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RESUMEN

Existe una creciente preocupacion en garantizar el bienestar animal en la
acuicultura. A tal efecto, la microbiota intestinal es un campo prometedor para
evaluar y mejorar este bienestar. Lo anterior debido a que posee una gran
relevancia en el hospedero influenciando, por ejemplo, el sistema digestivo e
inmune. En ese sentido, ademas de la taxonomia, ha crecido el interés por conocer
la funcionalidad metabdlica de las comunidades microbianas, debido a que ofrece
ventajas al momento de evaluar el efecto sobre los cambios en el entorno. El
objetivo de esta tesis fue establecer si la estructura taxonémica y funcional de la
comunidad microbiana en salmoén del Atlantico brinda herramientas para evaluar el
bienestar animal durante el proceso productivo. Para este trabajo, se utilizd la
secuenciacion de la regiéon V1-V9 del gen del ARNr 16S mediante Nanopore
MinlON. Posterior a ello, la asignaciones taxondmicas se realizaron mediante la
plataforma “Epi2Me de Oxford Nanopore” o por la herramienta “NanoCLUST".
Ademas, para el calculo de diversidad taxondémica se utilizé el paquete “Vegan” en
el programa “R studio”, con el cual se calcul6 la diversidad alfa y la estimacion de
uniformidad por el indice de Pielou. La estructura de la comunidad microbiana se
analizo6 utilizando Bray-Curtis con un andlisis de coordenadas principales (PCoA).
Por ultimo, la prediccion funcional del metagenoma se realiz6 mediante PICRUSt2
utilizando la bases de datos MetaCyc. Para el primer analisis, se determiné la
taxonomia de muestras de intestino de salmén del Atlantico con distencion
abdominal (DA), sin distencion abdominal (no_DA) y muestras de agua de la
Bocatoma (Boca), decantador (Deca), entradas y salidas del biofiltro (BF) de un

sistema de recirculacion acuicola (RAS) de agua dulce. Esto para identificar la



microbiota en peces afectados y enfermos durante un brote epidémico posterior a
un evento de vacunacion. Las muestras de intestino de los peces con (DA) fueron
las que menores indices de diversidad presentaron, junto con una dominancia de
Proteobacteria. Ademas, Aliivibrio wodanis es el principal patégeno presente en los
peces con DAy un probable agente etiologico de los peces enfermos. Por otro lado,
la microbiota de los peces no_DA poseen una mayor contribucion en los pathway
relacionados con metabolismo de aminoé&cidos y fermentacion de acidos grasos de
cadena corta, lo que es indicativo de una mejor salud con respecto a los peces con
DA. Adicionalmente, se determiné la contribucion al metabolismo de compuestos
inorgénicos utilizando la base de datos de “KEGG Ortology” para la construccion de
mapas metabdlicos con la herramienta “KEGG Mapper’” enfocados en el
metabolismo del nitrégeno y sulfuro. Como resultado, encontramos que el
metabolismo del sulfuro es el mas representado en peces DA. Ademéds, los
procesos de desnitrificacion y nitrificacion se encuentran favorecidos en la muestra
de agua Deca, por sobre las otras, lo que tiene estrecha relacion con el rol que
posee. Posterior a esto, se evalud la taxonomia de smolts durante su transferencia
al agua de mar bajo diferentes tratamientos y se analizé la metagenémica funcional
de la microbiota del intestino de los peces. Esto incluyé un grupo de muestreo
sometido a la alimentacion mediante una dieta funcional (FD) previo al proceso de
transferencia al agua de mar. Todo lo anterior, con el objetivo de evaluar si un
cambio gradual en la salinidad (GSC) previo a la transferencia de agua de mar
favorece la diversidad de la microbiota por sobre un shock osmotico (SS). Como
resultado, encontramos que la riqueza y diversidad microbiana fueron mayores en

los peces sometidos a GSC, lo que sugiere una asociacion positiva entre la



comunidad microbiana y la salud de los peces. Ademas, se hacen presentes
bacterias del género Vibrio en las muestras de intestino de los peces en agua de
mar que no estaban presentes en agua dulce ni durante el GSC. Ademas, los peces
alimentados con FD previo a un choque salino, presentan menos abundancia de
este género. En cuanto a la funcionalidad metabdlica, la biosintesis de amino&cidos
como valina, leucina e isoleucina se encuentran favorecidos en los peces
previamente alimentados con FD. Por otro lado, la degradacion de aminoacidos
esenciales esta favorecida en los peces alimentados con FD y en los sometidos a
un SS. Por otro lado, la degradacién de drogas, contaminantes y otros compuestos
aromaticos se encuentran favorecidos en los peces alimentados con FD y en los
peces sometidos GSC. Para finalizar, se estudi6 la microbiota de Caligus
rogercresseyi de diferentes zonas del sur de Chile, como potencial reservorio de
patégenos que pueden afectar al salmén del Atlantico. Para ello, de los resultados
taxondémicos, se filtraron aquellos que corresponden a bacterias patdégenas de
peces y se determinaron los indices de diversidad. Se identificaron patégenos
pertenecientes al género Tenacibaculum. Adicionalmente, la abundancia y
diversidad de patdgenos esta directamente relacionada con la biomasa de salmén
producida en cada una de las zonas. En resumen, el conocimiento de la estructura
taxondmica y funcional de la microbiota del intestino nos permite evaluar que peces
poseen un mejor estado de salud con respecto a otros. Brindandonos una
herramienta para reconocer signos de enfermedad. Ademas, nos permite evaluar la
calidad microbioldgica del agua y nos brinda informacién sobre la microbiota de
patogenos potenciales totales, tanto en el agua como en otros parasitos como C.

rogercresseyi.



ABSTRACT

There is a growing concern to ensure this animal welfare in aguaculture. To this
effect, intestinal microbiota is a promising field to evaluate and improve welfare. This
is because it has great relevance in the host influencing, for example, the digestive
and immune systems. In this sense, in addition to taxonomy, there has been a
growing interest in knowing the metabolic functionality of microbial communities,
because it offers advantages when evaluating the effect of changes in the
environment. The objective of this thesis was to establish whether the taxonomic
and functional structure of the microbial community in Atlantic salmon provides us
with tools to evaluate animal welfare during the production process. For this work,
the sequencing of the V1-V9 16S rRNA region using Nanopore MinlON was used.
Subsequently, taxonomic assignments were made using the "Epi2Me de Oxford
Nanopore" platform or the "NanoCLUST" tool. In addition, the "Vegan" package in
the "R studio” program was used to calculate the alpha diversity and the estimation
of uniformity by the Pielou index. The microbial community structure was analyzed
using Bray-Curtis with a principal coordinates analysis (PCoA). Finally, functional
prediction of the metagenome was performed by PICRUSt2 using the MetaCyc
database. For the first analysis, the taxonomy of gut samples from Atlantic salmon
with abdominal distension (AD), without abdominal distension (no_AD) and water
samples from the intake (Mouth), decanter (Deca), inlets and outlets of the biofilter
(BF) of a freshwater aquaculture recirculation system (RAS) was determined. This
was to identify the microbiota in affected and diseased fish during an epidemic
outbreak following a vaccination event. Gut samples from fish with (DA) yielded the

lowest diversity indices, along with a dominance of Proteobacteria. In addition,



Aliivibrio wodanis is the main pathogen present in DA fish and a probable etiological
agent of diseased fish. On the other hand, the microbiota of non-AD fish have a
higher contribution in pathways related to amino acid metabolism and short-chain
fatty acid fermentation, which is indicative of better health compared to AD fish.
Additionally, the contribution to the metabolism of inorganic compounds was
determined using the "KEGG Orthology" database for the construction of metabolic
maps with the "KEGG Mapper" tool focused on nitrogen and sulfur metabolism. As
a result, we found that sulfide metabolism is the most represented in DA weights. In
addition, denitrification and nitrification processes are found to be favored in the
DECA water sample over the others. This is closely related to the role it plays.
Subsequently, the taxonomy of smolts during their transfer to seawater under
different treatments was evaluated and, the functional metagenomics of the gut
microbiota of the fish was analyzed. This included a sampling group subjected to
feeding with a functional diet (FD) prior to the transfer process to seawater. The
objective was to evaluate whether a gradual change in salinity (GSC) prior to
seawater transfer favors microbiota diversity over an osmotic shock (SS). As a result,
we found that microbial richness and diversity were higher in fish subjected to GSC,
suggesting a positive association between microbial community and fish health. In
addition, bacteria of the genus Vibrio are present in the gut samples of fish in
seawater that were not present in freshwater or during GSC. In addition, fish feeding
with a FD prior to salt shock show less abundance of this genus. In terms of
metabolic functionality, the biosynthesis of amino acids such as valine, leucine and
isoleucine are found to be favored in fish previously feeding with a FD. On the other

hand, the degradation of essential amino acids is favored feeding with a FD and SS



fish. On the other hand, the degradation of drugs, contaminants and other aromatic
compounds is favored in FD-fed fish and in fish subjected to GSC. Finally, the
microbiota of Caligus rogercresseyi from different areas of southern Chile was
studied as a potential reservoir of pathogens that can affect Atlantic salmon. For this
purpose, from the taxonomic results, those that correspond to fish pathogenic
bacteria were filtered and the diversity indexes were determined. As a result,
pathogens belonging to the genus Tenacibaculum were identified. Additionally, the
abundance and diversity of pathogens is directly related to the biomass of salmon
produced in each of the zones. In summary, knowledge of the taxonomic and
functional structure of the gut microbiota allows us to evaluate which fish are
healthier than others. This provides us with a tool to recognize signs of disease. It
also allows us to evaluate the microbiological quality of the water and provides us
with information on the microbiota of potential total pathogens, both in the water and

in other parasites such as Caligus rogercresseyi.



CAPITULO I: INTRODUCCION

A grandes rasgos el bienestar animal esta definido como “el estado del
individuo con respecto a los intentos de hacer frente a su entorno” (Segner et al.,
2019). En ese sentido, la salud y el bienestar de los animales son una preocupacién
cada vez mayor en el mundo (Segner et al., 2019). Esto probablemente atribuido a
que hoy en dia existe una gran demanda de productos pesqueros {FAO, 2022c
(FAO, 2022b). Es por ello por lo que la acuicultura se ha transformado en una fuente
importante de proteina para consumo humano (Ahmad et al., 2021; Bouelet Ntsama
etal., 2018). Por ende, esta industria se ha transformado en la de mayor crecimiento
y una importante fuente de empleo a nivel mundial (Ahmad et al., 2021; FAO,
2022b). Por otro lado, se ha enfrentado al desafio de desarrollar sistemas
sustentables que lidien con el imparto ambiental, destruccibn de hébitat, la
disponibilidad de agua, transmision de enfermedades, entre otros (Ahmed &
Turchini, 2021; Minich et al., 2020; Schreier et al., 2010). Es por ello que la salud
animal es la base para la acuicultura sustentable (Tlusty, 2020). Esto no solo para
la sostenibilidad de la produccién, sino también para reducir el impacto ambiental
que conlleva. Las enfermedades infecciosas son una de las grandes limitantes en
la industria de la acuicultura y se cree que continuaran siéndolo a pesar de los
avances tecnoldégicos (Jennings et al., 2016). Sin embargo, la mortalidad animal es
un indicativo de disminucion del bienestar del animal (Ellis et al., 2012).

El salmon del Atlantico es una de las principales especies cultivadas en Chile
y en el mundo (FAO, 2022a; Sernapesca, 2021a). En ese sentido, los progresos en

el estudio de enfermedades en salmon del Atlantico son significativamente mayor



gue en otras especies cultivadas (Stentiford et al., 2017). El cultivo de esta especie
se basa en el ciclo de vida salvaje. En donde el primer paso es la produccién de
reproductores y huevos, seguido de la produccion de alevines, produccién de smolts
y produccion o engorde de peces (Asche & Bjgrndal, 2011). En todo este ciclo, la
homeostasis de las comunidades de los microorganismos es esencial para el
sistema inmunologico y, por lo tanto, para la salud de los peces (Milligan-Myhre et
al., 2016). Una alteracion del nicho contribuye a la alteracién de las composiciones
de la comunidad (Dehler et al., 2017; Llewellyn et al., 2016; Milligan-Myhre et al.,
2016; Wang et al., 2021). Estas alteraciones afectan la integridad intestinal, lo que
implica riesgos de colonizacién por microorganismos patégenos (Bjgrgen et al.,
2020; Lokka & Koppang, 2016). En ese aspecto, la microbiota intestinal se
considera como un organo olvidado, a pesar de que tiene gran implicancia en la
salud del hospedador. En particular, a lo relacionado a la respuesta inmune, neural
y endocrina (Chen et al., 2021).

Por otro lado, multiples sistemas de cultivo existen en la actualidad, cada uno
de ellos ha ido avanzado en la medida de que la tecnologia lo hace. Uno de ellos,
sistema de recirculacién acuicola (RAS, acrénimo en ingles de “Recirculating
Aquaculture Systems”). En general, los microrganismos juegan un papel clave para
el funcionamiento de los ecosistemas (Azam & Malfatti, 2007). Es por ello que el
estudio de la comunidad microbiana en un RAS es importante para establecer que
procesos determinan su desarrollo y cual es la interaccion que tienen con los peces
(Blancheton et al., 2013). Las herramientas de secuenciacion han permitido conocer
la diversidad de microorganismos presentes en los sistemas de acuicultura con

mayor amplitud. Ademas, los microorganismos son capaces de proveer nutrientes



esenciales o mejorar la resiliencia del hospedador a los patégenos (Egan et al.,
2013; Heintz-Buschart & Wilmes, 2018). En ese sentido, evaluar la funcionalidad de
la comunidad microbiana es igual de importante que la taxonomia y filogenia (Birrer
et al., 2019). Mas aun, la prediccion del potencial funcional de la comunidad
microbiana ha reportado utilidad en evaluar los efectos de los cambios ambientales
en la comunidad microbiana o nichos microbianos especificos (Laroche et al., 2021).
La informacion funcional y taxonémica nos permite conocer la redundancia funcional
dentro la comunidad (Escalas et al., 2019). En ese sentido, hay poca informacion
sobre el potencial gendmico funcional de la comunidad microbiana en salmén del
Atlantico. Solo algunos trabajos exploran metagenoma microbiano a nivel funcional
(Dehler et al., 2017; Kobiyama et al., 2018; Lorgen-Ritchie et al., 2021). Sin
embargo, estos trabajos solo indagan las vias principales, sin aprovechar las
capacidad informativa de los datos. Sumado a ello, existen discrepancias en la
composicion de la comunidad microbiana en salmén del Atlantico (Dehler et al.,
2017; Huyben et al., 2020; Li et al., 2021; Lorgen-Ritchie et al., 2021). Esto debido
a que son multiples los factores que modelan la comunidad. Por lo que se hace
necesario el estudio de la comunidad microbiana local. Por otro lado, ectoparasitos
como Caligus rogercresseyi podrian estar actuando como vectores biolégicos de
bacterias patdgenas (Goncgalves et al.,, 2020). Sin embargo, la comunidad
patogénica por region no ha sido explorada explicitamente.

En este trabajo se enfoca en establecer si la estructura taxonOmica y
metagenomica funcional de la comunidad microbiana del intestino de salmén del
Atlantico y el entorno biologico es indicador de una mejor salud en los peces durante

la producciéon de smolts desde agua dulce a agua salada. Para ello, exploramos el



uso de tecnologias de secuenciacion de tercera generacion para estudiar la
composicién taxondémica y la metagendmica funcional de la microbiota del intestino
de salmdn del Atlantico y muestras de agua de un sistema RAS de agua dulce. Esto
para identificar agentes etioldgicos en peces afectados y enfermos durante un brote
epidémico posterior a un evento de vacunacion. En dicho evento, no pudo
identificarse le agente etiolégico mediante pruebas de PCR tradicionales contra
microorganismos endémicamente sospechosos. Posterior a ello, se estudio la
taxonomia de smolts durante su transferencia al agua de mar bajo diferentes
tratamientos y se analizé la metagendmica funcional de la microbiota del intestino
de los peces. Esto con el objetivo de evaluar si un cambio gradual en la salinidad
previo a la transferencia de agua de mar favorece la diversidad de la microbiota.
Para finalizar, se estudi6 a C. rogercresseyi como potencial reservorio de patégenos

que pueden afectar al Salmon del Atlantico en su periodo de engorda en jaulas.



CAPITULO II: ANTECEDENTES GENERALES

[I.1. Acuicultura a nivel mundial y su relevancia en Chile

La acuicultura se refiere al cultivo de organismos acuéaticos, incluidos peces,
moluscos, crustaceos y plantas acuaticas, en entornos seleccionados o controlados
(Bouelet Ntsama et al., 2018). Distinguiéndolo de la pesca de captura en la
propiedad del stock y la intervencion deliberada en el ciclo de produccion (Naylor et
al., 2021). Hoy, la acuicultura, desempefia un papel fundamental en el sistema
alimentario mundial (Ahmad et al., 2021). Chile no es la excepcidén; las toneladas
producidas en acuicultura equivalen al 41% en comparacion a la pesca de captura,
con un crecimiento sostenido a través del tiempo (FAO, 2022b). En ddlares, las
exportaciones ascienden a 5900 millones USD, representando el 3,9% a nivel
mundial. Mundialmente, mas de 300 especies son cultivadas entre algas, peces,
crustaceos, mariscos, entre otros (FAO, 2022b). Sin embargo, son solo 4 grupos
de productos pesqueros derivados de la acuicultura que predominan en Chile. Pese
a la poca diversidad, Chile ocupa el cuarto exportador de productos acuaticos de
nivel mundial. Entre los productos pesqueros mas explotados destaca el cultivo de
salmonidos (FAO, 2022b). El cual fluctia en un promedio de 71,8% entre 2010 y
2020. La industria de la salmonicultura, en especial el salmén del Atlantico (Salmo
salar) se ha convertido en una de las industrias mas rentables y tecnol6gicamente
mas avanzadas (FAO, 2022b). Ademas, se ha evaluado que el salmoén del Atlantico

esta dentro de los primeros quintiles en términos de calidad nutricional y menor



impacto ambiental (Hallstrom et al., 2019). Lo que lo hacen un producto muy
apreciado. En Chile, la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) y salmén del Atlantico son los salmoénidos mas cultivados.
Sin embargo, salmén del Atlantico ha ido ganando cada vez mas terreno,
alcanzando el 2020 més del 72% de salmoénidos cultivados en dicho periodo (FAO,
2022b; Sernapesca, 2021b). Las regiones con mayor produccion en etapa de
engorda de salmén del Atlantico es Aysén, con una produccion por sobre las
350.000 toneladas. Seguida muy por debajo por la region de los Lagos y la region
de Magallanes (Sernapesca, 2021a). Esto convierte a la regién de Aysén en un
punto importante de estudio de impacto ambiental. Por un lado, es la regién que
registra mayor consumo de antibiéticos (Sernapesca, 2021c). Por otro lado, es la
regibn que mayores problemas parasitarios posee con C. rogercresseyi
(Sernapesca, 2021b). Cuya relacion con la comunidad microbiana se discutird mas

adelante.

1. 11. Ciclo productivo de salménidos y sistemas de acuicultura

Para el proceso de produccion de salmoénidos, se han disefiado sistemas de
acuicultura con variadas caracteristicas que se han ido adaptando a medida de los
avances tecnoldgicos. Estos estan basados en el tipo de estructura, sistema de
agua de recambio, intensidad de cultivo, cantidad de cultivos, entre otros (Ahmad et
al., 2021). Estas estructuras pueden variar entre estanques, jaulas y tanques. Las

gue pueden contar con sistemas de recambio de agua estatico, abierto o sistemas



cerrados, como por ejemplo los sistemas de recirculacion acuicola (RAS acrénimo
en ingles) (Ahmad et al., 2021).

En el cultivo de salménidos, los productores intentan imitar el ciclo natural
(Asche & Bjgrndal, 2011). Los salmones anadromos en su entorno natural
atraviesan un proceso en el cual los salmones juveniles pasan su tiempo en agua
del rio para después migrar y crecer en agua de mar (Jonsson & Jonsson, 2009).
Siguiendo esa misma linea, el proceso productivo del salmon parte desde el desove,
fertilizacion e incubacion en agua dulce oxigenada, para luego atravesar por el
alevinaje, la esmoltificacion, engorda en agua de mar y finalmente, la cosecha y
procesamiento de los salmones adultos (Asche & Bjgrndal, 2011; Santurtun et al.,
2018) (Figura 1). Dentro de las etapas del ciclo productivo, la esmoltificacion es un
proceso en el cual los parr maduros (de aproximadamente 16 meses de crecimiento)
atraviesan por un proceso fisiolégico para adaptarse al agua de mar (Asche &
Bjgrndal, 2011; Jonsson & Jonsson, 2009). En los peces de cultivo, este proceso se
puede modular a través de condiciones de temperatura y fotoperiodo controladas
(Hines et al., 2019; Strand et al., 2018). Luego de eso, los smolts son trasladados al
agua de Mar. Durante el proceso de esmoltificacion, el salmén del Atlantico requiere
de cambios moleculares y fisiolégicos que permiten la transformacion parr-smolt.
(Nisembaum et al., 2021; Sundh et al., 2014). Los movimientos entre agua dulce y
agua de mar requieren ajustes fisiologicos importantes en relaciéon con la presion
osmotica cambiante (Nisembaum et al., 2021). Se debe establecer un balance
electrolitico durante la transicion entre FW a SW, donde el intestino juega un papel
fundamental Sundh et al. (2014). En los peces de cultivo, este proceso se puede

modular a través de condiciones de temperatura y fotoperiodo controladas (Hines



et al.; Strand et al.). Luego de eso, los smolts son trasladados al agua de Mar. La
alteracién provocada por el cultivo puede afectar la salud y la integridad intestinal
en el salmoén (Lokka & Koppang, 2016). Generando un impacto en la microbiota
intestinal (Bjargen et al., 2020). Los patégenos pueden aprovechar ese desbalance

para ingresar al huésped.
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Figura 1. Ciclo Productivo del salmén del Atlantico. Basado en la informacién de Asche and
Bjgrndal (2011) y SalmonChile (2021). En negrita destacan los procesos tratados en este
trabajo.

En cuanto a los sistemas de produccion, uno de los métodos de produccion
mas populares en agua dulce para la produccién de ovas hasta parr de salmones,
son los sistemas RAS. Sin embargo, los ciclos completos de produccion de salmon
en RAS terrestres son cada vez mas comunes (Fossmark et al., 2021; Minich et al.,
2020; Moschos et al., 2022). En Chile, los sistemas de recirculacion acuicola se

utilizan principalmente para la produccion de alevines y esmoltificacion, para luego



hacer el traspaso a jaulas en el mar. Los RAS son sistemas intensivos cerrados de
monocultivo en tanques que han prometido superar limitaciones de los sistemas
convencionales, tanto en sistemas de agua dulce como en agua salada (Ahmad et
al., 2021; Ahmed & Thompson, 2019; Schreier et al., 2010). En teoria, en los
sistemas RAS el agua que se pierde es principalmente producto de la evaporacién
e infiltracion, por lo que es posible reciclar hasta el 99% (Ahmed & Turchini, 2021;
Schreier et al., 2010). Los sistemas RAS permiten controlar y mejorar parametros
gue en los sistemas de flujo no es posible (d’Orbcastel et al., 2009; Minich et al.,
2020). Ademas, permite medir la implementacion de técnicas y parametros para su
mejora, reduccion del impacto ambiental y adaptacién al cambio climéatico (Ahmed

& Turchini, 2021; Bauer et al., 2021; Yogev & Gross, 2019).

[L.III. Alteracion del microbioma y enfermedades bacterianas

Multiples son los factores que podrian alterar la microbiota de los peces. Se
ha observado que los cambios en la comunidad microbiana generan una supresion
inmunitaria asociada a la transferencia a agua de mar y al proceso de
esmoltificacién en salmén del Atlantico, que podria ser un factor de riesgo en la
adquisicién de enfermedades infecciosas (Johansson et al., 2016). Por otro lado,
los cambios de salinidad tienen implicancia en el crecimiento del Salmén del
Atlantico (Beoeuf & Payan). Por ejemplo, se ha estudiado que variaciones en la
salinidad pueden aumentar o disminuir la presencia de bacterias potencialmente

patogenas. Bauer et al. (Bauer et al., 2021) determindé que para el cultivo de



Litopenaeus vannamei en RAS, disminuir la salinidad aumentan los riesgos de
apariciéon de bacterias del género Vibrio, en particular V. parahaemolyticus, V.
owensii y V. campbellii. También, cambios alimenticios como diferencias en la
proporcién de lipidos en la dieta alteran la microbiota intestinal (Huyben et al., 2020).
Sin embargo, ciertas barreras deben ser atravesadas para completar ese proceso.
En el intestino, los microorganismos ambientales deben ser capaces de superar las
defensas del huésped para colonizar los nichos disponibles (Schmidt et al., 2015).

