabilidad podria deberse a la alta actividad microbiana generada
con el enriquecimiento, que paralelamente va modificando la calidad de la DOM (Davis et al.,
2009; Owaga et al., 2001). En general, observamos un mayor DI de F-DOM, seguido por N, M-
DOM y finalmente P-DOM, con los valores incluso menores que el control, lo que es consistente
con lo observado para la actividad metabdlica y podria explicar el menor efecto 0 més lenta
reaccion de la P-DOM. La congruencia del valor DI en F-DOM (DI = 6-9) con los valores DI
observados en la estacion mas cercana a las balsas jaulas (S3; Fig. 4b seccion resultados,
Capitulo 2), sugiriere que las fecas de los peces cultivados aportan mayormente a la labilidad de
la MO en estas zonas.

Los resultados del experimento de microcosmos con adicion de DOM, reflejaron en su
conjunto, una variacion principalmente dada por los tratamientos y secundariamente por el
factor tiempo. La variacion asociada a los tratamientos caracteriza a P-DOM como una fuente
de DOM vy nutrientes inorganicos, posiblemente por la concentracion resultante en el
experimento (Tabla 2; seccion resultados, Capitulo 2). No obstante, los tratamientos F y M-
DOM se caracterizaron por su mayor actividad metabolica (MDH, respiracion y AEE) y DI,
concordando con lo reportado por Gonzalez et. al. (2019) (ver seccién Resultados, Capitulo 1),

quienes relacionan la biodisponibilidad de la DOM a través del analisis de aminoacidos y el

163



aumento de la actividad microbiana heterotréfica. Esta concordancia también se aprecia con los
resultados de Kamjunke et al. (2017) y Montero et al. (2022), quienes reportan una alta
produccidn bacteriana y AEE asociada a DOM potencialmente labil derivado de la acuicultura.

Los resultados del Capitulo 2 de esta Tesis reflejan que no solo la concentracion de DOM,
sino que también la calidad de la DOM es un factor fundamental para el metabolismo de la
comunidad microbiana plancténica y que la actividad acuicola (salmonicultora y mitilicultora)
es un factor importante a la hora de considerar las fuentes de materia organica labil disponibles
para los procesos microbianos. Por ejemplo, la diminucion de DOC entre inicio y final del
experimento fueron mayores para P-DOM (-49%) respecto a F (-30%) y M-DOM (-45%) (Tabla
2, Capitulo 2, seccidn resultados), sin embargo, la disminucion de la concentracion de proteinas
disueltas y DFAA fue mayor y mas rapida en F-DOM (66 y 94%, respectivamente) al comprarla
con P-DOM (-27 y -80%, respectivamente), y finalmente las mayores tasas metabolicas fueron
observadas en el tratamiento de F y M-DOM. En consecuencia, una perspectiva del presente
trabajo de grado es que la estimacion de la actividad microbiana estimulada por la adicién de
DOM aléctona derivada de actividades humanas como la acuicultura, puede ser ampliada
considerando, por ejemplo, la produccion y respiracion bacteriana in situ, lo que permitiria tener
estimaciones de los flujos de C (cuanto C es utilizado para la generacion de biomasa y cuanto
es respirado), asi como los flujos de produccion a nivel comunitario in situ (ej. produccion
comunitaria neta y respiracion) para obtener informacién respecto a si los procesos
heterotréficos son beneficiados frente a los autotréficos, en las cercanias de los centros de

cultivo de organismos.

5.3. Compuestos quimicos en la acuicultura, el caso de la etoxiquina y su efecto en la
degradacion de materia organica por microorganismos plancténicos marinos.

Otro riesgo importante de la actividad salmonicultora, es el potencial impacto de compuestos
quimicos liberados al ambiente marino sobre los microrganismos, quienes cumplen un rol clave
en los ciclos biogeoquimicos participando de los procesos de degradacion de materia organica
(Azam et al., 1983; Azam y Malfatti, 2007). Se ha reportado que la acuicultura puede liberar

antibidticos y pesticidas afectando las comunidades biolégicas en la columna de agua (Rain-
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Franco et al., 2018; Garces et al., 2020; Valdés-Castro y Fernandez, 2021), donde estos efectos
son observados en organismos-no objetivos y a concentraciones mas bajas que aquellas
concentraciones que causan respuestas toxicoldgicas (Jara 2021).

El tercer Capitulo de esta Tesis de grado se enfoco en identificar efectos potenciales de la
etoxiquina (EQ) en la actividad metabdlica y biodiversidad de la comunidad planctonica marina
en dos areas contrastantes: Achao, zona influenciada por la acuicultura y Coliumo, sin actividad
salmonicultora. Segun nuestro conocimiento, es la primera vez que se evaltan los efectos de EQ
en las comunidades microbianas marinas de la columna de agua a nivel global.

Durante nuestra investigacion, ambas zonas de estudio se caracterizaron por presentar
condiciones hidrograficas tipicas de primavera/verano, las cuales fueron consistentes con los
patrones estacionales de Bahia Coliumo (Schneider et al., 2017) y con los del mar interior de
Chiloé, donde es frecuente encontrar una fuerte mezcla inducida por vientos y mareas (Narvaez
etal., 2019).

Dado que no existe informacion previa respecto al efecto de EQ en comunidades microbianas
marinas, nuestra discusion en general se basa en lo reportado para otros compuestos quimicos
como pesticidas y antibidticos y/o en otras matrices como el suelo. Al evaluar la actividad
metabdlica de la comunidad microbiana sometida a diferentes concentraciones de EQ, la
actividad especifica de MDH en Achao tuvo una marcada respuesta negativa en ambas
fracciones, la cual decrece en el tiempo. Similarmente, en Coliumo, se observé una reduccion
de la actividad de MDH en respuesta a EQ en FTotal, no obstante, la F<1lum increment6 las
primeras 6 h en EQ1 (Fig. 3, seccién resultados, Capitulo 3). Como ya hemos discutido
previamente, un incremento en la actividad de MDH, en general, indica un incremento en la
remineralizacion (Martinez et al., 2002). Por lo tanto, los resultados de esta Tesis (Capitulo 3)
indican que la exposicion a EQ puede disminuir la remineralizacion de la MO en la columna de
agua. Sin embargo, la estimulacion de la actividad de MDH en la fraccion menor (i.e. F<1um)
podria deberse a que la EQ y los antioxidantes en general, pueden ser considerados a su vez pro-
oxidantes bajo ciertas condiciones (Blaszczyk et al., 2013; Egloff et al., 2018). Estudios previos
han reportado efectos deletéreos de EQ a nivel de metabolismo celular. Por ejemplo, Hernandez

et al. (1993) y Reyes et al. (1995) sugieren que EQ afecta la cadena respiratoria mitocondrial,
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inhibiendo el consumo de oxigeno en células hepaticas y renales de ratas. Sin embargo, estudios
en el microbiota de suelos sugieren que EQ no produciria cambios significativos en el consumo
de oxigeno (Papadopoulou et al., 2016). No existe informacion previa relacionada con tasas de
respiracion de comunidades microbianas marinas expuestas a EQ, y nuestras observaciones
indican que existen cambios en las tasas de respiracion luego de la adicion este antioxidante, las
cuales difieren entre areas y fracciones de tamafio. La fraccion de tamafio menor en Achao
mostré un claro incremento (2.5 veces el control) durante todo el experimento (Fig. 4, seccion
resultados, Capitulo 3), pero la FTotal fue altamente variable. En Coliumo hubo un efecto
principalmente negativo en ambas fracciones, lo que sugiere que EQ podria afectar
negativamente a las comunidades microbianas en areas que no han sido expuestas al compuesto,
mientras que las comunidades de zonas cercanas al cultivo de salmones podrian ser estimuladas
como una respuesta al estrés o a la degradacion de EQ, como se ha reportado para quinoleinas
(Brockman et al., 1989; Aislabie et al., 1990; Kaiser et al., 1996) y otros compuestos quimicos
como insecticidas (Tu, 1970; Jones y Ananyeva, 2001; Eisenhauer et al., 2009; Jail et al., 2014).

