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Resumen de la tesis que presenta Miriam Esther Garcia Mendoza como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Calidad bacteriolégica del agua en sistemas de mantenimiento de reproductores de Seriola lalandi

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Abelardo Caceres Martinez
Director de tesis

Con la expansion e intensificacién de la piscicultura, los brotes de enfermedades infecciosas se han
incrementado y reconocido como una limitante para su desarrollo. Entre éstas, se encuentran las causadas
por bacterias, que ocasionan uno de los efectos mas negativos. La industria japonesa de cultivo de Seriola
spp. pierde anualmente $200 millones de USD debido a estas enfermedades. Una medida recomendada
para evitar su ocurrencia, es conocer la carga y diversidad de comunidades bacterianas a las que estan
expuestas los peces. Esto permite detectar especies con potencial patégeno bajo las operaciones
habituales de cultivo e implementar las medidas preventivas y/o correctivas pertinentes. El objetivo del
presente estudio fue determinar la calidad bacteriolégica del agua (abundancia y diversidad) e identificar
a las especies con potencial patdégeno, en un sistema de mantenimiento de reproductores del jurel de
castilla Seriola lalandi. Para esto, se utilizd bacteriologia convencional y la identificacion molecular
amplificando el gen 16S rRNA. Se tomaron muestras mensuales de agua en seis puntos del sistema de
mantenimiento (Reservorio, Filtro 1, Tanque B1, Filtro 2, Tanque B2 y Descarga) de febrero de 2016 a
enero de 2017. Los resultados del conteo para las bacterias heterétrofas totales (BHT) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.895), mientras que las bacterias tipo vibrio (BTV), si
mostraron diferencias significativas (p= 0.033). También se mostré que, a pesar de la carga bacteriana
registrada, esta no tuvo efectos negativos sobre la salud de los peces. Se aislaron 102 cepas, de las cuales
se asignaron 52 especies distintas (2 especies desconocidas), identificAndose a los siguientes phyla:
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, siendo el primero el mas abundante. A nivel de
especie se identificd a Vibrio harveyi, considerado patdgeno para S. lalandi. Asi mismo, se identificaron
otras especies con potencial patogénico (produccién de toxinas y carbapenasas), especies zoondticas,
algunas bacterias con propiedades para uso industrial y otras con potencial probidtico. La riqueza de
especies en el reservorio mostré un valor de 3.185, que incrementd en los sistemas de filtracidn, con un
promedio de 4.332, disminuyd en los tanques de mantenimiento, con un promedio de 3.536 y aumentd
en la descarga a 4.853; sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.372),
por lo que reflejan una homogeneidad en cuanto a la riqueza de especies en el sistema estudiado, misma
que puede ayudar al equilibrio bioldgico y evitar la dominancia por bacterias patédgenas. Ademas, nos
sugiere que la sola presencia de una bacteria patégena como V. harveyi, no desencadena un problema
infeccioso si hay un equilibrio en la comunidad bacteriana. La riqueza de especies en la descarga puede
asociarse a la confluencia del agua de todo el centro de produccién. Los valores aqui obtenidos
representan la primera referencia sobre la calidad bacterioldgica en un cultivo intensivo de S. lalandi y
pueden ser utilizados en términos comparativos, considerando las diferencias intrinsecas propias de
cualquier sistema de cultivo. Finalmente, permiten recomendar el uso de un tratamiento al agua de
descarga en la unidad de produccién, empleo de buenas prdacticas de manejo y dar seguimiento
permanente de la calidad bacteriolégica del agua en el sistema.

Palabras clave: calidad bacterioldgica, bacteriologia convencional, gen 16S rRNA, S. lalandi.



Abstract of the thesis presented by Miriam Esther Garcia Mendoza as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Bacteriological quality of water of maintenance systems of Seriola lalandi

Abstract approved by:

Dr. Jorge Abelardo Caceres Martinez
Thesis Director

With the expansion and intensification of fish culture, infectious disease outbreaks have increased and
been recognized as a limiting factor in the development of this industry. These infectious diseases, include
those produced by bacteria that cause some of the most negative effects. The Japanese Seriola spp.
industry annually loses $200 million dollars due to these type of diseases. A recommended measure to
avoid the occurrence of these diseases is to know the quantity and diversity of the microbial communities
the cultured species are exposed to. This allows the detection of species with pathogenic potential under
normal culture conditions, in order to implement the adequate preventive and/or corrective measures.
The objective of the present study was to determine the bacteriological quality of the water (abundance
and diversity) and to identify bacterial species with pathogenic potential, in the maintenance systems of
breeding stock of Yellowtail amberjack, Seriola lalandi. To conduct this, conventional bacteriology and
molecular identification using the 16S rRNA gene were performed. Monthly water samples were taken
from six point of the production system (Reservoir, Filter 1, Tank B1, Filter 2, Tank B2 and Discharge) from
February 2016 to January 2017. The results of the counts didn't show statistical significant differences (p=
0.895) for total heterotrophic bacteria (THB), contrary to THB, vibrio type bacteria (VTB) did show
significant differences (p= 0.033). It was also determined that even though the registered bacterial load,
this had no adverse effects on the health of the animals. A total of 102 strains were isolated, from which
52 species were identified (2 unknown species), the following phyla were identified: Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, y Firmicutes, the first being the most abundant. At the species level the
pathogen of the Yellowtail amberjack, Vibrio harveyi was identified. Likewise, other species with harmful
potential (toxin production and carbapenemsas), zoonotic species, some bacteria with industrial potential
and other that could be employed as probiotics were identified. The species richness in the reservoir
showed a value of 3.185, that increased in the filter systems to 4.332, this value diminished in the
maintenance tanks to 3.536 and increased in the discharge to 4.853; however, these differences were not
statistically significant (p= 0.372). This reflects a homogeneity in terms of species richness in the studied
system, which may contribute to the biological equilibrium and avoids the dominance by pathogenic
bacteria. Furthermore, it suggests that the presence of a pathogenic bacteria, such as V. harveyi, doesn't
induce an infectious problem if there is an equilibrium in the bacterial community. The species richness in
the discharge could be associated to the combination of water from the whole production center. The
values obtained in this study represent the first reference on the bacteriological quality in an intensive
culture system of S. lalandi and may be used in comparative terms, considering the intrinsic difference
particular to a culture system. Finally, the obtained results allows to recommend a water treatment system
for the discharge in the production unit, the use of good sanitary practices and to continue a permanent
surveillance of the bacteriological quality of the water in the culture system.

Key word: Bacteriological quality, conventional bacteriology, 16S rRNA, S. lalandi.
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Capitulo 1. Introduccidn

De acuerdo a la informacion de la FAO (por sus siglas en inglés: Food and Agriculture Organization of the
United Nations) en 2016, la demanda de pescado ha aumentado por el incremento de alimentos
necesarios para la creciente poblacién humana. Las pesquerias han llegado a su maximo sostenible y, ante
este escenario, la alternativa mas prometedora para proveer dichos alimentos es la acuicultura. El
consumo mundial de pescado per cdpita, incrementd de un promedio de 9.9 kg en el decenio de 1960 a
19.7 kg en 2013 y algunos factores influyentes sobre ello fueron, la globalizaciéon de los sistemas
alimentarios, con la consecuente innovacién y mejoras en la elaboracién, transporte, distribucién y

comercializacion y por otro lado, los avances de la ciencia y la tecnologia en el cultivo de peces.

En el afio 2014, la acuicultura proporciond casi la mitad del pescado destinado a la alimentaciéon humana
y se espera que esta proporcion aumente un 62 % para el afio 2030. Para satisfacer esta demanda, en
diversas partes del mundo se han establecido empresas dedicadas al cultivo o engorda de distintas
especies de peces; en la piscicultura continental se encuentran la tilapia, la carpa, la anguila y la trucha
arco iris; mientras que en aguas marinas se encuentran el lenguado, el salmén y el atun. Entre los paises
con mayor produccion se encuentran China, India, Indonesia, Vietnam, Bangladesh, Egipto y Chile (FAO,

2016).

Aunque la produccién de peces marinos es menor que la de aguas continentales, su tendencia es a
aumentar debido al alto valor que tienen en el mercado y al creciente dominio de las tecnologias de cultivo,
con lo cual mds empresarios estan apostando por invertir en dicho sector. Actualmente en México, el
Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA) reporta a 12 empresas dedicadas al cultivo de peces marinos y
esto es debido, a que el pais posee un extenso litoral con caracteristicas geograficas adecuadas para
desarrollar acuicultura, asi como una amplia diversidad de especies tropicales y subtropicales de alta

demanda en el mercado nacional e internacional (INAPESCA, 2002, 2016).

Con base en el valor de mercado y al desarrollo tecnoldgico existente para el cultivo de jurel de castilla
(Seriola lalandi), nace BajaSeas como empresa pionera en la piscicultura marina, que tiene a Ocean Baja
Labs como su centro de reproduccion y produccion de juveniles (que alcanzan un peso de hasta 15g),
ubicado en el Ejido Eréndira dentro del municipio de la Ciudad de Ensenada, Baja California, México. Este
centro, primero en su tipo en Norteamérica (Luening, 2014; Scarratt, 2014), cuenta con las areas de

mantenimiento de reproductores, juveniles, etapa larvaria y alimento vivo (Moreno-Alva, 2014). El centro
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de engorda esta ubicado en Bahia Magdalena en Baja California Sur, México, donde se obtienen peces de

hasta 4.5 kg, dirigidos tanto al mercado nacional como internacional.

Seriola lalandi, conocido en México como Jurel de Castilla, pertenece a la familia Carangidae; es una
especie importante en la pesca comercial y deportiva, asi como para la acuicultura (Avilés-Quevedo y
Castell6-Orvay, 2004; Rimmer y Ponia, 2007). Se distribuye en aguas subtropicales con temperaturas que
oscilan entre los 18 y 24°C y se considera una especie pelagica y demersal (Avilés-Quevedo y Castell6-
Orvay, 2004). La talla maxima registrada es de 2.5 m con un peso de 97 kg (Ottolenghi et al., 2004). Es de
habitos carnivoros y su dieta, compuesta por sardina, anchoveta, macarela, cangrejo rojo y calamar, esta
determinada por su disponibilidad en el drea en que se encuentre (Baxter, 1960). Actualmente, dentro de
la comunidad cientifica se ha propuesto una reclasificacion taxondmica sobre algunas especies de Seriola
distribuidas en diferentes dreas geograficas, pero no se ha llegado a ningln acuerdo, por lo que para fines
de la presente investigacion se ha decidido emplear el nombre taxondmicamente valido de Seriola lalandi

(Bailly, 2008; Martinez-Matus, 2016).