Las enfermedades en acuicultura son una limitantes en la industria (Jennings
et al., 2016). En donde la mortalidad esta asociada a un bienestar animal deficiente
(Oliveira et al., 2021). En Chile, los porcentajes de mortalidad varian entre 0,55 y
1,05%, de las cuales el 23,3% corresponde a enfermedades infecciosas
(Sernapesca, 2021b). En general, esta mortalidad es, a menudo, causada por la
presencia de uno o mas patégenos. Sin embargo, factores ambientales y de los
peces también son relevantes (Oliveira et al., 2021). En Chile, los eventos de
mortalidad masiva entre junio y noviembre corresponden en un 56% a causas
ambientales, sin embargo un 32% corresponde a causas sanitarias 0 una
combinacion de causas sanitarias y ambientales (Sernapesca, 2020). En general,
cualquier evento que genere un desbalance en la microbiota puede generar la
aparicion de patégenos oportunistas que ya estén formando parte de la microbiota
afectada (Rud et al., 2017).

Las bacterias potencialmente patdogenas que han sido encontradas en RAS
de agua dulce pertenecen a los géneros Vibrio, Erwinia, Coxiella, Aeromonas, entre
otros (Schmidt et al., 2016; Schreier et al., 2010). Por otro lado, en Chile, segun los

registros de mortalidad y vigilancia epidemioldgica, en los criaderos de agua dulce,



la principal bacteria responsable de brotes epidémicos pertenece al género
Flavobacterium, tanto en el registro de mortalidad como en los reportes de vigilancia
(Figura 2). Flavobacterium psychrophilum es considerado el principal responsable
de enfermedades en la salmonicultura de agua dulce en Chile (Miranda et al., 2021).
En los reportes de vigilancia epidemiolégica, precisamente predomina F.
psychrophilum, reportandose en varias regiones del pais, seguida muy por debajo

por Flavobacterium columnare (Figura 2B).
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Figura 2. Microorganismos patdgenos en centros de agua dulce en Chile. A. Reporte
sanitario de S. salar en centros de agua de dulce 2021. B. Reporte de vigilancia de agentes
endémicos focalizado en patdgenos bacterianos. Fuente Sernapesca (2021b).

Mientras que en los RAS vy sistemas semi-cerrados de agua salada, se ha
informado la presencia de los géneros Moritella, Tenacibaculum, Aliivibrio,
Psychrobacter, Francisella, Flavobacterium, Polaribacter, Pseudoalteromonas,

Psychrobacter, Pseudomonas y Photobacterium (Drgnen et al., 2022; Rud et al.,



2017). En Chile, la mortalidad est4 asociada a la piscirickettsiosis (SRS; septicemia
rickettsial salmonidea) provocada por Piscirickettsia salmonis, que es la principal
causa de muerte por enfermedades infecciosas, seguida muy de cerca por la
tenacibaculosis, causada por diversas especies de Tenacibaculum (Figura 3A). Sin
embargo, en los informes de vigilancia, Tenacibaculum dicentrarchi es el més
reportado en las regiones de Los Lagos y Aysén (Figura 3B), seguido por
Renibacterium salmoninarum, que se reporta principalmente a las regiones de

Aysén y Magallanes.
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Figura 3. Microorganismos patdgenos en centros de agua dulce en Chile. Reporte sanitario
de S. salar en centros de agua de mar 2021 A. Distribucién de clasificacién de mortalidad
asociada a enfermedades bacterianas B. Reporte de vigilancia de agentes endémicos

focalizado en patégenos bacterianos. Fuente (Sernapesca, 2021b).

Por otro lado, el estudio del microbioma no solo deberia estar restringido al
perteneciente a los peces. Los ectoparasitos que afectan a este también podrian

actuar como vectores biolégicos tanto de virus como de bacterias (Goncalves et al.,



2020; Oelckers et al., 2014). Caligus rogercresseyi es un parasito externo dominante
en Chile y afecta tanto a salmones como a truchas, provocando gran impacto
sanitario y econémico en los ambientes afectados (Gonzalez-Gomez et al., 2020;
Lepe-LOpez et al., 2021). Esto limita el desarrollo sustentable de la acuicultura en
Chile (Valenzuela-Miranda et al., 2022). Caligus rogercresseyi posee un gran
potencial reproductivo, incluso cuando se infectan peces con una baja abundancia
inicial de parasitos (Gonzalez-Gomez et al., 2020). La caracterizacion de la
comunidad microbiana ha sido recientemente representada (Gongalves et al.,
2020). En ella, Proteobacterias y Bacteriodetes poseen una fuerte presencia en el
parasito. Ademas, bacterias de los géneros Pseudoalteromonas y Dokdonia son
dominantes en las muestras. A ello se suma la presencia de géneros potencialmente
patbgenos como Vibrio, Tenacibaculum y Aeromonas (Gongalves et al., 2020).
Adicionalmente, gracias a reciente secuenciacion del genoma de C. rogercresseyi,
se han logrado obtener genomas bacterianos con una complecion mayor al 97%,
de especies como Tenacibaculum ovolyticum (Valenzuela-Miranda et al., 2022). Sin

embargo, la comunidad patogénica por region no ha sido explorada explicitamente.



CAPITULO IlIl: HIPOTESIS OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICO

HIPOTESIS

El estudio taxondmico y funcional de la microbiota intestinal de el salmon Atlantico

permite establecer las condiciones de salud a lo largo del proceso productivo.

La identificacién de la microbiota del ectoparasito Caligus rogercresseyi permitiria

identificar potenciales patdgenos que afectaria el cultivo de el salmon Atlantico.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la microbiota asociada a salmén del Atlantico como indicador de salud
mediante la caracterizacion taxondémica y funcional de las comunidades bacterianas

en distintas etapas del ciclo productivo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar el agente etiolégico de una enfermedad de origen desconocido en
salmones afectados en un sistema de recirculacion acuicola (RAS) de agua

dulce.

2. Determinar cambios estructurales y funcionales en la microbiota del salmén
del Atlantico expuestos a distintos regimenes de salinidad durante la transicion

de agua dulce a agua de mar.

3. Identificar la microbiota del piojo de mar (Caligus rogercresseyi) que infecta a
salmones del Atlantico y evaluar su relacion con enfermedades bacterianas de

peces.



CAPITULO IV: IDENTIFICACION DE Aliivibrio wodanis EN Salmo salar COMO
PATOGENO INVOLUCRADO EN UN BROTE EPIDEMICO DESCONOCIDO EN
SISTEMA DE RECIRCULACION ACUICOLA (RAS) DE AGUA DULCE EN CHILE
UTILIZANDO TECNOLOGIA NANOPORE.
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Resumen

Los sistemas de recirculacion acuicola (RAS) enfrentan diferentes desafios
asociados con el bienestar, la salud y el crecimiento de los peces. Entre ellos, brotes
epidémicos. En este trabajo, exploramos el uso de tecnologias de secuenciacion de
3" generacion para estudiar la microbiota y la metagendémica funcional de un RAS
de agua dulce, durante un brote epidémico con agente etiolégico que no pudo
identificarse mediante deteccion por PCR contra patdégenos clinicamente
sospechosos. Para ello, se recolectaron muestras del intestino de salmén del
Atlantico con y sin distencion abdominal y muestras de agua (entrada, decantador,
entrada al biofiltro y salida del biofiltro). EI gen del ARNr 16S completo se secuencio
en la plataforma Nanopore MinlON para reconstruir la comunidad microbiana. Los
resultados evidenciaron una disminucién en la diversidad y predominio de
Proteobacteria en peces con distencion abdominal. Ademas, en todas las muestras
intestinales se encontraron patdgenos de los géneros Aeromonas, Aliivibrio y Vibrio,
entre otros, siendo Aliivibrio wodanis el agente mas abundante en los peces con
distension abdominal. En cuanto al andlisis funcional, el salmén sin distension
abdominal tiene una mayor contribucién en las vias funcionales relacionadas con el
metabolismo de los aminoacidos y la fermentacién de acidos grasos de cadena
corta, lo que es indicativo de una salud mas favorable a la de los peces con
distencion abdominal. Bacterias importantes para los procesos de desnitrificacion
fueron identificadas en las muestras de agua. Asi como aquellas vias metabdlicas
relacionadas con el metabolismo del sulfuro de hidrégeno. Estos hallazgos

demuestran la utilidad de los métodos de secuenciacion de 3™ generacién para



evaluar la salud de los peces en RAS.

Abstract

Recirculating Aquaculture Systems (RAS) face different challenges associated with
fish's welfare, health, and growth. For example, disease outbreaks. In this work, we
explored the use of third-generation sequencing technologies to study the microbiota
and functional metagenomics in a commercial freshwater RAS, showing evidence of
a disease outbreak with an unknown etiologic agent that could not be identified by
traditional PCR tests against clinically suspected pathogens. For that purpose,
bloating and without bloating intestinal Atlantic salmon samples and water samples
(intake, decanter, and intake and outlet biofilter) were collected. The full 16S rRNA
gene was sequenced in Nanopore MinlON platform to reconstruct the microbial
community. The results evidenced a decrease in the microbial diversity and
predominance of Proteobacteria in bloating fish. Furthermore, pathogens from the
genus Aeromonas, Aliivibrio, and Vibrio, among others, were found in all intestinal
samples. Aliivibrio wodanis being the most abundant in bloating fish. About
functional contribution, salmon without bloating have a greater contribution in
pathways related to amino acid metabolism and short-chain fatty acid fermentation,
which is indicative of a more favorable health with respect to fish with bloating.
Bacteria important for denitrification processes are also found in water samples. As
well as those metabolic pathways related to the metabolism of hydrogen sulfide.
These findings demonstrate the utility of third-generation sequencing methods for
assessing the health of RAS.

Keywords: Atlantic Salmon, Recirculating Aquaculture Systems, disease
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outbreak, Microbiome, Nanopore, functional prediction

Introduccién

La industria de la acuicultura se ha enfrentado al desafio de desarrollar
sistemas sustentables, en los cuales pueda lidiar con problemas de impacto
ambiental, como la disponibilidad de agua, destruccion de habitat, transmision de
pardsitos, entre otros (Ahmed and Turchini, 2021; Minich, J. J. et al., 2020; Schreier
et al., 2010).

Los sistemas de recirculacion acuicola (RAS) han prometido superar
limitaciones de los sistemas convencionales, tanto en sistemas de agua dulce como
en agua salada (Schreier et al., 2010). En un sistema de recirculacion, el entorno
microbiolégico es complejo, ya que cambia producto de la microbiota de los peces,
la alimentacion, los parametros del agua de reposicion, entre otros (Blancheton et
al., 2013). Estudiar la composicion bacteriana de los peces puede ser una estrategia
para evaluar el riesgo de enfermedades infeccionas causadas por patdgenos
oportunistas en el RAS previo a un brote (Sergaliev et al., 2021). Ademas, el estudio
y modulacién del microbioma surge como un elemento para predecir y mejorar el
estado de salud de los peces (Minich, J. J. et al., 2020; Vadstein et al., 2018).

Los sistemas RAS minimizan de forma efectiva el riesgo de enfermedades,
ya que es posible establecer un mejor control biolégico (Blancheton et al., 2013).
Por un lado, los RAS son capaces de establecer una comunidad microbiana

madura, por lo que los peces tienen menos probabilidades de desarrollar interaccién
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con microorganismos oportunistas (Attramadal et al., 2014). Sin embargo,
garantizar esto es un desafio de bioseguridad. Al haber gran cantidad de poblacion
en pequefos espacios, es necesario prestar atencion a las condiciones de
salubridad puesto a que, ante un brote epidémico, todos los peces se infectaran
rapidamente (Ahmed and Turchini, 2021). Brotes pueden ocurrir en ausencia de
patogenos identificados, producto de la colonizacién excesiva o estrés ambiental
(Blancheton et al., 2013). Una vez ocurrido los brotes epidémicos, el sucesivo
tratamiento antibiético puede causar la seleccion de bacterias resistentes dentro del
sistema (Du et al., 2019). Las bacterias potencialmente patdégenas que han sido
encontradas en RAS pertenecen a los géneros Vibrio, Erwinia, Coxiella,
Aeromonas, entre otras (Schreier et al., 2010).

Debido a que los entornos mucosos como branquias, piel e intestino son
componentes criticos de respuesta inmunitaria, se transformaron en un punto de
especial interés en el estudio de la disbiosis microbiana en sistemas de acuicultura
(Minich, J. J. et al.,, 2020; Shephard, 1994). Ademas, el estudio de otros
componentes del sistema, como biopeliculas del tanque, biofiltros y la columna de
agua, se han vuelto trascendentales en el estudio del microbioma del RAS. Los
estudios apuntan a que las muestras de agua en un RAS en salmén del Atlantico
estan dominadas por Proteobacteria y Bacteroidetes o Actinobacteria (Fossmark et
al., 2020; Lu et al., 2019; Minich, J. J. et al., 2020). Mientras que, a nivel de género,
la dominancia es variable (Fossmark et al., 2020; Minich, J. J. et al., 2020; Nagpal
et al., 2018).

Por otro lado, cada vez es mas frecuente el estudio del metagenoma

microbiano a nivel funcional. Sin embargo, este se encuentra enfocado solo en el
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analisis funcional general del metagenoma microbiano (Dehler et al., 2017;
Kobiyama et al., 2018; Lorgen-Ritchie et al., 2021). Ciertas vias funcionales como
el metabolismo de compuestos inorganicos podrian ser un punto importante para
analizar, por la utilidad en términos de calidad de agua del RAS. La acumulacion de
compuestos inorganicos como nitrito y amoniaco, generan toxicidad en los peces
(Baker et al., 2022; Chen et al., 2006). En salménidos como coho y trucha arcoiris,
causa una reduccion en la sobrevida y crecimiento (Baker et al., 2022). Por otro
lado, las concentraciones sub-letales de H2S generan necrosis hepatica producto
de la exposicion prolongada (Kiemer et al., 1995). Si bien, los biofiltros cumplen la
funcién nitrificante, la calidad del agua modifica la estructura del biofiltro. Esto puede
afectar la composicidén bacteriana, disminuyendo su efectividad (Blancheton et al.,
2013). Con respecto al H2S, graves incidentes, con gran mortalidad de peces, se
han ocasionado en Noruega (Atland et al., 2020). En estudios en RAS se ha
observado el aumento de bacterias reductoras de sulfato en la columna de agua,
bajo ciertas condiciones (Fossmark et al., 2020; Rojas-Tirado et al., 2021), lo que
podria producir una exposicién crénica de los peces. Por lo que analizar, en
términos funcionales, que otros miembros de la comunidad microbiana aportan a
estas vias es necesario.

La comunidad microbiana de peces ha sido explorada principalmente por
métodos moleculares basados en tecnologias de secuenciacion. Sin embargo, la
region completa no es ampliamente utilizada. Diferentes regiones del genoma,
como la V1-V2, V3-V4 o V4-V5 son utilizadas para el estudio del microbioma en
acuicultura (Almeida et al., 2021; Dehler et al., 2017; Patil et al., 2021; Wang et al.,

2021). Sin embargo, existe un sesgo cuando se estudian regiones parciales o

37



individuales debido a que se ha observado que la diversidad taxondémica se ve
afectada por la region hipervariable secuenciada (Kerrigan et al., 2019; Sperling et
al., 2017). Ademas, las regiones por si mismas no son suficientes para estimaciones
precisas de riqueza y clasificacién taxondmicas altas o a nivel de especie, solo es
posible una identificacion a nivel de género (Jeong et al., 2021; Yarza et al., 2014).
En los ultimos afos, la secuenciacion del gen del ARNr 16S completo con la
tecnologia Nanopore (Oxford Nanopore Technologies) se ha sugerido como una
herramienta con mejor resolucion para identificar comunidades microbianas a nivel
de especies y en niveles taxondmicos mas altos (Fujiyoshi et al., 2020; Johnson et
al., 2019; Nygaard et al., 2020). Cada dia se estan optimizando las técnicas para el
estudio del microbioma y la pesquisa precisa de patdogenos mediante la
secuenciacion completa del gen ARNr 16S (Cusco et al., 2018; Low et al., 2021).
En ese sentido, en anteriores estudios ya mostramos la capacidad de utilizar la
tecnologia Nanopore en la identificacion a nivel de género y especie de potenciales
patdgenos de salmon del Atlantico en Caligus rogercresseyi (Gongalves et al., 2020;
Morales-Rivera et al., 2022). Ademas, esta tecnologia no solo se utiliza para el
estudio del microbioma, si no también para el estudio de la variacion genética de
salmonidos y la deteccion de patdégenos virales tanto en salménidos como en otras
especies (Bertolotti et al., 2020; Delamare-Deboutteville et al., 2021; Gallagher et
al., 2018; Macqueen et al., 2021).

En Chile, el salmon del Atlantico es la especie preferida de salmoénidos en los
criaderos, representando el 72% de la produccion (Sernapesca, 2021). Por lo que
meétodos para la optimizacion de la evaluacion sanitaria de los peces es requerida.

Usando como base que el conocimiento de la microbiota en su conjunto puede
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darnos una idea del estado general del RAS durante un brote de enfermedad; en
este trabajo exploramos el uso de tecnologias de secuenciacion de tercera
generacion para estudiar la microbiota y la metagendmica funcional en muestras de
agua e intestino en un sistema RAS para identificar los agentes etiologicos
probables y los agentes causantes de enfermedad en peces afectados durante un
brote epidémico en que no pudo identificarse el agente etiolégico, mediante pruebas

de PCR tradicionales contra microorganismos clinicamente sospechosos.

Metodologia
Antecedentes generales y muestras.

En un sistema RAS de agua dulce de cultivo de salmon del Atlantico, se
reportaron peces afectados por un agente etiol6gico no conocido luego del proceso
de vacunacion. Esto ocasionaba disminucién de la calidad del smolt y mortalidad
pre y post ingreso al agua de mar. Los tanques afectados acumulaban una
mortalidad de 0,54% en 35 dias posterior a un proceso de vacunacion. Ademas de
la necesidad de una seleccidbn en la salida post-vacunacion. De los peces
descartados, el 30% presento distencién abdominal. El informe preliminar entregado
por la empresa indicaba que los peces con distension abdominal presentaron
diversos grados de peritonitis (Figura 1A). Ademas, el examen histolégico revelo
severa inflamacién polimorfonuclear granulomatosa multifocal de ciegos piléricos
con una necrosis central (Figura 1B). Se sospeché de una infeccién causada por
Rhodococcus sp., en base a la epidemiologia local junto con la morfologia y afinidad

tintorial revelada en la tincién de Gram (Figura 1C). Sin embargo, los resultados de
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PCR para los patégenos Rhodococcus sp. y Francisella sp. fueron negativos. Por
otro lado, se inform6 la presencia de hifas septadas sugerentes a Exophiala
salmonis en branquias, pancreas y rifion (Figura 1D). La densidad de los tanques
era de 50 Kg/m3. Referente a la calidad de agua, se inform6 en promedio, los
siguientes parametros: CO2 11,93 mg/L, salinidad 4,58 ppt, temperatura 14,3°C, pH
6,8, TAN 0,48 mg/L, NO2 0,69 mg/L, NOs 101,2 mg/L, alcalinidad 92,73 mg/L.

Adicionalmente, fueron reportados altos niveles de solidos suspendidos.
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Figura 1. Antecedentes preliminares del estado de salud de los peces. A. Necropsia de la
mortalidad con evidencia de peritonitis. B. Ciegos piloricos, aumento 40X. célula gigante
(circulo) con presencia de necrosis central (flecha). C. Tincion Gram a colonias crecidas en
agar sangre a partir de exudado de higado. D. Hifas septadas sugerentes a Exophiala sp.

Para la secuenciacién, se recibieron muestras de intestino y ciegos piléricos
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de grupos de peces sin distencion abdominal (no_BL1 y no_BL2) y con distension
abdominal (BL). Adicionalmente se incluyeron muestras de agua del sistema, las
que incluyen la bocatoma, (Boca), decantador (Deca), entrada al biofiltro (Z100),

salida del biofiltro (Z200).

Extraccion de ADN y amplificacion del gen ARNr 16S completo

Después de retirar las heces del intestino de los peces, se aislo el ADN de las
muestras utilizando el kit DNAeasy blood & tissue (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El ADN de la muestras de agua se extrajo de filtros de
0,45um utilizando un kit Quiamp Fast DNA Stool (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se agruparon tres muestras de agua por sitio y tres
muestras de intestino de pescado por tanque en una concentracion final de 100
ng/uL. El gen de ARNr 16S completo se amplific6 usando los primers 27F 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'y 1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' (Sun
et al, 2008). Para la amplificaciéon se utiliz6 ADN polimerasa Taqg LongAmp
(NewEngland Biolabs, USA), con un volumen de reaccion de 15 uL, en las
siguientes condiciones: 95 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 20 s, 56
°C por 30 s, y 65 °C por 1 min, finalizando con una extension final a 65 °C por 5 min.

La eficacia de la PCR se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Sintesis y secuenciacion de bibliotecas de nanoporos.

Los productos de PCR se purificaron en una proporcion de muestra de 1:2 utilizando
perlas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, EE. UU.) para la sintesis de la

bibliotecas Nanopore. Las muestras se colocaron en el soporte magnético para su
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lavado con etanol 70% (recién preparado). El producto lavado se separé de las
perlas colocandolo en un soporte magnético después de enjuagarlo con agua estéril
ultrapura. EI amplicon purificado se cuantific6 nuevamente en el fluorometro Qubit
4 (ThermoScientific, EE.UU.) y se usé como templado para la sintesis de la
biblioteca con el kit de Barcoding 16S (SQK-RAB204, Oxford Nanopore
Technologies), de acuerdo con las instrucciones del fabricante para la estrategia de
secuenciacion 1D. Brevemente, el amplicon purificado se mezclo con los barcodes.
Luego, se realiz6 una PCR como se indic6 en el paso anterior, con un volumen de
reaccion final de 50 uL, utilizando LongAmp Taq Polymerase (New England
Biolabs). El producto de PCR se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente en
HulaMixer (ThermoScientific, EE. UU.) y se limpié con perlas Agencourt AMPure
XP. El producto purificado se eluyd en 10 uL de tampdn de elucién (Tris-HCI 10 mM
pH 8,0 con NaCl 50 mM) siguiendo el procedimiento de lavado de las perlas
magnéticas. La concentracion final de la biblioteca se midi6é con un fluorémetro Qubit
4 (Thermoscientific, EE. UU.), y las bibliotecas se analizaron con High Sensitivity
D5000 ScreenTape (Agilent, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en un TapeStation Bioanalyzer 2100 (Agilent, EE. UU.). Siguiendo la
metodologia de Oxford Nanopore Technologies, las bibliotecas se agruparon en
modo multiplex y se colocaron en la celda de flujo MK1 Spot-ON FLO-MIN107-R9.
Como control interno, se extrajo y secuencio el ADN de una comunidad microbiana
simulada (ZymoBiomics Microbial Community Standard), siguiendo los mismos
procedimientos descritos, y se compardé la abundancia observada de taxa con su
abundancia esperada. La eficiencia de la secuenciacion fue monitoreada a través

del software MinKNOW 2.0 (Oxford Nanopore Technologies).
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Anélisis bioinformaético.