Por otra parte, la actividad enzimatica extracelular especifica de las tres enzimas evaluadas
fue afectada por la adicion de EQ, donde LAP en general mostrd un incremento, especialmente
en la fraccion menor de ambas areas de estudio, pero en Coliumo en menor magnitud. Esta
estimulacion de LAP podria relacionarse con el contenido de N en la molécula, actuando como
un potencial sustrato organico para la degradacion. En ese contexto, en esta investigacion
planteamos como posible hipdtesis que las mayores tasas de EEA observadas en Achao en
respuesta a la EQ se deben a que la comunidad poseeria algunas adaptaciones debido a la
presencia del cultivo de salmones en el area y en consecuencia a la exposicion frecuente a EQ.
En contraste, la actividad especifica de B-GLU disminuy6 en general con la adicion de EQ. En
Achao observamos un efecto relacionado a la concentracion, donde EQ1 tuvo un efecto agudo
inicial, pero disminuy6 en el tiempo hasta estimular la B-GLU, mientras EQ3 tuvo un efecto
negativo permanente. En Coliumo, el efecto también fue negativo en general, pero en menor
magnitud. Este efecto negativo en la actividad especifica de B-GLU coincide con lo reportado
por Papadoupulou et al. (2016) para la microbiota de suelo. La actividad especifica de LIP fue

la méas afectada por la adicion de EQ, lo cual es esperable dado la naturaleza antioxidante de
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esta molécula, utilizada para evitar la oxidacion de lipidos (Bohne et al., 2008). Se observo una
respuesta negativa de LIP en relacion con las concentraciones de EQ, en ambos sitios y
fracciones, pero con una magnitud considerablemente mayor en Achao. Esta diferencia podria
ser explicada por las posibles distintas en las comunidades presentes en ambos sitios, pudiendo
diferir en la sensibilidad a la exposicion a EQ y/o en la capacidad de degradar esta molécula.

Cabe sefialar, que la menor concentracion de EQ mostrd una respuesta altamente variable en
la EEA especifica de las enzimas estudiadas (Fig. 5, 6 y 7, seccion resultados, Capitulo 3), lo
que puede relacionarse con la labilidad de esta molécula y la baja concentracion utilizada,
pudiendo ser degradada por irradiacion y/o hidrolisis (Bintou, 2015; EFSA, 2015). Ademas, las
diferentes respuestas de EEA a la adicion de EQ (estimulacion de LAP vs disminucién de -
GLU y LIP), podria estar asociada al efecto de metabolitos o productos de transformacion de
las moléculas (Karas et al., 2018). Por ejemplo, Papadopoulou et al. (2016; 2020) muestran que
la quinona iminay la etoxy-quinolina (productos de oxidacion de EQ), afectaron negativamente
procesos como la amonio-oxidacion en la microbiota de suelo. Ademas, se debe tener en cuenta
gue los microrganismos tienen un potencial metabdlico amplio en su calidad de degradadores,
por ejemplo, se ha reportado que varios grupos de bacterias (Itoh et al., 2014) y hongos (Pandey
y Singh, 2004) pueden incrementar sus tasas metabdlicas en suelos, cuando son expuestos a
compuestos quimicos como pesticidas, sugiriendo una potencial utilizacion de estos
compuestos. Esto también nos sugiere que la EQ podria afectar la bateria enzimatica de la
comunidad, teniendo efectos diferenciales en la “preferencia nutricional” de la comunidad.

La utilizacion de fuentes de carbono por parte de la comunidad microbiana expuesta a EQ,
también mostro diferencias entre ambos sitios, sugiriendo que las comunidades de cada sitio son
diferentes. En Achao, la utilizacion de sustratos (AWCD) disminuyé en las concentraciones
mayores de EQ (EQ2 y EQ3), pero en la concentracion menor (EQ1) se observé un incremento,
mientras que en Coliumo ambas concentraciones usadas (EQ1 y EQ3) estimularon la utilizacion
de sustrato. Junto con esto, observamos un aumento en la utilizacion de aminoacidos y acidos
carboxilicos en Achao, y de carbohidratos en Coliumo. Esto concuerda con lo reportado por
Garces et al. 2020 al exponer a la comunidad microbiana planctonica a azametifos. Los

aminoéacidos y acidos carboxilicos son parte del pool 1abil de materia organica y son fuentes
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importantes de C y N para el bacterioplancton (Obernosterer et al., 1999; Pullin et al., 2004), lo
que sugiere que la exposicién a compuestos quimicos como la EQ puede influir en la utilizacion
de sustratos “mas faciles” de incorporar para la comunidad. Ademads, se observOo una
disminucion de la riqueza y diversidad de sustratos utilizados cuando la comunidad fue expuesta
EQ, indicando que puede limitar el espectro de sustratos de C utilizados por la comunidad
microbiana.

Es importante tener en cuenta que diversos compuestos quimicos pueden afectar la
composicion de la comunidad microbiana, generando la prevalencia de ciertos grupos que
puedan adaptarse o eventualmente beneficiarse de la presencia del compuesto, y la reduccion de
otros, afectando la diversidad de la comunidad y en consecuencia la funcion del ecosistema
(Joye et al., 2014; Johnston et al. 2015; Pringault et al. 2016 y 2021). Nuestro estudio comprobo
que la comunidad microbiana activa en Achao cambia en respuesta a la adicion de EQ, afectando
negativamente a Alfaproteobacteria, mientras que Bacteroidia y Gammaproteobacterias fueron
favorecidas, con diferencias en el tiempo. NS10 marine group (Cryomorphaceae/ Bacteroidia)
y NS2b marine group (Flavobacteriaceae/Bacteroidia) fueron favorecidos por la adicion de EQ,
ambos se conocen por responder rapido a materia organica derivada de blooms (Buchan et al.,
2014; Liuetal., 2019). Asi como se observé que la menor concentracién de EQ genero estimulos
en la actividad metabdlica (respiracion, LAP) y en la utilizacion de sustratos (AWCD), también
observamos que algunos ASV como ASV38, Formosa y Ulvibacter (Flavobacteriaceae) fueron
favorecidas en la concentracién mas baja de EQ, lo que podria estar relacionado. Otros grupos
predominantes que respondieron positivamente a la adicion de EQ fueron Gammaproteobacteria
(KIB9A) y la archaea MGII (Thermoplasmata, Ca. Poseidionales). Se ha reportado que KI89A
responde rapidamente en experimentos de remineralizacion de DOM y de enriquecimiento con
amonio (Stephens et al., 2020; Goldberg et al., 2017), posiblemente asociado con su elevada
utilizacion de proteinas (Orsi et al., 2016). Mientras que MGII representa al grupo de arqueas
mas abundante en aguas superficiales del océano (Rinke et al., 2019) y se le atribuye en general
un estilo de vida proteolitico, dado por una variedad de peptidasas y de genes involucrados en
las vias de degradacion de aminoéacidos (Rinke et al., 2019), lo que se condice con la mayor

actividad de LAP y la utilizacién de sustratos (aminoacidos) en presencia de EQ. En contraste,
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la actividad potencial de Planktomarina (Alphaproteobacteria) fue afectada negativamente por
la adicién de EQ. Planktomarina es una bacteria fotoheterotrofa del grupo Roseobacter, el cual
constituye sobre un 35% del bacterioplancton marino (Marques et al., 2020) y juegan un rol
importante en la degradacion de materia organica derivada del fitoplancton (Selje et al., 2004;
Zhou et al., 2018). La disminucion en la actividad potencial de este taxon podria relacionarse a
la capacidad de EQ de inhibir la actividad especifica de B-GLU y LIP (Figs. 6 ay 7 a, seccion
Resultados, Capitulo 3).

Los cambios positivos en bacterias y arqueas activas en respuesta a EQ fueron consistentes
con los cambios metabdlicos observados, como la tasa de respiracion (Fig. 4 a; seccion
resultados, Capitulo 3), la actividad especifica de LAP (Fig. 5 a; secciéon Resultados, Capitulo
3) y la acumulacion de amonio y nitrato (Tabla 2; seccidén Resultados, Capitulo 3). Los taxones
heterotroficos oportunistas o aquellos que responden rapido a DOM fueron evidentes durante
las primeras horas de incubacion. Estos cambios en la composicion de la comunidad activa son
consistentes con lo reportado para otros experimentos de microcosmos donde se han evaluado
pesticidas. Por ejemplo, Widenfalk et al. (2008) reporté cambios en la composicion comunitaria
inducidos por los tratamientos de pesticidas en sedimentos de agua dulce, mientras que Muturi
et al. (2017) observo que 5 pesticidas y sus mezclas pueden reducir la diversidad y alterar la
estructura comunitaria acuatica.