Como toda practica de produccion animal, el cultivo de peces marinos se enfrenta a la interaccidn con
patdgenos potenciales que naturalmente se encuentran en el ambiente pero que, si las condiciones son
propicias para ellos, pueden causar enfermedades infecciosas y generar significativas pérdidas
econdmicas. Entre estos patdgenos, las bacterias son consideradas de suma importancia ya que tienen la
mayor incidencia en el cultivo de peces (34%), respecto a otros agentes infecciosos (virus 25%, protistas

19% y metazoos 19%) (Lafferty et al., 2015).

Los peces del género Seriola son altamente susceptibles a enfermedades bacterianas (Moreno-Alva, 2014).
En algunos casos, llegan a provocar septicemias y en muchas ocasiones la muerte, resultando en pérdidas
econdmicas para los productores. Ejemplo de ello, las pérdidas de mas de $ 200 millones de ddlares que
enfrenta cada afio la industria japonesa por la presencia de enfermedades bacterianas, incluyendo el costo
de medicacién (Kusuda y Kawai, 1998; Kawanishi et al., 2006). En el caso de la acuicultura, el hecho de
mantener altas densidades de organismos confinados en estanques o jaulas, incrementa el riesgo de
brotes de enfermedades infecciosas ya que estas son denso-dependientes (FAO, 2011). Otros factores que
influyen en el aumento de las infecciones bacterianas son, la mala calidad del agua, el incremento de la
temperatura, bajas concentraciones de oxigeno disuelto y el mal manejo de los sistemas de cultivo que

provocan situaciones de estrés (Bondad-Reantaso et al., 2005)
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Por la tanto, el presente estudio se llevé cabo trabajando en conjunto el Centro de Investigacion Cientifica
y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE), el Instituto de Sanidad Acuicola, A.C. (ISA), la empresa
Ocean Baja Labs, S. de R.L. de C.V. (OBL) y el Comité Estatal de Sanidad Acuicola e Inocuidad de Baja
California, A.C. (CESAIBC), con el objetivo de determinar la calidad bacterioldgica (abundancia y diversidad)
y las especies con potencial patdégeno, que permitan alertar sobre posibles problemas bacterianos en los

sistemas de mantenimiento de los reproductores de S. lalandiy en su caso, establecer medidas de control.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que se reproducen por fisién binaria. La
mayoria son de vida libre, a excepcién de algunas que son intracelulares obligados (por ejemplo, rickettsias
y clamidias). No poseen compartimentos intracelulares delimitados por membranas, por lo que carecen
de membrana nuclear, poseen una pared celular compuesta por peptidoglucano y pueden tener flagelos.
Presentan diversos tamanos (0.5-3 um) y formas (cocos, bacilos, espirilos), y se dividen en dos grandes
grupos Gram positivas y Gram negativas (Pirez y Mota, 2006). Otra caracteristica muy importante de las
bacterias es su versatilidad metabdlica que se basa en tres criterios importantes: la fuente de carbono
(autotrofas y heterdtrofas), la fuente de energia (fotosintéticas y quimiosintéticas) y los donadores de
electrones (litotrofas y organdtrofas) (Varela y Grotiuz, 2006; Andrews, 2012). En especial, las bacterias
heterdtrofas se pueden dividir en bacterias saprofitas (bacterias recicladoras y fermentativas), probidticas

y parasitas (bacterias patdgenas para humanos, animales y plantas) (Fernandez-Valiente, 2002).

1.1.2 Enfermedades bacterianas en piscicultura marina

Las principales enfermedades bacterianas en la piscicultura marina son la vibriosis, fotobacteriosis,
flexibacteriosis, pseudomonadiasis, estreptococosis, micobacteriosis y piscirickettsiosis. Los signos clinicos
gue se observan, ya sean internos o externos, dependen de la especie del pez, su edad y de la etapa de la
enfermedad (aguda, crénica o portador subclinico) (Sudheesh et al., 2012; Toranzo et al., 2005). Es

importante sefialar que, las enfermedades consideradas como tipicas en la piscicultura continental como
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la furunculosis, enfermedad bacteriana del rifién y algunos tipos de estreptococosis, son hoy en dia

problemas importantes también en los cultivos marinos (Toranzo et al., 2005).

Los agentes patdgenos descritos en los sistemas de cultivo usualmente estan presentes en las poblaciones
de peces silvestres. Sin embargo, en los ambientes naturales, estos raramente causan mortalidad debido
a que las condiciones de estrés son menores. El equilibrio de la interaccién entre patdégeno, hospedero y
ambiente es mas facil de romperse en condiciones de cultivo donde el estrés es mayor (Toranzo et al.,

2005).

1.1.3 Enfermedades bacterianas de Seriola lalandi

Una de las principales enfermedades bacterianas reportadas para el género Seriola, que de hecho se
considera la enfermedad econédmicamente mas importante en cultivos de peces marinos, es la vibriosis
(Jun y Woo, 2003), que por lo general suele presentarse después de que los peces han sufrido heridas en
la piel (Avilés-Quevedo y Castell6-Orvay, 2004). Sélo en la industria japonesa, las pérdidas anuales exceden
los 30 millones de délares (Nelson, 1999). Silva-Rubio (2007) reporta que las especies mas importantes
que causan esta enfermedad son Listonella anguillarum (antes Vibrio anguillarum), Vibrio ordalii, Vibrio

salmonicida, Vibrio vulnificus biotipo 2 y V. harveyi.

Las especies del género Vibrio pertenecen a la familia Vibrionaceae, son Gram-negativos, no esporulados,
rectos o curvos, miden entre 0.5-0.8 um de longitud y méviles en medio liquido, ya que poseen un flagelo
polar, aunque existen especies con mas de uno (Silva-Rubio, 2007). Estas bacterias son anaerobias
facultativas (con metabolismo respiratorio y fermentativo), la mayoria de ellas son oxidasa y catalasa
positivas, sensibles al agente vibriostatico 0/129 (2,4 diamino 6,7 diisopropil pteridina fosfato) y pueden
habitar en medios marinos, estuarinos y de agua dulce (Silva-Rubio, 2007; Sonia y Lipton, 2012). Los vibrios
son dominantes en los ambientes marinos y se encuentran ampliamente distribuidos en todo el mundo,
constituyendo el 60% de las bacterias heterotrdficas (Leong, 1992); también se consideran patdgenos
oportunistas (Jun y Woo, 2003). La vibriosis en peces puede llegar a desembocar en una septicemia
hemorragica con diferentes manifestaciones, dependiendo del hospedero. Cuando se desencadena la
septicemia, las lesiones se observan en piel, aletas, ojos, musculo y érganos internos (Silva-Rubio, 2007).
En la industria australiana, S. lalandi ha mostrado alta vulnerabilidad ante L. anguillarum dependiendo de

la edad, tamafio y estatus inmunolégico del pez (Sheppard, 2005).
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Ademas de la vibriosis, otra enfermedad reportada para estos peces es la pasteurelosis o fotobacteriosis
causada por Photobacterium damselae subsp. piscicida (Gauthier et al., 1995), especie que pertenece a la
familia Vibrionaceae. Es una bacteria Gram-negativa, sin movilidad, con forma de bastén y un tamafio
aproximado de 0.5 x 1.6 um; catalasa y oxidasa positivo, fermentativa pero no produce gas a partir de la
glucosa y es halofilica (Magarifios et al., 1992). El nombre de la enfermedad es debido a que los peces en
casos cronicos presentan granulos blancos prominentes en érganos internos como bazo, rifién, higado,
consistentes con una acumulacién de células bacterianas (Toranzo et al., 1991). Desde 1969 se ha
observado en Seriola quinqueradiata en Japdn y se le ha asociado con pérdidas en los cultivos (Kubota et
al., 1970; Kawahara et al., 1998), mientras que en S. lalandi el efecto ha sido reportado como limitado
(Sheppard, 2005). Takahashi et al. (2016), mencionan que para S. quinqueradiata se desconoce la ruta de
infeccion, pero asumen que la bacteria infecta y ataca la superficie celular de las branquias y mucus con

ayuda de factores de virulencia que evaden la respuesta inmune no especifica.

Por otro lado, la enfermedad mas significativa en cuestion de pérdidas por toneladas de peces es la
lactococosis, causada por Lactococcus garvieae de la familia Streptococcaceae, reportado por primera vez
en 1976 (Kusuda et al., 1976). L. garvieae es una bacteria Gram-positiva, no mévil, no esporulada, en forma
de coco ovoide formando cadenas cortas (Takahashi et al., 2016). Es altamente patdgena y virulenta ya
que produce toxinas intra y extracelulares que afectan significativamente la supervivencia de los peces
infectados. En la acuicultura japonesa, ha afectado seriamente a los cultivos de Seriola que representan el
58% de su produccion total (Kitao, 1982; Kusuda y Kawai 1998; Kawanishi et al. 2006). Esta infeccién es
crénica y ocurre en todas las etapas de crecimiento, tanto en juveniles como adultos, pero se ha reportado
gue la mortalidad se presenta en los peces de uno a dos afios de edad, principalmente en las estaciones
calidas, cuando aumenta la temperatura (Sheppard, 2005). Los signos clinicos tipicos son hemorragia
dentro de las paredes del opérculo, columna, Ulceras en el pedinculo caudal, exoftalmia y hemorragias en
el higado e intestino (Kusuda y Kawai, 1998). Austin y Austin (2016) mencionan que la enfermedad ocurre
frecuentemente en todos los océanos, afectando a un gran nimero de especies de peces, ocasionando

enfermedades sistémicas. Esta bacteria ha sido aislada de Seriola dumerili, S. quinqueradiata y S. lalandi.

Ademas de las bacterias mencionadas, existen otras especies que han tomado relevancia en cuestiones
sanitarias mostrando potencial patogénico en el cultivo de Seriola alrededor del mundo, entre ellas
destacan Nocardia seriolae, Mycobacterium marinum, Tenacibaculum maritimus, Chlamydial

epitheliocystis, Vibrio spp. y Pseudomonas spp. (Sheppard, 2005).