A los archivos fast5 generados se les realizé el proceso de “basecalling” con la
herramienta Guppy (version 3.2.2, Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido) y
se aplicé un filtro para retener solo secuencias con un puntaje Q = 7 (filtro de
calidad). El proceso llamado “demultiplex” y recorte de los adaptadores junto con
los “barcodes” se realizaron con Porechop. Se realizdé un filtro por tamafo de
secuencia de 1000-1800 pb y Q-score = 8 con la linea de trabajo Nanofilt. Las
secuencias limpias fueron alineadas con la base de datos de taxonomia 16S NCBI
con BLASTN dentro de la plataforma Epi2Me (Oxford Nanopore Technologies,
Reino Unido). Los resultados Ica=-1 (sin clasificacion exitosa) y los taxa de baja
abundancia con menos del 0,01 % del total de lecturas se descartaron del analisis.
Se utilizaron los indices 1-D de Simpson y Shannon para estimar la diversidad alfa,
mientras que el indice de Pielou se utilizo para estimar la uniformidad. La estructura
de la comunidad microbiana se analiz6 utilizando distancias de Bray-Curtis basadas
en datos de abundancia relativa de taxdn, y se realiz6 un analisis de coordenadas
principales (PCoA) como una exploracién de datos multivariada no supervisada.
Todos los indices y PCoA se calcularon utilizando el paquete "Vegan" de R (Dixon,
2003). Con la herramienta TaxonKit se consulto el linaje taxonémico completo (Shen
y Ren, 2021). Las variaciones del microbioma intestinal se exploraron trazando la
abundancia relativa a nivel de phyplum, género y especie en el software estadistico
R (R-Core-Team, 2020) utilizando el paquete "ggplot2" de R. La microbiota central
se identificé con un limite de prevalencia del 80 % y un limite inferior de abundancia
relativa del 0,05 %. El Log2 de la abundancia relativa por taxones en las muestras

se traz6 como un “heatmap” con el paquete "Pheatmap" de R. Las bacterias
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patogenas se identificaron en la lista de peces patdgenos de Austin (Tabla S1) y se
trazaron por muestra con un limite de abundancia relativa inferior del 0,05 %

utilizando el paquete "ggplot2" de R (Austin and Austin, 2016).

Prediccion funcional del metagenoma

Se predijeron las vias funcionales para todo el microbioma utilizando la herramienta
PICRUSIt2 a partir de secuencias de amplicon del ARNr 16S (Douglas et al., 2020),
usando la region V3-V4 de las secuencias. Para ello, las regiones se extrajeron con
la herramienta Hyperex. Los graficos de las vias funcionales se construyeron
utilizando la base de datos MetaCyc (Caspi et al., 2018). La grafica de abundancia
relativa se construyo utilizando R. Usamos el programa STAMP 2.1.3 para graficar
las diferencias significativas en las contribuciones de las vias (Parks et al., 2014).
Mediante la configuracion de STAMP 2.1.3, se aplicé una prueba G bilateral
corregida por Benjamini-Hochberg. La diferencia de proporciones (DP) y los
intervalos de confianza (Cls) se calcularon mediante el método de Newcombe-
Wilson. Se realizaron multiples correcciones de prueba utilizando el valor q de
Storey (Yadav y Kapley, 2019). Para la construccion de gréficos, se utilizaron datos
con una abundancia relativa minima de 0,5 para determinar la diferencia de
proporciones. Se realizaron andlisis de metabolismo de nitr6geno y azufre de
muestras de agua. Se generd un grafico de abundancia relativa utilizando la
superclase MetaCYC del metabolismo de nutrientes inorganicos, incluida una
contribucion de OTU por via. Mediante PICRUSt2, se extrajeron las vias funcionales
relacionadas con el metabolismo del nitrégeno y sulfuro utilizando la base de datos

KO (KEGG Orthology). Luego, construyé un mapa basado en el metabolismo del
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nitrogeno y sulfuro mediante la plataforma en linea KEGG Mapper (Kanehisa y Sato,

2020; Kanehisa et al., 2022).

Resultados

Anélisis de los datos

1.118.214 lecturas pasaron los filtros de Guppy, demultiplex y eliminacion de
adaptadores y partidores. De ellos, 89.743 pasaron los filtros de tamafo y fueron
sometidos a la clasificacion taxonémica por Epi2me. El 95% de los reads lograron
una clasificacion taxondémica exitosa. Del total de reads clasificados, un 62 %
poseen un valor de Ica=0 y un 38 % un Ica=1 (Tabla S2). Para lograr una fidedigna
clasificacion a nivel de género y especie, aquellas secuencias clasificadas con un

valor de Ica = 1 fueron asignados taxondmicamente hasta nivel de familia.

Composicion general de la microbiota

En total, 746 taxa fueron identificadas entre las muestras de agua e intestino (Tabla
S3). Las curvas de rarefaccion indican que todas las muestras alcanzan el plato,
esto significa que es suficiente para la clasificacion taxonémica (Figura 2A). El
analisis de coordenadas principales por el método de Bray-Curtis muestra los pools
de las muestras Deca, Z200 y Z100 en 1 cluster (Figura 2B). El resto de los pools
de muestras se encuentran de manera independiente. A pesar de ello, se observa
gue las muestras de intestino de los peces con y sin distension abdominal (BL,
no BL1, no BL2) son espacialmente mas cercanas con respecto a las otras

muestras (Figura 2B). Con respecto a la diversidad, los grupos Deca y Z200 son
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los que presentan mayores indices de Simpson’s (0,98 y 0,99) y Shannon’s H’ (5,05
y 5,12) (Figura 2C and D). Le siguen los otros grupos, con excepcion del intestino
de los peces con distension (BL) que es el que presenta el mas bajo indice de
diversidad (Simpson’s 0,58 y Shannon’s H’ 1,93). Si se compara con los resultados
entregados por el indice de Pielou’s, BL es el grupo menos uniforme (0,11) (Figura
2D), mientras que los otros grupos de muestras presentan valores mas altos del

indice (0,14 — 0,18) (Figura 2D).
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Figura 2. Andlisis de los datos obtenidos de las muestras de RAS. Muestras de intestino
de salmén del Atlantico con distension abdominal (BL) y sin distension (no_BL1 yno_BL2)
y muestras de agua de la bocatoma (Boca), decantador (Deca), entrada del biofiltro (Z100)
y salida del biofiltro (Z200). A. Curva de rarefaccién B. Grafico PCoA de la diversidad beta
del microbioma calculada mediante disimilitud Bray-Curtis. C. indice de Simpson's 1-D. D.

indice de diversidad de Shannon. E. indice de uniformidad de Pielou’s.

Se identificaron 14 phyla entre todas las muestras analizadas; sin embargo,
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fueron graficadas aquellas que mostraron una abundancia relativa por muestra
mayor al 0,5% (Figura S1A). Entre los phyla mas abundantes podemos mencionar
Proteobacteria, que representan entre el 57 y 98 % de total de la compaosicion por
muestra. Seguido de Firmicutes (1,1-35,42 %) y Bacteroidetes (1,4-25,5 %). Sin
embargo, los peces con distension y sin distension abdominal (BL y no_BL2)
presentan una abundancia relativa menor a 0,5% de los dos phyla anteriormente
mencionados. Adicionalmente, las muestras de peces son las que presentan menor
diversidad de phyla. Por otro lado, se encontraron ciertos phyla Unicos por muestra.
Por ejemplo, Cyanobacterias y Planctomycetes sélo estan presentes en la
bocatoma. Mientras que, Fusobacteria y Verrucomicrobia sélo estan presentes en
las muestras de agua. A un nivel taxondmico menor se observa que en la muestra
de agua bocatoma destacan el género Streptococcus (27 %) seguido de la familia
Enterobacteriaceae (15,56 %) (Figura S1B). Mientras que en el decantador hay una
distribucion mas uniforme de los taxa representados. Por otro lado, de la microbiota
intestinal los peces destacan los géneros Clostridium, Aliivibrio y la familia
Arcobacteraceae. En la entrada del biofiltro domina la familia Enterobacteriaceae,
mientras que en la salida hay una distribucién mas uniforme de los taxa (Figura
S1A). Un andlisis general nos indica que los phyla Proteobacteria y Bacteroidetes
representan el ndcleo microbiano en todas las muestras (Figura S1C). A nivel de
género se lograron identificar en el nudcleo Shewanella, Flavobacterium,

Acinetobacter, Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas y Paracoccus (Figura S1C).

Composicion a nivel de especie y potenciales patégenos

A nivel de especie, la mayoria posee una abundancia relativa total menor al
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10 %, con algunas excepciones (Figura 3A). En la bocatoma se destaca la presencia
de Streptococcus thermophilus (26.60%), mientras que en el decantador la mayor
abundancia esta representada por Simplicispira limi (3 %). Con respecto a la
microbiota intestinal de los peces, observamos que en no_BL1 destaca Clostridium
chromiireducens (13,97 %), mientras que en la muestra BL, Aliivibrio wodanis
representa el 64,01 % de la abundancia relativa total. Por otro lado, la especie mas
abundante en la microbiota intestinal de la muestra no BL2 resulto ser
Pseudomonas protegens con un 5,46 %. Con respecto a la entrada y salida de los

biofiltros, la abundancia relativa de los top 5 es mas uniforme que la observada en

las otras muestras. Varia entre el 0,96 y el 1,67% en el caso de la entrada Z100.

Mientras que en el la salida Z200 esta varia entre el 1,74 y el 2,37 % (Figura 3A).
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Figura 3. Abundancia relativa de la composicién de la microbiota del RAS. Muestras de
Intestino de salmon del Atlantico con distencion y sin distension (no_BL1 y no_BL2) y
muestras de agua de bocatoma (Boca), decantador (Deca), entrada al biofiltro (Z100) y
salida del biofiltro (Z200). A. Abundancia relativa total a nivel de especie B. Abundancia

relativa de potenciales patégenos encontrados en las muestras.

Se representaron graficamente todos los potenciales patdogenos de peces
con una abundancia minima de 0,1% por muestra (Figura 3B). Las muestras de
agua son las que contienen menor cantidad de microorganismos potencialmente
patdogenos que las muestras de intestino de peces. En general, la abundancia
relativa de los potenciales patdégenos en las muestras de agua es menor al 1,7%.
Mientras que en las muestras de peces sube al 5 % con una excepcion que supera
esta cifra (BL). En la bocatoma y la entrada al biofiltro Z100 la mayor abundancia
corresponde a Acinetobacter johnsonii (1,70 %, 0,72 %). Ademas, esta bacteria esta
presente en todas las muestras. Mientras que en el decantador Aeromonas
allosaccharophila (0,39 %) y Shewanella putrefaciens (0,4 %) son las mas
abundantes. Con respecto a la microbiota potencialmente patégena en el intestino
de los peces, destacan los géneros Aeromonas, Aliivibrio, Plesiomonas, Shewanella
y Vibrio. En particular, no_BL1 Aeromonas salmonicida (4,44 %) es la mas
abundante. Se repite la presencia de este microorganismo en la muestra no_BL2
(0,85 %). Destaca también en la muestra no_BL1 Plesiomonas shigelloides (3,7 %)
gue esta presente Unicamente en este tanque. En los peces con distension
abdominal, destaca la abundancia de A. wodanis (64 %), bacteria que en las
muestras de agua sOlo se encuentra en la salida del biofiltro Z200 con una

abundancia < 0,15 %. Ademas, no es posible encontrarlo en ninguna otra muestra.
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En la muestra no_BL2, A. johnsonii (3,02 %) y S. putrefaciens (3,11 %) son las mas
abundantes. Ademas, S. putrefaciens esta presente en muestras de agua del
decantador y en la salida del biofiltro Z200. Adicionalmente, V. anguillarum esta
presente en todas las muestras de peces con y sin distension abdominal, con
abundancias relativas entre los 0,24 y los 1,94 %. Otros potenciales patdogenos
importantes en el cultivo de salménidos como Vibrio ordalii estan presentes en los
peces de las muestras BL y no_BL2. Eso se suma a la presencia de Aeromonas
hydrophila que se encuentra presente en casi todas las muestras a excepcion de la

entrada del biofiltro Z100 y la muestra BL.

Analisis funcional del metagenoma microbiano

El analisis funcional en términos de MetaCyc nos entrega 398 vias funcionales. Los
cuales se reducen a 52 en términos de nivel 2 y a 6 en términos de nivel 1 (Tabla
S4). En el caso de las muestras de microbiota intestinal de los peces, los resultados
muestran que 17 vias funcionales poseen diferencia significativa entre proporciones
mayor a 0,2 %. Destaca en contribucion aquellos vias funcionales relacionadas a
biosintesis, en particular biosintesis de &acidos grasos y lipidos en los peces con
distension abdominal (Fig 4). Por otro lado, la segunda mayor diferencia entre
proporciones en las vias funcionales de nivel sec corresponde a fermentacion
(Generation of Precursor Metabolite and Energy pathway), en donde las muestras
de los peces sin distension abdominal es en donde mayor contribucion de la
microbiota hay. La mayor contribucion de las vias funcionales que estan
relacionados con duplicacion celular como “Cell Structure Biosynthesis” por parte

de la microbiota de los peces con distension abdominal en comparacion con los que
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no la tienen. Si bien, “Aromatic compound degradation” posee una menor
contribucion por parte del metagenoma, la diferencia entre proporciones es
significativamente mayor, beneficiando a los peces sin distension. Caso contrario,
“Amino acid Biosynthesis" es el tercer pathway mas representado; sin embargo,

posee una diferencia entre proporciones menor.

Top pathway superclass
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Figura 4. Andlisis funcional del metagenoma microbiano de las muestras de intestino de
salmon del Atlantico en RAS de agua dulce. Gréfico realizado mediante programa STAMP
de la abundancia relativa y diferencia entre proporciones (tamafio de filtro >0,2) inferido por
PICRUSt2 utilizando la base de datos MetaCyc. Muestras de Intestino de salmoén del
Atlantico con distencion y sin distension (no_BL1 y no_BL2). En rojo, clasificacion a nivel

funcional sec del nivel funciona top que posee las mayores diferencias entre proporciones.
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Figura 5. Analisis funcional del metagenoma microbiano de las muestras de agua de RAS
agua dulce utilizado para el cultivo de salmén del Atlantico. Gréfico realizado mediante
programa STAMP de la abundancia relativa y diferencia entre proporciones (tamafio de
filtro >0,2) inferido por PICRUSt2 utilizando la base de datos MetaCyc. Muestras de agua
de la bocatoma (Boca), del decantador (Deca), entrada del biofiltro (Z100), salida del
biofiltro (Z200). En rojo, clasificacion a nivel funcional sec del nivel funciona top que posee

las mayores diferencias entre proporciones.
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Entre las muestras de agua, 26 pathway sec con una abundancia relativa mayor al
0,5 % fueron identificados (Figura S2B). Sin embargo, es menor la cantidad de
pathway cuyas diferencias entre proporciones es mayor a 0,2 % (Figura 5). Ademas,
estas diferencias entre proporciones no superan el 0,8 %. Similar a las muestras de
intestino, la mayor contribucion de la microbiota esta asociada a los procesos de

biosintesis.

Metabolismo de compuestos inorganicos

En el nivel 2 de “Inorganic Nutrient Metabolism” se encuentran los sub-pathway
relacionados con metabolismo del sulfuro y del nitrégeno. Tanto en las muestras de
intestino como en las muestras de agua estas vias funcionales se encuentran
representados por la microbiota en el RAS, tanto en las muestras de intestino como
en las muestras de agua (Figura S2A y S2B). Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre las muestras en términos generales. Por otro lado, al observar a
un nivel funcional inferior si se revelan diferencias entre vias funcionales.
Observamos que el metabolismo del sulfuro es el mas representado y se encuentra
favorecido en la microbiota intestinal de los peces con distencién abdominal (Figura
6A). En patrticular la reduccion de sulfato y la asimilacién para la biosintesis de
cisteina estan particularmente favorecidas en la microbiota intestinal de los peces

con distension (Figura 6B).
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Figura 6. Andlisis funcional del metagenoma microbiano de las muestras de agua
de RAS agua dulce utilizado para el cultivo de salmén del Atlantico. Abundancia relativa de
las vias metabdlicas inferidas por PICRUSt2 utilizando la base de datos MetaCyc. Muestras
de agua de la bocatoma (Boca), del decantador (Deca), entrada del biofiltro (Z100), salida
del biofiltro (Z200). A. Analisis STAMP de abundancia relativa y diferencia entre
proporciones de con un tamafio de filtro entre proporciones de 0,2. B. Principales
microorganismos implicados en los procesos de metabolismo de los compuestos
inorganicos inferidos por PICRUSt2.
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En términos KEGG, los KOs relacionados con el metabolismo del sulfuro se
encuentran mas completos en las muestras de peces con distencion abdominal
(Figura S3A). En términos de microrganismos que podrian estar contribuyendo en
mayor medida, se observa que Clostridium chromiireducens esta vinculado a la
reduccion de nitrato en peces sin distension abdominal. Mientras que bacterias del
género Aliivibrio son las que mas contribuyen al metabolismo del sulfuro en las
muestras de intestino de los peces con distensién abdominal (Figura 6B). En las
muestras de agua, el proceso de metabolismo de sulfuro es el que se encuentra
mayormente representado (Figura 7A). seguido del metabolismo del nitrégeno. Sin
embargo, no hay diferencias entre proporciones entre el decantador y la entrada al
biofiltro. Tampoco entre la entrada y salida del biofiltro. Por otro lado, las mayores
diferencias entre proporciones estan enfocadas en el metabolismo del fosfato. En
particular, con procesos vinculados con degradacién. Ademas, los procesos de
desnitrificacion y nitrificacion se encuentran favorecidos en la muestra de agua del
decantador mas que en las entradas y salidas del biofiltro. Los procesos oxidacién
de amonio (nitrafier denitrfication) no poseen una diferencia entre proporciones
relevante; sin embargo, si se encuentran representados en términos de KEGG en
el modulo Nitrificacion (Figura S3 B). El inico modulo incompleto es el relacionado
a la generacién de nitrdgeno a partir de nitrato y amonio (modulo Anammox). Con
respecto a los microorganismos, aquellos que ejercen mayor contribucién en estos
procesos son Simplicispira limi, Pseudorhodobacter y ferrugineus Cypionkella
psychrotolerans (Fig. 7B). Mientras que en asimilacion de nitrato destaca

Gnicamente Flavobacterium laiguense y en la oxidacién de sulfuro destaca
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Deinococcus saxicola.
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Figure 7. Analisis funcional del metagenoma microbiano del metabolismo de compuestos
inorganicos de las muestras de intestino de salmén del Atlantico en RAS agua dulce.
Abundancia relativa de las vias metabdélicas inferidas por PICRUSt2 utilizando la base de
datos MetaCyc. Muestras de Intestino de salmdén del Atlantico con distencién y sin
distension (no_BL1yno_BL2). A. Analisis STAMP de abundancia relativa y diferencia entre
proporciones de con un tamafio de filtro entre proporciones de 0,2. B. Principales

microorganismos implicados en los procesos de metabolismo de los compuestos

inorganicos inferidos por PICRUSt2.
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Por otro lado, en el metabolismo del sulfuro nos encontramos que los
modulos de reduccion de sulfato estan completos para todas las muestras, pero
aguellos procesos que permiten la oxidacion no estan completamente
representados por el microbioma. Este proceso no se vio representado en el analisis
de vias funcionales segun MetaCyc. Sin embargo, en termino de KEGG, los
modulos asimilatorio, disimilatorio y SOX se encuentran representados por todas
las muestras de agua (Figura S3 C). Adicionalmente, existe una via alternativa de
sintesis de H2S que se encuentran representado por los KOs K01697, KO1758 y
K01011 en términos de KEGG que estan presentes en todas las muestras, tanto de

intestino como de agua (Table S5).

Discusion

Los sistemas RAS permiten controlar y mejorar parametros que en los
sistemas de flujo no es posible (d’Orbcastel et al., 2009; Minich, J. J. et al., 2020).
Ademas, permite medir la implementacion de técnicas y parametros para su mejora,
reduccion del impacto ambiental y adaptacion al cambio climatico (Ahmed and
Turchini, 2021; Bauer et al., 2021; Yogev and Gross, 2019). Si bien, la mayoria de
los criaderos se utilizan para producir ovas y luego transferirlas a jaulas de engorde
en el océano, los ciclos completos de produccién de salmoén en RAS terrestres son
cada vez mas comunes (Fossmark et al., 2021; Minich, J. J. et al., 2020; Moschos
et al., 2022). En este trabajo se estudio la composicion de la microbiota en un RAS
de agua dulce que presenté problemas de mortalidad luego de evento de

vacunacibn mecanica. Los peces afectados presentaban una peritonitis
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granulomatosa. Sin embargo, no se identific el agente etioldgico de la enfermedad.
En busqueda del agente etioldégico responsable y exploracion del estado
microbiolégico del RAS, se secuencié el gen del ARNr 16S completo. Unidades
taxonOmicas operativas terminan agrupando diferentes especies en una sola debido
a gque se generan con identidades de 97 a 99 %. Esto dificulta la identificacion a
nivel de especie debido a que algunas especies poseen un rango mas acotado de
identidad para la clasificacion (Johnson et al., 2019). En el desarrollo del workflow
de epi2Me cada read es asignado taxonomicamente y luego se le asigna un
porcentaje de precision, por lo que es posible agrupar a un nivel mas estricto, sin
tener que descartar secuencias. Esto permitio que un 98 % de los reads lograran
una clasificacion taxondmica exitosa. En cuanto a la composicion general, este
estudio muestra una baja diversidad de especies en el microbioma de intestino de
peces con distencion abdominal. En general, una baja diversidad en la microbiota
intestinal es un marcador de disbiosis y se ha asociado a una variada gama de
enfermedades en humanos (Valdes et al., 2018). Con respecto a la salud de los
peces, Ofek et al. (Ofek et al., 2022) descubrié que, al comparar la diversidad
microbiana de intestino de tilapia saludable y no saludable, aquella no saludable
posee un menor indice de alpha-diversidad, medido por Shannon. Entre la
sintomatologia externa por la cual fueron seleccionados los peces, se incluyen
exoftalmos oculares y hemorragias cutaneas junto con lesiones y necrosis cutaneas
(Ofek et al., 2022). Sin embargo, se podrian realizar estudios utilizando otra
sintomatologia clinica como marcador.

Por otro lado, la gran presencia de Proteobacteria coincide con lo encontrado

en otros estudios de microbioma de peces, incluido salmon del Atlantico (Almeida
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et al., 2021; Dehler et al., 2017; Fossmark et al., 2020; Gajardo et al., 2016; Kim et
al., 2021; Lorgen-Ritchie et al., 2021; Wang et al., 2021). Curiosamente, en tilapia
hibrida (Oreochromis aureus x Oreochromis niloticus) los peces enfermos presentan
una mayor proporcion de Proteobacteria que los peces sanos (Ofek et al., 2022).
Esto se relaciona con la proporcion de Proteobacteria encontradas en los peces con
distension abdominal en nuestro estudio, la cual supera el 98 %. La presencia de
otros phyla en la bocatoma nos muestra que los sistemas de purificacion disminuyen
la diversidad microbiana de la entrada de agua. Phyla distintas entre las muestras
de agua con respecto a la microbiota intestinal han sido informadas en otros
estudios. Minich et al. (Minich, J. J. et al., 2020) determin6é que la microbiota de
branquias, piel y muestras de agua son mas similares entre si, en comparacion a
muestras de intestino. Ademas, el primer contacto entre los patdgenos y el
hospedero son las mucosidades. Esto incluye la piel y branquias, no sélo intestino
(Minich, Jeremiah J. et al., 2020; Padra et al., 2019; Shephard, 1994). Ademas, se
ha encontrado que en ulceras de salmon del Atlantico, cuya microbiota dominante
es Tenacibaculum y Arcobacter, son simultdneamente colonizadas por bacterias de
los géneros Aliivibrio y Alcaligenes en el intestino de los peces (Karlsen et al., 2017).
Quizas para futuros analisis, es necesario incluir muestras de piel y branquias para
complementar el estudio de estado de salud general del RAS.