En el sur de Chile se han detectado varios pesticidas en las cercanias de los centros de cultivo
de salmones (Tucca et al.,, 2018; Quifiones et al.,, 2019) y en general los ensayos
ecotoxicoldgicos se realizan utilizando organismos estandarizados, de niveles superiores
(metazoa; e.g. Daphnia, pez cebra) a la microbiota natural y que no necesariamente habitan en
el ecosistema de fiordos y canales de la Patagonia. EI conocimiento de los efectos de compuestos
guimicos usados en la salmonicultura sobre organismos no objetivos ha incrementado en los
ultimos afios con respuestas variables. Rain-Franco et al. (2018) y Valdés-Castro y Fernandez
(2021) evaluaron el efecto de pesticidas en la produccion primaria (asimilacion de C y N),
encontrando variabilidad estacional y espacial. Garces et al. (2020) analizo el efecto de
azametifos en el metabolismo microbiano observando alta degradacion del pesticida, una

estimulacién de la remineralizacion de materia organica y una alta utilizacion de carbohidratos,
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aminoacidos y acidos carboxilicos. Nuestro estudio muestra que la respuesta metabdlica de la
comunidad microbiana expuesta a la adicion de EQ varia dependiendo de la concentracion, del
sitio de estudio y del potencial inherente de la composicion comunitaria de la zona de estudio.
En algunos casos, el efecto incluso puede ser indirecto, a través de metabolitos o productos de
transformacion, los que a su vez pueden ser potenciales sustratos para los grupos microbianos.
En consecuencia, la importancia de evaluar el impacto de los distintos compuestos quimicos
utilizados en las actividades humanas sobre la comunidad microbiana natural queda en
evidencia, ya que estos efectos no necesariamente implican muerte/disminucion del potencial
metabolico directamente, sino la eventual utilizacion de los compuestos y/o la estimulacion de
procesos, dada la plasticidad metabolica de los microorganismos como componentes claves de

los ciclos biogeoquimicos globales.

Finalmente, en el océano los aminoécidos y proteinas se consideran sustratos altamente
labiles que sostienen una alta proporcion de la produccion microbiana (Nagata 2008), asi como
de AEE (Hoppe et al., 2002). La produccion primaria es considerada la principal fuente de DOM
labil de origen autdctono (Azam et al., 1983; Ducllow et al., 1995; Aristegui et al., 2005; Azam
y Malfatti, 2007) y en sistemas costeros se ha observado una mayor tasa de AEE asociada a
blooms fitoplanctonicos (Gutiérrez et al., 2011; Pantoja et al., 2011; Li et al. 2019). En esta tesis
doctoral se ha observado que en sistemas oligotroficos la influencia de DOM aléctona
proveniente de rios es un sustrato labil, caracterizado por un mayor DI, sosteniendo una alta
produccion bacteriana y respiracién comunitaria (Gonzélez et al., 2019: seccién Resultados,
Capitulo 1). Por otra parte, nuestros resultados reflejan que la DOM derivada de la acuicultura,
genera una sefial biogeoquimica en las cercanias de los cultivos de salmones y mitilidos,
indicando que, en particular la salmonicultura, es una fuente de DOM biodisponible,
especialmente proveniente de fecas de salmoénidos, sosteniendo altas tasas metabodlicas de la
comunidad microbiana en la columna de agua. Esto puede tener implicancias en el ciclo de C,
N y P a nivel local, por ejemplo, mayores tasas de respiracion generan un mayor consumo de
oxigeno en la columna de agua, lo cual puede resultar en un aumento de riesgo de hipoxia

asociado a la salmonicultura, como se ha sugerido para otras zonas influenciadas por la
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acuicultura como el fiordo Puyuhuapi (Scheneider et al., 2014; Silva y Vargas, 2014; Pérez-
Santos, 2017). Estos resultados sustentan y amplian lo observado por otros autores como
Nimptsch et al. (2015), Kamjunke et al. (2017) y Montero et al. (2022) sugiriendo una excepcion
respecto a la vision tradicional de la produccion fitoplanctonica como fuente primaria de DOM
l&bil (del Giorgia y Davis 2003) y principal sustento de la actividad heterotréfica microbiana
(Cole et al. 1982; Azam et al., 1983) para areas oligotréficas influenciadas por rios (Gonzélez
etal. 2019; Capitulo 1 de esta Tesis) y para sistemas fuertemente influenciados por la acuicultura
(Montero et al. 2022; Gonzalez et al. in prep.; Capitulo 2 de esta Tesis)

La presente investigacion demuestra por primera vez que EQ puede influir en la capacidad
de degradacion de materia orgénica de la comunidad microbiana, produciendo cambios en la
actividad de algunos grupos funcionales, por lo que hipotetizamos que la adicién crénica de EQ
podria generar efectos a largo plazo en el metabolismo y diversidad de las comunidades
microbianas en &areas con significativa presencia de salmonicultura (Gonzélez et al., submitted,;
Capitulo 3 de esta tesis).

En consecuencia, esta tesis doctoral contribuye a ampliar la comprension del impacto de la
materia organica disuelta aloctona proveniente de rios y de la acuicultura, asi como de aditivos
alimentarios utilizados en la salmonicultura, sobre las comunidades microbianas planctonicas

en ecosistemas marinos.
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6.- CONCLUSIONES

1.- Una alta produccion bacteriana y respiracion comunitaria, junto a caracteristicas especificas
de la materia organica disuelta en aguas de baja salinidad (LSW), ocurren paralelamente a una
baja produccion comunitaria neta en el Mar Mediterraneo NO. Esto sugiere que LSW contiene
materia orgénica disuelta biodisponible al6ctona, representando un mecanismo de suministro de
DOM labil que sostiene una alta actividad heterotréfica costa afuera del Mar Mediterraneo NO.

(Objetivo 1: se acepta Hipotesis 1).

2.- Las areas cercanas al cultivo de salménidos y mitilidos presentan una sefial biogeoquimica
en la columna de agua, caracterizada por mayores concentraciones de nitrégeno y fosforo
organico disuelto, amonio, mayor abundancia picoplanctonica y mayor actividad metabodlica
microbiana (MDH). Estas caracteristicas son mas acentuadas en las cercanias de los centros de

cultivo de salménidos.

3.- La materia organica disuelta en las cercanias de los centros de cultivo, particularmente de
salmones, se caracteriz6 por ser mas biodisponible que el de las &reas circundantes (Objetivo
2: se acepta Hipdtesis 1); sin embargo, este estudio no discriminé otras posibles fuentes de

materia organica labil en areas lejanas a los centros de cultivo.

4.- La DOM derivada de la salmonicultura incrementa las tasas de actividad especifica de la
MDH, respiracion especifica y actividad enzimética extracelular especifica (especialmente la de
leucina-aminopeptidasa) de la comunidad microbiana, con efectos diferenciales en el
metabolismo segln su origen, sugiriendo que la materia organica disuelta de fecas es mas
biodisponible, generando respuestas mas rapidas y de mayor magnitud en las tasas metabdlicas

de la comunidad microbiana planctonica marina. (Objetivo 2; se rechaza las Hipotesis 2 y 3)

5.- La adicion de Etoxiquina incrementa el consumo de oxigeno en la fraccion de tamafio <lum,

mientras que la respiracion de la comunidad total disminuye. La respuesta de la actividad
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especifica de MDH fue variable, con un efecto negativo general, pero con una estimulacién de
la fraccion menor hacia el final del experimento o con la concentracion menor de EQ. Sugiriendo
un efecto diferencial segun la fraccion de la comunidad evaluada. (Objetivo 3: se acepta
Hipotesis 1 tomando en cuenta la comunidad total. Sin embargo, la comunidad
bacterioplancténica (fracciobn <lum) no sigue este patron, sino que por el contrario es

estimulada).

6.- La degradacion de compuestos nitrogenados en la fraccion de tamafio <lum incrementa en
presencia de EQ, mientras que la capacidad de degradar carbohidratos y lipidos de la comunidad
total disminuye, sugiriendo una degradacion diferencial de la materia organica y dejando

potencialmente mayor nitrégeno disponible en el ambiente.

