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RESUMEN

Los fiordos de la Patagonia Chilena estan sujetos al efecto antropogénico, principalmente
debido a la intensa actividad acuicola que se desarrolla en la zona. El presente estudio
analizd la composicion de la comunidad microbiana presente en la columna de agua y
sedimentos del fiordo Puyuhuapi (44°19°, 44°59° S, Region de Aysén), el cual esta
influenciado por la salmonicultura. Se recolectaron muestras de agua a tres profundidades
(2 metros, 20 metros y 50 metros) y sedimentos superficiales de tres estaciones (EO, E1 y
Ec) a diferentes distancias de un centro de cultivo y durante tres periodos estacionales
(agosto-2022, noviembre-2022 y abril 2022). Se emplearon técnicas de secuenciacion de
ADN para determinar la diversidad alfa (diversidad de Shannon y Chaol) y la
composicion de las comunidades microbianas. Ademas, se analizaron las relaciones entre
las variables ambientales (oxigeno, temperatura, salinidad, nitrato) y las comunidades

microbianas.

Los resultados indican una disminucion en la diversidad alfa en la superficie de la columna
de agua en las estaciones mas cercanas a las areas de influencia de la salmonicultura,
especialmente durante los periodos de mayor actividad en el centro de cultivo cercano. Se
observaron diferencias significativas en la composicion de las comunidades microbianas
entre las estaciones de muestreo, tanto en la columna de agua como en los sedimentos.
Ademas, se encontraron correlaciones significativas entre la composicion de las
comunidades microbianas y las variables ambientales mencionadas. El estudio
proporciona evidencia de que la salmonicultura puede tener influencia en la diversidad y
composicion de las comunidades microbianas del fiordo Puyuhuapi. Estos cambios
podrian tener consecuencias negativas en la salud del ecosistema, como la disminucién
del oxigeno y la alteracion de los procesos biogeoquimicos. Se necesitan mas estudios
para comprender mejor los impactos ambientales de la salmonicultura en el fiordo

Puyuhuapi y desarrollar estrategias para mitigarlos.
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ABSTRACT

Patagonian Chilean fjords are subject to anthropogenic effects, mainly due to the intense
aquaculture activity that takes place in the area. This study analyzed the composition of
the microbial community present in the water column and sediments of the Puyuhuapi
Fjord (44°19°, 44°59’ S, Aysén Region), which is influenced by salmon farming. Water
and sediment samples were collected from three stations (EO, E1, and Ec) at different
distances from salmon farming influence during three seasonal periods (August 2022,
November 2022, and April 2023) and at three depths for the water column (2 meters, 20
meters, and 50 meters). DNA sequencing techniques were used to determine alpha
diversity (Shannon diversity and Chaol) and the composition of microbial communities.
Additionally, the relationships between environmental variables (oxygen, temperature,

salinity, nitrate) and microbial communities were analyzed.

The results indicate a decrease in alpha diversity in surface waters at the stations closest
to the salmon farming influence, especially during periods of higher activity of farms.
Significant differences were observed in the composition of microbial communities
between the sampling stations, both in the water column and sediments. Additionally,
significant correlations were found between the composition of microbial communities
and the environmental variables. This study provides evidence that salmon farming can
influence the diversity and composition of microbial communities of the Puyuhuapi Fjord.
These changes could have negative consequences on the health of the ecosystem, such as
decreasing oxygen levels and altering biogeochemical processes. Further studies are
needed to better understand the environmental impacts of salmon farming in the

Puyuhuapi Fjord and develop mitigation strategies.
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de los fiordos

Los fiordos se originan tipicamente en los llamados cinturones de fiordos a lo largo de las
latitudes medias a altas en ambos hemisferios (Howe, J. A. et al, 2010). Son
fundamentalmente el producto de la erosion glaciar, aunque los factores que contribuyen
a ello pueden ser también cualquier heterogeneidad geoldgica y las tendencias
estructurales del lecho rocoso subyacente (Gjessing 1956; Holtedahl 1967; Nesje &
Whillans 1994). La Patagonia chilena, considerada una de las areas estuarinas de mayor
envergadura de fiordos en el mundo (41-55°S), estd conformada por tres regiones: Los
Lagos, Aysén y Magallanes, alcanzando los 240.000 km? (Labbé-Ibéfiez, P, et al, 2015;
Pantoja, S. et al, 2011). La topografia de la Patagonia chilena es irregular, conformada por
empinadas laderas montafiosas (>1000 m sobre el nivel del mar) que rodean a los fiordos,
penetrando en el sistema estuarino/marino hasta profundidades que van de 200 a sobre
1000 m, determinando la importancia de la interaccion entre los continentes y los fiordos
(Iriarte, 2018). Estos fiordos se caracterizan por presentar aguas de baja salinidad en
superficie y una mayor influencia de éstas en la zona mas cercana al continente,
provenientes de deshielos de glaciares, escurrimiento de rios y precipitaciones (Silva,
2006), las que generan fuertes gradientes de densidad verticales y horizontales, modulados
por la salinidad que provoca una estratificacion superficial. Por otro lado, los estratos
subsuperficiales y profundos presentan aguas de origen marino influenciadas por la
entrada de aguas oceanicas de origen subantartico principalmente (Silva, 2006), las que
presentan una alta carga de nitratos y fosfatos (~1 a 11 uM nitrato; ~0,6 a 1,2 uM fosfato;
y~0a 12 uM silicato) (Silva et al., 1998; Silva & Valdenegro, 2008). Actualmente, estos
fiordos, estan siendo afectados por el calentamiento global y la influencia de actividades
antropogénicas, como la acuicultura, agricultura, silvicultura e hidroelectricidad, que
alteran su estructura y funcionamiento, ademas de representar una grave amenaza para la

“salud” de dicho ecosistema (Iriarte, 2018).

1.2 Salmonicultura en fiordos de la Patagonia Chilena

La actividad acuicola del salmon se centra en la zona sur de Chile, particularmente en los
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fiordos y canales de la Region de Aysén (Buschman, et al, 2006), identificados como
zonas seguras para el desarrollo de esta actividad (Buschmann et al., 1996). Las
caracteristicas oceanograficas del ecosistema marino de los fiordos patagonicos favorecen
el cultivo de especies (Iriarte, 2018), sin embargo, dicha actividad representa amenazas
ambientales importantes, como, por ejemplo, la liberacion de grandes cantidades de
materiales de desecho (Quifiones et al., 2019). Entre estos encontramos heces junto con
residuos de antibioticos y alimento no consumido, los cuales son liberados a la columna
de agua y decantan en el fondo marino (Soto & Norambuena, 2004; Tironi et al., 2010).
La evidencia internacional indica que la salmonicultura genera impactos permanentes y
graves sobre los ecosistemas, ademas de proporcionar una fuente emergente de sustratos
organicos e inorganicos para la actividad bioldgica dentro de los ecosistemas de los
fiordos (lIriarte et al, 2014). La materia organica disuelta (DOM), representa el principal
sustrato que alimenta la actividad heterétrofa de los microorganismos marinos (Cole et
al., 1982; Azam et al., 1983), siendo las bacterias y arqueas planctdnicas de los principales
grupos que consumen DOM marina (Azam, 1998; Cole, 1998; Turley et al., 2000;
Montero et al., 2007, 2011; Attermeyer et al., 2014). Considerando que los desechos
organicos de la salmonicultura pueden representar una fuente de materia organica para la
actividad heterotréfica microbiana, Montero et al (2022), agregaron sustratos organicos
derivados del alimento de los salmones, a comunidades microbianas planctdnicas de
fiordos Patagdnicos resultando en un aumento en la actividad heterotrofica, junto a una

disminucion de la diversidad y cambios en la composicion comunitaria.

1.3. Caracteristicas de las comunidades microbianas de fiordos

Los microorganismos se encuentran representados por los dominios Bacteria, Archaea y
Eukarya (Margesin, R., & Miteva, V. 2011), suelen vivir en comunidades microbianas
complejas, en donde sus actividades estan reguladas tanto por las interacciones entre ellos
(Madigan M. T. et al, 2019) y con el ambiente, incluyendo, variaciones naturales del
entorno y la actividad humana que provocan alteraciones. Estos factores ambientales
estresantes, junto con los metabolitos liberados por los microorganismos para adaptarse,
crean oportunidades para que se establezcan nuevas especies en la comunidad (Cruz-
Leyva, M, 2015).
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Las comunidades microbianas presentes en los fiordos presentan variaciones espaciales
(verticales y a traves de los canales) que pueden estar influenciadas por cambios en la
salinidad (Herlemann et al., 2011; Campbell & Kirchman, 2013; Fortunato & Crump,
2015), variaciones estacionales relacionadas con las concentraciones y disponibilidad de
nutrientes (Storesund et al., 2015), y también, vinculadas a los cambios estacionales de
temperatura y caudal de los rios (Andersson et al, 2010; Fortunato et al., 2013; EI-Swais
et al., 2015). Ademas, las comunidades microbianas de los fiordos glaciares presentan
variaciones en la descarga de agua de deshielo (Zeng et al., 2013; Gutiérrez et al., 2015).
En fiordos y aguas de latitudes altas influenciadas por agua de deshielo glacial, las
comunidades bacterianas estdn conformadas principalmente por las clases
Gammaproteobacteria y Alfaproteobacteria y el filo Cytophaga—Flavobacterium—
Bacteroides (Zeng et al., 2013; Piquet et al., 2010). En el fiordo Puyuhuapi las
comunidades procaridticas son dominadas por Bacteroidetes, Alpha vy
Gammaproteobacterias, que presentan cambios verticales y temporales influenciados
principalmente por alteraciones en la salinidad y la concentracion de oxigeno disuelto
(Gutiérrez et al. 2018). Estacionalmente el aumento de temperatura del agua superficial
estaria relacionado a una disminucidn de la riqueza y abundancia de algunos grupos,
principalmente representantes de las familias Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae y
Cenarchaeaceae (Gutiérrez et al. 2018). Los taxones afectados por el aumento de la
temperatura son componentes clave del procesamiento de materia organica y el ciclo del
Carbono y Nitrdgeno, por lo que la disminucion de la diversidad causada por el aumento
de la temperatura podria afectar la biogeoquimica de los fiordos. Lo anterior, sumado al
efecto del enriguecimiento organico, podria ejercer una presion selectiva en las
comunidades procarioticas del fiordo, afectando directamente su abundancia, diversidad,

y los procesos microbianos (Montero et al. 2022).