A nivel de género, Ofek et al. (Ofek et al., 2022) observaron un aumento
considerable de bacterias del género Aeromonas, Vibrio y Streptococcus en las
muestras de tilapia enferma. En nuestro estudio los patdégenos principales incluyen
Aeromonas y una gran abundancia de Aliivibrio en los peces con distension

abdominal. Aunque también se pueden observar bacterias potencialmente
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patogenas del género Vibrio en el intestino de los peces con y sin distension
abdominal. Las mucosas de piel, intestino y branquias estan formadas por mucinas,
las cuales son una barrera a la infeccion (Padra et al., 2019). Sin embargo, esta
barrera puede ser sobrepasada. Un estudio determiné que la velocidad de adhesion
a mucinas por parte de A. hydrophila y A. salmonicida es mucho mayor a la de otras
bacterias como Vibrio harvery (Padra et al., 2019). A pesar de que la gran
abundancia relativa de A. wodanis es evidente, las muestras sin distension
abdominal no presentan este patdégeno. Quizas la velocidad de colonizacion de las
bacterias del género Aeromonas superen a A. wodanis, actuando como un patégeno
primario; para luego ser completamente desplazado por la infeccion de A. wodanis.
Méas estudios son necesarios para determinar si hay una relacion entre la
colonizacion de Aeromonas en los peces sin distension con respecto a la
colonizacion de A. wodanis en los peces con distension abdominal. Sin embargo, A.
wodanis ha sido frecuentemente aislado en co-ocurrencia con Moritella viscosa en
peces con la enfermedad de Ulcera de invierno, pero no se asocia con la patogenia
primaria (Karlsen et al., 2014). Curiosamente, se ha descubierto que el crecimiento
de A. wodanis impide el crecimiento de M. viscosa en un co-cultivo (Hjerde et al.,
2015). En nuestras muestras, la sintomatologia clinica no se condice a lo
encontrado en literatura para Ulceras de invierno (Lunder et al., 1995). A. wodanis
podria estar oculto en alguna biopelicula del sistema, puesto que luego fue
encontrado en la salida del biofiltro (Z200). En general, la biopelicula forma parte
inherente del RAS en diferentes sitios, cuya comunidad se vuelve mas estable a
través del tiempo (Bakke et al., 2017). Sin embargo, luego de un brote el patégeno

involucrado puede esconderse en una ella. Si estos potenciales patégenos se
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desprenden de la biopelicula y pasa a ser de vida libre en la columna de agua,
podrian ocasionar un nuevo brote (King et al., 2004). Por otro lado, S. putrefaciens
ha sido identificada en peces de agua dulce enfermos (Pekala et al., 2015). Ademas,
ha sido responsable de enfermedades en Oreochromis niloticus, Micropterus
salmoides, Cyprinus carpio L. y Oncorhynchus mykiss (Jiang et al., 2022; Pazdzior
et al., 2019; Sood et al., 2020). En general, determinar como afectan los cambios
fisicos realizados al RAS nos permite evaluar los potenciales patdogenos
oportunistas que se desarrollan para generar medidas de proteccion y tratamiento.
Por ejemplo, una disminucion en la temperatura de un RAS genera que la incidencia
a enfermedades infecciosas aumente en un 75 % (Sergaliev et al., 2021). Al estudiar
la microbiota antes y después del cambio en ese estudio se lograron identificar
microorganismos claves, como Pseudomonas. Las cuales no eran una microbiota
dominante previo al cambio de condicion. Por otro lado, fue posible identificar en
nuestras muestras de intestino bacterias de importancia en inocuidad alimentaria
como Clostridium sp., Aeromonas hydrophila y Plesiomonas shigelloides. Si bien
estos microorganismos forman parte del intestino de los peces, en concentraciones
elevadas pueden causar problemas gastrointestinales en los consumidores finales
(Sheng and Wang, 2021).

La identificacion de las funciones centrales del microbioma es esencial para nuestra
capacidad de utilizar los beneficios de un microbioma saludable para nuestra
ventaja en el cultivo de peces, asi como para obtener una comprension mas
profunda de los roles bacterianos (Tarnecki et al., 2017). Parece ser que una gran
parte analisis funcional de la microbiota en intestino de los peces en agua dulce

estan relacionadas a “Carbohydrate Metabolisms”, “Amino Acid metabolism”, “TCA
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cycle”, “Lipid Biosynthesis”, “Fatty Acid Biosynthesis” y “oxidative phosphorylation”
en muestras de intestino en salmon del Atlantico (Dehler et al., 2017; Lorgen-Ritchie
et al., 2021). En general, las vias de metabolismo de aminoacidos destacan en
estudios de intestino en peces (Huang et al., 2020). En este caso, el metabolismo
de aminoéacidos se ve enriquecido en la microbiota de los peces sin distension
abdominal. Valina, leucina e isoleucina son metabolitos esenciales en los peces y
juegan un rol en metabolismo energético (Roques et al.,, 2018). Estos estan
presentes en nuestros analisis y estdn mas representados en los peces sin
distension abdominal. Ademas, los procesos de fermentacion se encuentran mas
representados por la microbiota de los peces sin distension abdominal. Clase que
esta representada en su mayoria por procesos de fermentacion de acidos grasos
de cadena corta. Para la produccién de este tipo de &cidos grasos es fundamental
la participacion de la microbiota intestinal de los peces y esta relacionado con una
mejor salud (Huyben et al., 2020; Kihara and Sakata, 1997). Otro pathway con gran
diferencia entre proporciones, pero baja contribucion es “Aromatic Compound
Degradation” favoreciendo a los peces sin distension abdominal. El cual, en piel y
branquia se ha asociado a disbiosis (Lorgen-Ritchie et al.). Por otro lado, en las
muestras de agua de cultivo de peces en estanques, se observa que este tipo de
pathway esta dentro de los mayoritarios (Zhang et al., 2022). En nuestras muestras
de agua la contribucion es baja y mayoritaria en el decantador. Sin embargo, en el
analisis funcional general, en las muestras de agua dentro del sistema las
diferencias entre proporciones son bajas. Lo que nos muestra que, en términos de
funcionalidad, el aporte de la microbiota de las muestras de agua del RAS se

mantiene a pesar de la diversidad a nivel de género encontrada.
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Referente al metabolismo de compuestos inorganicos, el hecho de que las
muestras de intestino de peces con distensiéon abdominal la via funcional del
metabolismo de metabolismo del sulfuro es relevante. Por un lado, en el intestino
es comun la produccion de H2S por parte de las células epiteliales del huésped y el
azufre metabolizado por la microbiota (Barton et al., 2017; Walsh and Giedroc,
2020). Sin embargo, dentro del hospedador el H2S juega otro papel importante para
las bacterias. Es capaz de protegerlas de los factores estresantes, actuando como
un citoprotector que constituye un sistema de defensa contra los antibiéticos y el
estrés oxidativo (Pal et al., 2018; Shatalin et al., 2011; Walsh and Giedroc, 2020).
Esto trae como consecuencia que un brote epidémico sea a un mas dificil de tratar.
Este es el caso de A. wodanis, que seria el principal productor de Hz2S en el intestino
de los peces con distensiéon abdominal segun los datos entregados por PICRUSt2.
Por otro lado, la produccion de sulfuro de hidrogeno se ha convertido en un
problema emergente en RAS (Rojas-Tirado et al., 2021). A pesar de que puede
presentarse naturalmente en el agua (Abdollahi and Hosseini, 2014). Resulta que
los desechos sdlidos al asentarse en los tanques producen H2S a concentraciones
bajas pero constantes, lo que podria producir una exposicion crénica de los peces
(Rojas-Tirado et al., 2021). Contrario a lo que se podria pensar, los filtros para
disminuir la turbidez no son suficientes para reducir la cantidad de bacterias
productoras de H2S (Fossmark et al., 2020). Un proceso microbiano llamado
reduccion disimilatoria de sulfato es el principal proceso de produccion de H2S
(Rojas-Tirado et al., 2021). El cual no fue detectado en este estudio. Ademas, existe
otra via llamada trans-sulfuracion (Barton et al.; Pal et al.). La cual en MetaCyc sélo

figura en términos de reaccion de sus enzimas principales. Por lo que, una mezcla
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entre en uso de la base de datos de KEGG y MetaCyc es utl para realizar
comparaciones. Por un lado, KEGG contiene mas compuestos que MetaCyc. Por
otro lado, MetaCyc contiene mas reacciones y vias funcionales que KEGG (Altman
et al.).

Por otro lado, la acumulacién de nitrate a pesar de ser solucionada por los
biofiltros. La calidad de agua y condiciones de salinidad pueden afectar su
funcionamiento (Blancheton et al., 2013). Dicha modificacion puede ocasiona, por
ejemplo, una mayor proporcion de bacterias oxidantes de amoniaco en comparacion
a las bacterias oxidantes de nitrito (nitrate) generando una acumulacion de este
ultimo. Lo que también es toxico para los peces (Chen et al., 2006). En salmoénidos
como coho y trucha arcoiris, causa una reduccion en la sobrevida y crecimiento
(Baker et al., 2022). Entre las bacterias asociadas a la fijacion de nitrégeno que
encontramos en la columna de agua de nuestro estudio se destacan las familias
Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae. Familias que han sido
encontradas en otros estudios (Rojas-Tirado et al., 2021). Finalmente, el hecho de
gue ciertas vias se encuentren incompletas en el metabolismo del nitrégeno
coincide con que dichas vias se desarrollan en el sedimento y no en la columna de

agua (Preena et al., 2021).

Conclusiones
La tecnologia de nanoporos es una herramienta poderosa para el screening
de bacterias potencialmente patégenas o causantes de un brote de enfermedad en

RAS. Igualmente es util para el analisis de funcionalidad dentro de la microbiota. En
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donde la microbiota de los peces sin distension abdominal poseen una mayor
contribucion en los pathway relacionados con metabolismo de aminoéacidos y
fermentacion de acidos grasos de cadena corta, lo que es indicativo de una mejor
salud. El estudio del metabolismo de compuestos inorganicos en el microbiota del
RAS nos entrega informacion sobre el estado de salud. Tanto en las muestras de
intestino como en las muestras de agua. Proteobacteria son dominantes en el
sistema, sobre todo en los peces con distensién abdominal. Aliivibrio wodanis es el
principal patdgeno presente en los peces con distension abdominal y el probable

agente etioldgico de los peces enfermos.
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Material Suplementario

Tabla S1. List of fish pathogens (Austin and Austin ,2016)

Genus Specie Taxid Genus Specie Taxid

1 Acinetobacter Acinetobacter johnsonii 40214 63 Pantoea Pantoea agglomerans 549

2 Acinetobacter Acinetobacter Iwoffii 28090 64 Pasteurella Pasteurella piscicida 38294

3 Aerococcus Aerococcus viridans 1377 65 Pasteurella Pasteurella skyensis 97481

4 Aeromonas Aeromonas allosaccharophila 656 66 Photobacterium Photobacterium damselae 38293

5 Aeromonas Aeromonas bestiarum 105751 67 Piscirickettsia Piscirickettsia salmonis 1238

6 Aeromonas Aeromonas caviae 648 68 Plesiomonas Plesiomonas shigelloides 703

7 Aeromonas Aeromonas dhakensis 196024 69 Providencia Providencia rettgeri 587

8 Aeromonas Aeromonas hydrophila 644 70 Providencia Providencia vermicola 333965

9 Aeromonas Aeromonas jandaei 650 71 Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas piscicida 43662
10 Aeromonas Aeromonas salmonicida 645 72 Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas undina 43660
11 Aeromonas Aeromonas sobria 646 73 Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 287
12 Aeromonas Aeromonas veronii 654 74 Pseudomonas Pseudomonas alcaligenes 43263
13 Aliivibrio Aliivibrio logei 688 75 Pseudomonas Pseudomonas anguilliseptica 53406
14 Alivibrio Aliivibrio salmonicida 40269 76 Pseudomonas Pseudomonas baetica 674054
15 Aliivibrio Aliivibrio wodanis 80852 77 Pseudomonas Pseudomonas chlororaphis 587753
16 Aliivibrio Aliivibrio fischeri 668 78 Pseudomonas Pseudomonas fluorescens 294
17 Aquaspirillum Aquaspirillum sp 1872580 79 Pseudomonas Pseudomonas koreensis 198620
18 Arcobacter Arcobacter cryaerophilus 28198 80 Pseudomonas Pseudomonas luteola 47886
19 Carnobacterium Carnobacterium piscicola 1255596 81 Pseudomonas Pseudomonas mosselii 78327
20 Chlamydia Chlamydia 810 82 Pseudomonas Pseudomonas plecoglossicida 70775
21 Chryseobacterium Chryseobacterium aahli 1278643 83 Pseudomonas Pseudomonas pseudoalcaligenes 301
22 Citrobacter Citrobacter freundii 546 84 Pseudomonas Pseudomonas putida 303
23 Clostridium Clostridium botulinum 1491 85 Renibacterium Renibacterium salmoninarum 1646
24 Clostridium Clostridium tarantellae 39493 85 Salmonella Salmonella enterica 28901
25 Delftia Delftia acidovorans 80866 87 Serratia Serratia liquefaciens 614
26 Edwardsiella Edwardsiella anguillarum 1821960 88 Serratia Serratia marcescens 615
27 Edwardsiella Edwardsiella ictaluri 67780 89 Serratia Serratia plymuthica 82996
28 Edwardsiella Edwardsiella piscicida 1263550 90 Shewanella Shewanella putrefaciens 24
29 Edwardsiella Edwardsiella tarda 636 91 Stenotrophomonas  Stenotrophomonas maltophilia 40324
30 Enterobacter Enterobacter cloacae 550 92 Streptococcus Streptococcus agalactiae 1311
31 Erysipelothrix Erysipelothrix rhusiopathiae 1648 93 Streptococcus Streptococcus dysgalactiae 1334
32 Escherichia Escherichia vulneris 566 94 Streptococcus Streptococcus ictaluri 380397
33 Flavobacterium Flavobacterium branchiophilum 55197 95 Streptococcus Streptococcus iniae 1346
34 Flavobacterium Flavobacterium columnare 996 96 Streptococcus Streptococcus milleri 33040
35 Flavobacterium Flavobacterium hydatis 991 97 Streptococcus Streptococcus parauberis 1348
36 Flavobacterium Flavobacterium johnsoniae 986 98 Streptococcus Streptococcus phocae 119224
37 Flavobacterium Flavobacterium oncorhynchi 728056 99 Tenacibaculum Tenacibaculum dicentrarchi 669041
38 Flavobacterium Flavobacterium piscicida 43662 100 Tenacibaculum Tenacibaculum discolor 361581
39 Flavobacterium Flavobacterium psychrophilum 96345 101 Tenacibaculum Tenacibaculum finnmarkense 1680763
40 Flavobacterium Flavobacterium sp 239 102 Tenacibaculum Tenacibaculum gallaicum 561505
41 Flavobacterium Flavobacterium spartansii 1278819 103 Tenacibaculum Tenacibaculum maritimum 107401
42 Flavobacterium Flavobacterium succinicans 29536 104 Tenacibaculum Tenacibaculum ovolyticum 104270
43 Flectobacillus Flectobacillus roseus 502259 105 Tenacibaculum Tenacibaculum soleae 447689
44 Francisella Francisella noatunensis 657445 106 Vagococcus Vagococcus salmoninarum 2739
45 Francisella Francisella sp 2047875 107 Vibrio Vibrio aestuarianus 28171
46 Hafnia Hafnia alvei 569 108 Vibrio Vibrio alginolyticus 663
47 Hahella Hahella chejuensis 158327 109 Vibrio Vibrio anguillarum 55601
48 Halomonas Halomonas cupida 44933 110 Vibrio Vibrio cholerae 666
49 Janthinobacterium Janthinobacterium lividum 29581 111 Vibrio Vibrio furnissii 29494
50 Klebsiella Klebsiella pneumoniae 573 112 Vibrio Vibrio harveyi 669
51 Lactococcus Lactococcus garvieae 1363 113 Vibrio Vibrio ichthyoenteri 142461
52 Lactococcus Lactococcus lactis 1358 114 Vibrio Vibrio mimicus 674
53 Lactococcus Lactococcus piscium 1364 115 Vibrio Vibrio ordalii 28174
54 Moritella Moritella marina 90736 116 Vibrio Vibrio parahaemolyticus 670
55 Moritella Moritella viscosa 80854 117 Vibrio Vibrio ponticus 265668
56 Mycobacterium Mycobacterium fortuitum 1766 118 Vibrio Vibrio scophthalmi 45658
57 Mycobacterium Mycobacterium marinum 1781 119 Vibrio Vibrio splendidus 29497
58 Mycobacterium Mycobacterium sp. 1763 120 Vibrio Vibrio tapetis 52443
59 Mycoplasma Mycoplasma mobile 2118 121 Vibrio Vibrio vulnificus 672
60 Nocardia Nocardia asteroides 1824 122 Weissella Weissella ceti 759620
61 Nocardia Nocardia crassostreae 53428 123 Yersinia Yersinia intermedia 631
62 Nocardia Nocardia seriolae 37332 124 Yersinia Yersinia ruckeri 29486
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Tabla S2. Sequencing data.

Sample Raw After Avg Avg Classified Ac’:?;cy Reads Reads Ica
reads length filter Quality length (%) %) Ica=0 (%) =1 (%)
Boca 186.403 4.074 9,37 1.361 95 85 64 36
Deca 65.438 14.402 9,85 1.325 94 84 48 52
z100 30.418 13.291 10,36 1.356 96 86 36 64
z200 304.153 7.783 9,88 1.319 93 84 56 44
BL 53.715 17.891 10,32 1.392 96 88 87 13
No_ BL1 243.985 4.634 9,52 1.370 96 85 75 25
No_ BL2 234.102 27.668 10,29 1.371 94 87 63 37
Total 1.118.214 89.743 9,94 1.356 95 86 62 38

Water samples: intake (Boca), decanter (Deca), biofilter in (Z100), biofilter out (Z200); fish samples:
Bloating fish (BL) and no bloating fish (no_BL1 and no_BL2).

Tabla S3. Complete taxa list of reads on RAS.
https://doi.org/10.5281/zenodo.7708819
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Figura S1. Relative abundance of microbiota composition of RAS system. Bloating (BL)
and no bloating (no_BL1 and no_BL2) Atlantic salmon intestinal microbiota and water
samples intake (Boca), decanter (Deca), biofilter in (Z100) and biofilter out (Z200). A.
Microbiota abundance at the phylum level. B. Top 25 most abundant taxa at genus level.

C. Heat map of normalized relative abundance core microbiota at the genus level.
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Tabla S4. Functional prediction of microbiome in RAS
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Figura S2. Functional analysis of the microbial metagenome of water samples. PICRUSt2
inferred metabolic MetaCyc pathway (sec level) with an abundance relative filter of 0.5. A.
Bloating (BL) and no bloating (no_BL) Atlantic salmon intestinal microbiota. B. Water

samples intake (Boca), decanter (Deca), biofilter in (Z100) and biofilter out (Z200).

Tabla S5. Functional prediction of microbiome in RAS KEGG terms.

https://doi.org/10.5281/zenodo.7708819
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Figura S3A. KEGG pathway map of sulfur and nitrogen metabolism. Bloating (BL) and no
bloating (no_BL) sulfur metabolism map of Atlantic salmon intestinal microbiota.
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samples of RAS system.
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Anexo capitulo IV

Tabla Al. Tabla de abundancia KOs (KEGG Orthology) totales y KOs de virulencia,
obtenida mediante PICRUSt2 de muestras de agua y muestras de intestino de peces en
RAS con problemas de mortalidad posterior a un evento de vacunacion. Factores de
virulencia filtrados a partir de la base de datos generada por Pattaroni et al. (Pattaroni et
al.).

Numero total Abundancia total NuUmero de KOs Abundancia de

Muestra de KOs de KOs de virulencia KOs de virulencia
BL 5431 14863145 490 2784793
no_BL1 5641 4862821 489 908382
no_BL2 5882 21867112 532 3677637
Boca 6096 2034593 501 318851
Deca 6376 7227897 511 1210501
7100 6505 5434036 524 765114
2200 6304 4882193 546 737188
Total KOs 6785 NC 546 NC

BL: grupo de peces con distension abdominal; no_BL1 y no_BL2; grupo de peces sin
distensién abdominal; Boca : bocatoma; Deca: Decantador; Z100: entrada biofiltro; Z200:

salida biofiltro; NC: No corresponde.
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K10924_MSHA pilin protein MshA ) Adherence; Biofilm formation; Type

IV pili; Type IVa
K02406_B-type flagellin . Adherence; Motility
K01784_capsular polysaccharide synt... = Antiphagocytosis
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Figura Al. KOs (KEGG Orthology) de factores de virulencia que forman parte de la
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Abstract
The host's physiological history and environment determine the microbiome

structure. In that sense, the strategy used for the salmon transfer to seawater after
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parr-smolt transformation may influence the Atlantic salmon’s intestinal microbiota.
Therefore, this study aimed to explore the diversity and abundance of the Atlantic
salmon intestinal microbiota and metagenome functional prediction during seawater
transfer under three treatments. One group was exposed to gradual salinity change
(GSC), the other to salinity shock (SS), and the third was fed with a functional diet
(FD) before the seawater (SW) transfer. The microbial profile was assessed through
full-16S rRNA gene sequencing using the Nanopore platform. In addition,
metagenome functional prediction was performed using PICRUSt2. The results
showed an influence of salinity changes on Atlantic salmon gut microbiota richness,
diversity, and taxonomic composition. The findings reveal that GSC and the FD
increased the Atlantic salmon smolt microbiota diversity, suggesting a positive
association between the intestinal microbial community and fish health during
seawater transfer. The reported knowledge can be applied to surveil the microbiome
in smolt fish production, improving the performance of Atlantic salmon to seawater
transfer.

Keywords: Atlantic salmon; parr-smolt transformation; seawater transfer; intestinal

microbiota; Nanopore sequencing

1. Introduction

Over the past years, it has gained consensus that fish health and welfare are
highly influenced by their microbiota [1]. The microbiota of marine fish can play
pivotal roles in gut development, metabolism, and immune responses.

Understanding how microbiomes are modified is important to understand the host-
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microbe interactions and their influence on host health [2]. Therefore, different
research efforts have been focused to understand the factors that shape gut
microbiota in marine fish to promote healthy organisms and welfare in aquaculture
production [3].

The fish microbial community has mainly been explored by molecular
methods based on sequencing technologies. Herein, the sequencing of the
hypervariable regions from V1 to V9 of the 16S rRNA gene was used to study the
microbial diversity of marine environments [4-7]. There is no consensus on which
regions should be used to assess the fish microbiota. Thus, it is possible to find
studies that use different regions of the 16S rRNA gene for microbiota identification
[8-10]. However, it is known that the sequencing part of hypervariable regions may
affect the taxonomic diversity estimation [11-13]. In addition, it has been observed
that different 16S rRNA regions for themselves are not sufficient for precise
estimates of richness and higher-level taxonomic classification [14,15]. In recent
years, the sequencing of the full 16S rRNA gene with the Nanopore technology
(Oxford Nanopore Technologies) has been suggested as the best tool to identify
microbiota for species and higher taxonomic levels [16-19].

The microbiota structure can be modulated by diverse factors, including host
physiological history, diet, ecological factors, environment, among others [20-22].
Regarding environmental factors, it has been evidenced that changes in salinity can
influence the structure and diversity of fish gut microbiota [23,24]. In euryhaline fish,
the transfer to SW triggers fish drink rate increase [2,25]. These adaptations stabilize
osmotic pressure alteration in the gut, which causes changes in the bacterial

community that composes the gut microbiota [2,10,26,27].
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In Chile, Atlantic salmon (Salmo salar) is the preferred species of salmonids
on farms, accounting for 72% of production [28]. During parr-smolt transformation or
smoltification, Atlantic salmon require molecular and physiological changes that
allow the fish to change from FW to SW [25,29]. In natural conditions, salmonids
pass through a salinity gradient from the river to the sea during smoltification [30].
However, in productive systems, smolts are often transferred from FW to SW
directly, without considering the impact of a direct change in salinity in the salmon
microbiota and health. It has been reported a larger diversity and richness of the skin
microbiota in SW when compared with the FW phase after one and four weeks after
SW migration [8]. Wang et al. [10] reported a high difference in the Atlantic salmon
gut microbiota between fish in FW and fish two weeks after the SW transfer. Among
their results, was observed a high abundance of the genera Lactobacillus and
Photobacterium associated with FW and Lactobacillus and Mycoplasma after 22
weeks in SW. Furthermore, in recirculating aquaculture systems [31], it has been
observed gut microbial richness decrees one week after SW transfer [9]. In addition,
it has been reported that microbial community changes in Atlantic salmon during the
SW transfer can induce fish immune system allowing infectious diseases outbreak
[31]. Thus, functional diets have been developed to enhance salmonids'
performance and health during smoltification [32].

Previously, we reported transcriptome variation between the Atlantic salmon
intestine exposed to gradual salinity change and salinity shock [33] . The study
reported a high number of transcripts differently expressed in intestines tissue of
salmon exposed to the gradual salinity change compared with fish exposed to

salinity shock. Furthermore, a Gen Ontology (GO) enrichment analysis showed a
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high abundance of genes associated with metabolic processes, ion transmembrane
transport, and immune response. Thus, it is possible to suggest changes in the
Atlantic salmon intestine microbiota under different smoltification strategies. Therein,
this study aimed to explore the intestine microbiota richness and abundance in
Atlantic salmon smolts at genus and species level by full 16S rRNA gene Nanopore
sequencing. We hypothesized that the different salinity conditions and exposition to
in-feed functional ingredients could modulate the microbiome community during
parr-smolt transfer. Collectively, the findings can support novel strategies for smolt

production, improving animal health and welfare in salmon aquaculture.