7.- La utilizacion de sustratos fue variable, disminuyendo en los tratamientos de 100 y 1000 ug
L EQ, lo que sugiere que altas concentraciones de EQ puede limitar la capacidad de procesar
distintas fuentes de carbono, generando una preferencia por aminoacidos y acidos carboxilicos
en una etapa temprana del experimento. En areas sin influencia de la acuicultura, EQ puede

estimular el uso de carbohidratos. (Objetivo 3: se rechaza Hipotesis 2)

8.- La composicion de la comunidad microbiana evidencia cambios con la adicion de EQ,
incluyendo la perdida de diversidad. La adicion de EQ gener6 cambios en taxones marinos
predominantes, estimulando la actividad de microorganismos asociados con compuestos

nitrogenados como KI89A y la archaea MGII. (Objetivo 3: se acepta Hipdtesis 3)
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Contents of this file

Figures S1 to S6
Tables S1

Introduction

This supporting information provides figures as seen in the main article but for the 2007 year of
this study (Fig. S1 and S5), also provides an overview of salinity during 15 years at the site of
study (Fig. S2), the monthly values for Chlorophyll-a (Fig. S3) and Density (Fig. S4), a Principal
Component Analysis of the oceanographic variables, characteristics of DOM and microbial
activity during the two years survey (Fig. S6), and a table with the features of water column
within and below of mixed layer for each date of sampling (Table S1).
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Figure S1. Spatial and temporal distribution of salinity in the Golf of Lion (NW Mediterranean
Sea). Mean monthly surface salinity (4 km x 4 km) for February 2007 (left panel/a) and May 2007
(right panel/b). Surface salinity distributions are provided by a circulation model overlaid with
current speed and directions (yellow arrows). derived from altimetry for the date of sampling at
Station MOLA (indicated by a white dot). Black lines represent isobaths (500 m. 1000 m and 2000

m). The white line denotes salinity of 37.85.
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Figure S2. Seasonal changes of in situ salinity at Station MOLA. Climatological means of 15 years
are shown. The time series data shows the presence of LSW as recurrent feature during spring
months in the studied area.
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Figure S3. Seasonal changes of Chlorophyll-a concentration at Station MOLA. The time series data

shows monthly values for the 2 year survey.
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Figure S4. Seasonal changes of density (sigma) at Station MOLA. The time series data shows
monthly values for the 2 year survey.
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Figure S5. Depth profiles of salinity anomaly (blue line), microbial activity and DOM characteristics
(box plots) at Station MOLA for the year 2007. The black lines across the boxes represent the
median annual values. The ends of the boxes define the 25" and 75" percentile and the error
bars represent the 10" and 90'" percentiles. Dots represent the individual value for the date for
which the salinity anomaly is shown (May 22 2007). BP: Bacterial heterotrophic production (pmol
Leu L hl), CR: Community Respiration (uM O L* d*), DOC: Dissolved Organic Carbon (uM),

THAA: Total Hydrolyzable Amino Acids (uM), DI: Dauwe Degradation Index.
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Figure S6. Principal Component Analysis (PCA) of environmental variables, features of DOM and
microbial activity from surface waters at MOLA station. Dots represent each date of sampling
during the 2 years survey, blue circles represent intense LSW for both years and vectors shows
the variables that drives the ordination of dates. NO3.NO2: NO3+NQO,, Chl_a: Chlorophyll-a,
DOCaa: amino acid yiels in percentage of DOC, THAA: Total Hydrolysable Amino Acids, DI: Dauwe
Degradation Index, BP: Bacterial production, BGR — Bacterial growth rate, DCR: Dark Community
Respiration, DOC: Dissolved Organic Carbon.

182



Table S1. Summary of environmental parameters during the monthly sampling at Station MOLA. Mean
values £SD for the Mixed Layer (ML) and the depth layer below the ML are given. PLD - Photic Layer
Depth (1% of surface PAR), BGR - Bacterial Growth Rate, N - number of depths considered for each

depth layer, nd-not determined, bd- below detection.

Date | MLD | PLD N | Temperature | Salinity | NO3+NO2 PO Chl a BGR
(m) | (m) () (T0Y) (1Y) (g L™ dh
Feb | >100 | 61 | Within | 6 13.57 £ 0.02 38.21+ | 1.29+0.36 | 0.05= 0.45 + 0.003 £
14 MLD 0.001 0.01 0.07 0.001
2007 Below | n Nd nd nd nd nd n.d.
MLD | d
Mar 70 56 | Within | 4 13.63£0.04 38.19+ | 1.41+0.2 0.02 + 0.58 + 0.017 =
13 MLD 0.003 0.01 0.15 0.003
2007 Below | 4 13.54 +0.02 38.22+ | 227+0.77 | 0.06 % 0.27 £ 0.036 +
MLD 0.02 0.03 0.12 0.044
Apr 19 56 | Within | 2 14.28 +0.19 38.11+ | 0.1+0.06 0.02 = 0.65 £ 0.064 +
14 MLD 0.004 0.007 0.09 0.015
2007 Below | 6 13.71+0.12 38.18+ | 1.25+0.45 | 0.01% 021+ 0.023 +
MLD 0.03 0.01 0.17 0.011
May 17 63 | Within | 2 17.16 +£1.30 37.63 0 0.04 0.29 £ 0.172
25 MLD 0.01 0-02 0.01 0.035
2007 Below | 6 14.56 + 0.98 37.99+ | 1.39+1.41 | 0.05% 0.28 £ 0.046 +
MLD 0.20 0.02 0.21 0.032
Jun 5 8 67 | Within | 1 16.95 37.82 bd bd 0.25 0.092
2007 MLD
Below | 7 14.71 £1.26 38.07+ | 212+2.32 | 0.06* 0.30+ 0.059 +
MLD 0.20 0.06 0.18 0.045
Jul 13 82 | Within | 1 20.75 37.76 0.35 0.01 0.12 n.d.
17 MLD
2007 Below | 7 15.32 £ 2.54 38.09+ | 1.23+1.51 | 0.02+ 03z n.d.
MLD 0.18 0.03 0.21
Aug 30 80 | Within | 2 20.75+0.01 37.86 0 0 0.14 + 0.054 +
23 MLD 0.001 0.01 0.021
2007 Below | 6 15.24 £ 2.68 3812+ | 1.34+2.1 0.04 + 0.22 + 0.042 £
MLD 0.17 0.05 0.08 0.034
Sep 45 74 | Within | 3 18.58 + 0.01 37.94 + 0 0 0.22 £ 0.053
21 MLD 0.01 0.11 0.006
2007 Below | 5 13.91 +0.63 38.22+ | 1.85+2.56 | 0.003 0.27 £ 0.036 +
MLD 0.12 0.008 0.17 0.012
Dec 68 66 | Within | 4 15.27 £+ 0.01 38.06 £ | 0.50 +0.05 0 0.39 0.026 +
5 MLD 0.01 0.06 0.005
2007 Below | 4 14.15+0.31 38.20+ | 3.38+1.49 | 0.005 % 0.1+ 0.019 +
MLD 0.06 0.01 0.04 0.006
Jan 42 52 | Within | 3 13.29 +0.02 37.93+ | 1.25+0.04 0 0.84 £ 0.037
29 MLD 0.02 0.02 0.004
2008 Below | 5 13.52 + 0.06 38.13+ | 1.59+0.8 0.02 = 0.4+ 0.024 +
MLD 0.07 0.03 0.1 0.008
38 62 | Within | 3 12.98 £ 0.05 38.08+ | 1.16 £0.29 | 0.01 = 0.42 0.063 +
MLD 0.03 0.01 0.07 0.022
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Mar Below 12.86 £ 0.10 38.11+ | 1.74+£0.13 0 0.24 + 0.030 +
17 MLD 0.03 0.06 0.005
2008
Apr 23 59 | Within 13.25+0.04 38.03+ | 1.29 +0.07 0 0.47 = 0.065 *
16 MLD 0.002 0.01 0.014
2008 Below 12.94 +0.03 38.13+ | 2.06 +0.63 0.02 = 0.44 + 0.079
MLD 0.06 0.02 0.08 0.037
May 10 72 | Within 14.91 37.70 0.65 0 0.22 0.077
7 MLD
2008 Below 13.43+0.31 38.10+ | 1.57 +0.63 0.01 % 0.29 = 0.039
MLD 0.06 0.01 0.14 0.019
Jun 9 8 59 | Within 17.74 37.51 0 0.03 0.48 0.260
2008 MLD
Below 14.82+1.78 3796+ | 1.21+1.21 0.04 = 0.32 0.104 £
MLD 0.22 0.02 0.2 0.091
Jul 1 8 80 | Within 21.22 37.55 0.01 0.02 0.14 0.158
2008 MLD
Below 15.29 + 2.67 38.06+ | 1.78 +£2.09 0.06 + 0.26 £ 0.053 +
MLD 0.21 0.05 0.25 0.035
Aug 12 83 | Within 21.73 37.85 0.04 0.02 0.14 0.070
26 MLD
2008 Below 15.92 + 3.52 38.10+ | 2.21+2.37 0.07 0.2+ 0.052 +
MLD 0.16 0.06 0.14 0.027
Sep 30 76 | Within 19.72+0.001 | 37.95%* 0 0 0.2+ 0.084 +
18 MLD 0.07 0.01 0.001
2008 Below 15.57 + 2.27 38.10+ | 1.38+1.75 0.02 = 0.25* 0.049 +
MLD 0.09 0.03 0.11 0.023
Oct 15 69 | Within 18.37 37.92 0.1 0.03 0.40 0.095
16 MLD
2008 Below 1492 +1.81 38.10+ | 2.6+2.59 0.08 = 0.19 + 0.046 +
MLD 0.20 0.06 0.14 0.033
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8.2. Anexo 2: Informacion suplementaria Capitulo 2
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Fig. S1 Distribucion de (ay b) temperatura (°C) y (c y d) salinidad a lo largo de ambas transectas

en el canal Caucahué. Paneles izquierdos corresponden a transecta salmones (TS) y derechos a
transecta mitilidos (TM).