1.1.4 Sistemas de Recirculacion Acuicola

Los RAS (por sus siglas en inglés: Recirculating Aquaculture Systems) se han desarrollado para mejorar la
eficiencia y sustentabilidad de las practicas acuicolas intensivas (Martins et al., 2013). Estos sistemas
basicamente consisten en la reutilizacidon del agua de produccion, reduciendo asi los impactos ambientales
adversos asociados con el uso del agua vy la liberacién de efluentes ricos en nutrientes (Blancheton, 2000;
Martins et al., 2013). La materia organica resultante del alimento no consumido y metabolitos de los peces,
es reciclado en los RAS por un conjunto diverso de microorganismos (Martins et al., 2013). Autores como
Lizarraga-Partida et al. (1998) y Gorlach-Lira et al. (2013), mencionan que una buena calidad de agua es
considerada como una condicién crucial para lograr el éxito en el cultivo, entre los que podemos
considerar a los RAS. La calidad del agua va a depender de sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas
y del manejo de las especies cultivadas. Todos estos factores estan interrelacionados y requieren cuidado
y monitoreo constante para evitar contaminacién y/o degradacién del ambiente donde estén sometidos
los organismos. Para reducir a las bacterias en el agua de los sistemas, se utiliza la filtracién mecanica
(arena presurizada, tierra de diatomeas vy filtros de cartucho), la luz ultravioleta (UV) o tratamientos de
ozono, asi como los antibidticos (Lizarraga-Partida et al., 1998). Mientras los procesos mecdnicos pueden
ser monitoreados y controlados, los sistemas de filtracidon bioldgica dependen de la interaccién de las
comunidades entre si y su medio ambiente, como consecuencia de la entrada de nutrientes (produccion
de residuos de peces) y, como tales, no son faciles de controlar (Schreier et al., 2010); por lo tanto, las
comunidades microbianas en los diferentes cultivos son dependientes de la calidad del agua en los RAS y
de la flora microbiana propia del organismo cultivado (Sugita et al., 2005; Schreier et al., 2010; Zhu et al.,
2012). Es por ello, que los valores de la carga bacteriana obtenida en otros sistemas deben ser tomados

con cautela, en términos comparativos y es recomendable contar con valores propios.

1.1.5 Caracterizacion de la comunidad bacteriana en acuicultura

Debido a la importancia de la calidad del agua y al papel fundamental que juega en el cultivo de peces, el
CESAIBC realiza monitoreos de la carga bacterioldgica, que da un panorama general sobre el estado
sanitario de los sistemas de cultivo, para que de esta manera se apliquen buenas practicas de manejo que
ayuden a disminuir y/o evitar condiciones que favorezcan la presencia de agentes patdgenos y su
diseminacién (CESAIBC, 2017). Como ya se menciond anteriormente, los microorganismos que causan

grandes pérdidas en la acuicultura son las bacterias, es por ello que se requieren dirigir estudios enfocados
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a conocer su dindmica. Lizarraga-Partida et al. (1997) propusieron el uso del conteo bacteriano en medios
de cultivo como una valiosa herramienta para evaluar la eficiencia de los diferentes tratamientos de agua
en los sistemas acuicolas, porque estos proveen una medicién directa de las bacterias que deben ser
reducidas o eliminadas. Paradéjicamente, sélo pocos sistemas de produccion acuicola realizan el conteo
de bacterias rutinariamente para monitorear la calidad de agua (Lizarraga-Partida et al., 1998) y esta se
realiza, mayormente en los cultivos de moluscos y crustaceos (Lizarraga-Partida et al., 1998 y Beaz-Hidalgo,

2008).

En general, las técnicas microbioldgicas convencionales basadas en el cultivo y en las caracteristicas
fenotipicas (morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas), se han utilizado para la
identificacion y deteccidn de patégenos en la acuicultura, porque su realizacién y costo las hace asequibles
(Isenberg, 2004). El cultivo bacteriano, cuando es factible, continua siendo el método de eleccién ya que
permite el aislamiento del microorganismo implicado, su identificacién y el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos; sin embargo, la especificidad de este método es limitada, Unicamente indicaria cual es el
género y/o especie a la que la bacteria identificada tiene mayor probabilidad de pertenecer (Fernandez-

Olmos et al., 2010).

Actualmente, el desarrollo de herramientas moleculares ha permitido dar un paso mas sobre los estudios
microbianos. Qin et al. (2016) mencionan que la biblioteca de clones del 16S rRNA, la reaccién en cadena
de la polimerasa-electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE, por sus siglas en inglés:
Polymerase Chain Reaction), hibridacion fluorescente in situ (FISH) y polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP), son algunos métodos que se han utilizado para la
investigacion de las comunidades bacterianas. En general, dichas técnicas acortan los tiempos de
respuesta de los métodos convencionales, ya que no dependen del crecimiento de las bacterias en un
medio de cultivo; sin embargo, suelen tener un costo superior porque requieren de un equipamiento
instrumental y de personal cualificado, que no se dispone en todo los laboratorios. Si bien es cierto que
las nuevas herramientas incrementan la precisién y el aporte de informacion, también introducen mayor
complejidad al traducir e interpretar los resultados obtenidos (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).
Asimismo, la identificacion molecular no es siempre accesible de forma inmediata (Bou et al., 2011). Con
base en lo anterior, en taxonomia se define a la especie bacteriana como el conjunto de cepas que
comparten una similitud del 70% o mas en experimentos de reasociacion DNA-DNA. Stackebrandt y
Goebel (1994) demostraron que las cepas con este nivel de relacién presentan una identidad del 97% o
mas entre sus genes 16S rRNA; por lo que las cepas con menos del 97% de identidad en las secuencias, es

improbable que lleguen a estar relacionadas a nivel de especie. Sin embargo, existen cepas que comparten
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una similitud inferior al 50% en experimentos de reasociacidn y por lo tanto son clasificadas en especies
diferentes, pero presentan una identidad del 99-100% a nivel de 16S rRNA; es por ello que en taxonomia
se recomienda la identificacion polifasica, que utiliza criterios fenotipicos junto con los datos de

secuenciacién gendmica (Stackebrandt et al., 2002; Rodicio y Mendoza, 2004).

Como se menciond, el conocimiento actual de la diversidad microbiana, tanto en sistemas marinos como
continentales, estan basados en los estudios del gen 16S rRNA, con un tamario de fragmento de 1,500 nt.
El RNA ribosdmico 16S, es la macromolécula mas utilizada en estudios de filogenia y taxonomia del mundo
procariota, debido a que es una molécula muy antigua que esta presente en todas las bacterias actuales,
constituye una diana universal para su identificacién; ademas, su estructura y funcidon han permanecido
constantes durante un tiempo muy prolongado y los RNA SSU (por sus siglas en inglés: small subunit)
contienen suficiente variabilidad para diferenciar, no sélo a los organismos mas alejados, sino también a
los mds préoximos. Por ultimo, los dos tratados fundamentales de bacteriologia, el Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology y The Prokaryotes, basan su estructuracién en las relaciones filogenéticas

establecidas con este gen (Rodicio y Mendoza, 2004).

1.1.6 Analisis de la flora bacteriana en piscicultura

Actualmente, existen algunos estudios de anilisis genéticos bacterianos en sistemas de cultivos de peces.
Martins et al. (2013) realizaron un analisis metagendmico de las comunidades bacterianas en muestras de
agua, para la deteccidon de patdgenos potenciales en los RAS de cultivo de peces planos Scophthalmus
maximus y Solea senegalensis y los resultados mostraron importantes diferencias en la composicién de la
comunidad bacteriana para ambas especies de peces, sugiriendo que hay un fuerte efecto especie
especifico sobre dichas comunidades. Las especies con potencial patégeno encontradas fueron, P.
damselae para S. maximus y Tenacibaculum discolor, Tenacibaculum soleae y Serratia marcescens tanto
en S. maximus como en S. senegalensis. Independientemente del potencial patégeno de las bacterias
encontradas, no se observaron peces con algun signo clinico de enfermedad bacteriana. Asi mismo, Huang
et al. (2016) efectuaron un anadlisis metagendmico del gen 16S rRNA, para mostrar las distintas
comunidades bacterianas en nueve biofiltros de cinco RAS comerciales, obteniendo 249,000 secuencias,
en promedio 27,663 para cada biofiltro y detectaron 682 unidades taxondmicas operacionales (OTUS).
Concluyeron que el monitoreo en tiempo real de las comunidades en los biofiltros pueden apoyar las

practicas de manejo, tales como la adicién de microbios o sustratos claves dirigidos a optimizar su
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rendimiento. Por otra parte, Zhu et al. (2012) utilizando la biblioteca de clones del gen 16S rRNA,
caracterizaron la diversidad estructural de las comunidades bacterianas asociadas con los materiales de
filtracion de los RAS del pez Barcoo grunter Scortum barcoo, con la finalidad de mejorar la calidad del agua,
asi como la nitrificacion, amonificacidn, reduccién de nitritos, desnitrificacion, protedlisis y reduccion de
sulfatos. Se identificaron ocho filos diferentes y encontraron una gran diferencia en la diversidad y
composicion en las diferentes condiciones de operacién del cultivo, sugiriendo que la constitucién de la

comunidad microbiana varia de acuerdo a la calidad del agua en los RAS.

Tomando en cuenta que la comunidad bacteriana normal estd compuesta tanto por bacterias patégenas
como no patodgenas, cualquier modificacion de la temperatura, salinidad, alimentacion y del estado
fisiolégico del pez, puede propiciar el desequilibrio en la interaccion parasito-hospedero-ambiente (triada
de la enfermedad) y en consecuencia, el desencadenamiento de la enfermedad (Inglis, 2000). En este
sentido, el conocimiento de la cantidad y diversidad bacteriana durante el desarrollo de una actividad
acuicola es importante para prevenir las enfermedades o comprenderlas cuando éstas se presenten,
teniendo asi un antecedente acerca de las variaciones que exhiben ciertos grupos bacterianos cuando las

condiciones de cultivo varian a través del tiempo.

1.1.7 Alternativas para el control de bacterias patégenas

En los ultimos afios, el uso intensivo de antibidticos ha resultado en un incremento en la resistencia
bacteriana en ambientes acudticos (Aarestrup, 2006). Autores como Anderson y Zeeman (1995) vy
posteriormente Panigrahi y Azad (2007) coinciden que, para mantener un patrén de crecimiento
sostenible en la acuicultura, las estrategias sobre el manejo de la salud animal deben de ir mas alla del uso
de los antibidticos y quimioterapéuticos, que cuando no son aplicados correctamente crean bacterias
resistentes y la inmunosupresién del hospedero (Toranzo et al., 1984). Panigrahi y Azad (2007) reportan

que los patégenos como Vibrios y Aeromonas, pueden desarrollar resistencia muy rapidamente.