Es posible que las variaciones en el entorno tengan un impacto en las abundancias y la
estructura taxonémica de las comunidades microbianas (Allison & Martiny, 2008), debido
a sus respuestas rapidas a estos cambios, son consideradas un indice adecuado para

detectar alteraciones ambientales (Robles, K., et al., 2017). Estos cambios ambientales,
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pueden promover la diversificacion en el habitat, el cual podria conducir a un incremento
de taxones especificos en el area. Segun el estudio de Soto y Norambuena (2004), el
impacto de la salmonicultura en las comunidades microbianas induce una reduccién de la
riqueza de especies bacterianas de hasta un 50% en comparacion con los sitios controles.
Ademaés, se ha evidenciado un incremento de nutrientes (nitroégeno, fésforo, carbono y
materia orgéanica particulada), entre 2 a 5 veces mayores en las columnas de agua y
sedimentos, lo que lleva a causar una eutrofizacion en el medio, causada por los alimentos
y desechos que se pueden encontrar bajo estas balsas-jaulas (Aranda et al., 2015).
Bacterias asociadas a sedimentos, son elementos clave en los ciclos biogeoquimicos del
medio marino (Brune & Cypionka, 2000), como bacterias de la familia Baggiatoaceae,
qgue pueden causar cambios en el ambiente, mediante su absorcion y liberacion de
sustancias como sulfuro, nitrogeno, fésforo y hierro (Aranda et al., 2015). Ante la intensa
presencia de actividad salmonicola en la zona, y el papel fundamental de las comunidades
microbianas en los procesos biogeoquimicos, cabe preguntarse si ¢La salmonicultura en
sus distintas etapas afectan la diversidad de las comunidades procarioticas y cuél es la
escala de influencia? Una forma de establecer la influencia ambiental por la actividad
antropogénica causada por la salmonicultura es mediante la caracterizacion de su
diversidad en las diferentes etapas del proceso productivo durante el ciclo anual y a lo

largo del gradiente de influencia.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Considerando los antecedentes planteados, el siguiente trabajo de investigacion propone

las siguientes hipotesis:

Hipétesis 1: La diversidad de la comunidad microbiana presente en la columna de agua y
sedimentos del fiordo Puyuhuapi disminuye en las cercanias del centro de cultivo de
salmones.

Hipotesis 2: El efecto de la salmonicultura sobre la diversidad de las comunidades
microbianas en el fiordo Puyuhuapi disminuye durante el ciclo activo de la
salmonicultura.

3. OBJETIVOS

Objetivo general: Caracterizar la comunidad microbiana presente en la columna de agua
y sedimentos del fiordo Puyuhuapi en una zona directamente influenciada por la
salmonicultura.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la variabilidad hidrogréfica en los distintos periodos de muestreo de la

columna de agua.

2. Caracterizar la diversidad microbiana en la columna de agua en un gradiente de

influencia de la salmonicultura en el fiordo Puyuhuapi.

3. Caracterizar la diversidad de las comunidades microbianas en el sedimento superficial

del Fiordo Puyuhuapi en un gradiente de influencia de un centro de salmonicultura.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio y recoleccion de muestras

El fiordo Puyuhuapi se sitia en la Patagonia Chilena y presenta una extension de 90
kilémetros de longitud entre los 44°19°, 44°59’S. Corre en direccion Norte-Noreste
mediante el canal Jacaf al norte y el canal Moraleda al sur (Schneider et al., 2014) el que
conecta con el océano abierto. Se caracteriza por presentar una batimetria compleja,
alcanzando profundidades que superan los 400 metros (Schneider et al., 2014). Las
descargas de agua dulce que llegan al fiordo provienen del rio Ventisquero (40 m3 s de
caudal medio anual) y el rio Cisnes (218 m® s caudal medio anual), como también
numerosos arroyos, y la lluvia caida (= 2000 mm por afio) constituyen otras fuentes de

agua dulce (Calvete & Sobarzo, 2011).

El 4rea de muestreo y estudio se sitla frente a la localidad de Puerto Cisnes (44°43°45°S,
72°°45°28°W). Se consideraron tres zonas de muestreo ubicadas dentro del radio de
influencia de la concesién de salmonicultura Ganso (Figura 1). La estacion “EQ”
(44°44'34.2"S 72°43'56.7"W) se encuentra localizada dentro de la concesion del centro de
cultivo, y la estacion “E1” (44°44'13"S 72°44'17"W) a 773 metros de EO. Ademas, se
contd con una estacion control “Ec” (44°39'47"'S 72°45'15"W), que se ubico fuera del
rango de influencia del centro de cultivo en el centro del fiordo, situada a una distancia de

9028 metros de la estacion EO (Figura 1).

Los muestreos se realizaron en agosto de 2022 (invierno austral), y se repitieron en
noviembre de 2022 (primavera austral), para finalizar en abril de 2023 (otofio austral).
Mediante la utilizacion de botellas Niskin se obtuvieron muestras de agua en cada una de
las estaciones a distintas profundidades (2, 20 y 50 metros) para caracterizar la diversidad
microbiana en la columna de agua y las caracteristicas biogeoquimicas (ej. nutrientes y
clorofila). Este estudio utiliz6 un CTD Seabird SBE-19 Plus® para realizar mediciones
verticales continuas de oxigeno, salinidad y temperatura de la columna de agua.
Adicionalmente, se recolect6 sedimento superficial en cada estacion establecida en el

fiordo, mediante una draga. Las muestras de agua para la medicién de diversidad fueron
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depositadas en bidones de un litro para posteriormente ser filtradas in situ con filtros de
0.22 pm mediante una bomba peristaltica. Una vez filtradas las muestras de cada una de
las estaciones y las profundidades, los filtros se almacenaron congelados en criotubos de
2 mL. Las muestras de agua recolectadas de la botella niskin para la medicion de nutrientes
y clorofila, se almacenaron en frascos de plastico de alta densidad para su posterior
procesamiento en el laboratorio. El sedimento se colect6 directamente en los criotubos en

cada estacion y periodos, y luego se almacend en un congelador.

5075 — — — —

45°S

75°W

Figura 1. Ubicacion de la concesion Ganso, y ubicacion geografica de las estaciones. EQ: 44°44'34.2"S
72°43'56.7"W. E1: 44°44'13"S 72°44'17"W. Ec: 44°39'47"S 72°45'15"W. Elaboracion propia.
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4.2. Extraccion de ADN y secuenciacion

En el laboratorio de Geoquimica Orgénica Marina, del Departamento de Oceanografia en
la Universidad de Concepcidn, se realizo la extraccion de material genético de cada una
de las 25 muestras de la columna de agua para determinar la diversidad alfa, beta y la
abundancia relativa. Se utiliz0 PowerWater® DNA Isolation Kit (0.22 um filters)
siguiendo las instrucciones del protocolo del fabricante. Luego de la extraccién, el ADN
se cuantifico a través de un NanoDrop® 1000 Thermo Scientific. Posteriormente, se
realizé la amplificacion del gen 16S ARNTr procaridtico mediante la técnica de PCR. Cada
uno de los PCR contenian 1 pL. de ADN y 19 pL del mix de PCR, para el cual se utiliz6
0,8 uL de cada primer 341F/907R (Muyzer & Smalla, 1998), en un tubo eppendorf de 1,5
mL. Ademas, se anadieron 10 pLL de mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
7,4 pL de agua libre de nucleasas y 1 pL de ADN. El procedimiento se repiti6 para cada
una de las muestras de ADN, las cuales fueron llevadas al Termociclador BOECO TC-
PRO® durante 120 minutos. La visualizacion de los PCR se realiz6 mediante la
electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se utilizaron 30 mL de buffer tampon tris-
acetato-EDTA (TAE) al 1% y 0,3 g de agarosa. Se fundid la mezcla en un microondas a
temperatura media en tandas de 20 segundos hasta obtener una solucion transparente y
homogénea. Posteriormente, se vacio la solucion en un molde al que se le instal6 un peine
en un extremo para formar las celdas de sembrado. Una vez obtenido el gel, se procedio a
sembrar las celdas con las muestras. Para ello, se utilizé 1 pL de marcador de ADN RTU
Leader. Ademas, se afiadieron 3 puL de colorante de carga (6X Load Dye) y 5 uL de
muestra de PCR a cada celda. Una vez sembradas las muestras, se corri6 el gel a 80 voltios
durante 50 minutos. Posteriormente, se realizo la tincion del gel con 30 mL de buffer
tampon tris-acetato-EDTA (TAE) al 1% y 3 uL de Diamond Nucleic Acid Dye. El gel se
dejo en oscuridad durante 10 minutos para que el tinte se asentara. Finalmente, se visualizd
el gel con luz ultravioleta para observar la migracion de los fragmentos de ADN
amplificado en funcion del tamafio. Las muestras de ADN fueron enviadas a un
laboratorio comercial (©Macrogen, Inc., Corea), para su secuenciacion utilizando la
plataforma Illumina. Los datos generados consistieron en lecturas de secuencias de ADN,

las cuales fueron entregadas en formato FASTQ.
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Para estimar la diversidad alfa beta y abundancia relativa, de cada una de las 9 muestras
de sedimento, se realizd la extraccion de ADN con DNeasy® PowerSoil® Pro-Kit,
siguiendo las instrucciones del protocolo del fabricante. Luego de la extraccion de ADN,
se realizé la cuantificacion de ADN en un NanoDrop® 1000 Thermo Scientific, para
determinar las concentraciones de ADN de las muestras. Las comunidades procariéticas
se amplificaron siguiendo el mismo procedimiento que las muestras de la columna de agua
y posteriormente fueron enviadas a secuenciar a un laboratorio comercial de

secuenciacion (©Macrogen, Inc., Corea).