185



ATP [ug L-1] ATP [ug L-1]

0 53 S2 S1 : Cs M3 M2 M1 Cm
@[T - =1 (b) T T . “1R...
10| . 3 . .
H 0.0095
-2
& 0.009
} —
S —s | - -0.0085

i o008
"
L 0.0075

MDHs [pmol min-1 pg ATP-1] MDHs [pmol min-1 pg ATP-1]

(d) |~

MPOR+EtOHDHs

028 ——
.

CSs [pmol NTB-CoA min-1 pg ATP-1] CSs [pmol NTB-CoA min-1 pg ATP-1]

6 4 6 4
Section Distance [km] Section Distance [km]

Fig. S2 Distribucion de (a y b) biomasa (ATP; ug L), actividad especifica de (c y d) MDH
(pmol min*t pg ATPY), (e y f) MPOR (pmol min*t pg ATP) y (g y h) CS (pmol NTB-CoA min-
1 pg ATP?) lo largo de ambas transectas. Paneles izquierdos corresponden a Transecta Salmones
(TS) y derechos a Transecta Mitilidos (TM).
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Fig. S3 Distribucién de concentracion de (a y b) aminodcidos disueltos libres (DFAA) y
contribucion de DFAA al DOC (%DOC-DCAA) a lo largo de ambas transectas. Paneles
izquierdos corresponden a transecta talmones (TS) y derechos a transecta mitilidos (TM).
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Fig. S4 Andlisis de Coordenadas Principales a nivel de transecta de proteinas disueltas (paneles
superiores) y DFAA (paneles inferiores). Paneles izquierdos corresponden a TS (transecta
talmones) y derechos a TM (transecta mitilidos). Cada color corresponde a una estacién
diferente y los vectores corresponde a cada aminoacido cuantificado.
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Fig. S5 Porcentaje molar de aminoacidos de proteinas disueltas (DCAA) y aminoacidos

disueltos libres (DFAA) en cada profundidad de muestreo de ambas transectas en el canal

Cauchaué
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Fig. S6 Concentracion de biomasa (ATP; ug L) de (a) fraccion total y (b) fraccion >1um, y (c)

abundancia bacterioplancténica (10° cell mL™?) durante el experimento de microcosmo.
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Fig. S7 Box plot en base a la media en el tiempo (0-72h). de (a) DFAA (uM), (b) proteinas
disueltas (uM) e (c) indice Dauwe, durante el experimento de microcosmo (0-72h).
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Tabla S1 Resumen de experimento de microcosmos con adicion de materia organica disuelta
deriva de la salmonicultura.

Microcosm experiment information

Site Station Latitude Longitude Depth(m) Date Subsampling (h) Size Fractions

Caucahué Cs -42,05 -73,38 10 August 2019 0-6-12-24-48-72 <1lum; Ftotal

Treatments ATP MDH Re EEA BA DOM AA IN
Control + + + + + + + +
P-DOM + + + + + + + +
F-DOM + + + + + + + +
N-DOM + + + + + + + +
M-DOM + + + + + + + +

P, DOM from pellet; F, DOM from feces; N, natural DOM, M, DOM from mix;ATP, Adenosin triphosphate; EEA, extracellular enzymatic activity;
BA, Bacterioplankton abundance; DOM, Dissolved Organic Mater (Carbon, Nitrogen and Phosphate);
AA, Aminoacids (DFAA, DCAA); IN, inorganic nutrients (NH4+, NO3, NO2, PO34)

Tabla S2 Test pos hoc Tukey entre estacion control (CS-Cm) y estaciones dentro del canal para
cada transecta. Valor significativo p < 0.05 en negrita.

Tukey HDS test (p)

Station | NH4 NO, NO, PO, N/P Chla DON DOP DOC Bact Syn Peuk ATP
s1 0,9583 0,0106 0,6283 0,9804 0,3327 0,9973 0,8411 0,9958 0,3559 0,0002 0,9460 0,0002 0,0003
s2 0,9828 0,0037 0,0202 0,1716 0,1833 0,0002 0,2998 0,3398 0,3954 0,0002 0,0049 0,0002 0,0296
s3 0,0258 0,0003 0,7911 1,0000 0,3146 0,0003 0,2019 0,3953 0,0099 0,0002 0,0157 0,0002 0,5264
M1 0,0922 0,0002 0,9907 0,9943 0,9308 0,0013 0,8355 0,8984 0,6795 0,0032 0,0032 0,0002 0,9973
M2 0,9951 0,0008 0,5992 0,7563 0,9449 0,4251 0,0519 0,0767 0,0473 0,8215 0,2545 0,0002 0,6112
M3 0,0002 0,0003 0,8901 0,8188 0,5194 0,1690 0,9466 0,9724 0,2325 0,8589 0,0393 0,0002 0,0701
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Tabla S3 Test Mann-Whitney entre estacidn control (CS-Cm) y estaciones dentro del canal
para cada transecta. Valor significativo p < 0.05 en negrita.

Mann-Whitney U Test;
Grouping: Station (TS)

Rank Rank u F4 pdevel Rank Rank u z p-level Rank Rank ] z p-level

Sum Cs  Sum 31 Sum Cs Sum 32 Sum Cs Sum 33
DCAA 14,0 7.0 10 153 0,1266 11,0 10,0 40 022 08273 12,0 9.0 30 085 05127
%DOC-DCAA 14,0 0 10 153 01266 110 10,0 40 022 08273 11,0 100 40 022 048273
[v]] 7.0 14,0 10 -153 01266 6,0 15,0 00 -19 0,0495 6,0 15,0 00 -19 00495
DFAA 15,0 6.0 00 196 0,0495 120 9.0 30 0865 05127 9.0 12,0 30 -085 05127
%DOC-DFAA 15,0 6,0 00 196 0,0485 120 9.0 30 0865 05127 9.0 12,0 30 -085 05127
MDH 9.0 12,0 30 -065 05127 90 12,0 30 065 05127 6,0 150 00 -196 0,0495
(o] a0 120 30 -065 05127 12,0 a0 30 065 05127 12,0 9.0 30 085 05127
MPOR+EtOHDH 13,0 8.0 20 1080 02752 11,0 10,0 40 022 08273 130 80 20 108 02752

Mann-Whitney U Test:
Grouping: Station (TM)

Rank Rank u 2 plevel Rank Rank u z p-level Rank Rank u F4 p-level

Sum Cm  Sum M1 Sum Cm  Sum M2 Sum Cm Sum M3
DCAA 9.0 120 30 -0B5 05127 120 a0 30 085 05127 13,0 80 20 1089 02752
%DOC-DCAA 9.0 120 30 -065 0527 100 11,0 40 022 08273 11,0 10,0 40 022 08273
DI 14,0 T.0 10 153 012686 15,0 6.0 0,0 1,96  0,0495 15,0 6,0 00 19 00495
DFAA 15,0 6.0 00 196 0,0485 15,0 6.0 0.0 1,96  0,0495 15,0 6,0 00 19 0,0495
%DOC-DFAA 15,0 6,0 00 196 00495 150 6,0 00 1%  0,0495 15,0 6,0 00 19 0,0495
MDH 11,0 10,0 40 022 08273 12,0 a0 30 0865 05127 11,0 10,0 40 022 08273
cs 125 85 25 087 03827 11,0 10,0 40 022 08273 13,0 80 20 109 02752
MPOR+EtOHDH 10,0 110 40 -022 08273 150 6,0 00 1,9 00495 10,0 1Mo 40 022 08273
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Tabla S4. Test pos hoc Tukey entre Control y tratamientos para cada tiempo del experimento

de microcosmo. Valor significativo p < 0.05 en negrita.