La intervencion microbiana considerando un enfoque respetuoso con el medio ambiente acuatico a través
del biocontrol y biorremediacién, se presentan como métodos alternativos para mejorar la salud de los
pecesy esto se logra manteniendo poblaciones equilibradas de bacterias y el uso de probiéticos, los cuales
pueden ser incluidos en la dieta o bien adicionarse al agua como un agente de remediacidn (Panigrahiy

Azad, 2007). Los probidticos son microorganismos vivos, que tienen efectos benéficos sobre el equilibrio
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microbioldgico intestinal del hospedador, a través de la modulacidn directa o indirecta, que se ve reflejado
en un mejor aprovechamiento de nutrientes, efectos positivos en la reproduccién, tolerancia al estrés
(Martinez-Cruz, 2012) y un claro impacto sobre la activacién del sistema inmune, conduciendo a una mayor

resistencia a enfermedades (Merrifield et al., 2010).

Para implementar alguna de las alternativas mencionadas, es necesario conocer cualitativamente la carga
bacteriana donde se encuentra interactuando el pez, ya que debe presentarse una heterogeneidad
bioldgica (mayor riqueza de especies) para lograr el equilibrio ecoldgico en un nicho determinado
(MacArthur y MacArthur, 1961), porque se pueden presentar invasiones bioldgicas que resultan en una
menor biodiversidad (especies dominantes) (Curd, 2016); en este ultimo punto, se destaca la posibilidad
de una dominancia por bacterias patdgenas. Los indices propuestos para medir riqueza de especies, de
manera independiente al tamafo de muestra, se basan en la relacion entre el niUmero total de especies y
el numero total de individuos observados, que se incrementa con el tamafio de muestra; el indice mas

destacado en la literatura es el indice de Margalef (1958).

1.2 Justificacion

Aungque se sabe que las enfermedades son parte natural del ecosistema en los océanos ayudando asi al
equilibrio del mismo, estas toman gran importancia cuando se presentan en los cultivos acuicolas (Gudding
y Van Muiswinkel, 2013; Lafferty et al., 2015). En este sentido, Sicuro y Luzzana (2016) han propuesto que
para enfrentar estos problemas debe de haber una colaboracién entre los productores acuicolas, los
institutos de investigacién y el gobierno. Conscientes de esta situacion y con el objetivo de prevenir este
tipo de enfermedades, la empresa OBL se ha vinculado al CICESE, al ISA y al CESAIBC para llevar a cabo
monitoreos de la calidad bacterioldgica del agua en los sistemas de mantenimiento de reproductores de
S. lalandi, con objeto de mantener una vigilancia sobre la posible ocurrencia de problemas bacterianos y

establecer las medidas pertinentes para su prevencion y control.
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1.3 Hipotesis

La calidad bacterioldgica del agua en los sistemas de mantenimiento de reproductores de Seriola lalandi

es variable e incluye a especies con potencial patégeno.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la carga bacteriana y las especies con potencial patégeno en los sistemas de mantenimiento
de los reproductores de Seriola lalandi, que permitan alertar sobre posibles problemas bacterianos y en

su caso, establecer medidas de control.

1.4.2 Objetivos particulares

e Determinar la diversidad y abundancia de bacterias asociadas a los sistemas de mantenimiento de

reproductores de Seriola lalandi.

e Identificar a las bacterias utilizando bacteriologia convencional y la secuenciacion parcial del gen

16S rRNA.

e Describir a las bacterias que podrian representar un riesgo sanitario.

e Establecer valores de referencia con relacién a la carga bacteriana y a la identificacion de la misma,

y sugerir medidas de control.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en la empresa Ocean Baja Labs, S. de R.L. de C.V. (OBL), centro de produccién de
larvas de jurel Seriola lalandi, ubicado en el Ejido Eréndira, B. C., México, entre los 31° 05' 16.81" de latitud
Norte y los 115° 56' 08.92" longitud Oeste, que inicié su operacion en mayo de 2013. OBL cuenta con las
areas de reproduccion, eclosién, larvario y mantenimiento de juveniles con sistemas de recirculacion

independientes.

2.1.1 Descripcion del sistema

El agua de mar se bombea de la zona costera superficial frente a la empresa y se almacena en un
reservorio, que consiste en un depdsito de concreto con una capacidad de 250 m? que a su vez sirve de
sedimentador. El agua se transfiere a los sistemas de recirculacion, con sus sistemas de filtracion (Filtro 1
y Filtro 2) que se componen cada uno de, un filtro mecdnico, un fraccionador de espuma, un filtro
bioldgico, un sistema de luz ultravioleta y un ozonizador. Posteriormente, el agua se conduce a los tanques
de mantenimiento de reproductores (Tanque B1y Tanque B2) que tienen una capacidad de 70 m3 cada
uno y, se encuentran con recirculacion. Finalmente, el agua que es desechada es conducida al tubo de

descarga del centro de produccion.

La biomasa inicial en el Tanque B1 fue de 252.4 Kg/m?y en el Tanque B2 de 424.6 Kg/m?3, con una tasa de
recambio diario del 20%, ademds de un 10 a 50% extra cuando éste era requerido. La alimentacion de los
peces se realizd cada dos dias y consistié en sardina, alimento formulado (Vitalis Repro y Vitalis Cal, marca

SKRETTING) y suplementos vitaminicos.
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2.2 Toma de muestras

Desde febrero del 2016 a enero del 2017, se recolectaron mensualmente muestras de agua superficial (10-
15 cm de profundidad) en seis puntos del centro de produccidn: reservorio, sistema de filtracion del
tanque de reproductores B1 (Filtro 1), tanque de reproductores B1 (Tanque B1), sistema de filtracion del
tanque de reproductores B2 (Filtro 2), tanque de reproductores B2 (Tanque B2) y por ultimo la descarga
de agua (Figura 1). Las muestras fueron tomadas en conjunto con el personal del CESAIBC utilizando bolsas
estériles Whirl-pak® para microbiologia con un volumen de 400 mL, previamente etiquetadas. Estas se
almacenaron en una hielera con gel refrigerante y se trasladaron al ISA, cuidando que no pasaran mas de

seis horas desde su recoleccién hasta su analisis.

Para el Tanques B1y B2 se recopild la informacién de los parametros fisicoquimicos (temperatura, oxigeno,
pH, amonio, nitratos, nitritos y alcalinidad), los cuales fueron proporcionados por el encargado del

laboratorio de produccion.

Reservorio
Filtracién mecénica,
biolagica y fisica
Filtro 1 Filtro 2
Tanque Bl Tanque B2
k J
Otros -
. > Descarga
sistemas

Figura 1. Puntos de muestreo del centro de produccién de Seriola lalandi: reservorio; sistema de filtracién (Filtro 1y
Filtro 2); tanques de reproductores B1 y B2 (Tanque B1 y Tanque B2); descarga. Otros sistemas: sistema larvario,
sistema de juveniles, sistema de alimento vivo. Las fechas indican la trayectoria del agua.
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2.3 Analisis bacteriologico

Se utilizé el medio de cultivo Agar Soya Tripticasa (TSA Dibico®) al 2% de NaCl, con la finalidad de obtener
a las bacterias heterdtrofas cultivables. La muestra de agua se homogeneizé y se colocé 1 mL del
homogeneizado en un tubo de ensaye con 9 mL de agua de mar filtrada y esterilizada en autoclave
(dilucién 1:10) y de ahi se hicieron subsecuentes diluciones (1:100 y 1:1000). Se sembraron 100 uL de la

ultima dilucidn y se incubaron a 25 + 1°C (Incubadora marca Arsa) por 120 h (Noga, 2010) (Figura 2).

Para obtener a las bacterias tipo Vibrio se utilizd el medio de cultivo selectivo Tiosulfato Citrato Bilis
Sacarosa (TCBS Difco™) al 2% de NaCl. Para este medio se sembraron 100 pL de la muestra de agua, sin

diluir, que se incubaron a 25 + 1°C por 120 h (Noga, 2010).

1mL 1mL 1mL
— < « <
(o — ﬁ‘
&  +9 mL ) +9mL I +9mL
1:0 1:10 1:100 1:1000

Figura 2. Descripcion grafica del proceso de dilucion y siembra en el medio de cultivo.

El conteo de colonias, para ambos medios, se realizé 24 h posteriores a la siembra, considerando los
criterios establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-092-SSA1-1994) para la cuenta de bacterias en

placa. Se utilizé un contador de colonias (marca Felisa®) (Figura 3), registrando el resultado en unidades
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formadoras de colonias por mililitro (UFC mL™). Los calculos se realizaron considerando las diluciones

utilizadas en la siembra y la cantidad del indculo.

s
ity

i

£

A ()
i

f

‘] g

Figura 3. Contador de colonias (marca Felisa®).

Las colonias bacterianas que crecieron en la primera siembra, se aislaron por el método de estria en
diferentes placas con medio TSA al 2% de NaCl, eligiendo las colonias a partir de su morfotipo, color y
dominancia. El aislamiento se continud hasta obtener un solo tipo de colonia, incubandose a 25 + 1°C

durante 24 h (Bergey et al., 1994).

La caracterizacion fenotipica se realizé con las pruebas convencionales de morfologia colonial y tincién de
Gram (kit comercial Golden Bell, ver anexo) y la caracterizacién bioquimica con las pruebas de citocromo
oxidasa [reactivo N,N,N,N-tetrametil-p-fenilendiamina (Sigma-Aldrich), ver anexo] y catalasa (ver anexo)

(Fernandez-Olmos et al., 2010).

En especifico, para la morfologia colonial se utilizé el diagrama de morfologias bacterianas tomando en

cuenta la forma, borde, superficie y color de cada colonia (Bergey et al., 1994) (ver anexo).

Una vez concluidas las pruebas correspondientes, las colonias bacterianas se criopreservaron a -180°C,
siguiendo la metodologia propuesta por Sambrook y Russell (2001), que se menciona brevemente a
continuacién: de cada aislamiento, se tomé una colonia que se sembrd en medio liquido Zobell (Difco®) y
se mantuvo en agitacion por 24 h a temperatura ambiente; posteriormente se colocaron 300 pL de

glicerina estéril en crioviales (Cryovial®Simport) de 1.5 mL previamente etiquetados y 700 uL de muestra,
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esta se homogeneiz6 e inmediatamente se colocé en hielo seco para una congelacién rapida. Las muestras
se depositaron, para su resguardo, en el Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Acuaticos
(SUBNARGENA) ubicado en el CICESE, donde se tiene acceso para futuros estudios de investigacion y/o

aplicaciones de interés en diversos sectores, entre ellos el sector acuicola e industrial.