4.3. Analisis de clorofila, nutrientes y procesamiento de datos hidrogréaficos de CTD
Las muestras de agua fueron llevadas al laboratorio para su posterior filtracion, mediante
una bomba peristaltica con filtros muflados GFF (Glass Fiber Filters) de 0.7 um, los cuales
fueron almacenados en criotubos de 2 mL, con acetona al 90% a -20 °C. El procedimiento
se realiz6 24 horas antes de la medicion de concentracion de clorofila (ug/L), la cual se
llevé a cabo mediante la técnica de fluorescencia (Parsons et al., 1984). Adicionalmente,
con el agua filtrada se realiz6 la medicion de la concentracion de nutrientes (umol/L),
mediante la técnica de absorbancia en un espectrofotometro (Parsons et al., 1984). Los
resultados de las concentraciones a las distintas profundidades de la clorofila y los
nutrientes fueron registrados en una planilla Excel y analizados por profundidades,

estaciones y periodo de muestreo.

El procesamiento de datos del CTD se realiz6 en dos etapas. En la primera , se importaron
los datos brutos en formato csv al software SBE Data Processing. En la segunda etapa, se
corrigieron los errores en los datos, como valores atipicos, datos faltantes y/o datos mal
registrados. Para ello, se utiliz6 la funcién load (). Una vez importados los datos, se
realizaron las columnas verticales a partir de la funcion vertcat (), para las variables de
profundidad, temperatura, salinidad y oxigeno disuelto, para posteriormente graficar los

resultados.
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4.4. Procesamiento de datos de secuencias

Las lecturas de las secuencias de la columna de agua y de los sedimentos se procesaron
inicialmente en QIIME2 version 2018.11 (Bolyen et al., 2019), siguiendo los protocolos
bioinformaticos estandar, para la filtracion de calidad de las secuencias, la agrupacion de
Unidades Taxonomicas Operativas (OTU) se llevd a cabo utilizando vsearch.
Posteriormente, obtenidos los archivos resultantes de QIIME2, los datos fueron
importados a R utilizando el paquete de datos Phyloseq (McMurdie, P. J., & Holmes, S.
2013). Posterior a la eliminacién de secuencias de cloroplastos, se realizé un remuestreo
mediante el método de rarefaccion en el que se utilizé el minimo de secuencias por
muestras (6809).

La diversidad o y B se llevaron a cabo mediante un analisis comparativo de la diversidad
entre la columna de agua y sedimentos por separado, asi como en los diferentes periodos
de muestreo, estaciones y profundidad, la que se usé para evaluar diferencias de diversidad
Shannon, medida comunmente empleada para cuantificar la diversidad de especies de una
comunidad (Shannon y Weaver, 1949) y riqueza Chaol, medida de riqueza de especies
basado en la abundancia (Rios, 2023). EI método no paramétrico Kruskal-Wallis (Kruskal
& Wallis, 1952) se realiz6 para evaluar las diferencias estadisticas de la diversidad y
riqueza entre matriz, periodos, estaciones y profundidad del fiordo donde se recolectaron
las muestras de la columna de agua y sedimentos. Se empled un nivel de significancia de
p < 0,05 como criterio para determinar la significancia estadistica de las diferencias

observadas.

Se realiz6 dos analisis de ordenacion de escala multidimensional no métrica (NMDS)
utilizando la distancia Bray-Curtis (calculada a nivel OTU), basada en las disimilitudes,
para la visualizacion de la conexion entre las comunidades procariotas de la columna de
agua y también de las comunidades procariotas de los sedimentos, para evaluar la
influencia de los diferentes periodos, profundidades, estaciones y las variables
ambientales a través de la funcién envfit del paquete Vegan (Oksanen et al., 2019) en
Rstudio. Adicionalmente, se empled el analisis de permutaciones PERMANOVA

(Anderson, M., 2005) para probar diferencias significativas entre comunidades de la
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columna de agua y profundidad, columna de agua y periodos, y de sedimentos con las
estaciones, mediante la funcion Adonis2 (Analisis de varianza utilizando matrices de
distancia) del paquete Vegan (Oksanen et al., 2019). En cuanto a la caracterizacién
taxonomica se llevd a cabo mediante la obtencion de las abundancias relativas. Se utilizd
la libreria phyloseq para realizar analisis de datos de microbiomas. La funcion
transform_sample_counts() de esta libreria se us6 para calcular las abundancias relativas.
Para la manipulacién de datos, se utilizo la libreria dplyr (Wickham, H. et al, 2021). Para
la creacion de graficos, se empled la libreria ggplot2 (Wickham, H., 2016). La libreria
ggpubr (Kassambara, A., 2023) se utilizd para combinar los graficos individuales en una

Unica visualizacion mediante la funcion ggarrange().
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5. RESULTADOS

5.1. Variabilidad hidrografica de la columna de agua en los diferentes periodos de
muestreo

Los datos hidrogréficos obtenidos en invierno, en el mes de agosto de 2022 evidencian en
superficie (3 metros) temperaturas bajas en ambos puntos de muestreo con un valor
maximo de 8°C. Se presenta una estratificacion térmica inversa, en la temperatura a
medida que se incrementa la profundidad se registra una temperatura mayor que en la
superficie, con un valor méximo de 10°C (Figura 2). Desde los 60 metros hasta los 100
metros de profundidad la temperatura fue constante, por debajo de los 100 metros, la
temperatura disminuyé con la profundidad a los 9°C. En primavera (noviembre de 2022),
la temperatura en la superficie aumento en ambas estaciones, y disminuy6 a medida que
la profundidad se incrementd, se observa una termoclina alrededor de los 25 metros. En
otofio de 2023 (abril), la temperatura en superficie disminuyo, con una termoclina cercana
a los 50 metros, descendiendo a un valor minimo de 8°C (Figura 2). Se observaron
cambios estacionales en la temperatura en los primeros 50 m, con un maximo durante
primavera y minimos en invierno, sin embargo, para cada periodo no se observaron

mayores diferencias en los perfiles de temperatura entre estaciones (Figura 2).

La salinidad mostré en general valores mas bajos en superficie (< 25 PSU) hasta
aproximadamente los 6 metros durante todos los periodos, incrementando a valores por
sobre los 30 PSU bajo los 10 metros (Figura 2). Los tres periodos presentan una haloclina
cercana a los 10 metros de profundidad. A medida que la columna de agua se profundiza,
se incrementa la salinidad (33 PSU). Los valores més altos en la superficie ocurrieron en
agosto de 2022 con un valor maximo de 22 PSU, en comparacién a noviembre de 2022
gue muestra contribuciones de agua dulce con una salinidad disminuida que alcanza un

valor minimo de 8 PSU, la que en abril de 2023 presento un leve incremento (14-17 PSU).

En relacion con el oxigeno disuelto (OD), se registr6 una mayor concentracién en
superficie tanto en agosto, noviembre y abril para las tres estaciones con un valor maximo

de 11 mg/L. A los 10 metros de profundidad aproximadamente el oxigeno disuelto
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desciende a lo largo de la columna de agua, con valores alrededor de 6 mg/L a los 130
metros de profundidad aproximadamente, y un valor minimo de 3 mg/L en abril de 2022.

Temperatura (°C) Salinidad (PSU) Oxigeno (mg/L)
8 10 12 14 16 10 15 20 25 30 35 2 4 6 8

10 12
— 1 0 3 - — T T 0 = = —

-50 -50 -50
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-100 -100 | -100 |

EO agosto 2022 EO agosto 2022
EC agosto 2022 EC agosto 2022
EO noviembre 2022 EO noviembre 2022
EC noviembre 2022 EC noviembre 2022
EO abril 2023 EO abril 2023
E1 abril 2023 E1 abril 2023

EC abril 2023 | EC abril 2023

EO agosto 2022

EC agosto 2022

EO noviembre 2022
1 / EC noviembre 2022

Y EO abril 2023
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EC abril 2023
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Figura 2. Estructura hidrografica vertical de temperatura (°C), salinidad (PSU) y oxigeno (mg/L) de los tres
periodos de muestreo. Las lineas trazadas de colores representan a las estaciones del periodo (Ec, EO y E1)
en los meses de muestreo, agosto 2022 noviembre 2022 y abril 2023.

Durante agosto de 2022, en la superficie (2 metros) se alcanzaron niveles maximos de
clorofila de 3.04 pg/L, disminuyendo a mayor profundidad, con un valor minimo de 0.11
pg/L a los 50 metros. En noviembre de 2022, la concentracién de clorofila registr6 en la
superficie un valor de 1.68 pg/L, el que a un valor méximo de 5.06 pg/L a los 20 metros,
para disminuir a un valor minimo de 0.19 ug/L. Finalmente, en abril de 2023, la
concentracion de clorofila alcanzé un valor de 3.94 ug/L en la superficie, el que disminuyd

con la profundidad a 0.08 pg/L en los 50 metros (Tabla 1).