Tukey
HSD test
(p) Control F<lum FTotal
Time (h) Treatment | NH,* NO; NO, PO,3 DOC DON DOP BA ATP MDH R LAP GLU LIP ATP MDH R LAP GLU LIP
0 P-DOM | 0,0002 1,0000 1,0000 0,0105 0,0002 0,0002 0,1634 1,0000 | 1,0000 0,0019 0,0207 1,0000 0,7392 0,9902 | 0,0002 0,0031 1,0000 1,0000 0,0284 0,0002
F-DOM 0,0002 1,0000 0,9398 0,9882 0,0002 0,0002 1,0000 1,0000 | 0,9990 0,0039 0,0011 0,5102 1,0000 0,0002| 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0031 0,0002
N-DOM 0,0006 0,8409 1,0000 0,9855 1,0000 1,0000 0,9999 1,0000 | 0,9970 0,0632 0,0583 1,0000 0,6906 0,8606| 0,0053 1,0000 1,0000 1,0000 0,2854 0,0023
M-DOM 0,0002 0,9943 0,9999 0,3361 0,0002 0,0002 0,9631 1,0000 | 1,0000 0,0645 0,6562 1,0000 1,0000 0,2507| 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,3590 0,0002
6 P-DOM 0,0002 0,9727 1,0000 0,0007 0,0002 0,0002 0,0002 0,0590 | 1,0000 0,2126 0,0045 1,0000 0,7695 0,2166| 0,0002 0,9846 NaN 1,0000 1,0000 0,0002
F-DOM | 0,0002 1,0000 0,7658 0,3567 0,0002 0,0004 1,0000 0,9553 | 1,0000 0,0004 0,0002 0,1782 0,9532 0,0002| 0,0002 0,0002 NaN 0,0002 0,0242 0,0002
N-DOM 0,3434 1,0000 1,0000 0,9998 1,0000 1,0000 1,0000 0,9464 | 0,6109 1,0000 1,0000 0,8293 0,0008 0,0154 ( 0,9999 0,9998 NaN 1,0000 1,0000 0,0002
M-DOM 0,0002 1,0000 0,9955 0,0147 0,0002 0,0009 1,0000 0,9761 | 09956 0,3860 0,9819 0,2228 0,0191 1,0000| 0,0002 0,0002 NaN 0,0002 0,2751 0,0002
12 P-DOM 0,0002 0,9996 1,0000 0,0048 0,0002 0,0002 0,0005 0,9873 | 1,0000 0,9733 0,0002 1,0000 1,0000 0,0002| 0,0002 0,1150 0,0002 1,0000 0,9989 0,0002
F-DOM 0,0002 1,0000 0,5539 0,9997 0,0002 0,0065 1,0000 0,0002 | 0,9882 0,0002 1,0000 0,0775 0,7877 0,0002| 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0325 0,0002
N-DOM 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 | 0,8015 0,1841 0,0305 1,0000 0,0007 0,0376( 0,3330 0,9997 0,7986 1,0000 1,0000 0,7786
M-DOM | 0,0002 1,0000 0,8612 0,6822 0,0002 0,0049 0,9355 0,0002 | 1,0000 0,0013 0,0002 0,0842 0,7998 0,3641| 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,1357 0,0002
24 P-DOM |0,0002 0,6744 1,0000 0,0304 0,0002 0,0002 0,0002 0,1045 | 1,0000 0,0113 0,9998 1,0000 0,0549 0,0929 | 0,0002 0,0002 0,0002 0,0035 0,0002 0,0002
F-DOM | 0,0002 0,3431 0,9987 0,8830 0,0002 0,0002 0,4879 0,0002 | 0,6511 0,0002 0,0002 0,0625 1,0000 0,0002 | 0,0002 0,0002 0,0011 0,0002 0,0002 0,0002
N-DOM 0,5588 1,0000 1,0000 1,0000 0,9957 1,0000 1,0000 0,0426 | 1,0000 0,9999 1,0000 1,0000 0,9877 0,0002| 0,0033 0,9974 0,0024 0,0425 0,0671 0,0395
M-DOM | 0,0002 0,9213 1,0000 0,9263 0,0002 0,0034 0,9994 0,0002 | 0,7430 0,0002 0,4469 0,0912 0,5781 0,0002 | 0,0002 0,0002 0,0003 0,0002 0,0002 0,0002
48 P-DOM 0,0002 1,0000 1,0000 0,0561 0,0002 0,0740 1,0000 0,0002 | 0,0669 0,4868 0,0002 0,0002 0,0847 0,0002| 0,0002 0,9997 0,0124 0,0002 0,0002 0,0002
F-DOM | 0,0002 1,0000 0,0606 1,0000 0,0002 0,0348 1,0000 0,0002 | 0,9999 0,0004 1,0000 0,0002 0,0002 0,0002| 0,0002 0,0002 0,7763 0,0002 0,0002 0,0002
N-DOM | 0,0002 1,0000 0,9910 0,9926 0,0002 0,8146 1,0000 0,0007 | 0,5936 1,0000 0,0020 0,0002 0,9291 0,2156 | 1,0000 1,0000 0,0196 0,0002 0,0002 0,0002
M-DOM | 0,0002 1,0000 0,9876 0,9675 0,0002 0,0561 1,0000 0,0002 | 0,9747 0,0007 0,0604 0,0002 0,0002 0,0002| 0,0002 0,0002 0,0101 0,0002 0,0002 0,0002
72 P-DOM 0,0002 1,0000 1,0000 0,4920 0,0002 0,0015 0,0048 0,9588 | 0,0010 09563 0,0002 0,0004 0,0005 0,0002| 0,0002 0,0005 0,0024 0,8490 0,0073 0,0002
F-DOM |0,0002 1,0000 1,0000 0,9954 0,0002 0,0298 1,0000 0,9868 | 0,2287 0,0023 0,9678 0,0002 1,0000 0,0002 | 0,0002 0,0002 1,0000 0,0002 0,0007 0,0002
N-DOM | 0,9996 1,0000 0,9999 0,0806 1,0000 1,0000 0,1388 1,0000 | 0,4300 1,0000 0,0002 0,9995 0,0003 0,0451| 0,0085 1,0000 0,2047 1,0000 0,3642 0,0193
M-DOM | 0,0002 1,0000 0,2418 1,0000 0,0002 0,9176 0,5802 0,8654 | 0,4975 0,0007 1,0000 0,0002 0,0683 0,0002 | 0,0002 0,0002 1,0000 0,0002 0,0005 0,0002
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Tabla S5. ANOVA de una via (factor tratamiento) y Test pos hoc Tukey entre tratamientos del
experimento de microcosmo. Valor significativo p < 0.05 en negrita.

Tukey HSD test (p)
One way ANOVA (Treatment) | Treatment Control Pellet Feces Natural
Variable: DFAA Pellet 0,000148
F=12.35 Feces 0,000971 0,534449
p=0.0000 Natural 0,617958 0,000726 0,027969
Mix 0,006660 0,155927 0,924500 0,151875
Variable: DCAA Pellet 0,000773
F=96.667 Feces 0,927156  0,005040
p=0.0000 Natural 0,807856 0,000168 0,344466
Mix 0,685129 0,016982 0,985540 0,146094
Variable: DI Pellet 0,5388
F=42.937 Feces 0,3734 0,0178
p=0.0088 Natural 0,2954 0,0123 0,9999
Mix 0,8922 0,1326 0,8800 0,8081

Tabla S6. Andlisis SIMPER (porcentaje de disimilitud) basado en la concentracion de
aminoacidos de proteinas disueltas (DCAA) y DFAA de cada transecta y experimento de
microcosmos. Comparacion entre sitios control (Cs - Cm)y estaciones dentro del canal
(Transectas), y entre control (C) y tratamientos de adicion de DOM.

Station =~ DCAA % dissimilarity DCAA 50% acumulate contribution DFAA % dissimilarity DFAA 50% acumulate contribution

CsvsS1 10.7 Asp, Thr, Glu, his 26.8 Met, Asp, Thr, Glu
Csvs S2 17.0 Asp, Glu, Thr 27.2 Met, Asp, Thr,Phe
CsvsS3 21.8 Thr, Asp, Ser 48.8 Met, Thr, Phe, Ala
Cmvs M1 31.7 Glu, Thr, Asp 77.2 Thr, Glu,Asp
Cmvs M2 34.0 Thr, Glu, Asp 50.6 Thr, Glu,Asp
Cmvs M3 35.7 Thr, Val, Glu, Asp 74.7 Thr, Glu,Asp
Cvs P-DOM 17.6 Glu, Arg, His, Asp 34.9 Met, Arg, Asp, Phe
Cvs F-DOM 18.6 Asp, Glu, Arg, Thr 31.7 Asp, Val, Glu, Leu, Ser, Phe
Cvs N-DOM 21.4 Asp, Arg, His, Thr 16.8 Met, Asp, His, Phe
Cvs M-DOM 15.3 Arg, Asp, Glu, His 37.7 Met, Asp, Phe,Thr

197



Table S7. Transformaciones estadisticas utilizadas para cada variable en estudio de transectas
y experimento de microcosmos.