2.4 Analisis molecular

2.4.1 Extraccion de DNA

La extraccién de DNA genémico se llevé a cabo con el protocolo DNAzol® (MRC) (Chomczynski et al., 1997;
modificado por Cruz-Flores, 2016) que consistio en lo siguiente: lisis de las bacterias con 1000 pL de DNAzol
por 1 h a58°C en unaincubadora (marca Arsa), aplicando vortex (marca Daigger) cada 15 min. Después de
ese tiempo se centrifugd a 12,600 rpm por 6 min (centrifuga marca Fisher Scientific); se transfirieron 800
uL del sobrenadante a un tubo estéril y se agregaron 500 pL de etanol al 100% (BioBasic Inc.), se dejé
reposar a temperatura ambiente por 3 min y se centrifugd nuevamente a 14, 000 rpm por 10 min. El
sobrenadante se decantd y el DNA precipitado se lavé con 750 pL de etanol al 70% almacenado a 4°C; se
volvid a centrifugar a 14, 000 rpm por 10 min y se decanté el etanol. EIl DNA precipitado se secd 10 min en
la estufa a 37°Cy por ultimo se resuspendié en 100 pL del amortiguador Tris-EDTA pH 8.0 estéril (BioBasic

Inc.).

El DNA gendmico se procedié a verificarlo, con relacién a su calidad (integridad), mediante una
electroforesis en gel de agarosa (Apex™) al 0.8%. Se mezclaron 5 uL del DNA resuspendido con 1 uL de
colorante de carga 5X (xilencianol y azul de bromofenol en Ficoll). A la cdmara de electroforesis se le agrego
suficiente amortiguador TBE 1X para cubrir el gel y se aplicaron 100 voltios por 1 h. Una vez realizada la
electroforesis, se tifid el gel utilizando GelRed (Biotum) por 10 min y se visualizé en un transiluminador

(modelo M-20E)
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2.4.2 Amplificacion del gen 16S

Para la amplificacion del gen 16S por medio de la PCR, se utilizaron cinco pares de oligonucleétidos (oligos),
realizando algunas combinaciones, aumentando asi las posibilidades de su deteccién en las muestras

(Tabla 1).

Las mezclas de PCR fueron a 50 pL utilizando las siguientes concentraciones: amortiguador 1X con MgCl,
1.5 mM, 100 uM dNTP's (Bioline), 1 uM de oligos sentido y antisentido (Eton Bioscience y Alpha DNA), 1U
de Tag DNA polimerasa (APEX™) y DNA variable (Devereux y Wilkinson, 2004).

Las reacciones de PCR se realizaron en dos termocicladores (Apollo modelo ATC 201 y Nyxtechnik) y las
condiciones de amplificacidn se llevaron a cabo de acuerdo a lo establecido por Devereux y Wilkinson,
(2004), mismas que se resumen a continuacién: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, 35 ciclos de
95°C por 20 s, alineamiento variable en 51, 55, 57, 58, 61°C por 20 s (Tabla 1) y extensién a 72°C por 20 s;

extensién final a 72°C por 2 min.

Los productos de PCR (10 pL) se detectaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y como referencia
se utilizdé un marcador de peso molecular de 0.1 a 2 Kpb (Invitrogen) a una concentracién de 1 pg/uL. A la
camara de electroforesis se le agregé suficiente solucién amortiguadora TBE 1X y se aplicé una carga de
100 voltios por 1 h. Posteriormente el gel fue tefiido con una solucidn de GelRed por 10 min y los

fragmentos amplificados (1,500 nt) se visualizaron en un transiluminador.

2.5 Secuenciacion parcial del gen 16S rRNA

Los productos de PCR amplificados se secuenciaron de forma parcial (utilizando el oligo sentido de cada
muestra amplificada, mediante el método Sanger), en el laboratorio Eton Bioscience, Inc. ubicado en San
Diego, Estados Unidos. Las secuencias obtenidas se analizaron en el software MEGA7 y fueron comparadas
por medio del Blast (por sus siglas en inglés: Basic Local Alignment Search Tool), en la base de datos del

GenBank (banco de genes) del 16S RNA ribosomal para determinar su similitud, identidad y cobertura.
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2.6 indice de riqueza de especies

Para el célculo de la riqueza de especies se empled el indice de Margalef (1958), siendo este un indice muy
utilizado y reconocido en la literatura; el calculo se realizd por punto y por meses de muestreo. La férmula

se describe como:

_ S—-1 (1)
Mg ™ In(n)

Donde:
S= numero de especies
In=logaritmo natural

n= numero total de individuos observados

2.7 Descripcidn de las bacterias identificadas

Se llevé a cabo una revision bibliografica de cada una de las especies identificadas para conocer sus
caracteristicas y el papel que desempefian en el medio, enfocdndonos a las patdgenas y en aquellas que

podrian tener un uso potencial como biocontrol u otras aplicaciones.



Tabla 1. Descripcidn de siete pares de oligonucleédtidos utilizados para la amplificacion del gen 16S rRNA bacteriano

Pares de

Sitio de

Temperatura de

oligos Secuencia ensamble Alineamiento (°C) Referencia
B1 sentido CCGTCGACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27
61 Garcia-Ortega (1997)
B2 antisentido CGGGATCCACCTTGTTACGACTTCACCC 1512-1492
fD1 sentido ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27
55 Weisburg et al. (1991)
rP2 antisentido cccgggatccaagcttACGGCTACCTTGTTACGACTT 1512-1492
63F sentido CAGGCCTAACACATGCAAGTC 43-63
51 Marchesi et al. (1998)
1387r antisentido GGGCGGWGTGTACAAGGC 1404-1387
T63F sentido CAGGCCTAACACATGCAAGTT 43-63 Hongoh et al. (2003)
61
1389r antisentido ACGGGCGGTGTGTACAAG 1406-1389 Osborn et al. (2000)
63F sentido CAGGCCTAACACATGCAAGTC 43-63 Marchesi et al. (1998)
57
1389r antisentido ACGGGCGGTGTGTACAAG 1406-1389 Osborn et al. (2000)
T63F sentido CAGGCCTAACACATGCAAGTT 43-63 Hongoh et al. (2003)
58
1387r antisentido GGGCGGWGTGTACAAGGC 1404-1387 Marchesi et al. (1998)
63F sentido CAGGCCTAACACATGCAAGTC 43-63 Marchesi et al. (1998)
pH Universalrev AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1541-1522 61 Edwards et al. (1989)

antisentido

61
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2.8 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico sobre los conteos bacterianos se corroboraron los supuestos estadisticos de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad de Levene's. Como estos no cumplieron con dichos
supuestos, se realizd una transformacion logaritmica (base 10). A partir del ajuste se llevé a cabo el analisis
de varianza (ANOVA) de una via para contrastar las UFC de los puntos de muestreo, a excepciéon de la
descarga, debido a la confluencia del agua de otros sistemas en el centro de produccién que evitd una
adecuada comparacion; sin embargo, si se considerd para el resto de los analisis realizados. Ademas, se
realizaron pruebas a posteriori de Tukey para conocer entre qué puntos se encontraban las diferencias
estadisticas. Asimismo, se aplicd la correlacidn de Pearson’s entre los pardmetros fisicoquimicos y los
conteos bacterianos y, la prueba t-student para los parametros fisicoquimicos entre el Tanque B1 y B2.
Por ultimo, el indice de riqgueza se comparé mediante el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. En todos
los casos se considerd un intervalo de confianza del 95% (p< 0.05) (Zar, 2009). El programa utilizado fue

Statistica versidon 10 para Windows.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Conteo de bacterias heterétrofas totales (BHT)
Los resultados bacterioldgicos obtenidos durante el muestreo referente a la carga de BHT se presentan en

la figura 4. La prueba estadistica ANOVA de una via mostré que no hay diferencias significativas (p= 0.895)

entre los diferentes puntos de muestreo.

Carga de bacterias heterotrofas totales

4.0
p=0.895

3.5

T

3.0

2.5

20 r

UFC mL *{log)

1.5

10 1

0.5

1

Reservorio Filtro 1 Tanque B1 Filtro 2 Tanque B2

0.0

Puntos de muestreo

Figura 4. Conteo de bacterias heterdtrofas totales (BHT) de los sistemas de mantenimiento de reproductores de

Seriola lalandi. Representado con el valor de la media * error estandar. p=0.895: no hay diferencias estadisticamente

significativas entre los puntos.

Ademas del andlisis estadistico de los datos, se contemplaron los valores de UFC mL™sin transformacion
logaritmica de todos los puntos de muestreo, tanto de las BHT como de las BTV, ya que éstas permiten
una visualizacién mas clara de la sucesidn de la carga bacteriana por punto y meses de muestreo. Respecto
a la carga de BHT, se observa que el reservorio se mantuvo con valores alrededor de 1.00E+03 UFC mL™?

con excepcién del mes de septiembre el cual presenté un aumento (2.50E+0.5 UFC mL?). En el caso del
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Filtro 1y Filtro 2, la carga bacteriana se mantuvo similar al reservorio (1.00E+03 UFC mL), mientras que

en el tanque B1 la carga fue elevada en los meses de febrero (2.50E+0.5 UFC mL™?), junio y septiembre, el

tanque B2 presenté sélo un ligero aumento en algunos meses; finalmente, en la descarga se observaron

incrementos en los meses de mayo, junio, septiembre y octubre comparado con los otros puntos de

muestreo, alcanzando su valor maximo en el mes de octubre con 2.90E+05 UFC mL™.

UFC mL™
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Figura 5. Sucesidn de carga bacteriana heterétrofa total (BHT) por punto y meses de muestreo en los sistemas de
mantenimiento de reproductores de Seriola lalandi. Dwg: indice de riqueza de especies de Margalef (1958).
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3.2 Conteo de bacterias tipo Vibrio (BTV)
Respecto a la carga de BTV, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.033) entre

el tanque B2 con respecto al reservorio (p=0.008), al filtro F1 (p=0.030) y al tanque B1 (p= 0.008), mientras

que con el filtro F2 no se observaron diferencias significativas (p= 0.292) (Figura 6).

Carga de bacterias tipo Vibrio

4.0
p=0.033

351

30t

25T

201

UFC mL(log)

157}

107}

05}

Reservotio Filtro 1 Tangue B1 Filtre 2 Tangue B2

Puntos de muestreo
Figura 6. Conteo de bacterias tipo Vibrio (BTV) de los sistemas de mantenimiento de reproductores de Seriola lalandi.

Representado con el valor de la media + error estandar. p= 0.033: si hay diferencias estadisticamente significativas

entre los puntos.