Las concentraciones de nitrato en la columna de agua en agosto de 2022 mostraron un
valor maximo de 8.38 umol/L en la superficie, incrementandose conforme se profundiza
la columna de agua, a un valor de 11.56 pmol/L a los 50 metros. En noviembre de 2022
el valor en la superficie fue de 1.21 pmol/L, el que aumento con la profundidad a un valor

de 17.01 umol/L a los 20 metros, hasta alcanzar un valor maximo de 21.85 umol/L a los
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50 metros de profundidad. Abril de 2023 alcanzé en la superficie 1.41 pumol/L, el que
incremento con la profundidad a un valor de 16.59 pumol/L a los 20 metros y de 24.9

pumol/L a la profundidad maxima muestreada (Tabla 1).

En agosto de 2022, en superficie se alcanzd una concentracion maxima de fosfato de 8.39
pumol/L, la que disminuyd a un nivel minimo con la profundidad hasta los 50 metros (0.51
pumol/L). En noviembre, se alcanz6 en la superficie un valor de 1.21 umol/L, el que
aumento con la profundidad a un valor maximo de 2.26 pumol/L a los 50 metros. En abril
de 2023, las concentraciones de fosfato alcanzaron un nivel de 0.12 pmol/L en la
superficie, el cual aumentd con la profundidad alcanzando a los 50 metros un valor
méaximo de 2.14 umol/L (Tabla 1).

La concentracion de silicato en la superficie de la columna de agua en agosto de 2022
alcanzé un valor de 9.8 umol/L, aumentando a un valor méximo con la profundidad, de
11.84 pumol/L. En noviembre de 2022, el valor en superficie fue de 19.02 pumol/L,
disminuyendo con la profundidad, a un valor de 12.93 pmol/L a los 50 metros. En otofio
de 2023, en la superficie, el silicato de 10.61 umol/L, el que aumenté a un valor maximo
de 17.06 umol/L con la profundidad de la columna de agua a los 50 metros (Tabla 1).
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Tabla 1. Identificacion de muestras y caracteristicas bioldgicas y quimicas.

Periodo de Profundidad  Clorofila-a Nitrato Fosfato Silicato
Muestra Estaciéon
tiempo (metros) (ng/L) (nmol/L) (nmol/L) (umol/L)
Agosto
EO ago 2m EO 2 2.27 8.38 8.39 8.40
2022
EO ago 50m EO 50 0.11 11.56 1.32 11.84
El ago 2m El 2 3.04 34 0.51 9.8
El ago 20m El 20 0.35 16.87 1.78 8.86
El ago 50m El 50 0.55 17.23 1.8 11.76
Ec_ago 2m Ec 2 1.57 4.15 0.52 9.63
Ec_ago 50m Ec 50 0.21 16.67 1.58 10.74
Noviembre
EO nov 2m EO 2 1.68 0.75 0.21 18.76
2022
EO_nov 20m EO 20 3.2 14.33 1.54 9.42
EO_nov_50m EO 50 0.26 15.7 2.08 9.94
El nov 2m El 2 2.42 0.91 0.19 17.22
El_ nov 20m El 20 1.87 17.01 1.71 10.36
El_nov 50m El 50 0.24 21.85 2.26 14.48
EC_nov 2m EC 2 1.93 1.21 0.18 19.02
EC_
EC 20 5.06 9.61 0.93 8.99
nov_20m
EC
N EC 50 0.19 20.76 2.11 12.93
nov_50m
Abril 2023 EO_abr 2m EO 2 3.94 1.43 0.12 3.98
EO_abr 20m EO 20 0.16 15.78 1.3 9.28
EO_abr 50m EO 50 0.08 21.39 2.14 17.5
El1_abr 2m El 2 4.22 1.26 0.09 5.13
E1_abr 20m El 20 0.24 13.06 1.28 10.34
E1_abr 50m El 50 0.06 24.9 1.88 15.64
EC_abr 2m EC 2 0.94 1.3 0.07 10.61
EC abr 20m EC 20 0.21 16.59 1.44 10.96
EC abr 50m EC 50 0.05 20.21 1.67 17.06

Corresponden a muestras de la columna de agua.
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5.2. Diversidad alfa (a-diversidad) en la columna de agua y sedimentos

5.2.1. Indice de diversidad de Shannon y Riqueza estimada por Chaol

De un total de 618130 secuencias del gen ARNr 16s de bacterias y arqueas, se obtuvo un
total de 7439 OTU bacterianas y 75 OTU de arqueas para las 34 muestras de columna de
agua y sedimentos, posterior a la eliminacion de cloroplastos.

Se obtuvo el indice de Shannon para cada muestra de la comunidad microbiana en la
columna de agua y sedimentos. El indice de Shannon promedio para la columna de agua
fue de 4,30 + 0,71, mientras que en sedimentos fue mayor, con un indice de 6,07 = 0,22.
El analisis estadistico de Kruskal-Wallis encontr6 diferencias significativas (Tabla 2) en

la diversidad entre la columna de agua y sedimentos (valor-p < 0,05).

Tabla 2. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para diversidad de Shannon en matriz
Variable df Valor p

Matriz 1 0,00001125

Al agrupar las diferentes profundidades, los valores de diversidad de Shannon en la
columna de agua fluctuaron entre 2,25 y los 5,38 con valores mas altos a 50 metros en Ec
(Figura 3). La mayor variabilidad se observo a los 50 metros en EO, la que también mostro6
los valores menores. EIl promedio de todas las estaciones, a los 20 metros presenté un
indice de Shannon con un valor mas alto de 4,50 + 0,36 (Tabla 3). El andlisis estadistico
de Kruskal-Wallis no arrojo diferencias significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p

> 0,05) entre las profundidades.
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Figura 3. Diversidad alfa (indice de Shannon) dividido por profundidad (2 metros, 20 metros y 50 metros)
y estaciones (EO, E1 y Ec). La diversidad de cada profundidad incluye los valores de todos los periodos

analizados.

Al agrupar los datos por periodo de muestreo, los valores de diversidad en la columna de
agua entre periodos oscilaron entre los 2,25 y los 5,38. En Agosto de 2022 (Figura 4) se
observo el valor mas alto de diversidad de Shannon, con un promedio de 4,72 + 0,44
(Tabla 3). Durante Noviembre 2022 y Abril 2023, se observé una tendencia a aumentar la
diversidad desde la estacidn EO a la estacion Ec (Figura 4). El periodo de noviembre de
2022 presento una mayor variabilidad en Ec. El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis
arrojo diferencias significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p < 0,05) entre los

periodos de muestreo.
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Figura 4. Diversidad alfa (indice de Shannon) para la columna de agua agrupada segun el periodo del

muestreo (agosto 2022, noviembre 2022, y abril 2022) y estaciones (EO, E1 y Ec).

Al agrupar todos los datos, la variabilidad de la diversidad de Shannon entre estaciones

(Figura 5) resultdé mayor en Ec con un promedio entre las muestras de 4,64 + 0,64 y la

menor diversidad se observé en EO con un promedio entre las muestras de 3,81 + 0,84

(Tabla 3). A medida que las estaciones se alejan del centro en los tres periodos, se

incrementd la diversidad de Shannon, sin embargo no se observaron diferencias

significativas (Tabla 4). El analisis estadistico de Kruskal-Wallis no arrojé diferencias

significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p < 0,05) entre las estaciones.
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Figura 5. Diversidad alfa (indice de Shannon) en la columna de agua agrupada por estaciones de muestreo

(EOQ, Ely Ec), a medida que muestras se alejan del punto cero (EO) la diversidad de Shannon aumenta (Ec).

En el sedimento superficial, el valor mas alto del indice de Shannon se observé durante
noviembre de 2022 (Figura 6), en EO con un valor de 6,19 + 0,13. A medida que las
estaciones se alejan, se reportd una disminucion del indice de Shannon (Tabla 6), con un
valor de 5,96 + 0,16 en Ec. El periodo de abril de 2023 obtuvo un menor indice de
Shannon, con un valor de 5,96 + 0,25. El anélisis estadistico de Kruskal-Wallis no arrojo
diferencias significativas (Tabla 4) en la diversidad de Shannon en sedimentos (valor-p >
0,05) entre las estaciones, como tampoco arrojo diferencias significativas en los periodos

en los sedimentos.
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Figura 6. Diversidad alfa (indice de Shannon) en sedimentos superficiales segln el periodo del muestreo
(agosto 2022, noviembre 2022, y abril 2022) y estaciones (EO, E1 y Ec).

Tabla 3. indice de diversidad de Shannon y Chaol (columna de agua)

Variable Shannon Chaol
Periodo

Agosto 2022 4,72+ 0,44 363,29 + 143,72
Noviembre 2022 4,04 £ 0,66 242,95 + 126,25
Abril 2023 4,23 +0,85 291,09 + 129,52
Estacion

EO 3,81+0,34 241,90 + 126,03
El 4,43 +0,44 296,37 + 89,67
Ec 4,64 + 0,64 343,37 £ 179,69
Profundidad

2 metros 4,04 £0,35 201,75+ 66,34
20 metros 4,50 £ 0,36 287,82 + 76,66
50 metros 4,40 + 1,09 391,002 + 162,32
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Tabla 4. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para Shannon y Chaol en columna de

agua y sedimentos

Variable Shannon Chaol
Columna de agua Valor-p Valor-p
Periodo 0,0497 0,1025
Estacion 0,0864 0,2391
Profundidad 0,1538 0,0241
Sedimentos

Periodo 0,3932 0,4298
Estacion 0,1479 0,1133

Valores en negrita corresponden a valor-p<0,05.