2. Materials and Methods

2.1. Experimental design

The Atlantic salmon intestine samples for this study were taken from the assays
reported previously for our group [33] . Briefly, freshwater (FW) smolts (60+6.2 gr)
were obtained from a commercial farm (Hendrix Genetics, Chile) and transported to
the Marine Biology Station, Universidad de Concepcion, Dichato, Chile. Fish were
maintained in ultraviolet-treated by single-pass flow-through tank systems (500 L, 30
fish/tank) on a 12:12 h light: dark cycle, the dissolved oxygen level of 8.5 mg/L and
pH = 8.0, feed daily with regular diet of Cargill. After one month of acclimation, FW
(control group) samples were taken. Then, the fish were separated into three
experimental groups in triplicate. The first group of salmons 30 smolts per tank in
triplicate, was exposed to a gradual salinity change (GSC) by increasing FW's

salinity to SW. The gradient was set at three salinity points, changing 10 PSU per
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week for a month. Intestine samples were taken after a week of acclimation in each
salinity point. While another group of 30 smolts per tank in triplicate, was exposed to
a salinity shock (SS) and was a transfer from FW to 32 PSU on the same day that
the GSC group. These two groups were fed a regular diet of Cargill. The third group
of 30 smolts per tank in triplicate, was fed for a month with a functional diet (FD)
SuperSmolt Feed Only, Stim company (unsolicited study), and transferred to 32 PSU
at the same time as the other groups. Fish intestine samples of each group were
taken after a week of acclimation at 32 PSU. Furthermore, the salmon condition to
SW transfer was evaluated by immune histochemistry analyses performed by the
VEHICE company, Chile. In addition, RT-gPCR expression analysis of ATPase-a
and ATPase- B was determined using the comparative AACt relative expression
analysis. The primers and gPCR conditions were similar as it was described
previously for our group [33]. Animal procedures were carried out under the
guidelines approved by the Ethics Committee of the University of Concepcién. The

experimental design considered the Three Rs (3Rs) guidelines for animal testing.

2.2.  DNA extraction and full-16S rRNA amplification

After fish intestine digest was removed, intestinal tissues were thoroughly minced
and then mixed with 1 mL of lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 400 mM NacCl, 100 mM
EDTA, 0.4% SDS, and 5 pl of 20 mg/mL Protease K, pH 8.0), after which they were
thoroughly vortexed and incubated for 2 hours at 37 °C. The samples were
homogenized for 5 min at 24 Hz in an oscillating mill (MM200, Retsch) using 1.4 mm
ceramic spheres, followed by the phenol:.chloroform:isoamyl method. DNA integrity

was assessed by 1% agarose gel electrophoresis after extraction. The DNA
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concentration was measured with a Nanodrop spectrophotometer. Five individuals
per experimental group were pooled in a final concentration of 100 ng/uL. The full-
16S rRNA gene was amplified wusing the primers 27 F 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and 1492 R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
[34]. Fifteen uL Taq DNA polymerase LongAmp (NewEngland Biolabs, USA) was
used for amplification, under the following conditions: 95 °C for 1 min, followed by
25 cycles of 95 °C, 56 °C for 30 sec, and 65 °C for 1 min, with a final extension at 65

°C for 5 min. Electrophoresis in agarose gel at 1.2% was used to assess PCR results.

2.3.  Nanopore library synthesis and sequencing

For Nanopore library was conducted in triplicate per each experimental group, using
a full 16S rRNA PCR product of a pool of five individuals. The PCR products were
purified in a ratio 1:2 sample: beads using Agencourt AMPure XP beads (Beckman
Coulter, USA). The samples were placed in the magnetic stand for washing with
70% ethanol (freshly prepared). The beads were resuspended with molecular
biology-grade water. The purified amplicon was quantified in the Qubit 4 fluorometer
(ThermoScientific, USA) and used as a template for library synthesis with the 16S
Barcoding Kit (SQK-RAB204, Oxford Nanopore Technologies), following the
manufacturer's instructions for 1D sequencing strategy. Briefly, a purified 16S
amplicon was mixed with barcodes, and a PCR was done as described in the
preceding stage, with a final reaction volume of 50 uL, using the LongAmp Taq
Polymerase (New England Biolabs). The PCR product was incubated for 5 minutes
at room temperature in HulaMixer (ThermoScientific, USA) and cleaned with

Agencourt AMPure XP beads. The purified product was eluted in 10 uL of elution
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buffer (10 mM Tris-HCI pH8.0 with 50 mM NacCl). The final concentration of the library
was measured using a Qubit 4 fluorometer (Thermoscientific, USA), and libraries
were tested using High Sensitivity D5000 ScreenTape (Agilent, USA) according to
the manufacturer's instructions on a TapeStation Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA).
Following Oxford Nanopore Technologies' methodology, the libraries were pooled in
multiplex mode and sequencing into the flowcell MK1 Spot-ON FLO-MIN107-R9. As
an internal control, the DNA of a microbial mock community (ZymoBiomics Microbial
Community Standard) was extracted and sequenced following the same described
procedures, and the observed abundances of taxa were compared with their
expected abundance. Sequencing efficiency was monitored through the software

MinKNOW 2.0 (Oxford Nanopore Technologies).

2.4. Bioinformatic analysis

The fast5 files generated were base-called using Guppy (version 3.2.2, Oxford
Nanopore Technologies, UK), and a filter step was applied to retain only sequences
with a Q-score = 7 (quality filter). The demultiplexing, primers, and barcode trimming
was done with Porechop V0.2.4 [35]. BLASTN aligned cleaned sequences 16S NCBI
taxonomy database in the NanoCLUST pipeline [36]. This included filtering by
sequence size 1400-1800 bp and Q-score = 9. Simpson’s 1-D and Shannon index
were used to estimating alpha diversity, while Pielou’s index was used to estimate
evenness. Microbial community structure was analyzed using Bray-Curtis
dissimilarity based on taxon relative abundance data, and principal coordinate
analysis (PCoA) were performed as a multivariate unsupervised data exploration. All

indexes and PCoA were calculated using R's “Vegan” package [37]. Variations of
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the intestinal microbiome were explored by plotting the relative abundance of phyla,
orders and genera in R statistical software [38]. PICRUSt2 software was used to
predict metagenome function using the V3-V4 region obtained from the fullL6S rRNA
sequences [39]. These regions were identified by an alignment between our
sequencing data with universal primers [26] for V3-V4 in CLC program. The pathway
levels were built using the MetaCyc database [40]. A relative abundance plot was
generated using R. We used the STAMP 2.1.3 program to test for significant
differences in pathway contributions [41]. A chi-square test corrected by Benjamini-
Hochberg’s false discovery rate was applied. For graph building, was used data with

a minimum relative abundance of 0.5 to determine proportion difference.

3. Results

3.1. Experimental performance of Atlantic salmon

Chloride cell movement was seen in the immune histochemistry analysis of Atlantic
salmon subjected to GSC, SS, and FD conditions, showing that the conditions were
suitable for SW transfer (Figure S1). Additionally, RT-gPCR examination of ATPase-
a and ATPase-f subunits validated this situation (Figure S2). In experimental

groups, mortality was not observed.

3.2. Full-16S sequencing data report
The Nanopore sequencing generated 5,867,910 reads filtered by Guppy and then
processed for secondary metagenomic analysis. After demultiplexing, trimming,

guality, and size-filtering, 46.18% of the reads were classified by NanoCLUST. A
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total of 96,160 reads were classified taxonomically, including the mock community,
with a mean of 13,308 per condition. All non-classified bacteria were eliminated from
the study; only classified taxa were included in the diversity and taxonomic studies

(Table S1, Table S2).

3.3. Structure of the intestinal microbial community

The rarefaction curves indicated that all samples reached the plateau, which means
that the number of sequences is sufficient for taxonomic classification. However, only
groups 10PSU-GSC and 20PSU-GSC had more than 10000 reads (Figure S3). The
Bray-Curtis dissimilarities for fish intestinal microbiota for all group show values
between 0.67-0.65. The transfer from FW to SW, including the gradient, shows a
high discrepancy (0.68 -0.91). The highest dissimilarity is observed at the first salinity
change (10PSU-GSC: 0.91). Focusing only on the change from FW to 32PSU, we
observe that 32PSU-GSC (0.67) presents the most minor dissimilarity, while 32PSU-
SS and 32PSU-FD show a similar dissimilarity (0.88 — 0.85). Generally, the lowest
dissimilarity was between the GSC groups (10PSU-GSC, 20PSU-GSC) and the
groups 32PSU-SS and 32PSU-FD (Table S3). The principal coordinate analysis
(PCoA) using the Bray-Curtis dissimilarity showed four clusters. One grouped the
10PSU-GSC and 20PSU-GSC (Fig.1A).

A second cluster grouped the 32PSU-SS and 32PSU-FD fish samples. The
third cluster grouped FW samples, and the fourth cluster, the 32PSU-GSC,
independently distributed. The highest bacteria diversity was observed in individuals
from group 10PSU-GSC, according to the Simpson (1-D) and Shannon indexes

(Figure 1B and C), while the group with the least distribution was the FW. According

95



to Pielou’s index, the group with the least uniformity is the intestinal fish at 20PSU-

GSC (Figure 1D). Related to the samples obtained after one week in SW, the

Simpson’s and Shannon’s indexes showed high bacterial diversity in fish from

32PSU-FD (Figure 1B and C). On the other hand, Pielou’s index showed more

uniformity in group 32PSU-SS (Figure 1D).
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3.4. Atlantic salmon intestine microbiota composition during the SW transfer

All experimental groups identified ten phyla in the intestinal microbiota (Figure 2A).

89% of the microbiota was identified in Proteobacteria phylum. Also, the
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Bacteroidetes, Firmicutes, and Actinobacteria phyla were highly abundant in the
microbiota sample. Intestine samples from FW were the only ones with the presence
of Armatimonadetes. In contrast, the intestine microbiota from 10PSU-GSC group
has the presence of Acidobacteria, Fusobacteria, and Verrucomicobia (Figure 2A).
Whereas the phylum Cyanobacteria was distinguished in the intestinal microbiota
of 20PSU-GSC group. Moreover, the intestine microbiota of the 32PSU-SS group
only exhibited bacteria of the phylum Proteobacteria and Bacterioidetes. Finally, it
draws attention to the presence of Thermotogae phylum in the microbiota of the

32PSU-FD group (Figure 2A).
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Figure 2. Relative abundance of intestinal Atlantic Salmon microbiota composition. FW:
Fresh water previous treatment group, GSC: gradual salinity change at 10 PSU, 20 PSU
and 32 PSU groups; 32PSU-SS Salinity shock at 32-PSU group; 32PSU-FD: Salinity shock
at 32 PSU group previously feeding with a functional diet. (A) microbiota abundance at the

phylum level. (B) Top 25 most abundant taxa at genus level between treatments.
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The microbiota relative abundance of the top 25 genera showed a dominance
of the genus Escherichia-Shigella (Enterobacterales) in all analyzed samples,
except for the 10PSU-GSC group. For this group, the specie distribution was more
homogenous (Figure 2B). Notably, the intestine microbiota in FW, 10PSU, and
20PSU samples exhibited more bacterial genera diversity than intestine microbiota
at 32 PSU. Interestingly, the microbiota of samples of all groups at 32PSU exhibited
the presence of the genus Vibrio, with the highest abundance in the 32PSU-SS
group (Figure 2B).

Finally, a core microbiota was observed among all experimental groups. This
core was composed of the orders Flavobacteriales, Enterobacterales, Moraxellales,
and Pseudomonadales (Figure 3A). The analysis by genus, reveals that the genus
Escherichia-Shigella was the most abundant in the intestine core microbiota,

followed by the genus Acinetobacter and Pseudomonas (Figure 3B).

3.5. Bacteria species identified in the intestinal Atlantic salmon microbiota

Seventy clusters of species generated by NanoCLUST were above a
threshold of 98.7% of identity defined by Yarza et al. [14], equivalent to only 17.7%
of the total clusters. The Acinetobacter johnsonii is the only specie that was identified
in the intestinal microbiota of all experimental groups (Table S4). In addition, it was
observed species that were presented in FW and maintained in the intestine
microbiota of fish exposed to the gradual salinity change, such as Pseudomonas

migulae and Shigella flexneri. Furthermore, the intestine microbiota of 32PSU-GSC
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was identify species such as Aliivibrio wodanis, Methylobacterium brachiatum,

Microbacterium mangrove, Micrococcus luteus, and Sphingobium yanoikuyae.
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Figure 3. Heat map of normalized relative abundances of the Atlantic salmon intestine core
microbiota among all experimental groups. FW: Fresh water previous treatment group, GSC
: gradual salinity change at 10 PSU, 20 PSU and 32 PSU groups ; 32PSU-SS Salinity shock
at 32-PSU group; 32PSU-FD: Salinity shock at 32 PSU group previously feeding with a
functional diet. (A) Core microbiota at the order level (B) Core microbiota composition at the

genus level.

99



Through the NanoCLUST analysis, 46 clusters of potentially pathogenic
bacteria were classified. However, only 5 represent an average identity and relative
abundance above 98.7% and 0.2, respectively (Table S4). These clusters of
pathogenic groups identified in all data sets were the species Acinetobacter
johnsonii, Aliivibrio wodanis, Flavobacterium succinicans, and Providencia rettgeri.
Interestingly, the Acinetobacter johnsonii specie was presented in the intestinal

microbiota of all experimental fish groups (Table S4).

3.6. Intestine microbiota after seawater transfer

In addition, the microbiota abundance and richness among fish groups after
a week in seawater were evaluated. The phylum Proteobacteria was the most
abundant in intestine microbiota for each experimental fish group. Furthermore, this
phylum exhibited the highest richness at genus level. In particular, the genus Vibrio,
Pseudomonas, Escherichia-Shigella, and Acinetobacter were presented in
microbiota at 32PSU in all groups (Figure 4). The intestinal microbiota of the 32PSU-
GSC group showed more richness of phylum Firmicutes, especially the Bacillales
and Lactobacillales genus. In addition, the 32PSU-SS group exhibited the highest
abundance of Vibrio genus, reached 45%. The 32PSU-FD group showed more
abundance and richness of genera of phylum Bacteroidetes. Also, this group
exhibited high richness of phylum Proteobacteria, mainly the genus Ralstonia and
Pelomonas compared with the other groups at 32PSU (Figure 4). Finally, 32PSU-

FD group is the only with the presence of the genus Thermotogae in their microbiota.
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Figure 4. Relative abundance of intestinal Atlantic Salmon microbiota composition at the

genus level in

3.7. Functional analysis in the intestinal Atlantic salmon microbiota

We identified 338 functional pathways in Atlantic salmon intestine microbiota
with PICRUSt2 software [39]. Forty-eight of them were of level 2 the majority are
related to biosynthesis (Figure 5A, Table S5). Pathways with an effect size > 0.5 and
p < 0.05 among the salinity conditions were obtained by STAMP to compare the
different SW treatments (Figure 5B, C, D). The most abundant pathways were
associated with Biosynthesis of Vitamins, Amino Acids, Nucleoside and Nucleotide,

Fatty acid, and Lipid (Figure 5A). The five pathways more abundant in FW group
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were annotated at level 2 description Secondary Metabolite Degradation, Citrate
cycle (TCA cycle), Compound Utilization and Assimilation, and Nucleoside and
Nucleotide Biosynthesis. Under the top five pathways, more abundant in the 32PSU-
GSC group was identified TCA cycle as level 2 description. For the group 32PSU-
SS level 2 description more abundant was Secondary Metabolic Degradation and
TCA cycle. While the level 2 descriptions found with more abundance in the 32PSU-
FD group were Secondary Metabolite Degradation, Nucleoside and Nucleotide

Biosynthesis, and TCA cycle (Table S5).
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Figure 5. Relative abundance proportion of metabolic pathway (level 2). FW: Fresh water
previous treatment group, GSC : gradual salinity change at 10 PSU, 20 PSU and 32 PSU
groups ; 32PSU-SS Salinity shock at 32-PSU group; 32PSU-FD: Salinity shock at 32 PSU
group previously feeding with a functional diet. (A) Metabolic pathways abundance in
freshwater (FW) and different seawater treatment. (B-D) STAMP analysis of level 2
metabolic pathways with different abundance among samples at 32PSU. PICRUSt2 inferred

metabolic pathways with a filter size of 0.5.
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In addition, the comparison among FW and SW samples showed similar
pathways. Notably, compared with SW the FW metagenome showed a higher
abundance of TCA cycle, Fatty Acid and Lipid Biosynthesis, Nucleoside and
Nucleotide Biosynthesis, and Amino Acid Biosynthesis. The functional analysis
revealed a significant difference in the metagenomics potential among the samples
at 32 PSU. For instance, between 32PSU-GSC and 32PSU-SS Aromatic Compound
Degradation and TCA cycle were significantly higher in the 32PSU-GSC group
(Figure 5B). From the comparative analysis of 32PSU-GSC and 32PSU-FD, twelve
pathways showed difference abundance, highlining the pathways such as Amino
Acid Biosynthesis, Fatty Acid and Lipid Biosynthesis, and Amino Acid degradation

that exhibited high abundance in the 32PSU-FD group (Figure 5C).

4. Discussion

The fish microbiota plays a relevant role in the salmon's performance and can
be influenced by the diet, fish physiology, and environment among other factors.
During the smoltification, Atlantic salmon are exposed to environmental change from
freshwater (FW) to seawater [42]. Thus, their microbiota diversity can be modified
and affect the seawater fish performance. Here, we used the full 16S rRNA
sequencing to evaluate the Atlantic salmon intestinal microbiota variation during the
SW transfer under different strategies. It was explored if a fish transfer to SW by
gradual salinity change (GSC) exhibited differences in microbiota abundance and
diversity compared with fish exposed to salinity shock (SS), as it is performed in the

industry.
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A total of 19 OTUs have been reported in the core microbiota between FW
and SW intestine Atlantic salmon [20]. Among these OTUs the authors reported the
presence of Lactobacillus, Lactococus, Streptococcus, Escherichia/Shigella,
Pseudomonas, and Mycoplasma. Also, Dehler et al. [26] reported
Escherichia/Shigella in the core microbiota of Atlantic salmon pre-smolts in FW in
aguarium and loch environment conditions. In addition, Lorgen-Ritchie et al. [9] also
describe the presence of Pseudomonas sp. in the core microbiota of FW/SW Atlantic
salmon gut. Interestingly, in this study identified a microbial core composed of
Pseudomonas, Escherichia/Shigella, and Acinetobacter. The presence of
Acinetobacter bacteria in Atlantic salmon gut microbiota has not been described
previously. However, in FW Atlantic salmon skin microbiota has been reported to
have a high abundance of Acinetobacter [8]. It is suggested that the low diversity in
the intestine core microbiota found is due to the study being carried out under
laboratory conditions that can reduce the environmental microbiota.

Previously, has been reported high species richness of Atlantic salmon gut
micro-biota in sea cages compared with the FW gut microbiota [10]. Also, increased
bacteria diversity has been reported in FW gut microbiota of Atlantic salmon in a
RAS system compared with salmon gut microbiota transfer to SW [9]. In this study,
the bacteria diversity analysis showed that the salmon intestinal microbiota of the
10PSU-GSC group exhibited the highest bacteria diversity among the intestine
samples evaluated. Thus, this suggests that the gradual adaptation of salmon from
FW to 10PSU-GSC favors the intestinal microbiota diversity in pre-smolts.
Interestingly, among the intestine samples evaluated after a week in seawater, the

Atlantic salmon microbiota exposed to GCS and the group feeding with the FD
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exhibited the highest bacteria diversity than the group transferred to SW by salinity
shock. Notably, the transcriptome analysis of Atlantic salmon transfer to SW by
gradual salinity change reported an expression increase of immune-related genes
compared with salmon exposed to salinity shock [33]. Thus, it is possible to suggest
that the increase of microbiota diversity in fish exposed to GSC can be associated
with healthy fish. In general, a low diversity in the intestinal microbiota is a marker of
dysbiosis and has been associated with a wide range of diseases in humans [43].
Now, in fish, tilapia diseased-looking fish (ocular exophthalmos, skin hemorrhages,
skin lesions, and necrosis) have been found to have a lower diversity index than
healthy fish [44].

Among the phylum presented in Atlantic salmon intestine microbiota, previous
studies have reported a freshwater predominance of the phyla Proteobacteria and
Firmicutes [9,10,21]. Also, high dominance of the Proteobacteria phylum has been
reported in seawater [9]. Moreover, a high presence of Firmicutes has been
observed in the Atlantic salmon intestine after 20 weeks in SW [10]. Also, the phylum
Proteobacteria has demonstrated an abundance decrease after 8 months in
seawater [10]. In this study, the phylum Proteobacteria was the most abundant in all
evaluated intestine samples. Among treatments, Firmicutes and Bacteroidetes phyla
were more abundant in the intestine of fish exposed to 10 and 20 PSU. Moreover,
the Firmicutes phylum has been described in the gut core microbiota of Atlantic
salmon identified between FW and SW [26]. Here, the GSC group's intestine
microbiota exhibited Firmicutes from FW to all salinity’s points. Also, the intestine
microbiota of the FD group presented the Firmicutes phylum. Thus, suggest that the

FD and the GSC stimulate Firmicutes to establish. Also, the use of functional
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ingredients in salmon farming, such as insect meal, galactomannan
oligosaccharides, and prebiotics, increase the Firmicutes abundance [3,10]. Notably,
the Firmicutes phylum is not presented in the intestine microbiota of fish exposed to
saline shock. Similarly, in wild salmon, the Firmicutes phylum is observed in stages
associated with the FW, such as parr, smolts, and returning adults [45]. The gradual
salinity change, and the functional diet allow the presence of the Firmicutes phylum.
Vibrio genus was identified in the Atlantic salmon intestine microbiota after a
week at 32 PSU, mainly in fish exposed to the salinity shock. Species of this genus
are abundant in marine ecosystems [43,44]. For instance, Vibrio species have been
reported in the intestines of shrimp, mollusks, abalones, and others [44].
Furthermore, the genus Vibrio is associated with pathogenicity in fish [45]. Also, in
Atlantic salmon smolts after four weeks of SW transfer has been reported the
presence of Vibrionaceae family in gut microbiota [9]. Moreover, the comparative
study of the gut microbiota of Atlantic salmon in the control aquarium vs. loch
environment has reported the presence of Aliivibrio in the core microbiota [20].
Notably, the genus Lactobacillus has been reported in greater abundance in
Atlantic salmon intestine microbiota [9,10,26]. Moreover, has been reported the
presence of Lactobacillus in the intestinal core microbiota of Atlantic salmon in FW
and SW [26]. In addition, in a RAS system, the Lactobacillus sp. was identified
among Atlantic salmon's FW gut core microbiota [9]. In this study, the intestinal
microbiota analyzed exhibited the absence of the genus Lactobacillus. However, the
Streptococcus thermophilus, from the Lactobacillales order, was identified in the
intestine microbiota of 32PSU-GSC. We hypothesize that the absence of

Lactobacillus genus in our study can be a consequence of DNA extraction method
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used [46]. Another explanation can be associated with the Taq Polymerase used for
the 16S library preparation, which may not be favoring the detection of this genus
[47].

An advantage of using the complete 16S rRNA sequencing by Nanopore
sequencing is the possibility to infer microbiota metagenome. In this study, we used
the V3-V4 region from 16S to perform functional analysis. However, the intestinal
Atlantic salmon microbiota in this study showed some differences compared with
other studies. For instance, in FW microbiota of salmon has been reported a high
proportion of function associated with Carbohydrate Metabolisms, TCA cycle, Lipid
Biosynthesis, Fatty Acid Biosynthesis, and oxidative phosphorylation [26]. While, in
SW fish mi-crobiota exhibited a high enrichment of pathways such as Carbohydrate
Metabolism, Amino Sugar and Nucleotide Sugar Metabolism, and
Glycolysis/Gluconeogenesis. Also, differences in the metabolic processes of Atlantic
salmon gut microbiota in FW and SW were reported by Lorgen-Ritchie et al. [9]. In
this study, the intestine microbiota from SW groups exhibited a high relative
abundance of pathways associated with Carbohydrate Degradation, Cell Structure,
Secondary Metabolite Degradation. Notably, in our study, the metagenomic analysis
FW and SW microbiota exhibited a high abundance of TCA cycle, Fatty Acid and
Lipid Biosynthesis, Nucleoside and Nucleotide Biosynthesis, and Amino Acid
Biosynthesis. In general, Amino Acid Biosynthesis stands out in metagenomic
functional studies on intestinal fish [51]. Furthermore, valine, leucine, and isoleucine
are essential metabolites for fish [52]. The 32 PSU-FD fish intestinal microbiota
exhibited the highest enrichment of Amino Acid Biosynthesis. Contrary to our

supposition, 32PSU-SS fish microbiota ranks second. However, focusing on the
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essential amino acid degradation pathway is more favored in the FD and SS
treatments over GSC. Aromatic Compound Degradation is the pathway with the
most significant differences between treatments. Aromatic amino acids, plant
constituents, drugs, additives, colorants, and contaminants are some of the sources
of aromatic compounds in the intestine [53]. Therefore, FD and GSC may have an
advantage over SS in using aromatic compounds as a carbon source and eliminating
toxins from the bacteria found in the fish intestine.