En el caso de las BTV aunque se presenta a una menor escala, se observé un flujo ascendente de la carga
de bacterias desde el reservorio, donde se obtuvieron conteos constantes entre 100 y 200 UFC mL™.
Después, estos aumentaron en el filtro F1 con valores entre 200 a 300 UFC mL™, mientras que en el filtro
F2 en el mes de mayo se registraron 1.00E+03 UFC mL? y en noviembre 500 UFC mL™. Posteriormente, en
el tanque B1 los valores promedios fueron de 100 UFC mL™, excepto por el mes de septiembre cuando el
conteo fue de 1.00E+03 UFC mL}; para el tanque B2, se tuvieron conteos altos y consecutivos en los meses
de agosto, septiembre y octubre (1.00E+03 UFC mL™?) con un pequefio descenso en noviembre. Por Gltimo,
en la descarga se observaron aumentos en algunos meses, siendo mayo y septiembre los que registraron

los valores mas altos (2.50E+04 y 2.90E+04 UFC mL?, respectivamente).
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Figura 7. Sucesidon de carga bacteriana tipo Vibrio (BTV) por punto y meses de muestreo en los sistemas de
mantenimiento de reproductores de Seriola lalandi.
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3.3 Identificacion de especies y comunidad bacteriana

Durante el afio de muestreo se aislaron 102 colonias, de las cuales se identificaron 52 especies distintas,
de éstas, 50 fueron relacionadas a través de un porcentaje de identidad superior al 97% vy las dos restantes
fueron referidas con un porcentaje de identidad menor, teniendo una referencia general, ya que si fueron

consideradas como parte de la comunidad bacteriana y por ende para los indices de riqueza de especies.

Se identificaron los siguientes phyla: Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. A nivel de

orden, se registraron nueve grupos, siendo las Vibrionales las dominantes, seguido por Alteromonadales

y Pseudomonadales; las menos frecuentes fueron del orden Flavobacteriales y Enterobacteriales (Figura

,%\\

8).

m Vibrionales = Alteromonadales m Pseudomonadales
Oceanospirillales m Rhodobacterales m Actinomycetales
m Bacillales ® Flavobacteriales ® Enterobacteriales

Figura 8. Comunidad bacteriana (Orden) aisladas de los sistemas de mantenimiento de reproductores de Seriola
lalandi, expresada en porcentaje.
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La distribucion de especie por punto de muestreo y su frecuencia de aparicién se muestran en la tabla 2.
En ella destaca Vibrio gigantis que aparece en todo el sistema; Vibrio chagasii, Vibrio cyclitrophicus,
Marinobacter algicola y Labrenzia aggregata en tres puntos de muestreo y; V. alginolyticus, Vibrio
crassostreae, Microbacterium maritypicum, Photobacterium iliopiscarium, Photobacterium piscicola,
Pseudoalteromonas marina, Vibrio atlanticus y Shewanella pacifica en dos puntos. El resto de las especies

son particulares para cada uno de los puntos de muestreo (ver tabla 8 en anexos).

Ademas, se elaboré una tabla de informacion de todas las especies identificadas con base en las pruebas
bioquimicas empleadas, asi como la recopilacidn del papel que éstas desempenan con base en la literatura
cientifica disponible (Tabla 3), entre las que destacan V. harveyi por su patogenicidad a S. lalandi; Vibrio
alginolyticus, Pseudoalteromonas undina, Acinetobacter johnsonii, Pseudomonas koreensis y T. discolor,
por su potencial patdgeno en peces; Staphylococcus pasteuri, V. alginolyticus y Pseudomonas stutzeri, por
su potencial zoondtico; Vibrio proteolyticus, Vibrio lentus, Marinobacter algicola por su potencial
antagonista y/o probidtico contra bacterias patdgenas vy, Vibrio cyclitrophicus, V. proteolyticus,
Pseudoalteromonas carrageenovora, Pseudoalteromonas hodoensis, Alteromonas macleodii y Halomonas

titanicae por su potencial de uso industrial.



Tabla 2. Distribucidon y frecuencia de especies por punto de muestreo del sistema de mantenimiento de Seriola lalandi.

. . . Frecuencia
Reservorio Filtro F1 Tanque B1 Filtro F2 Tanque B2 Descarga
absoluta
Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis 6
Labrenzia aggregata Labrenzia aggregata Labrenzia aggregata 3
Marinobacter algicola Marinobacter algicola Marinobacter algicola 3
Vibrio chagasii Vibrio chagasii Vibrio chagasii 3
Vibrio cyclitrophicus Vibrio cyclitrophicus Vibrio cyclitrophicus 3
Microbacterium Microbacterium 5
maritypicum maritypicum
Photobacterium Photobacterium 2
iliopiscarium iliopiscarium
Photobacterium piscicola Photobacterium piscicola 2
Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas 5
marina marina
Shewanella pacifica Shewanella pacifica 2
Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus 2
Vibrio atlanticus Vibrio atlanticus 2
Vibrio crassostreae Vibrio crassostreae 2
Especies restantes (ver tabla 8 en anexo) 1

Le



Tabla 3. Caracterizacion morfotipica y funcidn de las especies bacterianas aisladas de los sistemas de mantenimiento de Seriola lalandi.

Morfologia de la colonia

Especie Color Forma Borde Superficie Fom.‘a Tincion Funcion Referencia
bacteriana Gram
Vibrio gigantis Translucido/ Circular Redondeado Convexa Vibrio - Patégeno para el ostién Crassostrea gigas. Le Roux et al. (2005)
beige
Patégeno oportunista en peces; patégeno Austin et al. (1993);
Vibrio alainolvti Bei | | dulad Pl Bacil para humanos; degrada hidrocarburos en Balebona et al. (1998);
ibrio alginolyticus eige rregular Ondulado ana acilos - condiciones andxicas. Novotny et al. (2004);
Ameen et al. (2016)
- ) . . Patégeno para S. lalandi y S. dumerili (posee  Austin y Zhang (2006);
Vibrio harveyi Beige Irregular Ondulado Plano Bacilos - factores de virulencia). Sicuro y Luzzana (2016)
Degrada hidrocarburos; degrada surfactantes; Hedlund y Staley (2001);
Vibrio cyclitrophicus Beige Puntiforme  Redondeado  Convexa Vibrio - patdégeno para el pepino de mar Apostichopus ~ Abu-Ghunmi et al. (2014);
japonicus. Li et al. (2016)
Bei
Vibrio jasicida blealﬁsé Puntiforme  Redondeado Convexa Bacilos - Especie recientemente descubierta. Yoshizawa et al. (2012)
Vibrio crassostreae Beige/ Irregular Ondulado Plano Bacilos - Aislado de ostiones enfermos. Faury et al. (2004)
blanco largos
Actividad  nematicida  (produccién de Yuetal. (2015)
Vibrio atlanticus* R compuestos volatiles organicos) en la
industria maderera.
_ L X . . Patégeno intracelular en ostiones (posee Vanhove et al. (2015)
Vibrio tasmaniensis Beige Circular Redondeado Convexa Vibrio - . .
factores de virulencia).
Lambert et al. (1998
Vibrio pectenicida Blanco Circular Redondeado Convexa Vibrio - Patdégeno para larvas de Pecten maximus. ambert et al. ( )
Vibrio chagasii* R Presunto patdégeno para salménidos. Austin et al. (2005)
Productoras de enzimas proteoliticas para De Schrijver y Ollevier,
aplicaciones industriales; patégeno para (2000);  Quiroz-Guzman
Vibrio proteolyticus Beige Filamentoso  Filamentoso Plano vibrios - Artemia spp. (posee factores de virulencia); ~ (2005); Itoi et al. (2007);
actividad  quitinolitica;  probidtico en Rayetal. (2016)
Scophthalmus maximus.
. Probidtico y antagonista a V. harveyi; Schaeck et al. (2016);
Vibrio lentus Beige Circular Redondeado  Convexa BZCLIS: - patégeno de Dicentrarchus labrax; patégeno  Farto et al. (2003)
cor

Vibrio hepatarius*

de Octopus vulgaris.

Degrada hidrocarburos; probidtico en P.
vannamei; antagonista a v. harveyi.

Balcazar et al. (2006);
Kostka et al. (2011);
Rodriguez et al. (2015)

O: oxidasa; C: catalasa; * no se realizé la identificacion morfoldgica

8¢



Tabla 3. Caracterizacidon morfotipica y funcidn de las especies bacterianas aisladas de los sistemas de mantenimiento de Seriola lalandi (continuacién).

Morfologia de la colonia

Forma Referencia
Especie Color Forma Borde Superficie . (o] Funcion
bacteriana
Photobacterium ) Bacteria simbionte en aleunos peces Urakawa et al. (1999);
iliopiscarium* g P ' Dunlap y Ast (2005)
Photobacterium Bacilos Simbiosis  bioluminiscente con peces y Labellaetal. (2017)
Transparen Puntiform Redon Plan -
piscicola ansparente untiforme edondeado ano cortos calamares.
Photobacterium Bacilos Bacteria luminiscente aislada del agua de mar.  Yoshizawa et al. (2009);
Transparen Puntiform Redon Plan +
aquimaris ansparente untiforme edondeado ano cortos Labella et al. (2017)
. Simbionte bioluminiscente con peces y Astetal (2007); Labella et
Photobacterium . .
e Transparente Puntiforme Lobulado Plano Bacilos + calamares. al. (2017)
kishitanii
Pseudoalteromonas . . Bacilos , , .
. Beige Puntiforme  Redondeado Convexa + Patdgeno para Dicentrarchus labrax. Pujalte et al. (2007)
undina largos
Actividad  nematicida  (produccion de Nam etal. (2007)
P: Iteromon Bacil L1 .
seu.doa teromonas Transparente Circular Redondeado  Convexa laCI os + compuestos  volatiles organicos) en la
marina argos industria maderera.
. Efectos neurotoxicos (produce  Simidu et al. (1990);
Pseudoa t?rfmonas + tetradotoxinas). Ivanova et al. (2001);
tetraodonis Bowman (2007)
Pseudoalt: Degrada polisacaridos algales (carragenanos).  Bowman (2007); Guibet et
seudoaiteromonas Naranja Irregular Ondulado Convexa Bacilo + € P & ( & ) ( )
carrageenovora al. (2007)
Bacteria simbionte con corales; produce Matsuyama et al. (2014);
PS?UdOG/t_efO’TTO”GS Beige Irregular Ondulado Convexa Bacilos . pigmentos carotenoides también  Kusmita et al. (2017)
shioyasakiensis exopolisacaridos.
Pseudoalteromonas . X Degradaciéon de hidrocarburos y tiene Kostka et al. (2011); Chi et
. Beige Irregular Lobulado Convexa Bacilos + - .
hodoensis actividad enzimatica en el agar. al. (2014)
i Raguenes et al. (1996
Alteromc?'nas Belgc’s/ Circular Redondeado Convexa bacilos + Hidroliza polisacéridos (relevancia ecoldgica). & ( )
macleodii café
Marinobacter Adyuvante en vacunas (flagelina) para Sparus ~ Montero et al. (2014)
. Beige Circular Redondeado Convexa Cocobacilos + aurata
algicola .
Alteromonas i i X Especie probable para la degradacién de Ivanova et al. (2013)
. Beige Circular Ondulado Convexa Bacilos + .
australica polietileno (PET).
Shewanella Blanca/ . Bacilos Se ha detectado un tipo de gen codificadora Huang et al. (2010);
xiamenensis beige Circular Redondeado Convexa largos + de carbapenasas. Antonelli et al. (2015)
Produce 4cidos rasos oliinsaturados
Shewanella pacifica Naranja Circular Redondeado Convexa Bacilos + (PUFA’s) : P Ivanova et al. (2004)

O: oxidasa; C: catalasa; * no se realizé la identificacion morfoldgica
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Tabla 3. Caracterizacidon morfotipica y funcidn de las especies bacterianas aisladas de los sistemas de mantenimiento de Seriola lalandi (continuacién).