El indice de Chaol promedio para la columna de agua fue de 295,30 + 140,07, en tanto
sedimentos obtuvo un mayor indice con un valor de 882,37 + 185,32. El analisis
estadistico de Kruskal-Wallis encontré diferencias significativas (Tabla 5) en la diversidad

entre la columna de agua y sedimentos (valor-p < 0,05).

Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para diversidad de Chaol en matriz

Variable df Valor p

Matriz 1 0,0000134

Valor en negrita corresponde a valor-p<0,05.

La riqueza de especies en la columna de agua, medida por el indice de Chaol, presentd
variaciones entre 106,06 y 581,28, con valores maximos a 50 metros de profundidad en la
estacion Ec (Figura 7). La mayor fluctuacion se encontr6 también a 50 metros en la
estacion EOQ. Al promediar todas las estaciones, el indice de Chaol a 50 metros alcanzd el
valor mas alto, con un promedio de 391,002 + 162,32 (Tabla 3). Un analisis estadistico de
Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p < 0,05)

entre las diferentes profundidades.
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Figura 7. Diversidad alfa (indice de Chaol) por profundidades (2 metros, 20 metros y 50 metros) y
estaciones (EO, E1y Ec).

A agrupar los diferentes periodos, la riqueza de especies en la columna de agua, medida
por el indice de Chaol, mostré que agosto de 2022 (Figura 8) tuvo el valor mas alto, con
un promedio de 363,29 + 143,72 (Tabla 3). La mayor fluctuacion se observé en noviembre
de 2022 en la estacion Ec. Sin embargo, el analisis estadistico de Kruskal-Wallis no
encontré diferencias significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p > 0,05) entre los

diferentes periodos de muestreo.
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Figura 8. Diversidad alfa (indice de Chaol) en la columna de agua segun el periodo del muestreo (agosto

2022, noviembre 2022, y abril 2022) y estaciones (EO, E1 y Ec).

Al agrupar todos los datos y separarlos por estaciones, la riqueza de especies en la columna

de agua, medida por el indice de Chaol, fue mas variable en la estacion Ec (Figura 9), con

un promedio de 343,37 + 179,69 entre las muestras. La menor variabilidad se encontro en

la estacion EO, con un promedio de 241,90 + 126,03 (Tabla 3). Se observ6 un aumento en

lariqueza de Chaol a medida que las estaciones se alejaban del centro en los tres periodos.

Sin embargo, el analisis estadistico de Kruskal-Wallis no encontro diferencias

significativas (Tabla 4) en la diversidad (valor-p > 0,05) entre las estaciones.
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Figura 9. Diversidad alfa (indice de Chaol) en estaciones de muestreo (EO, E1 y Ec) al agrupar todos los

datos obtenidos, a medida que muestras se alejan del punto cero (EO) la diversidad de Chaol aumenta (Ec).

En el sedimento superficial, el indice de Chaol alcanzé un valor mas alto en noviembre
de 2022 (Figura 10) de 1019,95 + 110,70 en la estacion EO, ademas, se observd una
disminucion en la riqueza de Chaol a medida que las estaciones se alejaban del centro,
con un valor de 746,07 + 168,88 en Ec (Tabla 6). El periodo de abril de 2023 presentd el
menor indice de Chaol, con un valor de 823,66 + 146,65. Sin embargo, el analisis
estadistico de Kruskal-Wallis no encontré diferencias significativas (Tabla 4) en la
diversidad de Shannon en sedimentos entre las estaciones (valor-p > 0,05), ni tampoco

entre periodos (valor-p > 0,05).
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Figura 10. Diversidad alfa (indice de Chaol) en sedimentos superficiales segin el periodo del muestreo
(agosto 2022, noviembre 2022, y abril 2022) y estaciones (EO, E1 y Ec).

Tabla 6. indice de diversidad de Shannon y Chaol (Sedimentos)

Variable Shannon Chaol
Periodo

Agosto 2022 6,06 £ 0,27 858,92 +£295,97
Noviembre 2022 6,19+ 0,13 938,44 + 115,31
Abril 2023 5,96 +0,25 823,66 + 146,65
Estacion

EO 6,24 + 0,09 1019,95 + 110,70
El 6,01 £0,31 855,00 £ 186,96
Ec 5,96+ 0,16 746,07 = 168,88
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5.3. Diversidad beta (diversidad ) de la columna de agua y sedimentos

5.3.1. Analisis de ordenacion de escala multidimensional no métrica (NMDS)

El andlisis NMDS basado en la distancia Bray-Curtis reveld diferencias en el
ordenamiento en las comunidades en diferentes profundidades de la columna de agua,
como se observa en el agrupamiento de la Figura 11. Adicionalmente, estas agrupaciones
por profundidad se separaron estacionalmente (agosto 2022, noviembre 2022 y abril 2023,;
Figura 11).

Los vectores de las variables ambientales (salinidad, temperatura, oxigeno y nitrégeno),
indicaron la direccion de maxima variacion en la composicion de las comunidades a lo
largo del eje (Tabla 7). La mayor salinidad y concentracion de nitrato se relaciond con las
muestras de 50 metros de profundidad en las tres estaciones. EI aumento de oxigeno se
vinculd con las muestras superficiales (2 metros) entre agosto y noviembre de 2022. En
noviembre de 2022 (primavera austral) y abril de 2023 (otofio austral) se observé una
marcada similitud de comunidades procari6ticas entre los 2 y 20 metros de profundidad,

coincidiendo con un aumento de la temperatura.

Tabla 7. Correlaciones entre variables ambientales y comunidades

Variable ambiental Valor p
Temperatura 0,032
Salinidad 0,001
Oxigeno 0,001
Clorofila 0,058
Nitrato 0,001
Fosfato 0,605
Silicato 0,738

Valores en negrita corresponden a valor-p<0,05 graficados como vectores en NMDS columna de agua.
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Figura 11. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basado en la distancia de disimilitud de
Bray-Curtis de las muestras de la comunidad microbiana de la columna de agua del fiordo Puyuhuapi. Stress:
0.099. Colores representan las profundidades (rojo: 2 metros, verde: 20 metros y azul: 50 metros), mediante
elipses que establecen los limites de las profundidades con un 95% de confianza, en el ordenamiento en el
espacio. Las flechas indican las variables ambientales, correlacionadas con un valor-p<0,05 al eje de
ordenacién, proyectandose hacia las comunidades donde se relacionan. Las flechas indican la direccién del
cambio més acelerado (el gradiente mas elevado). Los nombres indican la estacién (EO, E1 o Ec), el periodo
(Ago, Nov o Abr) y la profundidad (2m, 20m o 50m).

Las comunidades procariotas del sedimento del fiordo Puyuhuapi, si bien exhiben una alta
similitud en el espacio de ordenamiento, revelan una clara zonificacion segun las

estaciones de muestreo.
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Figura 12. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) basado en la distancia de disimilitud de

Bray-Curtis de las muestras de la comunidad microbiana de sedimento del fiordo Puyuhuapi. Stress: 0,073.

Colores representan las estaciones de muestreo en el ordenamiento espacio. Los nombres indican la estacion

(EQ, E1 0 Ec), el periodo (Ago, Nov o Abr) y la matriz (Sed: Sedimento).

El analisis estadistico de PERMANOVA se bas6 en la disimilaridad de Bray-Curtis,

mediante 999 permutaciones. Confirmo diferencias significativas en la composicion de

las comunidades procarioticas, determinadas por sus variables ambientales (Tabla 8).

Dentro de la columna de agua, la profundidad fue un factor notable (valor-p < 0,05) para

diferenciar significativamente a las comunidades. En cuanto a los sedimentos, las

estaciones de muestreo mostraron un efecto igualmente significativo en la composicion

procariota (valor-p < 0,05).

Tabla 8. Prueba estadistica de PERMANOVA

Variable df SumOfSqs R2 F Valor-p
Columna de agua

Profundidad 2 2,4013 0,3301 5,422 0,001
Periodo 2 1,3089 0,17998 2,4142 0,012
Sedimentos

Estacion 2 0,5607 0,4313 2,275 0,004

Valores en negrita corresponden a valor-p<0,05.
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5.4. Composicion de las comunidades procarioticas