Concerning the findings archived during the study for the in-feed functional
ingredients, there is strong evidence of the association of functional ingredients such
as essential fatty acids, nucleotides, yeast cell walls, and prebiotics in the modulation
of the intestinal fish microbiota [10,48]. For instance, a high abundance of
Proteobacteria, and Mycoplasmas has been observed in Atlantic salmon feeding
with functional ingredients after 44 weeks in seawater, compared with salmon
feeding with a regular diet [10]. For instance, a high abundance of Proteobacteria,
and Mycoplasmas have been observed in Atlantic salmon feeding with functional
ingredients after 44 weeks in seawater, compared with salmon feeding with a regular
diet. Also, a high difference in the microbiota diversity in sea bass (Dicentrarchus
Labrax) feeding with functional ingredients (FI) has been reported [48]. Furthermore,
sea bass feeding with FI reduction of fish potentially pathogenic bacteria such as
Vibrionales [48]. Notably, the results obtained in the current study revealed that fish
feeding with FD exhibited a higher richness of bacteria genus than the other
experimental groups. Furthermore, Atlantic salmon feeding with FD at 32 PSU

showed a low abundance of Vibrio genus compared with the other experimental
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groups. Thus, besides functional ingredients improving the fish immune system, it
also has a consequence on the fish microbiota abundance and richness.

Our results show the potentiality of salmon microbiota studies to determine
the smolts condition. It was demonstrated that the gradual salinity change increases
the salmon microbiota abundance, thus increasing their health. The implementation
of an Atlantic salmon transfer by a gradual exposition to the seawater could increase
the transfer's success. Nowadays, the salmon industry has been increasing the time
of fish in the RAS conditions before transferring to seawater as a strategy to reduce
the exposition to sea pathogens [55]. Thus, the industry could implement the gradual

salinity change in RAS systems, improving the salmon performance in seawater.

5. Conclusions

The differences in the diversity indices demonstrate variation in the intestinal
microbiota of Atlantic salmon during the transfer from FW to SW. The richness and
diversity indices were more significant in the intestinal microbiota of Atlantic salmon
exposed to a gradual salinity change. Proteobacteria were dominant in all groups,
but there were variations in lower taxonomic levels in all conditions.
Escherichia/Shigella were found in high abundance as part of SW microbiota.
Despite the taxonomic differences found among treatments, a low percentage of the
metabolic pathways analyzed showed significant differences; most of them are
related to biosynthesis. Finally, this is the first study that evaluates the intestinal

microbiota of Atlantic salmon exposed to gradual salinity change during the
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smoltification, and it shows that this way of transferring to SW increases the diversity

of the microbiota of the fish and thus improves their health condition.
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Figure S1. Experimental design. Freshwater (FW), gradual salinity change (GSC), salinity

shock (SS), and salinity shock before feeding with a functional diet (FP) treatment for Atlantic

salmon smolts (n=30 fish/tank). Diet 1: Cargill. Diet 2: SuperSmolt Feed Only. Sample points

are indicated with a black arrow.
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Figure S2. Localization of chloride cells in the gill filament epithelium. A) FW gills sample;
B) GSC 32 PSU; C) SS 32 PSU; D) FD 32 PSU. A) Na+/K+-ATPase positive cells located
in the middle region of the superficial interlamellar space and near the lamellar vascular axis.

B-C Na+/K+-ATPase positive cell deeper in the epithelium.
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Figure S3. RT-gPCR analysis of ATPase- a and ATPase- subunits.
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Tables

Table S1: Sequencing data report

PycoQC sequencing report

Run Reads Pass reads Bases N50 length Med Read Quality
Runl 1.057.010 572.635 233.406.176 477 8,15
Run2 3.687.103 2.513.372 1.100.488.945 434 8,76
Run3 4.077.332 2.781.903 1.220.612.486 444 8,99
Total 8.821.445 5.867.910 2.554.507.607
Classification report by treatment

Pass Porechop Pass NanoCLUST Pass NanoCLUST classification
Mock 723.496 13.162 11.527
FW 406.455 5.139 4.920
10 PSU-GSC 198.492 38.488 30.835
20 PSU-GSC 150.384 49.368 35.524
32 PSU-GSC 393.174 8.163 5.594
32 PSU-FD 553.295 2.180 2.051
32 PSUSS 285.080 3.047 2.709
Total 2.710.376 119.547 93.160

Table S2: Complete NanoCLUST classification cluster.
Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.7470760

Table S3: Bray-Curtis similarities for intestine samples calculated on R with Vegan Package.

FW 10PSU-GSC  20PSU-GSC  32PSU-GSC 32PSU-SS

10PSU-GSC 0.9122202

20PSU-GSC 0.8767837 0.6564537

32PSU-GSC 0.6864566 0.9405967 0.8746218

32PSU-SS 0.8784126 0.9771927 0.9612655 0.6726891

32PSU-FD 0.8491341 0.9768470 0.9432824 0.7866374 0.7323160
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Table S4. NanoCLUST average percent identity of Clusters at the species level. Species
with percentage of identity > 98.7 based on the full sequence of 16S rRNA gene and relative

abundance > 0.2%.

Average identity (%)+SD

Species identifies by 10PSU- 20PSU- 32PSU-

NanoCLUST W GSC GSC gsc ~oPSU-SS 32PSUFD
Acidovorax radicis 99.2+0.00

Acinetobacter johnsonii* 95.2+3.67 95.3+3.85 91.5+0.00 93.4+2.29 99.3+0.00 99.2+0.00
Akkermansia muciniphila 99.2+0.00

Aliivibrio wodanis* 99.0+0.00

Alistipes onderdonkii 91.6+3.15 99.0+0.00

Alistipes putredinis 94.1+7.42 99.8+0.00

Anaerosinus glycerini 99.4+0.00

Arcobacter venerupis 99.6+0.00

Bacillus cereus 99.1+0.00 99.8+0.00
Bacteroides caccae 99.4+0.00

Bradyrhizobium mercantei 99.0+0.00

Bradyrhizobium rifense 99.4+0.00

Cloacibacterium caeni 99.5+0.00

Cloacibacterium normanense 99.4+0.00

Cutibacterium acnes 99.7+0.00 99.9+0.00

Elizabethkingia anophelis 99.0+0.00
Eubacterium rectale 99.5+0.00

Flavobacterium cheniae 99.3+0.00

Flavobacterium succinicans* 98.1+7.25 98.8+4.22

Heliimonas saccharivorans 98.9+0.00
Herbaspirillum huttiense 99.0+0.00
Lactococcus raffinolactis 93.0£0.49 99.5+0.00

Megasphaera massiliensis 99.1+0.00

Methylobacterium brachiatum 99.1+0.00

Methylobacterium radiotolerans 97.5+0.00

Microbacterium ginsengisoli 99.6+0.00 99.8+0.00

Microbacterium mangrovi 94.6+0.00

Micrococcus luteus 99.7+0.00

Moraxella osloensis 98.6+0.00 98.6+0.00 99.3+0.00 99.0+0.00

Morganella morganii 97.6x1.60 98.7+0.00

Paraburkholderia fungorum 98.5+0.00 99.2+0.00
Pelomonas saccharophila 99.1+0.00

Phascolarctobacterium
_ 99.0+0.00
succinatutens
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Phocaeicola coprocola
Providencia rettgeri*
Pseudomonas brenneri
Pseudomonas cedrina
Pseudomonas migulae
Rahnella aquatilis

Ralstonia insidiosa
Rhizobium zeae

Shigella flexneri

Shigella sonnei
Sphingobium yanoikuyae
Staphylococcus aureus
Streptococcus thermophilus
Thermosipho melanesiensis
Uruburuella suis

98.5+0.00

99.6+0.00
97.3+2.47

99.8+0.00

99.2+0.00
98.9+0.00
99.4+0.00

99.1+0.00
99.2+0.00

99.4+0.00
99.5+0.00

99.6+0.00

95.5+0.00

97.0+3.38
93.5+0.00

99.6+0.00
99.5+0.00

99.4+0.00
99.3+0.00

99.4+0.00
95.9+0.34
98.9+0.00
99.5+0.00
96.9+0.00
98.9+0.00

100.0+0.00

Table S5: Complete metabolic MetaCyc pathway relative

and different seawater treatment inferred by PICRUSt2.
Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.7470760
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Anexo Capitulo V

Tabla Al. Evaluacion de Crecimiento de peces sometidos a diferentes tratamientos de
salinidad durante el proceso de transferencia de agua dulce a agua de mar. Medidas de

talla, peso condicion de Fulton (K-factor) de los peces bajo los diferentes tratamientos de

salinidad .

Salinidad Fecha Grupo ID peso (gr) largo horquilla K (indice condicion)

Ctrl (FW) 08.07 FW 1 25 14,5 13,5 1,016

Ctrl (FW) 08.07 FW 2 34 15 14 1,239

Ctrl (FW) 08.07 FW 3 39 16 15 1,156

Ctrl (FW) 08.07 FW 4 35 15 15 1,037

Ctrl (FW) 08.07 FW 5 39 16,5 14,5 1,279
Promedios + SD 34,40 + 5,73 15,40 + 0,82 14,40 + 0,65 r 1,145 + 0,12

10 PSU 22.07 GSC 1 49 17 16,5 1,091

10 PSU 22.07 GSC 2 58 18 16,5 1,291

10 PSU 22.07 GSC 3 47 17 16 1,147

10 PSU 22.07 GSC 4 47 16 15 1,393

10 PSU 22.07 GSC 5 44 16 15 1,304
Promedios + SD 49,00 +* 5,34 16,80 + 0,84 15,80 + 0,76 ¥ 1,245 + 0,12

32 PSU 22.07 SS 6 50 16,5 15,5 1,343

32 PSU 22.07 SS 7 52 16 15 1,541

32 PSU 22.07 SS 8 47 16,5 15,5 1,262

32 PSU 22.07 SS 9 45 16 15 1,333

32 PSU 22.07 SS 10 45 16 15 1,333
Promedios + SD 47,80 + 3,11 16,20 + 0,27 1520 + 027 F 1,362 + 0,10

32 PSU 22.07 FD 11 47 16 15,5 1,262

32 PSU 22.07 FD 12 42 16 15 1,244

32 PSU 22.07 FD 13 46 16 15 1,363

32 PSU 22.07 FD 14 54 16 15 1,600

32 PSU 22.07 FD 15 44 16 15 1,304
Promedios + SD 46,60 + 4,56 16,00 + 0,00 15,10 + 0,22 r 1,355 + 0,14

20 PSU 05.08 GSC 16 69 18,3 17,6 1,266

20 PSU 05.08 GSC 17 48 16,2 15,1 1,394

20 PSU 05.08 GSC 18 62 17,2 16,6 1,355

20 PSU 05.08 GSC 19 64 18,2 17,3 1,236

20 PSU 05.08 GSC 20 50 16,8 16 1,221
Promedios + SD 58,60 + 9,15 17,34 + 0,90 16,52 + 1,01 1,294 + 0,08

32 PSU 05.08 SS 21 67 18,5 17,6 1,229

32 PSU 05.08 SS 22 66 18,3 17,4 1,253

32 PSU 05.08 SS 23 57 17,3 16,4 1,292

32 PSU 05.08 SS 24 53 16,5 15,8 1,344

32 PSU 05.08 SS 25 58 17,3 16,6 1,268
Promedios + SD 60,20 + 6,06 17,58 + 0,82 16,76 + 0,74 1,277 + 0,04

32 PSU 05.08 FD 26 65 17,8 17 1,323

32 PSU 05.08 FD 27 60 17,8 16,9 1,243

32 PSU 05.08 FD 28 58 17,3 16,5 1,291

32 PSU 05.08 FD 29 60 17,8 16,6 1,312

32 PSU 05.08 FD 30 61 17,6 16,9 1,264
Promedios + SD 60,80 + 2,59 17,66 + 0,22 16,78 + 0,22 1,287 + 0,03

32 PSU 25.08 GSC 31 70 19 18 1,200

32 PSU 25.08 GSC 32 66 18 17 1,343

32 PSU 25.08 GSC 33 71 19 18 1,217

32 PSU 25.08 GSC 34 78 20 19 1,137

32 PSU 25.08 GSC 35 82 19 18 1,406
Promedios + SD 73,40 * 6,47 19,00 + 0,71 18,00 + 0,71 1,261 + 0,11

32 PSU 25.08 SS 36 71 18 17 1,445

32 PSU 25.08 SS 37 87 19 18 1,492

32 PSU 25.08 SS 38 86 20 19 1,254

32 PSU 25.08 SS 39 81 19 18 1,389

32 PSU 25.08 SS 40 89 20 19 1,298
Promedios + SD 82,80 + 7,22 19,20 + 0,84 18,20 + 0,84 1,375 + 0,10

32 PSU 25.08 FD 41 78 19 18 1,337

32 PSU 25.08 FD 42 52 16,5 15,5 1,396

32 PSU 25.08 FD 43 71 19 18 1,217

32 PSU 25.08 FD 44 69 18 17 1,404

32 PSU 25.08 FD 45 118 22,5 215 1,187
Promedios + SD 77,60 + 24,52 19,00 + 2,21 18,00 + 2,21 1,309 + 0,10

FW: Agua dulce previo a los tratamientos de salinidad GSC: cambio gradual de la salinidad a 10
PSU, 20 PSU y 32 PSU; 32PSU-SS shock salino a 32-PSU group; 32PSU-FD: shock salino 32 PSU
en el grupo de peces previamente alimentados con una dieta funcional.
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Tabla A2. Analisis de ANOVA de 2 vias con prueba de Tukey para evaluar el crecimiento
de peces sometidos a diferentes tratamientos de salinidad durante el proceso de

transferencia de agua dulce a agua de mar.

K- factor: 2way ANOVA: multiple comparisons

Number of families 3
Number of compariso 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple Adjusted
comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary P Value
T1
GSCyvs. SS -0,1172 -0.2702 to 0.03581 No ns 0,1614
GSCvs. FD  -0,1094 -0.2624 to 0.04361 No ns 0,2018
SSvs. FD 0,0078 -0.1452 to 0.1608 No ns 0,9915
T2
GSCyvs. SS 0,0172 -0.1358 to 0.1702 No ns 0,9593
GSCyvs. FD 0,0078 -0.1452 to 0.1608 No ns 0,9915
SSvs.FD  -0,0094 -0.1624 to 0.1436 No ns 0,9877
T3
GSCyvs. SS -0,115 -0.268 t0 0.03801  No ns 0,1721
GSCvs. FD  -0,0476 -0.2006 to 0.1054 No ns 0,7294
SS vs. FD 0,0674 -0.08561 to 0.2204 No ns 0,5345
GSC
T1lvs. T2 -0,0492 -0.1927 to 0.09425 No ns 0,6572
Tlvs. T3 -0,0154 -0.1589 to 0.1281 No ns 0,9587
T2 vs. T3 0,0338 -0.1097 t0 0.1773  No ns 0,8179
SS
T1lvs. T2 0,0852 -0.05825 to 0.2287 No ns 0,3027
Tlvs. T3 -0,0132 -0.1567 to 0.1303 No ns 0,9695
T2 vs. T3 -0,0984 -0.2419 to 0.04505 No ns 0,2111
FD
T1lvs. T2 0,068 -0.07545to 0.2115 No ns 0,4572
Tlvs. T3 0,0464 -0.09705 to 0.1899 No ns 0,6876
T2 vs. T3 -0,0216 -0.1651 to 0.1219 No ns 0,9206

Weight: 2way ANOVA: multiple comparisons

Number of families 3
Number of compariso 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple Adjusted
comparisons test Mean Diff. 95.00% ClI of diff. Significant? Summary P Value
T1
GSCyvs. SS 1,2 -14.1to 16.5 No ns 0,98
GSCvs. FD 2,4 -12.9to0 17.7 No ns 0,9223
SS vs. FD 1,2 -14.1to 16.5 No ns 0,98
T2
GSCyvs. SS -1,6 -16.9 to 13.7 No ns 0,9647
GSCyvs. FD -2,2 -17.5t0 13.1 No ns 0,9343
SSvs. FD -0,6 -15.9 to 14.7 No ns 0,9949
T3
GSCyvs. SS -9,4 -24.7 to0 5.899 No ns 0,3021
GSCyvs. FD -4,2 -19.5t0 11.1 No ns 0,7817
SS vs. FD 5,2 -10.1to 20.5 No ns 0,6866
GSC
Tlvs. T2 -9,6 -22.89 to 3.695 No ns 0,1816
Tlvs. T3 -24,4 -37.69 to -11.11 Yes il 0,0006
T2 vs. T3 -14,8 -28.09 to -1.505 Yes * 0,0282
SS
Tlvs. T2 -12,4 -25.69 to 0.8948 No ns 0,0695
T1lvs. T3 -35 -48.29 to -21.71 Yes i <0.0001
T2 vs. T3 -22,6 -35.89 to -9.305 Yes ki 0,0013
FD
Tlvs. T2 -14,2 -27.49 to -0.9052 Yes * 0,0355
Tlvs. T3 -31 -44.29 to -17.71 Yes i <0.0001
T2 vs. T3 -16,8 -30.09 to -3.505 Yes * 0,0129

GSC: cambio gradual de la salinidad a 10 PSU (T1), 20 PSU (T2) y 32 PSU (T3); 32PSU-SS shock
salino a 32-PSU group; 32PSU-FD: shock salino 32 PSU en el grupo de peces previamente

alimentados con una dieta funcional.
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Figura Al. Evaluacion de Crecimiento de peces sometidos a diferentes tratamientos de
salinidad durante el proceso de transferencia de agua dulce a agua de mar. A. Medidas de

peso (*** p<0.005, **** p<0.0001) B. Condicion de Fulton (K-factor).
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CAPITULO VI: NANOPORE SEQUENCING EVIDENCED THE PRESENCE OF
FISH BACTERIAL PATHOGENS IN THE SEA LOUSE (CALIGUS
ROGERCRESSEYI) MICROBIOTA COLLECTED FROM DISTANT SALMON
FARMS IN CHILE
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Abstract

The recognized negative impacts of the ectoparasite Caligus rogercresseyi in the
Chilean salmon aquaculture are primarily related to environmental and economic
issues. However, recent evidence suggests a large and diverse microbial community

associated with sea lice, where fish bacteria pathogens emerge as a sanitary

125


https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2022.738026
mailto:divalenzuela@udec.cl

concern. This study aimed to characterize the bacterial community associated with
C. rogercresseyi, focusing on those microorganisms with potential impacts in salmon
welfare. The sea lice-associated microbiota was identified using the microbial full-
lengthl6S rRNA gene sequencing by Oxford Nanopore Technology. Sea lice
specimens were collected from three salmon farming zones in Los Lagos, Aysén,
and Magallanes, Southern Chile. The bioinformatic analyses revealed DNA from
potential pathogens inhabiting the C. rogercresseyi microbiota, representing 7.86%
of the annotated sequences. Among the sampled sites, the most significant number
of pathogenic bacteria DNA was found in Los Lagos (up to 23,6%), followed by
Aysen (1,8%) and Magallanes (0.3%). Herein, genetic evidence from a total of 30
potential fish bacterial pathogens species were identified. Notably, fourteen Vibrio
spp. were predominantly found in the Los Lagos region, while six Tenacibaculum
spp. were more equally distributed among the sites. A core of five fish pathogens
was observed in all farming zones, including Aliivibrio wodanis, T. dicentrarchi, T.
ovolyticum, T. soleae, and V. splendidus. Based on the reported findings, sea lice
emerge as a potential reservoir for fish diseases in the aquatic environment.

Keywords: Sea lice; Microbiota; pathogen; Nanopore; 16S rRNA gene;

Tenacibaculum; Moritella.

Introduction
The sea louse Caligus rogercresseyi is a marine ectoparasite that has become one
of the major concerns for salmon aquaculture in Chile (Gallardo-Escérate et al.,

2019). This parasite feeds on mucus and skin on its hosts, producing skin damage
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that can lead to chronic stress, reducing feed conversion rates and growth in farmed
salmons (Gonzalez et al., 2003; Gonzalez et al., 2015; Johnson et al., 2004).
Pharmacological treatments are routinely administrated during salmon production to
cope with sea lice infestation. It has been estimated that delousing treatments
increase production costs on average by $1.4 US/kg (Dresdner et al., 2019). Beyond
the economic impact, delousing treatments usually implies salmon crowding, which
constitutes a secondary source of physiological stress and fish mortality (Overton et
al., 2019; Walde et al., 2021). As stress negatively impacts the immune system in
fish (Urbinati et al., 2020), parasitism together with the delousing treatments can
induce an immunosuppressed status on the host, leaving them prone to secondary
bacterial infections (Fast, 2014; Gonzalez et al., 2003; Valenzuela-Munoz et al.,
2016). Recently, it has been evidence that sea lice mean abundance is scientifically
associated with the cumulative mortalities caused by the bacteria Piscirickettsia
salmonis in farmed salmonids in Chile (Arriagada et al., 2019a). In this scenario,
opportunistic bacterial pathogens associated with sea lice may become a new focus
of concern for the industry.

Marine ectoparasites can fulfill roles in the transmission of pathogens among
fish. Previously, it has been suggested that parasites like Zeuxapta seriolae and
Caligus lalandei could transmit bacterial pathogens such as Vibrio alginolyticus and
Vibrio splendidus in the yellowtail kingfish (Seriola lalandi) (Sepulveda et al., 2017).
In the Northern hemisphere, the salmon louse Lepeophtheirus salmonis has shown
that under experimental conditions, the parasite can act as a vector for the
transmission of Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida in Atlantic salmon

(Novak et al., 2016). Regarding C. rogercresseyi, although a potential role has been
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proposed as a vector for transmitting the Infectious salmon anemia virus
(ISAv)(Oelckers et al., 2014), less is known about bacterial agents. A recent study
has reported the microbial community associated with sea lice, revealing a complex
microbial composition related to salmon farms (Goncalves et al., 2020). The findings
showed the potential use of high-throughput DNA sequencing to characterize the
microbiota in parasites from distant geographical zones. However, the pathogenic
bacteria community in C. rogercresseyi associated with fish farming has not been
explicitly explored.

Different methods can be used to identify bacterial composition from complex
samples. Culture-based techniques have routinely been used to recover, identify
and characterize bacterial fish pathogens. However, this methodology is technically
laborious, and the existence of non-cultivable bacteria hinders microbial
characterization. In this context, the 16S ribosomal gene has extensively been used
to identify bacterial species (Ranjan et al., 2016). The 16S rRNA gene is ubiquitously
and highly conserved among prokaryotes species, but at the same time, presents
nine hypervariable regions (V1-V9) that can be used to identify bacterial species
(Clarridge, 2004). Thus, sequencing a single hypervariable region have been used
to study the microbial diversity in marine environments (Bienhold et al., 2016;
Harrison et al., 2018; Labonte et al., 2017; Mills et al., 2012). However, sequencing
different hypervariable regions can impact on the estimated taxonomical diversity
(Kerrigan et al., 2019). Moreover, it has been evidenced that assessing the 16S
rRNA gene by a short-read sequencing approach cannot reach the same level of
taxonomical resolution as the one obtained by sequencing the entire gene (~1,400

bp) (Johnson et al., 2019). In this scenario, applying long-read sequencing in
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metagenomic studies has recently been used as a promising approach for
understanding microbial communities (Ciuffreda et al., 2021; Goncalves et al., 2020;
Matsuo et al., 2021; Nygaard et al., 2020; Valenzuela-Miranda et al., 2022).
Therefore, this study aimed to apply long-read sequencing to identify fish bacterial
pathogens in sea lice with potential impact on salmon aquaculture. Notably,
microbial-specific signatures were found in C. rogercresseyi associated with Atlantic
salmon farming, where the main productive zones evidenced more diversity of
pathogenic bacteria. Based on the reported findings, sea lice emerge as a reservoir
for fish diseases in the salmon industry. However, the role of the sea lice as a
transmission vector and the potential co-infections events is unclear. Future studies
will be conducted to identify virulence factors in the sea lice-associated microbiota

and putative antibiotic resistance genes at the molecular level.