Morfologia de la colonia

Forma Tinciéon Referencia
Especie Color Forma Borde Superficie . (o] Funcion
bacteriana Gram
. . . . . . No ha informacion  disponible  (sélo
Idiomarina abyssalis Beige Puntiforme  Redondeado Convexa Bacilos - + y ! : spont ( Ivanova et al. (2000)
taxonomia).
. . L X . Aislado de un pez fermentado (informacién  Sitdhipol et al. (2013)
Idiomarina piscisalsi Transparente Circular Redondeado Convexa Vibrio - + limitada)
. Degradacion de hidrocarburos (Acinetobacter ~ Kostka et al. (2011);
Acinetobacter Blanco/ . , . .,
; " R Puntiforme  Redondeado Plano Convexa - - sp); patogeno oportunista emergente en  Kozifiska et al. (2014)
johnsonii beige .
trucha arco iris.
Blanca Bacilos Aplicaciones en la industria uesera  Yoon et al. (2005); Irlinger
Psychrobacter celer X / Circular Redondeado Convexa - + P K - q ( ) g
beige cortos (propiedades aromaticas). etal. (2012)
Pseudomonas . . .. R Romanenko et al. (2005);
- + .
pachastrellae Beige Irregular Lobulado Plano Bacilos Degradacion de hidrocarburos Kostka et al. (2011)
Pseudomonas X X Aislado de areas contaminadas con petréleo  Sanchez et al. (2014)
.. Blanca Circular Ondulado Convexa Bacilos - +
aestusnigri crudo.
Kwon et al. (2003); Austin
Pseud ) . . B . !
k;f:e:srir;onas Beige Puntiforme  Redondeado Convexa Bacilos - + Patdégeno para el pez Masheer Tor putitora. y Austin (2016)
Patégeno oportunista para humanos (cuenta Lalucat et al. (2006);
Pseudomonas Beige Irregular Ondulado Plano/ Bacilos R . con mecanismos de resistencia a antibioticos);  Kostka et al. (2011)
stutzeri convexo degradacién de hidrocarburos.
Kushneria Beige, : Bacilos . . .
R . g. / Circular Redondeado Plano - - Literatura limitada a taxonomia. Cabrera et al. (2007
indalinina amarillo cortos
Acelera la corrosién del acero (produce una  Sanchez-Porro et al.
Halomonas R . gran variedad de metalopeptidasas). (2010); Sanchez-Porro et
titanicae* al. (2013)
Hol Bacteria extremadamente tolerante (produce James et al. (1990); Meyer
ao;/npnas Café Puntiforme  Redondeado Convexa Bacilos - + osmoprotectantes como la glicina betaina), etal. (2015)
meridiana potencial para uso industrial.
Lab . Bl ircul Redondead Bacil Degradacion de hidrocarburos y puede Uchino et al. (1998);
abrenzia aggregata anco Circular edondeado Convexa acilos - + producir toxinas. Kostka et al. (2011)
Celeribacter Amarillo/ . . Se desconoce su desempefio (literatura Leeetal. (2012)
. . Circular Redondeado Convexa Bacilos - + . .
baekdonensis beige lechoso limitada a taxonomia).
Brevibacterium Beige/ ) Bacilos Especie potencial para sintetizar Wauters et al. (2004);
luteolum amarillo Puntiforme  Redondeado Convexa cortos - - biosurfactantes. Vilela et al. (2014)
Oceanospirillum . L , Sénchez-Porro et  al.
- + Literatura limitada a taxonomia.

linum*

(2013)

O: oxidasa; C: catalasa; * no se realizé la identificacion morfoldgica
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Tabla 3. Caracterizacidon morfotipica y funcidn de las especies bacterianas aisladas de los sistemas de mantenimiento de Seriola lalandi (continuacién).

Morfologia de la colonia

Forma Tinciéon Referencia
Especie Color Forma Borde Superficie . (o] Funcion
bacteriana Gram
Microbacterium Beige/ e fedondend ; i ,:lslado del Zguadde mar(zhr?r./el de género seI Kim et al. (2008);
aquimaris café ircular edondeado onvexa acilos + + an ’con5| erado  probidticos para el giniacan et ol (2010);
camaron). Xue et al. (2016)
Expresidn de genes catabdlicos de riboflavina .
Microbacterium . . . (producen riboflavina quinasa, riboflavina Ta_k‘_EUCh' y Hatano (1998);
maritypicum Amarillo Circular Redondeado Convexa Bacilos + - reductasa,  riboquinasa y riboflavina Williams et al. (2007);
hidrolasa). Ivanova et al. (2014)
Es un agente de infecciones nosocomiales )
Staphylt?coccus Amarillo Circular Redondeado Convexa Cocos + - (patogenicidad controversial), es resistente a Chgsr?eau et al. (1993);
pasteuri . s Savini et al. (2009)
varios antibidticos.
Bacillus . . - . .
X . Blanco Circular Redondeado Convexa Bacilos + + Actividad metalopeptidasa. Noguchi et al. (2004)
vietnamensis
Tenacibaculum . . Bacilos PaFo'geno para foleq seneg ale.nf{s y Psetta Pifieiro-Vidal et al. (2008);
X Amarillo Circular Redondeado Convexa - + mdxima en Espafia, aislado del rifidn de peces . .
discolor largos Austin y Austin (2016)
enfermos.
Wlnogr.adskyella Naranja Circular Redondeado Circular Bacilos ) . Sc.s st.!glere .colmc? especie potencial para Pinhassi et al. (2009)
arenosi largos hidrolizar polipéptidos.
Pantoea gaviniae Amarillo Circular Redondeado Convexa Bacilos - - Aislado del té negro (literatura limitada). Tanaka et al. (2015)
Pelagibacterium . . .
Beige Irregular Ondulada Plana Bacilos - + Tolera altas concentraciones de sal. Xu et al. (2011)
halotolerans
Parac.a?cus. Beige/ Circular Redondeado Convexa Diplococos - + Produce astaxantina. Tsubokura et al. (1999)
carotinifaciens blanco

O: oxidasa; C: catalasa

T€
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3.4 indice de riqueza de especies

Los indices de riqueza obtenidos por punto de muestreo se muestran en la figura 5. La riqueza de especies
en el reservorio mostrd un valor de 3.185, este incrementd en los sistemas de filtracion (Filtro 1y Filtro 2)
con un valor promedio de 4.332, para después disminuir en los tanques de reproductores (Tanque B1y
Tanque B2) a 3.536 (valor promedio) y finalmente, aumentar en la descarga a 4.853; a pesar de las
variaciones observadas, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los puntos (p=

0.372) (Tabla 4).

Tabla 4. Valores del indice de riqueza por punto de muestreo del centro de produccion de Seriola lalandi. Analisis
estadistico a través de la prueba Kruskal-Wallis. *no hay diferencias estadisticamente significativas entre los puntos.

Punto de muestreo Margalef P
Reservorio 3.185
Filtro 1 4.588
Tanque B1 3.789
0.372%*
Filtro 2 4.075
Tanque B2 3.284
Descarga 4.853

3.5 Parametros fisicoquimicos

En la tabla 5 se resumen las mediciones de los pardmetros fisicoquimicos, ademas de las diferencias
estadisticas entre ambos tanques. Los pardmetros obtenidos durante el muestreo de los tanques B1 y B2
estuvieron en los rangos 6ptimos para el mantenimiento del jurel (Figuras 12 a la 15 en anexo). También,
se muestra graficamente la correlacién entre la carga de BHT y BTV con el amonio (Figuras 9 y 10), siendo
éste, el Unico pardmetro que tuvo una correlacién significativamente positiva con la carga bacteriana (ver

anexo).
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Tabla 5. Valor promedio y error estandar de los parametros fisicoquimicos del agua del Tanque Bl y B2 de
reproductores de Seriola lalandi. NHs: amonio no ionizado, NOs: nitratos, NO3: nitritos; analisis estadistico mediante
la prueba t student; *: presentan diferencias estadisticamente significativas.

Parametro Tanque B1 Tanque B2 p
Oxigeno (mg/L) 7.65 £ 0.02 8.01 £0.02 0.0034*
Temperatura (°C) 17.91+0.10 18.13 £ 0.08 0.6389
pH (UpH) 7.28 £0.01 7.40£0.01 0.1275
NH3 (mg/L) 0.15+0.01 0.34+0.27 0.0355*
NOs (mg/L) 14.76 £1.29 26.68 £2.21 0.1940
NO; (mg/L) 0.03 £ 0.00 0.14+0.01 0.0486*
Alcalinidad (ppm) 193.02 + 0.86 187.88 +1.00 0.2733
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Figura 9. Correlacioén entre la carga de BHT y la concentracion de amonio del tanque B2 de Seriola lalandi. r= 0.662:
indica una correlacion significativamente positiva.
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Figura 10. Correlacion entre la carga de BTV y la concentracidn de amonio del tanque B2 de Seriola lalandi. r= 0.860:
indica una correlacién significativamente positiva.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Carga bacteriana

4.1.1 Bacterias heterétrofas totales (BHT)

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos que las BHT en el punto de entrada de agua
(reservorio), mantuvo cargas bacterianas cercanas a 1.00E+03 UFC mL?, excepto en el mes de septiembre,
cuando se registré un valor méas elevado (2.50E+05 UFC mL), probablemente asociado a las condiciones
ambientales particulares durante ese mes, que es cuando las temperaturas suelen ser las mayores en el
afio (Fernandez-Alvarez, 1994) o quizas, a algln incremento en la masa fitoplancténica, ya que el
crecimiento bacteriano se estimula con la materia organica liberada por los productores primarios ya sea
por lisis, exudacidn o ruptura celular (Kuznar et al., 2009). Comparando los resultados obtenidos con los
de Lizarraga-Partida et al. (1998), quienes evaluaron la calidad bacterioldgica del agua en una granja de
abuldn ubicada sobre la misma linea de costa, observamos que los valores promedios de BHT en el punto
de ingreso del agua a la granja (reservorio) fueron més bajos (250 UFC mL?), lo que sugiere que las
diferencias entre ambos sistemas (reservorios) pueden deberse a la estacionalidad, la temporalidad y a la
metodologia empleada para el procesamiento de la muestra; por otro lado, nos refuerza la idea de que
cada granja de cultivo de organismos acuaticos, debe registrar sus propios valores de calidad

bacterioldgica de agua empleada y su asociacién con la operacion de las mismas.