En el andlisis de las muestras de la columna de agua y sedimento recogidas durante los
tres periodos de muestreo, se identificaron 57 Phylum procariéticos. Los taxones de
bacterias y arqueas que exhiben una abundancia relativa superior al 1% de cada secuencia,
en varios niveles taxonémicos fueron designados como dominantes. El andlisis de la
composicion microbiana en la columna de agua destaco por la presencia y predominancia
del phylum Proteobacteria (Figura 13). Este phylum se encontré presente en las tres
profundidades (2, 20 y 50 metros) y en todas las estaciones estudiadas, sin embargo,
obtuvo su mayor abundancia a los 50 metros en EO, oscilando entre 59,8% hasta el 89,4%,
siendo abril de 2023 (otofio austral) el periodo que obtuvo la mayor abundancia en EO. En
abril 2023 a los 2 metros, Ec presentd un aumento en la abundancia relativa de
Proteobacterias en comparacién a las otras estaciones, alcanzando una abundancia del
61%. Bacteroidetes se posicioné como el segundo phylum més abundante en la superficie
de las tres estaciones, con una notable mayor presencia en noviembre de 2022 (primavera
austral; Figura 13). Su abundancia relativa fluctu6 entre 44,5% y 46,9%, siendo la estacion
Ec la que registro el mayor porcentaje (46,9%). El phylum Actinobacteria se presentd en
las tres profundidades, a los 2 metros, se observé un patron similar de distribucién con
valores entre 1,5% y 4,7%. A 20 metros, los valores fueron dispares, con E1 en agosto de
2022 (invierno austral) obteniendo el mayor porcentaje (13,2%). A 50 metros, el patrén
fue en aumento a medida que las estaciones se alejaban del centro de cultivo, con valores
entre 0,2% y 8,9%. Se observé un dominio de los phylum SAR406 y Planctomycetes, a
los 50 metros de profundidad, con una abundancia relativa que aumenté a medida que las
estaciones se alejaban del centro, registrandose valores de abundancia conjunta entre 1,1%
y 19,4%. Adicionalmente, el phylum Verrucomicrobia estuvo presente en las tres
profundidades, con valores que alcanzaron hasta el 17,6%, siendo el mayor valor
registrado en la estacion EO a una profundidad de 20 metros durante el mes de abril, sin
embargo en superficie en noviembre de 2022 obtuvo su menor porcentaje con un 0,1%
solo en la estacion E1. A los 50 metros, mostrd una tendencia a aumentar la proporcion

de Verrucomicrobia en funcidn de las estaciones que se alejan del centro.
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Figura N°13. Caracterizacion taxondmica (abundancia relativa) de los Phylum procaridticos mas
representativos de la columna de agua, en las diferentes profundidades (2 metros, 20 metros y 50 metros) y
sus estaciones (EO, E1 y Ec) en los distintos periodos de muestreo (agosto de 2022, noviembre de 2022 y
abril de 2023). El <1%: Indica los taxones no identificados como dominantes en cada grupo, con una
abundancia relativa media <1%, alcanzando en todas las profundidades un promedio de: 2m: 0,9+1,38% |
20m: 0,7+0,4% | 50m: 1,3+0,71%.

En cuanto a los sedimentos (Figura 14), a nivel de phylum hubo leves diferencias,
mostrando patrones similares en los tres periodos y sus estaciones con respecto.
Proteobacterias se encontré en mayor proporcion con valores entre 33,4% hasta 43%. Los
phylum Bacteroidetes, Actinobacteria y Chloroflexi en conjunto obtuvieron porcentajes
que fluctuaron entre 27,1% hasta el 45%. Acidobacteria tambien predominé fluctuando
entre 4,7% hasta 9,7%. Chloroflexi predominé con una fluctuacion entre el 8% y 14,5%

en sedimentos.
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Figura N°14. Caracterizacion taxonémica (abundancia relativa) de los Phylum procariéticos de los
sedimentos mas representativos y sus estaciones (EQ, E1 y Ec) en los distintos periodos de muestreo (agosto
de 2022, noviembre de 2022 y abril de 2023). E1 <1%: Indica los taxones no identificados como dominantes
en cada grupo, con una abundancia relativa media <1%, alcanzando en todas las estaciones un promedio de
3,7%20,9%.

En el analisis de las muestras de la columna de agua y sedimento recogidas durante los
tres periodos de muestreo, se identificaron 134 Clases de procariontes. El analisis de la
composicion microbiana en la columna de agua destaco por la presencia y predominancia
de la clase Gammaproteobacteria (Figura 15). Esta clase se encontré presente y
predominante en las tres profundidades (2, 20 y 50 metros) y en todas las estaciones
estudiadas, oscilando entre los 11,8% hasta 60,2%, valor mas alto que alcanzd en
noviembre a los 20 metros (primavera austral). Flavobacteria predomind en las tres
profundidades, con porcentajes que fluctuaron entre los 7,7% hasta 45,6%, obteniendo los
valores mas altos en noviembre en la superficie y los menores valores a los 50 metros. La
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clase Alphaproteobacteria tambien predomind, con mayores porcentajes en la superficie
entre 10% hasta 26,7%, mientras que a los 20 metros predominé con valores que oscilan
entre los 7,7% hasta 23,5%. A los 50 metros tanto para noviembre (primavera austral)
como para abril (otofio austral) la mayor predominancia fue en Ec, con un promedio de
14,8 + 2,82 %. Epsilonproteobacteria predomin solo a los 50 metros con un mayor
porcentaje en EO en el periodo de abril de 2023 (otofio austral), con un 76%, disminuyendo

en medida las estaciones se alejan del centro.
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Figura N°15. Caracterizacion taxondmica (abundancia relativa) de las Clases procaridticas mas
representativas de la columna de agua, en las diferentes profundidades (2 metros, 20 metros y 50 metros) y
sus estaciones (EO, E1 y Ec) en los distintos periodos de muestreo (agosto de 2022, noviembre de 2022 y
abril de 2023). El <1%: Indica los taxones no identificados como dominantes en cada grupo, con una
abundancia relativa media <1%. alcanzando en todas las profundidades un promedio de: 2m: 2,5+2,7% |
20m: 2,7%+2,7% | 50m: 6,5+11,5%.
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En cuanto a los sedimentos, se detectd un patron consistente a través de las tres estaciones
y durante los tres periodos de muestreo (Figura 16), destacando la presencia de la clase
Deltaproteobacteria, fluctuando entre el 16,9% hasta 27,4% entre los periodos y
estaciones. La clase Gammaproteobacteria tambien predomind los sedimentos, con
valores que fluctuaron entre los 8,4% hasta 16,1%. Otra clase predominante de los
sedimentos, Planctomycetia con valores entre el 8,3% hasta 12,9% Otra clase
predominante de los sedimentos fue Anaerolineae, la que obtuvo porcentajes de
abundancia relativa entre los 6,3% hasta 11,3%. Acidimicrobiia en mayor porcentaje en
abril de 2023, oscilando entre el 10,9 al 11,8%.
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Figura N°16. Caracterizacion taxondmica (abundancia relativa) de las clases procarioticas de los sedimentos
mas representativos y sus estaciones (EO, E1 y Ec) en los distintos periodos de muestreo (agosto de 2022,
noviembre de 2022 y abril de 2023). El <1%: Indica los taxones no identificados como dominantes en cada
grupo, con una abundancia relativa media <1%, alcanzando en todas las estaciones un promedio de

8,68+1,38%.
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En el andlisis de las muestras de la columna de agua y sedimento recogidas durante los
tres periodos de muestreo, se identificaron 183 ordenes de procariontes. El orden con
mayor abundancia relativa en la columna de agua fue entre los 2 y 20 metros
Flavobacteriales desde el 10,9% hasta el 45,4%, mientras que a los 50 metros representd
solo desde 7,7% hasta el 14,1% (Figura 17). El orden Alteromonadales obtuvo una mayor
abundancia a los 2 metros, disminuyendo en medida se profundiza la columna de agua,
con valores que oscilaron entre 2,1% hasta 39,1%. El orden Rickettsiales mostré una
predominancia a medida se profundiza la columna de agua, con valores entre los 2,7% y
18%. Campylobacterales predomind solo en los 50 metros de profundidad alcanzando en
Ec su mayor abundancia, siendo abril el periodo en el cual obtuvo un mayor incremento

con el 76% en EO.
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En cuanto a los sedimentos, se detectd un patron consistente a través de las tres estaciones
y durante los tres periodos de muestreo (Figura 18), destacando la predominancia de
Acidimicrobiales con valores de abundancia relativa de 5,6% hasta 14,1%. El orden
Pirellulales predomin6 en sedimentos con valores que fluctuaron entre 2% y 11,9%.
Desulfobacterales predomind, oscilando entre un 8,2% hasta el 15,3%, con mayores

porcentajes en EO en el periodo de agosto y noviembre.
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Figura N°18. Caracterizacion taxondémica (abundancia relativa) de Ordenes de procariontes de los
sedimentos mas representativos y sus estaciones (EO, E1 y Ec) en los distintos periodos de muestreo (agosto
de 2022, noviembre de 2022 y abril de 2023). El <1%: Indica los taxones no identificados como dominantes
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6. DISCUSION Y CONCLUSION

La salmonicultura es una actividad importante en la economia del pais, se ha incrementado
su produccion principalmente en fiordos de la Patagonia, como los de la Regidn de Aysén
(fiordo Puyuhuapi). Segun el estudio de Soto et al (2020) mencionan que la salmonicultura
chilena tiene un impacto ambiental significativo, lo que refuerza el estudio de Quifiones
et al (2019), en el cual indican que la produccion de salmon no esta exenta de deficiencias
sanitarias y ambientales. Estas generan emisiones de nutrientes y materia organica que
pueden alterar los procesos biogeoquimicos y la estructura de las comunidades
microbianas (Buschmann et al., 2019; Xu et al., 2018). Estas comunidades microbianas
son los principales impulsores de estos procesos, los que sustentan la vida marina (Azam
et al., 1983; Barbier et al., 2019). Su papel en la descomposicién de la materia organica,
el ciclo del nitrogeno y la fijacion de carbono es crucial para la salud y el funcionamiento

del ecosistema.

El presente estudio evalud la influencia de la salmonicultura en la diversidad de las
comunidades microbianas presentes en la columna de agua y sedimentos del fiordo
Puyuhuapi. Mediante la caracterizacién de la variabilidad hidrografica y su influencia en
las comunidades, la diversidad microbiana en la columna de agua y la diversidad
microbiana en el sedimento superficial en un gradiente de influencia de un centro de
cultivo de salmones. Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento sobre la
diversidad microbiana y el impacto de la salmonicultura en el fiordo Puyuhuapi en una

escala de tiempo estacional (agosto 2022, noviembre 2022 y abril 2022).