Transect Experiment

NH4+ 1/x 1/x
PO43 1/x
DOC 1/x
DOP square root (x)
Bact 1/x
ATP 1/x 1/x
MDH In(x)
Re square root (x)
LAP In(x)
GLU In(x)
LIP In(x)
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8.3. Anexo 3: Informacion suplementaria Capitulo 3
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Fig. S1. Principal coordinate analysis (PCol vs PCo2) with all dependent variables (nutrients,
metabolic activity, bacterioplankton abundance, ATP concentration). Both size fractions are
included in the analyses. (a) Achao, (b) Coliumo. Time categories: 0=0h, 1=6h, 2=12h, 3=24h,

4=48h and 5=72h.
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Fig. S5 Relative utilization (UR) of substrates grouped into 6 categories according to Sala et al.
(2006): Carboxylic Acids (CA), Carbohydrates (CHO), Amino acids (AA), Amines (AMI),
Phenolic Compounds (PhC) and Polymers (POL). Achao = Left panels; Coliumo = Rigth
panels.

202



Species Richness

Env

150 -

100-

50-

0-

Oh 06h 12h 24h

Treatment

CA
Control
— EQ1
EQ2
EQ3
Solvent

0e+00 2e+05 4e+05 6e+05 0e+00 2e+05 4e+05 6e+05 0e+00 2e+05 4e+05 6e+05 0e+00 2e+05 4e+05 Ge+05 0e+00 2e+05 4e+05 Ge+05

Sequence Sample Size

Fig. S6. Rarefaction curves from all treatments and times during EQ incubations at Achao. CA
corresponds to environmental control (i.e. initial conditions during in situ water collection).

PCO2 (29 5% of total variation)

10+ Treatment

5 24 Marinimic roa.ai‘sa.?cc;!"aae‘
m EQ3

Standardise Samples by Total
Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

A Env

w Control

EQ1
N m EQ2

Nitrospinota

-10-

Piapictomycetota
[Proteobacter Myxococcota
Fjorobacterota
i aswEeppsmatota
SAR324_cisce(Marine_group_B)
12h
Tl L ! ! | L] | |
I I I 1 | T 1
-15 -10 -5 0 5 10 15

PCO1 (41% of total variation)

Fig. S7 Principal Coordinate Analysis (PCoA) at Phyla level showing active microbial
community variability associated with the different treatments (control and EQ’s) through
time. Phyla having correlations (R > 0.7) were also plotted

203



€03 l
zo3 '
103 I
lonuod B3

juswijeal |

43

(%) @ouepunge aAnelRYy
8

14

-
oty B At e e | &

L /0L ASY esidsosseley)l” O aeadesdsosseleyl” |}

L Z0Z ASY euuewolp|” O aeadeuuewolp|” }

L €02 ASY Japeqouuel” O aeadelapeqouueyy |}
L JGL ASY EB||SUBPOT-BIUOOA D aeadelssjppeqopoyy” |
L 6L2ASY sniiydiuiwnT™ 6 aeadealleH

L L ASY esSowio4{ O aeadeuspeqore|d” |}

€5 ASY JapequN” O aeadeuajoeqoeld }
L 8ETASY  9B30BLAPEQOAR|Y §
L 26 ASY wWn[noegpeus]” O aeadeusajeqore|d” |}

L Z¥ ASY BSowio4™ D aeadeuspeqoAe|d” |

L #% ASY dnoib auuew QZSN~ O 8eadeuspeqoAe|d |}
L LGL ASY SUBJQBYISJBIPISY O 9E30BISPEQOPOUY™ |
L 0GL ASY  9EadeI3peqopoyy™ |

L £G1LASY BULBWOPUB|4™ D 9B3JBI3J0EQOPOYY ™ |

L $€ASY dnoib auuew T OLSN™ O aeadeydiowolsd™ |

Fig. S8 ASV's contribution based in STAMP p<0,05 (ANOVA multigroup).
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Table S1. Background information and variables measured during microcosm experiments for
Achao and Coliumo bay. The subsampling at both sites were at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 h. *
Substrate utilization (Biolog-EcoPlates™) in the experiments carried out in Coliumo were

measured at 0 and 6 h only.

Microcosm experiments information

Site Achao

Length experiment (h) 72

Coliumo
Date Jan 2019 Dec 2018
Latitude 42.52°S 36.50°S
Longitude 73.20°W 72.94°W
48

Treatments

Control
C+S

EQ1 (10 pg L)
EQ2 (100 pg LY)
EQ3 (1000 pg L)

+ + o+ + o+

Variables

ATP

MDHe

Re

EEAe
EcoPlates*
RNA

Cell abundance
Nutrients

DOC

+ + + + + + + + +

Table S2. Variable transformations

+ 4+ + + +

+

MDH Respiration EEA

Achao LOG(x) squareroot LOG(x)
Coliumo squareroot  LN(x) LOG(x)

square root
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Table S3. Dissolved organic carbon (M), nitrogen (M) and phosphorous concentrations (M)
in the control over time for both experiments.

Site Time (h) 0 12 24
Achao DOC 87,1+12,7 898+10 845+14 879%173
DON 126+2,8 12,7%0,2 12,3+0,4 12,2+0,3
DOP 03+008 01+002 01%0,01 0,2+0,004
Coliumo DOC 102,5+11,8 93,5%19 94,8+1,5 144,8+12,3
DON 10,8+0,4 14,2%13 15,5+1,3 27,6+5,6
DOP 0+0 0,016+0,02 0,26%0,1 0,250

Table S4. T test results. Comparison of the experimental variables between sites. Bold p-value
indicates significant differences (p<0.05)

T-tests; Grouping: Sitio (Achao y Coliumo)
Group 1: 1 Achao
Group 2: 2 Coliumo

Mean 1 Mean 2 t-value df p Valid N 1 Valid N2 Std.Dev.1 Std.Dev. 2 F-ratio p
Variances Variances
ATP1 0.06906 0.07992 -3.98436 46 0.000239 24 24 0.00888 0.009979 1.262 0.580893
ATP63 0.00874 0.03182 -8.98161 46 0.000000 24 24 0.00411 0.011899 8.388 0.000003
MDHe1 2.41666 4.45554 -5.20364 46 0.000004 24 24 1.29622 1.415744 1.193 0.675818
MDHe63 0.74474 0.39683 5.76058 46 0.000001 24 24 0.26304 0.135466 3.770 0.002335
Re1 6.12761 5.47463 4.71966 46 0.000022 24 24 0.50570 0.451302 1.256 0.589689
Re63 5.24146 3.77596 5.95913 46 0.000000 24 24 1.06790 0.557752 3.666 0.002851
LAPe1 1.60857 1.42662 1.23309 46 0.223806 24 24 0.56334 0.452970 1.547 0.302811
LAPeB3 1.99527 1.73918 2.00939 46 0.050384 24 24 0.55957 0.276940 4.083 0.001309
GLUe1 0.83031 0.40260 10.25410 46 0.000000 24 24 0.19223 0.069311 7.692 0.000007
GLUe63 3.95929 0.14664 4.85972 46 0.000014 24 24 3.84183 0.111642 1184.200 0.000000
LIPe1 2.59748 1.85275 5.90970 46 0.000000 24 24 0.55231 0.275830 4.009 0.001495
LIPe63 2.35752 0.83732 7.71279 46 0.000000 24 24 0.931086 0.255910 13.237  0.000000
NH4 0.590800 2.646048 -23.0852 46 0.000000 24 24 0.270502 0.342134 159975 0.267228
NO3 4.870042 7.299250 -7.5837 46 0.000000 24 24 1.348292 0.802874 2.82016 0.016046
NO2 0.233417 0.427125 -16.3343 46 0.000000 24 24 0.045130 0.036586 1.52156 0.321177
PO43 0.846792 1.275708 -10.8244 46 0.000000 24 24 0.140518 0.133934 1.10074 0.819933
N/P 6.020525 8.196558 -7.0557 46 0.000000 24 24 1.128911 1.004153 1.26392 0.578938
Bact 1.140952 0.956344 29977 46 0.004376 24 24 0.288996 0.086599 11.13677 0.000000
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Table S5. Tukey's Honest Significant Difference (HSD) for nutrients, ATP and specific
variables between the different concentrations of EQ and control during the experiments for
both sites. p <0.05 of significance in bold.