Materials and methods

Site selection and sample collection

Adult sea lice were collected from commercial salmon farms from Los Lagos to
Magallanes (Southern Chile). Sampling sites were selected to avoid farms with less
than eight months of seawater production and prioritizing farms with fewer
antimicrobial or delousing treatments. Thus, seven sites were available for sampling,
including Los Lagos (4), Aysen (2), and Magallanes (1) regions. In each farm,
Atlantic salmon (Salmo salar) specimens were anesthetized with Benzocaine (20%)
in seawater, in order to collect at least 30 adult sea lice per site. Parasites were

collected with sterile plastic forceps and fixed in molecular grade absolute ethanol.
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Sea lice samples were maintained at -20°C and transported to the Laboratory of
Biotechnology and Aquatic Genomics (Concepcion, Chile) and stored at -80°C until

further processing.

DNA isolation and full-length 16S rRNA gene amplification

DNA was isolated according to previously standardized protocols (Goncalves et al.,
2020). Briefly, samples were thawed at room temperature, and ten adult sea lice (5
males and 5 females) were pooled for each farm. Parasites were minced and mixed
in vortex with lysis buffer (L0OmM Tris-HCI, 400 mM NacCl, 100mM EDTA, 0.4% SDS,
and 24 pg/mL Protease K, pH 8.0) and incubated overnight at 56 °C. After
incubation, the pools were centrifuged at room temperature for 1 min at 5,000 rpm,
and the supernatant mixed molecular grade absolute ethanol and filtered through a
silica column by centrifugation at room temperature for 1 min at 8,500 rpm. After two
washing steps, the DNA was eluted in 30 uL of DEPC water, and the DNA integrity
was evaluated through an agarose gel. Then, according to the manufacturer's
instructions, the DNA concentration was estimated by fluorescence in a Qubit 4
(Thermo Scientific, USA) with the dsDNA BR Assay Kit (Thermo Scientific, USA).
For the full-length 16S rRNA gene amplification, isolated DNA from all seven
sampled points was used for PCR using the universal specific primers for the
amplification of the full-length 16S rRNA gene 27F 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and 1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3/,
with Tag DNA polymerase LongAmp (NewEngland Biolabs, USA). The PCR
program included a denaturation step at 95 °C for 1 min, followed by 25 cycles of 95

°C for 20 sec, 56 °C for 30 sec and 65 °C for 2 min, and an extension at 65 °C for 5
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min. 16S rRNA PCR amplicons were finally confirmed through an agarose gel.

Nanopore 16S rRNA library preparation and sequencing

16S rRNA gene amplicons were purified using Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, USA) according to the manufacturer's instructions. Purified PCR
products were quantified by Qubit 4 (Thermo Scientific, USA) and used for nanopore
library preparation using the 16S Barcoding Kit (SQK-RAB204, Oxford Nanopore
Technologies) according to manufactures instructions. Thus, 16S rRNA amplicons
were barcoded through PCR as previously described using the LongAmp Taq
Polymerase (New England Biolabs) and purified as previously described. PCR
products were incubated at room temperature for 5 min in the HulaMixer
(Thermofisher, USA), and after a magnetic bead washing step, amplicons were
eluted in buffer (10mM Tris-HCI pH 8.0 with 50mM NacCl). The quality of the obtained
libraries was confirmed through TapeStation Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA), using
DNA ScreenTape (Agilent, USA), and quantity was estimated by fluorescence with
a Qubit 4. According to the manufacturer's instructions, the seven libraries were
evenly pooled and sequenced in a Nanopore MinlON platform (Oxford Nanopore
Technologies, UK) using the MK1 Spot-ON FLO-MIN107-R9 flowcell. As an internal
normalizer, a library prepared from DNA isolated from a mock community
(ZymoBiomics Microbial Community Standard) was also included as previously

described.

Bioinformatic analysis

Sequencing reads were base-called by Guppy (version3.2.2, Oxford Nanopore
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Technologies, UK), and an initial quality filter was set to retain just the sequences
with a Q-score =7. The remaining reads were demultiplexed and trimmed using the
Fastq 16S (Oxford Nanopore Technologies, UK) pipeline with default parameters.
Filtered reads were initially annotated through Blastn against the NCBI RefSeq for
16S ribosomal RNA database using the EPI2ME software (Oxford Nanopore
Technologies). For the assignment of each bacterial species, the 16S rRNA gene
reads longer than 1,400 nt and with an accuracy above 85 % were considered for
further analysis as previously described (Fujiyoshi et al., 2020; Heikema et al., 2020).
A list of 124 bacterial pathogens was used as a reference to identify potential salmon
pathogens (Table S1)(Austin et al., 2016) in sea lice microbiota. Species
represented with less than ten reads were not considered in the final list of identified
bacterial species. The frequency of each pathogenic species in the different sampled
sites was calculated in R statistical software (R-Core-Team, 2020) and ordered as
an Operational Taxonomic Unit (OTU) table. Simpson's and Shannon index were
used to estimate alpha diversity, while Pielou’s index was used to estimate
evenness. All indexes were calculated using R's "Vegan" package (Dixon, 2003).
These indexes evaluated the pathogenic diversity of the bacteria present in sea lice
microbiota from the different sampled points. Finally, a phylogenetic tree was
constructed based on the 16S rRNA gene obtained from the sequencing data. The
tree was constructed using the software Geneious Prime (V. 2019.1.1), using the
global alignment with free end gaps alignment type, a Jukes-Cantor genetic distance

model, and a Neighbor-Joining tree build method (Saitou et al., 1987).
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Results

This study was designed to explore and characterize bacterial pathogens in the sea
lice-associated microbiota that could potentially impact salmon aquaculture. Herein,
nanopore sequencing was used to obtain the full-length 16S rRNA (>1400 nt)
sequence from sea lice collected in Atlantic salmon farms in three Chilean regions.
After filtering and annotation, a total of 4.243.492 reads were obtained from all the
sequenced points. Excluding the sampled zone 4 in Los Lagos, all sampled sites
yielded over 500.000 reads; zone 6 had the most significant number of reads
(945.750) (Table 1). Regarding the 16S rRNA reads that belonged to pathogenic
bacterial species, a total of 333.666 reads were annotated, representing 7,89%
among all reads. Through our analysis it was possible to identify 16S rRNA reads
belonging to bacterial pathogens in the sea lice collected from all the seven sampled

sites.

Table 1. Nanopore MinlON full-16S rRNA throughput by region and sampled zones.

Region Zone Passed Pathogenic %Pathogenic reads %Pathogenic reads by
reads reads by zone/total reads zone/total pathogenic

reads

Los Lagos 1 525.157 81.838 1,93 24,53
2 681.379 93.650 2,21 28,07

3 550.593 130.137 3,07 39,00

4 365.234 178 0,00 0,05

Aysen 5 594.137 8.975 0,21 2,69

6 945.750 17.355 0,41 5,20

Magallanes 7 581.242 1.533 0,04 0,46
Total 4.243.492 333.666 7,86 100,00

Among the sampled zones, the more significant relative abundance of
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pathogenic reads was found in Los Lagos, specifically in zone 3 (23.6 %), zone 1
(15.6 %), and zone 2 (13.7 %), while in Aysen, the abundance ranged from 1,63%
(zone 5) to 1.8% (zone 6) (Fig 1A). In the Magallanes region, the relative abundance
of pathogenic reads was 0.30%. The aquaculture productivity for each one of these
regions is provided in Fig. 1B, evidencing that the larger productive pressure has

been applied in Los Lagos, followed by Aysen and Magallanes regions.

A Pathogenic Reads (%) B Agquaculture productivity
[ LosLagos [ Aysen [l Magalianes B LosLagos [ Aysen [Hl Magallanes
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Figure 1. A) Map of southern Chile, indicating Los Lagos (red), Aysen (green) and
Magallanes (blue) regions. The numbers represent the sampled zones where sea lice were
collected and the pie chart the relative abundance of 16S rRNA reads belonging to
pathogenic bacteria found for each zone. B) Aquaculture productivity (tons) reported by
SERNAPESCA between 2012 to 2017, in Los Lagos, Aysen and Magallanes regions.
Available at (http://www.sernapesca.cl/informes/estadisticas).
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Figure 2. Pathogen biodiversity index estimated for the different sampled zones, including
Simpson’s, Shannon and Evenness index in Los Lagos (red), Aysen (green) and Magallanes

(blue) regions.

Diversity (Simpson’s and Shannon) and evenness (Pielou’s) index were

calculated to compare the different sampled sites. The results evidenced that C.
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rogercresseyi pathogenic microbiota was more diverse in lice collected from Los
Lagos followed by Aysen and less diverse in Magallanes. The more even zone was
found in zone 4 in the Los Lagos region (Fig. 2).

A total of 7 genera, including 30 different potential fish pathogenic species,
were identified in sea lice from the different sampled sites, including species from
the Vibrio (14), Tenacibaculum (6), Aliivibrio (4), Pseudoalteromonas (2), Moritella

(2) Pseudomonas and Acinetobacter (Table 2).

Table 2: Number of pathogens in the database (Austin, 2016), identified
pathogens, reads, mean length and accuracy for the 16S rRNA reads annotated

from Caligus rogercresseyi.

Genus Pathogens Reads Mean Mean
Database Identified length accuracy
Tenacibaculum 7 6 200.265 1462 87,23
Vibrio 15 14 66.416 1490 86,56
Aliivibrio 4 4 66.091 1474 87,20
Moritella 2 536 1471 87,27
Acinetobacter 2 1 225 1461 87,55
Pseudoalteromonas 2 2 109 1457 86,52
Flavobacterium 10 1 14 1456 86,31
Pseudomonas 12 1 10 1449 87,46
Total 51 31 333.666 1476 86,87

The major taxonomic diversity of Vibrio species was identified in sea lice from
the Los Lagos region, especially in the sampled zones 1, 2, and 3. In contrast, only
two Vibrio species were identified in sea lice from Aysen and one from Magallanes,
where Vibrio splendidus was the most frequent potential pathogen found in C.
rogercresseyi. On the other hand, the sea lice collected from Aysen harbored the

more extensive diversity of Tenacibaculum species (6 in total).
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Among this genus, Tenacibaculum ovolyticum and Tenacibaculum soleae
were identified in all the sampled zones, being T. ovolyticum the species with the
most significant reads across all the identified pathogens. A core of five fish
pathogens was present in all the regions, showing a higher average accuracy in 16S
rRNA sequence to Aliivibrio wodanis (87,5%), T. dicentrarchi (87,7%), T. ovolyticum

(87,9%), T. soleae (87,9%), and V. splendidus (87,6%) (Fig. 3).
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Figure 3. Heatmap with the relative abundance of 16S rRNA reads identified for different
fish pathogens by the sampled zones in Los Lagos (1-4), Aysen (5 and 6) and Magallanes
(7) regions. Color scale ranged from yellow to red and white boxes represents absence of

reads for that particular pathogen in the different zones.
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Finally, a phylogenetic tree was computed based on the near complete 16S
rRNA gene. The results evidenced clear cluster of the main genera found in sea lice,
Vibrio and Tenacibaculum (Fig. 4).
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Figure 4. Phylogenetic tree constructed with the full 16S rRNA gene sequence for the 30
different fish pathogenic bacteria found in sea lice among all the sampled points. The tree
was constructed using the free end gaps alignment type and a Jukes-Cantor genetic
distance model with a Neighbor-Joining tree build method. Vibrio and Tenacibaculum clades

are highlighted in red and blue respectively.
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Discussion

Sea lice have become one of the major concerns for salmon aquaculture in Chile.
On top of that, the recent evidence suggesting a large and diverse microbiota
associated with the parasite makes it a priority to investigate possible new threats
within this microbial community (Goncalves et al., 2020). In this scenario, this study
was aimed to discover possible bacterial pathogens among C. rogercresseyi
microbiota that could potentially impact salmon aquaculture. The 16S rRNA gene
has been extensively used for bacterial species identification, mainly through
amplifying and sequencing the variable regions V3 and V4. However, the evidence
has suggested that sequencing just a fragment of the 16S rRNA gene might not be
as accurate for species identification compared with the gene's complete sequence
(Shin et al., 2016). In this context, the use of long-read sequencing technologies, like
Nanopore, constitute a valuable tool to obtain the full-length 16S rRNA gene
sequence for an accurate bacterial characterization at species or even strain level
(Benitez-Paez et al., 2016; Fujiyoshi et al., 2020; Johnson et al., 2019; Shin et al.,
2016).

The pathogenic component on the sea lice-associated microbiota was
characterized using Nanopore sequencing. Herein, a list of 124 fish bacterial
pathogens was used as a reference to identify potential salmon pathogens (Austin
et al., 2016). The results evidenced that more pathogenic reads were found in C.
rogercresseyi obtained from the Los Lagos regions, followed by Aysen and
Magallanes. This finding may be explained due to the productive historical pressures
that have been applied in the different regions (Quifiones et al., 2019). Historically,

salmon aquaculture in Chile was focused on the Los Lagos Region, and just in the
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latter 1990s, the industry slowly started to move southwards to Aysen and later to
Magallanes (lizuka et al., 2016).

Moreover, the first report of sea lice infesting Atlantic salmon in Magallanes
was published just in 2019 (Arriagada et al., 2019b). In this scenario, the more
significant number of pathogenic loads in sea lice from the Los Lagos region might
result from a combination of productive pressures and environmental conditions that
favor the growth of pathogenic bacteria in Los Lagos regions, including temperature
and stocking density (Montes et al., 2022). Further investigations are needed to
clarify the source of divergence regarding pathogenic bacteria present in sea lice
among the different regions.

Regarding the different identified bacterial species in this study, the results
evidence emergent and prevalent bacterial pathogens in salmon aquaculture
worldwide. Among them, different Vibrio species were identified. Vibrios are highly
abundant in aquatic ecosystems (i.e., marine coastal waters and sediments, and
aguaculture setting), particularly in eutrophic environments, accounting for up to 14—
45 % (i.e., 10*=10°cells/mL) of the culturable microbiota in and/on marine organisms
(Eilers et al., 2000; Thompson et al., 2004), including sea lice. Although the 16S
rRNA gene in this genus evidence certain similarities between some species
(Martins et al., 2013; Yu et al., 2020), filtering these reads by size has been used for
specific species characterization (Fujiyoshi et al., 2020). Among all the species
composing the Vibrio genus, 15 are considered fish pathogens as they can produce
vibriosis on healthy fish (Austin B., 2016). The most predominant Vibrio species
found in C. rogercresseyi was V. splendidus, which belongs to the Splendidus clade,

one of the most predominant bacteria in cultured organisms (Romalde et al., 2014).
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Molecular studies using the 16S rRNA gene and different housekeeping genes have
demonstrated the genetic diversity and the polyphyletic nature of V. splendidus, even
discriminating different novel species within the family Vibrionaceae (Thompson et
al., 2005). This bacterium has been identified in salmon farms, affecting the rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) and cleaner fish (Austin, 2016), but mainly in other
cultivable marine species such as Atlantic cod (Gadus morhua) (Reid et al., 2009),
turbot (Scophthalmus maximus) (Macpherson et al., 2012); sea bass (Dicentrarchus
labrax) (Austin B., 2016), among other. Nevertheless, vibriosis has not been a
recurrent disease in Chilean salmon aquaculture in the last years (SERNAPESCA,
2019a; 2020c). The most-reported etiologic agent in Chilean farmed salmon
populations is Vibrio ordalii (Toranzo et al., 2017), although Vibrio spp. has also been
reported in Atlantic salmon and rainbow trout (SERNAPESCA, 2019b; 2020b).
Furthermore, outbreaks have been reported in the red conger eel (Genypterus
chilensis), a native marine fish species with high commercial demand, causing
massive mortalities in post-larvae.

Another important genus found abundantly in sea lice microbiota was
Tenacibaculum, regardless of the sampled zones. This genus comprises bacterial
species responsible for the “tenacibaculosis”, a disease that affects salmonid
cultured in Los Lagos, Aysen and Magallanes (SERNAPESCA, 2020a). Since the
first reports of isolation and characterization of Tenacibaculum from farmed salmons
in Chile (Avendano-Herrera et al., 2016), this disease has become a significant
concern for salmon aquaculture, ranking second among infectious diseases
affecting salmonids after Piscirickettsiosis caused by Piscirickettsia salmonis.

Despite this prevalence, some authors have argued that the incidence of the

141



Tenacibaculum is underestimated due to the failure to recover Tenacibaculum
species in microbiological media from field fish samples. Its demanding nutritional
requirements and the correct identification of the etiological agent hinders the
diagnosis of tenacibaculosis, even using PCR or genomic tools for species
identification (Avendano-Herrera et al., 2019; Bridel et al., 2018; Nowlan et al.,
2020). Through 16S rRNA gene sequencing our study, suggest that the microbiota
of sea lice can harbor Tenacibaculum species such as T. maritimum, T ovolyticum,
T. discolor, and T. dicentrarchi, even suggesting the presence of T. gallaicum and
T. soleae, which have not been previously reported in Chile. Here, our results
provide a novel approach that can be used for a more accurate monitoring of the
disease, but at the same time, reveals novel insight about the potential role of the
sea lice as a reservoir, or even, a transmitting vector for Tenacibaculum species,
However, further isolation of these microorganisms is needed in order to confirm our
findings fully.

Our study also detected the Gram-negative bacterium Moritella viscosa
(formerly Vibrio viscosus (Benediktsdottir et al., 2000), which is the causative agent
of the winter ulcer diseases in cold water salmonid farming and lumpfish
(Cyclopterus lumpus) in the northern hemisphere (Einarsdottir et al., 2018; Grove et
al., 2010), but it has never been reported in Chile. Affected fish primarily manifests
as superficial skin lesions and then chronic skin and muscle ulcers, facilitating co-
infection with other bacterial species such as Tenacibaculum spp. (Olsen et al.,
2011) and Aliivibrio wodanis (Lunder et al., 2000). Precisely, these same
microorganisms predominated in sea lice microbiota. All of them have in common

the temperature in seawater in which they can survive and be maintained (i.e., below
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15°C). These results should raise attention to the possible interaction between these
species and the role of sea lice in the transmission of this pathogenic bacteria in
salmon aquaculture.

In Chile, Piscirickettsiosis is widely distributed and presents high endemicity
in two of the three farmed salmon regions (Avendano-Herrera, 2021). Interestingly,
regarding the potential role of C. rogercresseyi as a vector for fish disease, previous
efforts have not found evidence to support the role of sea lice in the transmission of
P. salmonis (Labra et al.,, 2020). Our results using Nanopore 16S rRNA library
preparation and sequencing confirm the absence of P. salmonis in sea lice,
independent of the area sampled. However, the results also evidence that the
spotlight should be placed on the transmission of other pathogenic bacteria beyond
P. salmonis, especially those belonging to the Tenacibaculum genus. 16S gene
sequencing provides a novel approach for a straightforward characterization of
microbial communities. However, this approach lacks the potential to discriminate
between live/dead bacteria or the pathogenic potential of a particular strain. In this
regard, future experiments would benefit by including bacterial isolation and culture
to complement these findings. The bacterial pathogens composition inhabiting sea
lice microbiota should raise a major concern for the salmon aquaculture in Chile.
Future studies using microbiological cultures must be conducted to isolate them and
elucidate their role in the sea lice microbiota and its pathogenic potential for farmed

fish.
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Supporting Information

Tabla S1. List of fish pathogens (Austin, 2016)

Genus Specie Taxid
1 Acinetobacter Acinetobacter johnsonii 40214
2 Acinetobacter Acinetobacter Iwoffii 28090
3 Aerococcus Aerococcus viridans 1377
4 Aeromonas Aeromonas allosaccharophila 656
5 Aeromonas Aeromonas bestiarum 105751
6 Aeromonas Aeromonas caviae 648
7 Aeromonas Aeromonas dhakensis 196024
8 Aeromonas Aeromonas hydrophila 644
9 Aeromonas Aeromonas jandaei 650
10  Aeromonas Aeromonas salmonicida 645
11  Aeromonas Aeromonas sobria 646
12 Aeromonas Aeromonas veronii 654
13 Aliivibrio Aliivibrio logei 688
14 Aliivibrio Aliivibrio salmonicida 40269
15  Aliivibrio Aliivibrio wodanis 80852
16  Aliivibrio Aliivibrio fischeri 668
17  Aquaspirillum Aquaspirillum sp 1872580
18  Arcobacter Arcobacter cryaerophilus 28198
19  Carnobacterium Carnobacterium piscicola 1255596
20  Chlamydia Chlamydia 810
21  Chryseobacterium Chryseobacterium aahli 1278643
22  Citrobacter Citrobacter freundii 546
23  Clostridium Clostridium botulinum 1491
24 Clostridium Clostridium tarantellae 39493
25 Delftia Delftia acidovorans 80866
26 Edwardsiella Edwardsiella anguillarum 1821960
27 Edwardsiella Edwardsiella ictaluri 67780
28  Edwardsiella Edwardsiella piscicida 1263550
29  Edwardsiella Edwardsiella tarda 636
30  Enterobacter Enterobacter cloacae 550
31  Erysipelothrix Erysipelothrix rhusiopathiae 1648
32 Escherichia Escherichia vulneris 566
33  Flavobacterium Flavobacterium branchiophilum 55197
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Tabla S1. (Continuation 1)

Genus Specie Taxid
34  Flavobacterium Flavobacterium columnare 996
35  Flavobacterium Flavobacterium hydatis 991
36  Flavobacterium Flavobacterium johnsoniae 986
37  Flavobacterium Flavobacterium oncorhynchi 728056
38  Flavobacterium Flavobacterium piscicida 43662
39  Flavobacterium Flavobacterium psychrophilum 96345
40  Flavobacterium Flavobacterium sp 239
41  Flavobacterium Flavobacterium spartansii 1278819
42  Flavobacterium Flavobacterium succinicans 29536
43  Flectobacillus Flectobacillus roseus 502259
44  Francisella Francisella noatunensis 657445
45  Francisella Francisella sp 2047875
46 Hafnia Hafnia alvei 569
47 Hahella Hahella chejuensis 158327
48 Halomonas Halomonas cupida 44933
49  Janthinobacterium Janthinobacterium lividum 29581
50 Klebsiella Klebsiella pneumoniae 573
51 Lactococcus Lactococcus garvieae 1363
52  Lactococcus Lactococcus lactis 1358
53  Lactococcus Lactococcus piscium 1364
54 Moritella Moritella marina 90736
55 Moritella Moritella viscosa 80854
56 Mycobacterium Mycobacterium fortuitum 1766
57 Mycobacterium Mycobacterium marinum 1781
58  Mycobacterium Mycobacterium sp. 1763
59  Mycoplasma Mycoplasma mobile 2118
60  Nocardia Nocardia asteroides 1824
61  Nocardia Nocardia crassostreae 53428
62 Nocardia Nocardia seriolae 37332
63 Pantoea Pantoea agglomerans 549
64  Pasteurella Pasteurella piscicida 38294
65  Pasteurella Pasteurella skyensis 97481
66  Photobacterium Photobacterium damselae 38293
67  Piscirickettsia Piscirickettsia salmonis 1238
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Tabla S1. (Continuation 2)

Genus Specie Taxid
68  Plesiomonas Plesiomonas shigelloides 703
69  Providencia Providencia rettgeri 587
70  Providencia Providencia vermicola 333965
71  Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas piscicida 43662
72  Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas undina 43660
73  Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 287
74  Pseudomonas Pseudomonas alcaligenes 43263
75  Pseudomonas Pseudomonas anguilliseptica 53406
76  Pseudomonas Pseudomonas baetica 674054
77  Pseudomonas Pseudomonas chlororaphis 587753
78  Pseudomonas Pseudomonas fluorescens 294
79  Pseudomonas Pseudomonas koreensis 198620
80 Pseudomonas Pseudomonas luteola 47886
81 Pseudomonas Pseudomonas mosselii 78327
82 Pseudomonas Pseudomonas plecoglossicida 70775
83 Pseudomonas Pseudomonas pseudoalcaligenes 301
84  Pseudomonas Pseudomonas putida 303
85  Renibacterium Renibacterium salmoninarum 1646
85  Salmonella Salmonella enterica 28901
87  Serratia Serratia liquefaciens 614
88  Serratia Serratia marcescens 615
89  Serratia Serratia plymuthica 82996
90 Shewanella Shewanella putrefaciens 24
91  Stenotrophomonas Stenotrophomonas maltophilia 40324
92  Streptococcus Streptococcus agalactiae 1311
93  Streptococcus Streptococcus dysgalactiae 1334
94  Streptococcus Streptococcus ictaluri 380397
95  Streptococcus Streptococcus iniae 1346
96  Streptococcus Streptococcus milleri 33040
97  Streptococcus Streptococcus parauberis 1348
98  Streptococcus Streptococcus phocae 119224
99  Tenacibaculum Tenacibaculum dicentrarchi 669041
100 Tenacibaculum Tenacibaculum discolor 361581
101 Tenacibaculum Tenacibaculum finnmarkense 1680763
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Tabla S1. (Continuation 3)

Genus Specie Taxid
102 Tenacibaculum Tenacibaculum gallaicum 561505
103 Tenacibaculum Tenacibaculum maritimum 107401
104 Tenacibaculum Tenacibaculum ovolyticum 104270
105 Tenacibaculum Tenacibaculum soleae 447689
106 Vagococcus Vagococcus salmoninarum 2739
107 Vibrio Vibrio aestuarianus 28171
108 Vibrio Vibrio alginolyticus 663
109 Vibrio Vibrio anguillarum 55601
110 Vibrio Vibrio cholerae 666
111 Vibrio Vibrio furnissii 29494
112 Vibrio Vibrio harveyi 669
113 Vibrio Vibrio ichthyoenteri 142461
114 Vibrio Vibrio mimicus 674
115 Vibrio Vibrio ordalii 28174
116 Vibrio Vibrio parahaemolyticus 670
117 Vibrio Vibrio ponticus 265668
118 Vibrio Vibrio scophthalmi 45658
119 Vibrio Vibrio splendidus 29497
120 Vibrio Vibrio tapetis 52443
121 Vibrio Vibrio vulnificus 672
122 Weissella Weissella ceti 759620
123 Yersinia Yersinia intermedia 631
124  Yersinia Yersinia ruckeri 29486
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CAPITULO VII: DISCUSION GENERAL

Para evitar la aparicion de posibles enfermedades es fundamental obtener
informacion sobre los posibles escenarios (Engering et al., 2013). El analisis
taxonomico y funcional de la comunidad microbiana en el intestino de peces de los
diferentes sistemas, permiti6 evaluar la presencia de potenciales patégenos y
posibles responsables de enfermedad. Ademas, nos permitié evaluar bajo que
condiciones hay una mayor diversidad en la comunidad.