Variabilidad hidrogréafica de la columna de agua en los diferentes periodos de
muestreo

En los primeros 10 metros de profundidad, la temperatura superficial del agua evidencid
un comportamiento estacional, probablemente producido por las fluctuaciones
estacionales de radiacion. En noviembre de 2022 (primavera austral), tanto la estacion EO
como la estacion Ec, registraron una estratificacion térmica mas pronunciada en

comparacion a las estaciones de agosto de 2022 (invierno austral) y abril de 2023 (otofio
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austral). En agosto de 2022, pese a ser mas homogénea y obtener una menor temperatura
en superficie, debido al aumento del caudal de los rios y las precipitaciones (Gutiérrez et
al., 2018), se presentd bajo la capa superficial con temperaturas mas bajas, la
estratificacion térmica inversa, obteniendo esta capa intermedia un incremento en su
temperatura. Esto coincide con lo reportado en otros estudios en el fiordo Puyuhuapi
acerca de la inversion térmica (Schneider et al., 2014), la que podria ser el resultado de la
adveccion de aguas oceanicas (Pérez-Santos et al., 2014), que provienen por el canal Jacaf

al norte del fiordo y el canal Moraleda al sur del fiordo.

El fiordo Puyuhuapi, posee una capa superficial altamente variable estacionalmente en
términos de salinidad, lo que lleva a una estratificacion vertical estacional dentro del
fiordo y durante todo el afio (Schneider et al., 2014). Esto se refleja en que la salinidad
superficial tiende a ser mayor en agosto de 2022 (invierno austral), mientras que, en
noviembre de 2022 disminuy6 considerablemente, lo que probablemente se relaciona con
el flujo de agua dulce proveniente de la descarga del Rio Cisnes y Ventisquero,

escorrentia, derretimiento de hielo y nieve (Gutiérrez et al., 2018).

El oxigeno disuelto, obtuvo en los primeros 10 metros un valor mayor, que descendio
abruptamente en cada periodo estacional en la columna de agua, lo que llevé a alcanzar
niveles bajos de oxigeno de alrededor de los 3 mg/L, sin embargo, no se alcanzan a
considerar niveles hipoxicos (concentracion de OD < 2 mg/L; Diaz & Rosenberg, 1995),
sucesos recurrentes en el fiordo (Silva & Vargas, 2014). Estos niveles bajos de oxigeno
sugieren un aumento de la materia organica en el fondo (Findlay et al., 1995; Kultti et al.,
2007, 2008; Aranda et al., 2010; Hargrave 2010), el que provoca una disminucién del
oxigeno disuelto en la columna de agua y tambien del potencial de oxidacion-reduccion
en sedimentos (Hargrave et al., 1993; Sanz-Lazaro & Marin 2008). Al aumentar la
descomposicion de materia organica excesiva en el medio, aumentara el consumo de
oxigeno microbiano en las aguas mas profundas, formando sulfuro de hidrogeno en

condiciones anaerobicas (Gray et al., 2002; Hyland et al., 2005).

La concentracion de clorofila-a en la superficie en agosto de 2022 se encuentra dentro del
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rango normal para el invierno en el fiordo Puyuhuapi (Ruiz-Pinto et al., 2017). La
disminucion con la profundidad es consistente con la menor penetracion de luz a mayor
profundidad, limitando la fotosintesis. En noviembre de 2022, el valor minimo de
clorofila-a en superficie fue inferior al rango reportado por Vargas et al. (2020) para
noviembre (2,5 — 5,0 pg/L). El aumento de la clorofila-a con la profundidad en Ec hasta
un méximo de 5,06 pg/L a 20 metros de profundidad no se ha observado en estudios
previos para noviembre (primavera austral), sin embargo en el fiordo Comau se
registraron en enero de 2009, durante el verano austral, concentraciones > 5,3 pg/L (lIriarte
et al., 2013), que se debid a una alta radicacion fotosintética activa. La concentracion
méaxima de clorofila-a en superficie es similar a la reportada por Vargas et al. (2020) para
abril (3,5-4,0 pg/L). La disminucién con la profundidad hasta un minimo de 0,08 pg/L a

50 metros es consistente con lo observado por Sotomayor et al. (2017).

La mayor concentracion de nitrato en superficie se observé en agosto de 2022 (invierno
austral). El estudio de Montecino et al. (2019) también encontré mayores concentraciones
de nitrato en invierno en el fiordo Puyuhuapi con un rango hasta 8,7 umol/L, no
encontrando diferencias entre estaciones con y sin cultivos de salmones. Estos altos

valores pueden deberse segun el estudio de Iriarte et al. (2007).

La concentracion de fosfato en la cabeza del fiordo Puyuhuapi, present6 una estructura
vertical definida, caracterizada por una disminucion en superficie, debido al consumo de
los microrganismos fotosintetizadores (Silva & Calvete, 2002), el que va aumentando
acorde se profundiza la columna de agua, debido a la remineralizacion de la materia
organica. Lo que coincide con el presente estudio el cual presento niveles de fosfato bajos
en la superficie, los que fueron en aumento a medida la columna se profundizaba. La

concentracion de fosfato en la columna de agua no present6 diferencias significativas.

Existieron concentraciones de silicato en la superficie en el mes de noviembre de 2022
(primavera austral) > 17,22 pmol/L superiores en la fecha en comparacion al estudio de
Silva (2006) del fiordo Comau y Puyuhuapi, el cual dice que el silicato posee niveles mas
altos en invierno, de 20,69 pmol/L (julio 2012) lo que dadas las condiciones de
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temperatura, el aporte fluvial, promueven su aumento. Se sugiere en este estudio, que en
noviembre (primavera) aun hay una influencia del canal Moraleda, los aportes fluviales
del invierno y el derretimiento de glaciares, entre otros adyacentes, podrian estar

aportando concentraciones de silicato en la capa superficial en la fecha.

Diversidad alfa (a-diversidad) en la columna de agua y sedimentos

Los resultados de este estudio revelan que existe una gran diferenciacion entre las
muestras de la columna de agua y las de sedimentos, con una mayor riqueza y diversidad
en las muestras de sedimento. Lo anterior es consistente con lo descrito por Eilertsen et
al. (2013) en su estudio, con respecto a la diversidad de Shannon de los microrganismos,
obteniendo un mayor indice en sedimentos en la estacion control y debajo de jaulas de
salmonicultura que en la columna de agua. Esto sugiere una mayor disponibilidad de
materia organica como fuente de energia para una amplia gama de microorganismos, los
que generan microambientes dentro de los sedimentos, con diferentes condiciones de
oxigeno, pH y nutrientes, que favorecen la proliferacion de diversos microorganismos.
(Wang et al., 2016).

Montero et al. (2022) sugieren que la materia orgénica derivada de la actividad
salmonicola (alimentos no consumidos) durante las operaciones de cultivo podria ejercer
una reduccién de la riqueza de especies de una fraccion significativa de los taxones mas
representativos del fiordo Puyuhuapi. Esto concuerda con los resultados de la diversidad
alfa (Shannony Chaol), que pese a no presentar diferencias significativas entre estaciones
(distancia), se observa una disminucion en la estacion EO en la superficie de la columna
de agua a los 2 metros de profundidad, la que mediante la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis presentd diferencias significativas en la riqgueza Chaol, sin embargo, la diversidad
de Shannon no presenté diferencias significativas. Esta discrepancia segun lo mencionado
por Garcia-Martinez et al. (2023), se puede deber a que el indice de Chaol es més sensible
que el indice de Shannon a la presencia de especies raras en comunidades microbianas, lo
que sugiere que la falta de diferencias significativas en el indice de Shannon no descarta
la posibilidad de que haya diferencias en la riqueza de especies entre las comunidades.

Estos resultados sugieren que la diversidad alfa en la columna de agua podria estar
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parcialmente influenciada por la salmonicultura en la medida las estaciones se alejan del

centro en la superficie de la columna de agua.

Se observé una mayor diversidad a los 50 metros de profundidad en el periodo de agosto
de 2022 (invierno austral), acentuado en Ec, que coincide con el periodo de descanso,
proceso en el cual la salmonicultura reducen sus operaciones de cultivo para permitir la
recuperacion del ecosistema acuatico. Esto sugiere que el ciclo activo de crecimiento y
cosecha (noviembre 2022 / abril 2023), poseen segun el indice de diversidad de Shannon
y riqueza de Chao, una disminucion de la diversidad que podria estar relacionado a la
operacion del centro. Estos resultados se comprobaron con la prueba estadistica de
Kruskal-Wallis, la que arrojo diferencias significativas en la diversidad microbiana entre

periodos de muestreo.

Buschmann et al. (2019) obtuvieron en su estudio una disminucion en la diversidad alfa
en bacterias en sedimentos a diferentes distancias de centros de cultivo de salmén en el
fiordo Comau, evidenciando que la cercania al centro posee menores niveles de diversidad
que aquellas que se encuentran mas lejanas a este, lo que discrepa con los valores
obtenidos en la diversidad alfa de los sedimentos en el presente estudio, pese a no existir
diferencias significativas con un valor-p de 0,1133 (valor-p < 0,05; segun el estadistico de
Kruskal-Wallis), entre estaciones de muestreo (distancia). De hecho, la estacion control
(Ec), present6 una disminucion de la diversidad alfa (Shannon y Chaol) en comparacién
con la estacion de mayor cercania (EQ). Si bien la tendencia al aumento del indice de
diversidad a medida que las estaciones se acercan al centro de salmonicultura sugiere un

posible efecto de la distancia, este estudio no encontr6 diferencias significativas.