Tukey
HSD test (p)
Control F<lum FTotal
Site Time (h) Treatment NH,* NO, NO, PO, ATP MDHe Re LAPe  GLUe LIPe ATP MDHe Re LAPe GLUe LIPe
Achao 0 EQ1 1,0000 0,9683 0,9999 0,9915 0,0208 0,0103 1,0000 0,0299 0,9907 0.9907 0,7125 0,9999 0,0006 1,0000 1,0000 0,9986
EQ2 0,9723 0,9994 0,9779 1,0000 0,0399 0,0095 1,0000 0,0115 1,0000 1,0000 1,0000 0,9998 0,0092 1,0000 0,9989 0,7080
EQ3 0,0042 1,0000 1,0000 1,0000 0,0359 0,2266 1,0000 0,0176 0,9999 0.9999 0,0221 0,3957 0,0144 1,0000 0,7675 0,0125
6 EQl 0,9994 0,9713 0,0151 1,0000 0,9998 0,0327 0,0015 0,9607 0,0009 0.0009 0,0008 0,0190 0,0024 1,0000 1,0000 0,7896
EQ2 0,9998 1,0000 0,0105 0,9997 0,9999 0,0120 0,0138 1,0000 0,0061 0.0061 0,1148 0,0453 0,0051 0,9998 1,0000 0,6220
EQ3 1,0000 0,0006 0,5484 1,0000 0,9995 0,0029 0,9471 0,8987 0,0080 0.0080 0,2418 0,7633 0,0002 1,0000 0,9671 0,0277
12 EQl 0,0037 0,0038 1,0000 0,9901 0,5836 0,0134 0,0112 0,9500 0,0133 0.0133 1,0000 0,9640 0,4433 0,0493 0,3001 0,0095
EQ2 0,8942 0,0231 0,9923 0,0175 0,0090 0,9082 0,0174 0,3809 0,0072 0.0072 0,6666 0,0049 0,7428 0,0002 0,0003 0,0004
EQ3 0,0003 0,0377 0,9994 0,9050 0,0450 0,0343 0,0143 0,0388 0,0145 0.0144 0,0135 0,0002 0,0391 0,0002 0,0002 0,0002
24 EQl 0,0395 0,0402 0,0201 1,0000 0,0056 0,0080 0,0235 0,0369 0,0558 0.0557 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
EQ2 0,0002 0,9328 0,0238 1,0000 0,5990 1,0000 0,0286 0,3701 0,0088 0.0088 0,9999 1,0000 0,9993 1,0000 0,9950 0,4680
EQ3 0,0002 0,1282 0,9998 0,9999 0,3710 1,0000 1,0000 0,0162 0,0003 0.0002 0,9737 1,0000 0,0014 0,0020 0,6524 0,1354
Coliumo 0 EQl 1,0000 1,0000 0,0014 0,9882 0,0004 0,0002 1,0000 0,8241 0,0014 1,0000 0,0008 0,0002 1,0000 0,7456 1,0000 0,0681
EQ3 0,9998 0,9854 0,0109 0,9987 0,0004 0,0905 0,3280 0,1807 0,9962 0,1237 0,0618 0,0002 0,0153 0,0062 0,9903 0,0199
6 EQ1 0,9986 1,0000 0,0490 1,0000 0,0002 0,0002 0,9972 0,8241 0,9985 0,2064 0,0008 0,0196 0,6289 0,9770 1,0000 1,0000
EQ3 0,9602 0,0268 0,0240 1,0000 0,6227 0,0399 0,0005 0,1807 1,0000 0,0088 0,1598 0,9996 0,2402 0,0767 0,7089 0,4000
12 EQ1 0,9989 1,0000 0,9399 1,0000 0,0002 0,0002 0,0232 1,0000 1,0000 0,0015 0,1353 0,0008 0,5017 0,9770 1,0000 0,9989
EQ3 0,9922 1,0000 0,9859 0,0369 0,0002 0,0007 0,0275 1,0000 0,0277 0,0073 0,0002 0,0002 0,0428 0,0767 0,9997 0,0023
24 EQ1 0,1333 0,6747 1,0000 0,8899 0,0002 0,0002 0,0358 1,0000 0,0124 0,0002 0,0131 0,3742 0,9734 0,0020 1,0000 1,0000
EQ3 0,0231 0,0640 0,8241 1,0000 0,0002 0,0002 0,0003 0,9993 0,0106 0,0002 0,0002 0,0002 0,0312 0,0002 0,0047 0,0106

Table S6. Tukey’s Honest Significant Difference (HSD) for specific variables from the controls
of the two different size fractions in the experiments carried out Achao and Coliumo Bay. p
<0.05 of significance in bold

Tukey HSD test (p)

Site Time (h) Treatment MDHe Re LAPe GLUe LIPe

Achao 0 Control 0.999977 0.755506 0.058343 0.307597 0.163951
6 Control 0.345713 0.000909 0.258155 0.090271 0.000389

12 Control 0.000244 0.921246 0.000237 0.142397 0.009960

24 Control 0.000236 0.002202 0.000253 0.990780 0.000353

Coliumo 0 Control 0.000236 0.000236 0.003641 0.000263 0.000241
6 Control 0.000236 0.000236 0.006873 0.000398 0.000236

12 Control 0.000236 0.000541 0.005162 0.600256 0.000258

24 Control 0.000236 0.000252 0.000240 0.000244 0.000237
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Table S7. Tukey’s Honest Significant Difference (HSD) for functional diversity index between

treatments and control in Achao and Coliumo. p <0.05 of significance in bold

Sample S N J! H'(loge) 1-Lambda’
Env 179 215160 0,7466 3,873 0,9649
C_0h 147 215160 0,7386 3,686 0,9557
CS_Oh 159 215160 0,7234 3,667 0,9554
EQ1_Oh 156 215160 0,7459 3,767 0,961
EQ2_Oh 150 215160 0,746 3,738 0,9592
EQ3_0hO 154 215160 0,7603 3,829 0,9631
C_6h 132 215160 0,7293 3,561 0,9502
CS_6h 141 215160 0,7246 3,586 0,9521
EQl_6h 156 215160 0,7241 3,657 0,9532
EQ2_6h 162 215160 0,7406 3,768 0,9614
EQ3_6h 171 215160 0,7405 3,807 0,9613
C_12h 167 215160 0,7255 3,713 0,9555
CS_12h 184 215160 0,7166 3,737 0,9577
EQ1_12h 186 215160 0,7226 3,776 0,9599
EQ2_12h 172 215160 0,7262 3,738 0,9579
EQ3_12h 133 215160 0,754 3,687 0,9588
C_24h 156 215160 0,7348 3,71 0,9574
CS_24h 142 215160 0,7515 3,724 0,96
EQ1_24h 157 215160 0,7616 3,851 0,966
EQ2_24h 139 215160 0,7489 3,696 0,9585
EQ3_24h 141 215160 0,7374 3,649 0,9554

Table S8. Diversity indexes of the active microbial community during the experiments. S=

richness, N= Sp number, J" = Pielou index, H = Shannon index, 1-Lambda = 1-Simpson

Tukey HSD test (p)

Control
Site Time (h) Treatment AWCD H R
Achao 0 EQ1l 0,002 0,949 na
EQ2 0,023 0,452 na
EQ3 0,029 0,463 na
6 EQ1l 0,011 1,000 0,799
EQ2 0,988 0,998 0,467
EQ3 1,000 1,000 0,038
12 EQ1 1,000 0,940 0,787
EQ2 0,037 0,840 0,787
EQ3 0,752 0,992 0,962
24 EQ1 0,006 0,944 1,000
EQ2 0,028 0,020 0,030
EQ3 0,560 0,283 0,189
Coliumo 0 EQ1l 0,026 0,470 0,017
EQ3 0,045 0,997 0,026
6 EQ1 0,520 1,000 1,000
EQ3 0,050 1,000 1,000
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8.4. Anexo 4

Caracteristicas fisicoquimicas e informacion ecotoxicoldgica de etoxiquina

Compuesto

Etoxiquina

Nombre quimico

1,2-dihydro-6-ethoxy-
2,2,4-trimethylquinoline

Formula quimica C14H19NO
Peso molecular (g mol?)? 217,31
Coeficiente de particidn octanol/agua® 3,39
Solubilidad de agua (mg mL?)? <1
LOEC Alga 4,31 (48h)
(Lowest effect concentration; mg L%)° Invertebrado 0,52 (48h)
Pez 0,31 (48h)
LC50 Alga 23,84 (48h)
(Lethal concentration; mg L?)® Invertebrado 5,72 (24h)
Pez 10-20 (48h)
EC50 Alga 27,03 (48h)
(Half maximal effective concentration; Invertebrado 2,65 (48h)
mg L1)P Pez 6,81 (48h)
PNEC (Predicted no-effect concentration;
ug L-1)*b 1
BCF (Bioconcentration factor; L kg)? nd
toxico para la vida
Otros®P acuatica

2 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ethoxyquin#fsection

b Egglof y Pietsch 2018; *factor de seguridad de 300
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