En el capitulo IV de nuestro trabajo, determinamos la taxonomia y analisis
funcional de la microbiota del intestino de peces en un sistema RAS en cuyo
estanque se presentd aumento de la mortalidad luego de un proceso de vacunacion.
La vacunacion es uno de los procedimientos profilacticos mas efectivos para reducir
la incidencia de brotes en la acuicultura (Makesh et al., 2022). A pesar de que las
vacunas son seguras, existen ciertos riesgos que deben ser considerados. La
vacuna reportada por la empresa con posterioridad es una vacuna inyectable, viva
atenuada. Ademas, el proceso de vacunacién se realizO mediante pistola de
vacunacion automatica. Para el caso de las vacunas vivas atenuadas, existe la
posibilidad de que muestren una virulencia residual, sean virulentos en los
vacunados inmunocomprometidos o la pequefia posibilidad de contaminacion con
un organismo no deseado (Ma et al., 2019). Por otro lado, el mayor desafio de la
vacunacion es la administracion a un gran namero de individuos (Makesh et al.,
2022). En ese sentido, la vacunacion por inyeccion intramuscular o intraperitoneal
ofrece la mejor proteccion (Ma et al., 2019). Sin embargo, la manipulacién e

inyeccion causa estrés en los peces y el uso de anestésicos requiere de un periodo
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de resguardo previo a la comercializacion (Makesh et al.,, 2022). Ademas, la
vacunacion inicialmente produce efectos inmunosupresores y reduce la poblacion
de linfocitos producto de la liberacion elevada de cortico esteroides, ejercida
inmediatamente después de la vacunacion (Makesh et al., 2022). Estos factores
podrian ser claves en la aparicion de un brotes en el sistema. Por otro lado, la
aparicion de granulomatomas sistémico en los peces corresponde a la
sintomatologia clinica de varios patdgeno, como, por ejemplo, Renibacterium
salmoninarum, Fracisella philomiragia, Exophiala salmonis y Mycobacterum Sp.
(Aro et al., 2014). La cual era la sintomatologia clinica de los peces del RAS. Sin
embargo, solo E. salmonis fue morfologicamente sugerida, por lo que podria
responder al origen del brote. Con respecto a los otros patdogenos, no fueron
detectados ni en los analisis de PCR, ni en las muestras de intestino de los peces.
En la secuenciacion del ARNr 16S de las muestras de intestino de los peces con y
sin distension abdominal nos encontramos con gran abundancia de Aeromonas (sin
distension), y Aliivibrio wodanis (con distension). Las abundancias por sobre el 60%
de Alii. Vibrio es de especial interés. Sin embargo, es necesario evaluar la
microbiota de la piel para catalogar a este microorganismo como patégeno primario
o secundario y descartarlo o no responsable de contaminacién durante el proceso
de vacunacién. Ademas, en la literatura se ha mencionado que las muestras de
agua y piel se recomiendan como las mejores muestras para la deteccion temprana
de patogenos en RAS (Drgnen et al., 2022). Cabe destacar que la presencia de Alii.
wodanis también fue encontrada en la muestra de agua procedente de la salida del
biofiltro. Como se menciond en el capitulo IV, las co-infecciones son comunes en la

naturaleza y pueden responder a la presencia de una infeccion con dos patégenos
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primarios 0 a una infeccion con un patdgeno primario y luego un secundario (Kotob
et al.,, 2016). Las co-infecciones provocan un aumento en la mortalidad en
comparacion a las infecciones causadas por un solo agente (Wise et al., 2021).
Existen reportes de co-infecciones de Alii. wodanis con Moritella viscosa
(responsable de las ulceras de invierno), en las cuales Alii. wodanis termina
inhibiendo a su competidor para ser el principal patégeno durante el transcurso de
la enfermedad (Hjerde et al., 2015; Karlsen et al., 2014). Recientemente se ha
informado que los principales géneros microbianos encontrados en heridas de piel
en RAS post-smolt marino son Tenacibaculum, Moritella, Aliivibrio, Francicella y
Psychrobacter (Drgnen et al., 2022). Sin embargo, estos microorganismos no
coinciden con la sintomatologia clinica reportada en nuestro RAS de agua dulce.
Por otro lado, la columna de agua también posee gran diversidad de
microorganismos comunes que son caracteristicos en acuicultura (capitulo 1V).
Microrganismos como Francisella, Mycobacterium y Psyhrobacter han sido
reportados por medio de técnicas de secuenciaciéon de ARNr 16S en RAS de agua
de mar (Drgnen et al., 2022). Conjuntamente, los microbiomas acuéticos se pueden
establecer grupos de varios patégenos, junto con otros microorganismos acuaticos
(principalmente microalgas procariotas y eucariotas), que pueden producir toxinas
y afectar el sistema (Marmen et al., 2021). Ademas, segun nuestro estudio, otros
parasitos como los piojos de mar, podrian actuar como vectores bioldgicos de
enfermedad (Capitulo VI). Enfermedades emergentes como la tenacibaculosis han
ganado lugar en los reportes de mortalidad por agentes infecciosos en Chile
(Sernapesca, 2018, 2021b). Una enfermedad emergente se define como aquella

cuya incidencia aumenta respecto a (i) un patégeno en un huésped nuevo; (ii) un
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patdgeno con rasgos nuevos dentro del mismo huésped; y (iii) un complejo de
enfermedades que se traslada a un area geografica nueva. Los primeros reportes
de tenacibaculosis datan de 2010 (Avendafio-Herrera et al., 2020). Sin embargo, no
es hasta 2017 que se observa un considerable aumento (Sernapesca, 2018).

Por otro lado, en nuestro trabajo estudiamos la diversidad microbiana durante
la transferencia al agua de mar (Capitulo V). Gracias a ello, pudimos determinar que
los peces sometidos al gradiente salino presentan mejores indices de diversidad
gue los que no. Como mencionamos en dicho capitulo, una menor diversidad es
indicativo de una disbiosis de la microbiota (Ofek et al., 2022; Valdes et al., 2018).
Sin embargo, al evaluar el crecimiento de los peces, observamos que no hay
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Anexo capitulo V: Tabla
Al, Figura A1A). En cambio, si se observan diferencias significativas a través del
tiempo. Lo que es indicativo de que los peces efectivamente estdn aumentando de
peso bajo las diferentes condiciones y esto es lo que finalmente importa a los
productores. Estos resultados contrastan a los publicados por Fossmark et al.
(2021), uno de los Unicos estudios encontrados sobre cambio gradual de salinidad
en Salmoén del Atlantico. En dicho estudio se presentd una disminucién en el peso
final de los peces luego de un afio de crecimiento frente a un cambio gradual en la
salinidad. Sin embargo, la mortalidad de los peces sometidos al cambio gradual
disminuye a la mitad en comparacion al grupo sometido directamente al shock
osmotico (Fossmark et al., 2021). Lo que es un indicativo de un mejor bienestar
animal (Oliveira et al., 2021). En nuestro estudio no fue posible determinar esto,
producto del numero de peces dispuestos para el experimento. Por otro lado, en el

mismo experimento de Fossmark et al. (2021) , informan que la diversidad
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microbiana no se ve afectada significativamente en comparacion a los otros
tratamientos. Sin embargo, es necesario sefalar que cada cambio de salinidad en
aguel experimento se realizé en mas o menos la mitad del tiempo en la cual fue
realizado el nuestro. El establecimiento de la microbiota puede ser mayor al tiempo
en que transcurrio el experimento, esto hace que la diversidad microbiana cambie
(Milligan-Myhre et al., 2016). Con respecto a la de los cambios nutricionales de los
peces con el factor K de Fulton, podemos sefalar que todos los valores son
superiores a 1 en todos los casos y no se presentan diferencias significativas entre
los tratamientos ni entre los tiempos (Jin et al., 2015; Ovegard et al., 2012) (Anexo
capitulo V: Tabla Al, Figura A1B). Sin embargo, no se encontraron comparativos
en literatura que trabajen con datos de secuenciacion factor de Fulton. Por otro lado,
los niveles de expresion de la bomba Na+/K+-ATPase son utilizados como
marcadores de esmoltificaciéon en los peces (Valenzuela-Mufioz et al., 2021). En
ese sentido, se ha estudiado que los transcriptos de la subunidad alpha, en
particular la isoforma la, disminuyen durante la transicion de agua dulce a agua
salada (Madsen et al.; Robertson & McCormick, 2012; Valenzuela-Mufioz et al.,
2021). En cuanto a la expresion relativa de la subunidad beta de la bomba Na+/K+-
ATPase, aumenta a medida que aumenta la salinidad (Robertson & McCormick,
2012). Esta subunidad es esencial para la estabilizacion de la subunidad alpha, la
orientacion de la membrana y la maduracion estructural y funcional de la bomba
(Madsen et al., 2009). En nuestro analisis la expresion de ambas subunidades
coinciden con lo reportado. Es mas, la expresion de la subunidad beta de los peces
sometidos al cambio gradual de la salinidad y a los alimentados previamente con la

dieta funcional son mayores que los sometidos al shock térmico. Esto puede tener
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directa relacidén con que los dos primeros tratamientos podrian estar mejorando la
adaptacion de los peces al agua salada.

En cuanto al uso de herramientas de secuenciacion de tercera generacion
para el estudio taxondmico, existen una serie de ventajas que fueron mencionadas
en nuestro trabajo (capitulos 1V, V y VI). Una de las grandes ventajas, es que los
tamafos de lectura hacen posible que la identificacion sea mas precisa. Razones
discutidas en los capitulos IV y V. En este trabajo se exploraron metodologias de
analisis secuencia por secuencia (Epi2Me) y sistemas de agrupacion de secuencias
(NanoCLUST). El andlisis secuencia por secuencia nos permitio clasificar los datos
en funcion de los mejor valores de precision para la asignacion taxonémica de cada
secuencia. Esto facilité la clasificacion a niveles taxondmicos superiores. Por otro
lado, NanoCLUST agrupa lecturas de ARNr 16S completo, clasificando
taxonémicamente la través una secuencia representativa de cada grupo o “cluster”
(Rodriguez-Perez et al., 2021). Entonces en nuestro trabajo, al utilizar la
herramienta NanoCLUST la asignacion de especie fue mucho menor. Esto debido
a gue la agrupacion de secuencias es susceptible de pasar por alto la identificacion
de las especies que realmente estan presentes en el conjunto de datos o a clasificar
errbneamente otras por deficiente precision en la clasificacion (Curry et al., 2022;
Jung & Chorlton, 2021). Otras herramientas posteriores a nuestro analisis
aparecieron prometiendo mejorar estas falencias. Adicionalmente, encontramos en
literatura otras limitaciones con respecto a la estandarizacion de la técnica que
podrian ser exploradas con mayor profundidad. Como se menciono en el capitulo
V, se ha descrito que en un nucleo microbiano pre-establecido, la abundancia

relativa de cada una de las especies se puede ver afectada por la Taq polimerasa

161



gue se utiliza en el momento de preparar las muestras o incluso por la base de datos
utilizada (Rozas et al., 2021). Lo mismo sucede con el método de extraccion y la
eliminacién de microrganismos contaminantes (Cusco et al., 2018; Li et al., 2021;
Mann et al., 2021; Matsuo et al., 2021). Por ejemplo, Li et al. basa su eliminacion de
contaminantes en la secuenciacion de los controles negativos, tanto del proceso de
extraccion como de amplificacion (Li et al.). El establecimiento de una comunidad
microbiana simulada seria Util para la estandarizacion de la técnica en salmon del
Atlantico y obtener una mejor representatividad de la abundancia de cada especie.
Esto debido a que cada muestra es diferente, fisica y microbiolégicamente por lo
gue es necesario un estandar para uniformar la técnica (Highlander, 2013). En
nuestro estudio, utilizamos una comunidad microbiana simulada comercial en la cual
solo 3 especies son representativos de la comunidad microbiana de nuestro estudio.
Para determinar cuales podrian ser los integrantes de esa comunidad simulada es
necesario realizar comparaciones. Entre las muestras de intestino, tanto en el
trabajo de microbiota intestinal en RAS, como en el estudio de transferencia al agua
de mar, los géneros mas abundantes que frecuentan en ambos estudios son
Flavobacterium, Arcobarter, Escherichia, Acinetobacter, Pseudomonas y Vibrio.
Estos podrian ser los microorganismos caracteristicos de la microbiota del intestino
del Salmén del Atlantico en Chile. Al comparar con otros RAS encontrados en
literatura, coinciden con nuestro trabajo los géneros Aeromonas, Streptococcus,
Aliivibrio y Photobacterium. Ademas, géneros no clasificados del orden
Burkhoderiales y Enterobacteriaceae (Dehler et al., 2017; Huyben et al., 2020; Li et
al., 2021; Lorgen-Ritchie et al., 2021). Por los que estos microorganismos podrian

ser la base de un nucleo microbiano en un RAS.
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Por otro lado, nuestro trabajo es uno de los pocos que evalla la microbiota
intestinal del salmon del Atlantico mediante la secuenciacion del ARNr 16S completo
mediante herramientas de secuenciacion de tercera generacion. La gran mayoria
de los trabajos utiliza herramientas de segunda generacion (Drgnen et al., 2022;
Fossmark et al., 2021; Huyben et al., 2020; Li et al., 2021). Uno de los pocos
articulos que trabajan con tecnologia Nanopore en salmén del Atlantico, se enfoca
en secuenciar aislados aerobios cultivables, esto como tecnologia para la
identificacion de microorganismos durante el procesamiento de alimentos (Bjgrge
Thomassen et al.,, 2023). Esto muestra la versatilidad de esta técnica en las
diferentes areas del ciclo productivos. A pesar de que este trabajo solo considera la
microbiota aerobia cultivable de interés productivo, aquel trabajo pudo establecer
que la mayoria de los aislados pudo clasificarse a nivel de especie (Bjgrge
Thomassen et al., 2023).

Pasando a la utilizad de la asignacion taxondmica a nivel de la predicciéon
funcional del microbioma, podemos sefialar que la prediccién funcional basada en
amplicones podria estar sesgada por la cantidad de genomas de referencias
existentes. Sin embargo, esta limitacion ha ido disminuyendo a medida que aumenta
la cantidad de genomas disponibles (Douglas et al., 2020). El estudio del perfil
funcional de la microbiota es una poderosa herramienta para, por ejemplo, el estudio
del efecto de la piscicultura en el ecosistema (Laroche et al., 2021). El analisis del
metagenoma de la comunidad microbiana nos permite evaluar distintas vias
funcionales. Incluido aquellas que tienen relacion con productos nocivos que
pueden acumularse en el RAS en el transcurso del tiempo (Capitulo IV). Ademas,

brinda informacion importante sobre potenciales riesgos de la comunidad
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microbiana presente. Por ejemplo, nos entrega los factores de virulencia presentes
en la comunidad microbiana (Pattaroni et al., 2018). El establecimiento efectivo de
las bacterias a un hospedero depende de proteinas codificadas por los genes de
virulencia (Kazmierczak et al., 2005). Como pudimos ver en el capitulo IV, De los
10543 KOs disponibles en PICRUSt2, en el estudio de RAS se detectaron 6785
(Douglas et al., 2020). Ademas, de esos datos, logramos identificar 546 KOs que
corresponden a factores de virulencia (Anexo capitulo IV: Tabla Al). En dicha tabla,
observamos que todas las muestras provenientes de las columnas de agua poseen
una gran abundancia relativa del KO K03088 (Anexo capitulo IV: Figura Al). EI KO
K03088 esta vinculado con la familia factor sigma 70 (gen RpoE), respuesta al
estrés bacteriano, que determina la supervivencia al interior de macréfagos y
gobierna la produccién de sideréforos que promueven el crecimiento bacteriano en
el entorno del hospedero (Grove, 2022; Kazmierczak et al., 2005; Todor et al., 2020).
Por lo que la gran abundancia relativa de este factor de virulencia en cada una de
las muestras de la columna de agua podria ser debido a que la composicion de
poblacién microbiana presente pueda establecerse a pesar de las condiciones
fluctuantes del RAS. Aungue existen diferencias entre los microrganismos
presentes en la columna de agua a que se presentan en el intestino, estos podrian
ser un foco infeccioso en la piel. En cambio, los patdgenos podrian estar en intestino
debido al alimento. Esto tanto en la superficie inanimada como animada. Los
microorganismos patogenos pueden entrar al huésped por la pie, las branquias y el
intestino. En particular, tanto en branquias como en intestino, Aeromonas
salmonicida podria estar colonizando al mismo tiempo (Du et al., 2019). Por lo que

la presencia de este patdgeno en las muestras de agua es un factor que deberia
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ser monitoreado. A pesar de que este estudio no se enfoco en la microbiota de la
piel, otros trabajos han informado que la composicion de la microbiota de la columna
de agua en un RAS mas similar a la microbiota de las muestras de piel que de
intestino (Minich et al., 2020). Por otro lado, los peces con distencion abdominal
presentan gran abundancia de Alii. wodanis. La distensién abdominal aumenta los
riesgos de muerte producto que conduce a una contaminacion frecuente de la vejiga
natatoria (Anderson, 2006). En nuestro trabajo esto tiene directa relacion con la
disminucién en la abundancia relativa de los microorganismos de las muestras de
intestino que presentan este problema. Si la respuesta inflamatoria se ve superada
por supresion del sistema inmune o volumen de microorganismos invasores en la
distension abdominal, conllevan a la septicemia que puede ocasionar la muerte de
los peces (Anderson, 2006). Lama la atencién, que este microorganismo fue
encontrado en la microbiota de C. rogercresseyi. Por lo que este microorganismo
podria estar presente durante todo el ciclo productivo.

Finalmente, en el proceso de engorda de los peces nos encontramos con una
serie de patdégenos que provocan enfermedades en los salmones del Atlantico en
Chile. Los primeros lugares de enfermedades bacterianas son ocupados por la
tenacibaculodis y la piscirickettsiosis (Sernapesca, 2021b). La expansion de la
tenacibaculosis ha afectado a diversas especies de peces, no solo al salmén del
Atlantico (Avendafo-Herrera et al., 2020). En nuestro trabajo, la mayor cantidad de
lecturas de potenciales patdogenos de peces encontradas en la microbiota de C.
rogercresseyi corresponden a especies del género Tenacibaculum (Capitulo VI).
Ademas de los brotes en salmén del Atlantico, se describe la aparicion de

Tenacibaculum dicentrarchi en especies como el congrio rojo (Genypterus chilensis)
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(Irgang et al., 2017). Por otro lado, esta especie presenta mortalidad en ensayos
experimentales tanto en salmon del Atlantico como en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Avendafo-Herrera et al., 2016). Por otro lado
"Tenacibaculum finnmarkense" se ha aislado tanto en salmon coho como en trucha
arcoiris (Avendafno-Herrera et al., 2020). Lamentablemente, al ser una especie que
aun no esta validamente publicada, no fue incluida en nuestros analisis.

En resumen, si bien existe complejidad en establecer el rol general de la
estructura taxonémica y funcional parametros de una mejor salud general. Sin
embargo, esta tesis logré establecer que hay una disminucion en la abundancia
relativa en los peces con signos clinicos de enfermedad (Capitulo 1V). Lo que
coincide con lo reportado por Ofek et al. (2022) en estudios de tilapia. Ademas,
ciertas condiciones, como un cambio gradual en la salinidad y la complementacién
con dietas funcionales permiten que se desarrolle una mayor diversidad de la
microbiota. Lo cual es indicativo de una mejor salud. Por otro lado, la presencia de
potenciales patdgenos en vectores biolégicos en los sistemas de recirculacion y
jaulas aumenta los riesgos de la adquisicion de enfermedades infecciosas bajo
condiciones de estrés, lo que se traduce en una reduccion del estado de salud de

los peces.
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CONCLUSIONES

1. La microbiota intestinal del salmén del Atlantico es diversa, siendo los
géneros predominantes en este estudio Flavobacterium, Arcobarter,
Escherichia, Acinetobacter, Pseudomonas y Vibrio.

2. En peces con distension abdominal disminuye la diversidad de especies,
predominando microorganismos patégenos como Aliivibrio wodanis.

3. Los peces sin distension abdominal poseen una mayor contribucion en los
vias relacionadas con metabolismo de aminoacidos y fermentacion de acidos
grasos de cadena corta, lo que es indicativo de una mejor salud con respecto
a los gque si poseen distension abdominal.

4. Un cambio gradual en la salinidad de los smolt en la etapa de transferencia
al agua de mar favorece la diversidad microbiana.

5. Complementar con una dieta funcional previo a la transferencia al agua de
mar, favorece el metabolismo de aminoacidos en comparacion a los otros
tratamientos.

6. La evaluacién de la microbiota patégena de Caligus rogercresseyi permite la
deteccidén temprana de potenciales patdgenos que pueden afectar al salmén

del Atlantico durante el proceso de engorda en agua de mar.
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PROYECCIONES

Por un lado, se requieren mas estudios funcionales para determinar si el
cambio en la estructura taxonomica es relevante en cuanto a los beneficios o
desventajas que pueda entregar microorganismo al hospedero. Esto podria permitir
realizar comparaciones entre los diferentes sistemas. Lo que podra concluir en el
establecimiento de una microbiota saludable para los peces. Por otro lado, a medida
gue avanzan las técnicas de analisis de datos, podremos tener informacién mas
detallada sobre la toxemia a nivel de especie de los diferentes nichos. Esto
enriquecera el conocimiento acerca de la microbiota intestinal del salmoén del
Atlantico. Por ultimo, la utilizacion de herramientas de secuenciacion de tercera
generacion es aplicables a todo el proceso productivo. Por lo que son Utiles para la
identificacion de potenciales patdgenos y podrian aplicarse para la identificacion de

microrganismos en los programas de vigilancia epidemiolégica.
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