Composicion microbiana de la columna de agua y sedimentos

El escalamiento multidimensional no métrico permitié establecer asociaciones de la
comunidad microbiana en la columna de agua, presentando diferencias verticales
(profundidad) y estacionales (periodos de muestreo) en el gradiente, las que obtuvieron
diferencias significativas (valor-p < 0,05) en cuanto a la composicion, no asi entre

estaciones de muestreo (valor-p > 0,05). El ordenamiento en el espacio dimensional
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demostrd asociaciones acordes a la temperatura y oxigeno relacionadas con comunidades
de la superficie, como tambien la salinidad y nitrégeno con comunidades mas profundas.
Estas relaciones entre estas variables y la comunidad microbiana fueron significativas
(valor-p < 0,05). Asi, la composicion de las comunidades microbianas presentes en la
columna de agua evidenci6 una fuerte segregacion mediante el anélisis de escalamiento
multidimensional no parametrico, marcada acorde se profundiza la columna de agua, lo
que explicaria la correlacion entre la composicion a través del gradiente para las
concentraciones de oxigeno, la salinidad y las concentraciones de nitrato. Adicionalmente,
los periodos estacionales determinaron la correlacion de la temperatura con las
comunidades microbianas, lo que coincide con el estudio de Gutiérrez et al. (2018) en el
que evidenciaron patrones de distribucién de las comunidades procaridticas entre masas
de agua en el ordenamiento en el espacio. Consistentemente, en este trabajo se comprobd
diferencias significativas entre las profundidades (valor-p = 0,001, pseudo-F= 5,42) y
periodos de muestreo (valor-p = 0,012, pseudo-F= 2,4).

La estructura de microbiomas presentes en sedimentos marinos generalmente se considera
sensible a los cambios en las propiedades fisicoquimicas del agua y al historial los
sedimentos en escalas de tiempo més largas que en la columna de agua, lo que genera en
el sitio que dominen algunas especies de bacterias en el medio (Sapp et al. 2007; Bjarlykke
2014). En este trabajo se establecieron diferencias en las comunidades microbianas de
sedimentos superficiales entre las estaciones de muestreo (valor-p < 0,05), lo que sugiere

un potencial efecto de la distancia al centro de cultivo.

Caracterizacion de las comunidades microbianas

Ordenes como Flavobacteriales (Phylum Bacteroidetes; Clase Flavobacteriia),
Rhodobacterales (Phylum Proteobacteria; Clase Alphaproteobacteria), Actinomycetales
(Phylum  Actinobacteria; Clase Actinobacteria) y Oceanospirillales (Phylum
Proteobacteria; Clase Gammaproteobacteria) fueron abundantes en superficie. El orden
Flavobacteriales, es uno de los mas abundantes procariontes plancténicos marino,
especialmente en aguas superficiales con un alto contenido de oxigeno (Gémez-

Consarnau, L., et al., 2012), siendo conocidos por su capacidad de degradar una amplia
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gama de compuestos organicos (Teeling, H., et al., 2012). El orden Rhodobacterales, son
bacterias fotosintéticas, que pueden utilizar la luz solar como fuente de energia (Pinhassi,
J.,etal., 2004). Segun el estudio de Holmfeldt, K., etal. (2007), el orden Actinomycetales
son conocidos por su capacidad de degradar materia organica compleja, mientras que las
bacterias Ocenaospirillales, son consideradas uno de las mas abundantes en procariontes

plancténicos marino.

A nivel de Ordenes, Alteromonadales (Phylum Proteobacteria; Clase
Gammaproteobacteria), Flavobacteriales (Phylum Bacteroidetes; Clase Flavobacteriia),
Rhodobacterales ~ (Phylum  Proteobacteria;  Clase  Alphaproteobacteria) vy
Verrucomicrobiales (Phylum Verrucomicrobia; Clase Verrucomicrobiae), representaron
los predominantes en superficie. Alteromonadales son conocidas por su capacidad para
degradar una amplia gama de compuestos organicos, incluyendo proteinas, polisacéridos
y lipidos en aguas frias, lo que contribuye al ciclo de nutrientes en el ecosistema (L6pez
& Rodriguez, 2004). Se han adaptado a condiciones de baja temperatura, lo que les

permite prosperar en aguas profundas y polares (Bowman & McCuaig, 2003).

En aguas mas profundas, los érdenes mas representativos fueron Desulfobacterales
(Phylum Proteobacteria; Clase Deltaproteobacteria), Flavobacteriales (Phylum
Bacteroidetes; Clase Flavobacteriia) y Oceanospirillales (Phylum Proteobacteria; Clase
Gammaproteobacteria). El orden Desulfobacterales son bacterias anaerdbicas que utilizan
sulfato como aceptor final de electrones en la respiracion (Muyzer, G., & Stams, A., 2008)

y habitan en ambientes marinos con bajo contenido de oxigeno.

Las bacterias presentes en los sedimentos del fiordo juegan un papel crucial en la
descomposicion de la materia organica y el ciclo de nutrientes. En cuanto a los 6rdenes
que predominaron sedimentos en el fiordo, Acidimicrobiales (Phylum Actinobacteria;
Clase Acidimicrobiia), Myxococcales (Phylum Proteobacteria; Clase
Deltaproteobacteria), GCA004 (Phylum Chloroflexi; Clase Anaerolineae), Pirellulales
(Phylum Planctomycetes; Clase Planctomycetia). Entre los 6rdenes mas prevalentes
encontramos, Acidimicrobiales que son bacterias que prosperan en ambientes acidos y
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descomponen una amplia gama de compuestos organicos (Ward, N. L., et al. 2009).
Myxococcales regulan las poblaciones bacterianas y descomponen materia organica en
los sedimentos (Reichenbach, H., 2001). En cambio el orden GCA004, no pueden crecer
en presencia de oxigeno y fermentan materia organica para producir energia (Hugenholtz
et al.,1998).

Los resultados del estudio sugieren que la salmonicultura puede estar asociada a cambios
en la diversidad y composicion de las comunidades microbianas del fiordo Puyuhuapi.
Esto se evidencio por la disminucion de la diversidad alfa en la superficie de la columna
de agua en las estaciones mas cercanas al centro de cultivo de salmones, asi como por las
diferencias significativas en la composicién de las comunidades microbianas entre las

estaciones de muestreo.

Las variables ambientales, como el oxigeno, la temperatura, la salinidad y el nitrato,
fueron importantes factores que determinaron la composicion de las comunidades
microbianas en la columna de agua. Si bien, no se estudié ni experimenté con la
descomposicion de la materia organica, estudios anteriores apuntan a que éste es un factor
importante que determina la composicion de las comunidades microbianas en los

sedimentos.

La principal contribucion de este estudio se encuentra en tener una aproximacion del
potencial efecto de la salmonicultura sobre la diversidad y composicion de las
comunidades microbianas a una escala anual del proceso productivo en los fiordos de la
Patagonia Chilena. Este analisis proporciona una comprensién mas detallada de cémo la
actividad salmonicola podria tener una influencia sobre la ecologia microbiana en este
ecosistema estuarino, informacion que puede ser esencial para evaluar los impactos
ambientales y disefiar estrategias de manejo mas efectivas. Los cambios en la diversidad
y composicion de las comunidades microbianas podrian tener consecuencias negativas en
la salud del ecosistema, como la disminucion del oxigeno y la alteracién de los procesos
biogeoquimicos. Se necesitan mas estudios para comprender mejor los impactos

ambientales de la salmonicultura en el fiordo Puyuhuapi y desarrollar estrategias para
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mitigarlos.

Finalmente, los resultados obtenidos permiten aceptar parcialmente la hipotesis 1, ya que,
la distancia en la columna de agua y sedimentos en la diversidad alfa no fue un factor
determinante para establecer una disminucion de la diversidad en medida las estaciones
se acercan, pese a obtener en los indices una tendencia a disminuir en las cercanias del
centro. Sin embargo, la profundidad y periodos en alfa fueron concluyentes y coincidiendo
con la composicion de las comunidades microbianas las que fueron significativas en una
segregacion por profundidad y periodos en la columna de agua, por lo que la disminucion
esta mas bien relacionada a la profundidad y periodo, los sedimentos permitieron
comprobar mediane la diversidad beta resultados concluyentes, lo que podria explicar que

la distancia si es un factor determinante.

En cuanto a la hipoétesis 2, este estudio revel6 que la columna de agua proporciona
resultados concluyentes tanto en diversidad alfa como beta de la comunidad microbiana,
mostrando una imagen clara de la riqueza de especies dentro de las estaciones y la
variacion en la composicion de especies entre diferentes periodos de muestreo y sus
profundidades. Por otro lado, los sedimentos muestran resultados menos concluyentes en
cuanto a la diversidad alfa, con una disminucién observada durante el ciclo activo
(Noviembre 2022). Sin embargo, es importante destacar que se observan diferencias
significativas en la composicién de las comunidades entre estaciones en los sedimentos,
lo que sugiere una respuesta diferencial de las especies a las condiciones que pueden

registrar en el tiempo. Lo que lleva a aceptar parcialmente la hipdtesis.

En ambos casos se sugiere a futuras investigaciones, corregir el disefio experimental,
aumentando el periodo de tiempo de estudio para obtener una vision mas amplia de la
influencia de la salmonicultura, ademas se sugiere considerar el tamafio de las muestras
en sedimentos, ya que su reducido nimero puede haber llevado a producir sesgos en la
determinacion de la diversidad, debido a las dificiles condiciones para obtener estas

muestras.
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