Las BHT en ambos sistemas de filtracién fueron relativamente constantes, cercanas a 1.00E+03 UFC mL?,
incluso menores en algunos meses. Esto podria estar asociado con la eficiencia del tratamiento de agua a
través de los distintos componentes que lo integran (filtracion mecanica, bioldgica, fisica y quimica), que
fue similar a lo encontrado por Lizarraga-Partida et al. (1998) en los filtros de arena y en el sistema de UV,

donde reportaron valores promedios de 1.50E+03 UFC mL™.

En el presente estudio, a pesar de que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre las BHT en los
tanques B1y B2, la biomasa de peces que se mantuvo en el tanque B2 fue mayor a la del tanque B1, por
lo que esperariamos encontrar una mayor carga bacteriana en este tanque; sin embargo, la operacién del
mismo fue acorde a una biomasa superior, es decir, se suministré una mayor cantidad de oxigeno y en
general se le dio un mayor manejo (eliminacidon de desechos), lo cual presuntamente ayuddé a mantener

una carga bacteriana similar al tanque B1. Por otro lado, en el tanque B1 se registraron, en algunos meses,
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valores mayores a 2.00E+04 UFC mL!lo que excede a lo reportado por Austin et al. (1993) quienes
mencionaron que la carga bacteriana limite para que no se presenten efectos negativos sobre la salud de
los peces, en general, es de 1.00E+05 UFC mL™. Sin embargo, aun con los valores ya mencionados, durante
el muestreo no se registrd ningln evento de mortalidad o desarrollo de infecciones, lo que sugiere que
para este caso en particular la carga bacteriana muestra cierto equilibrio, que evita el desarrollo de
infecciones, como discutiremos mas adelante. Por otro lado, Lizarraga-Partida et al. (1998) registraron
valores de 770 UFC mL* en los tanques de reproductores de abuldn, mientras que los valores registrados
en este estudio fueron, en promedio, mayores a 1.00E+03 UFC mL?%, lo que indica, que la calidad
bacterioldgica del agua va a depender del sistema de cultivo empleado y de los organismos que se cultiven.
Por ultimo, la carga de BHT para el punto de la descarga en el mes de octubre alcanzé valores de hasta
2.90E+05 UFC mL!y en general fue més alta respecto a los sistemas de filtracidn (Filtro 1y Filtro 2) y a los

tanques B1y B2. Estos valores se asocian a lo expuesto con anterioridad.

4.1.2 Bacterias tipo Vibrio (BTV)

Con respecto a la carga de BTV, comparando los conteos con los de Lizarraga-Partida et al. (1998), quienes
reportaron un valor maximo de 21 UFC mL?, considerando todos los puntos muestreados en su
investigacion, esos valores fueron inferiores a los obtenidos en este estudio, que de igual manera podemos
suponer que las diferencias se deben a los sistemas de cultivo utilizados y a las especies cultivadas, asi

como a la temporalidad del muestreo.

Como ya se habia mencionado, una de las principales enfermedades bacterianas en los cultivos de peces
y otros organismos marinos es la vibriosis (Alvarez et al., 2001; Zorrilla et al., 2003). En este sentido, Ganesh
et al. (2010) mencionan que, para evitar esta enfermedad en los cultivos, la carga de vibrios debe
mantenerse por debajo de 1.00E+03 UFC mL®. Respecto a ello, Heenatigala y Fernando (2016) en su
estudio con camardn, encontraron algunos organismos enfermos cuando se registraron cargas al limite de
lo antes reportado. Contrario a esto, en el presente estudio no se presentd ningun evento de infeccién, a

pesar de que algunos meses en el tanque B2 se registraron valores de 1.00E+03 UFC mL™.

Cabe sefialar que, las cargas mas elevadas de las BTV se registraron en la descarga (2.50E+04 y 2.90E+04
UFC mL?), en donde, como hemos indicado, confluye el agua residual de toda la instalacién de cultivo, por

lo que estos valores representan a las BTV totales del centro de produccidn, sugiriendo la necesidad de un
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tratamiento para eliminar esta carga bacteriana que se devuelve al océano, lo cual seria de mucha utilidad

para evitar la dispersidn de las mismas, en especial, las que tienen potencial patégeno y/o zoonético.

Algunos factores que favorecen la ocurrencia de elevados conteos de vibrios, es cuando se presentan
alteraciones en las concentraciones de oxigeno, aumento de la temperatura y cambios en la alcalinidad,
las condiciones de pH, la salinidad y el nivel de amonio (Heenatigala y Fernando, 2016; Qin et al., 2016);
sin embargo, en el presente estudio, de todos los pardmetros registrados, Unicamente el amonio tuvo una
correlacidn significativamente positiva en el tanque B2, tanto para las BHT (r= 0.662) como para las BTV
(r= 0.860). Referente a este resultado, Hernandez-Gurrola (2016) menciona que, dado que las bacterias
son fundamentales en el reciclamiento del nitrogeno, una mayor concentracién de éste en forma de
amonio puede tener un efecto directo sobre las poblaciones bacterianas en los estanques, lo cual
estadisticamente coindice con lo encontrado en la presente investigacidon. A pesar de la correlacidn
encontrada, graficamente no se logra observar una asociacion clara entre dicho parametro respecto a la
carga de BHT como para la carga de BTV (Figura 9 y 10). Evidentemente, es necesario un disefio de
muestreo exhaustivo dirigido especificamente a este factor, para determinar su papel sobre la calidad

bacterioldgica del agua en el centro de cultivo.

4.2 Identificacion de especies y comunidad bacteriana

Respecto a los componentes de la comunidad bacteriana en los sistemas, en el presente estudio se
identificaron los phyla: Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, algunos de estos phyla
también fueron encontrados por Zhu et al. (2012) y Martins et al. (2013), siendo el phylum Proteobacteria
el mas abundante, debido a que este se encuentra ampliamente disperso en el océano y tienen un papel
fundamental en el proceso del ciclo de nutrientes y mineralizacion de compuestos organicos. Por otro
lado, ambos autores encontraron los phyla Acidobacteria, Fusobacteria, Sphingobacteria,
Verrucomicrobiae, los cuales no se presentaron en nuestros monitoreos. En este sentido, Schreier et al.
(2010), Zhu et al. (2012) y Bartelme et al. (2017) mencionan que las diferencias entre comunidades
bacterianas en los cultivos son debido a que estos representan comunidades Unicas, porque cada especie

de pez introduce su propia y exclusiva flora bacteriana.

La distribucidon de especies por punto de muestreo y su frecuencia de aparicién fue variable, debido,

ademds de lo ya mencionado anteriormente, a que cada punto representa un ecosistema que se rige por



38
las condiciones ambientales particulares que ahi se mantienen, por lo tanto, dependiendo de ello, se
pueden o no presentar las mismas especies bacterianas (Bartelme et al., 2017). En todos los puntos se
destaca la presencia de una mayor frecuencia de aparicion de especies pertenecientes al orden Vibrionales
(phylum Proteobacteria), y quizas sea debido a que estas bacterias representan mas del 60% de la
poblacién bacteriana en el ambiente marino, y por lo tanto su aparicién en los sistemas acuicolas es mayor

(Leong, 1992).

La identificacion de las cepas bacterianas permitié conocer algunas funciones que han sido asociadas con
cada unadeellas. Al respecto, se identificd a V. harveyi que es considerado patégeno para S. lalandi (Sicuro
y Luzzana, 2016), el cual produce proteasas, fosfolipasas, hemolisinas, lipopolisacaridos, sustancias tipo
bacteriocinas, factores Quorum-Sensing (QS), capacidad para captar hierro (sideréforos) y capacidad para
formar biopeliculas (Austin y Zhang, 2006), todas estas caracteristicas contribuyen a la virulencia del
agente, lo cual facilita la invasidn en el hospedero. Schaeck et al. (2016) afiaden que infecciones por V.
harveyi pueden ocurrir cuando no se tienen ambientes dptimos de cultivo. En este sentido, las condiciones
de mantenimiento del tanque B1, donde fue identificada la bacteria, fueron las éptimas para el cultivo de
S. lalandi y por lo tanto, no fueron propicias para que la bacteria proliferara y causara algun evento de
enfermedad en los peces. Otro factor que interviene en contener la patogenicidad de este tipo de agentes,
es la interaccion con las diferentes especies bacterianas identificadas en dicho tanque (comunidad
bacteriana en equilibrio), lo que concuerda con lo reportado por Martins et al. (2013) quienes indican que,
a pesar de la presencia de especies patdgenas en los sistemas de cultivo estudiadas, no se observé a ningln
pez enfermo durante el periodo de estudio y lo atribuyeron a que posiblemente, la alta abundancia de las

cepas antagonistas naturales pudo haber contribuido a suprimir el desarrollo de los agentes patdgenos.

Adicionalmente, se encontraron otros patégenos oportunistas y otras especies, que si bien no se han
considerado en la literatura como agentes causales de enfermedades, son productoras de compuestos
asociados a la patogénesis tales como tetradotoxinas o de poseer genes codificadores para las
carbapenasas, que son enzimas que degradan antibidticos; ademds, pueden interactuar con otras especies
e implementar estrategias de traspaso de informacién (QS y pldasmidos) convirtiéndose en una amenaza
para los organismos en cultivo (Marquina y Santos, 2010). Como en el caso del intercambio de informacién

genética para la resistencia a antibidticos entre cepas bacterianas resistentes (Parrado et al., 2014).

También se encontraron algunas bacterias capaces de provocar zoonosis (S. pasteuri, V. alginolyticus y P.
stutzeri), ya que algunas de ellas causan infecciones gastrointestinales, bacteremias, conjuntivitis y otitis,

ademas de presentar resistencia a algunos antibiéticos de uso habitual como la oxitetraciclina (OTC)
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(Moore, 2007). Esta informacién ayudard a reforzar las medidas de bioseguridad, que eviten que el
personal del centro de produccion pueda verse afectado al estar en contacto con el agua de cultivo durante

el desarrollo de sus labores.

Por otro lado, se identificaron especies bacterianas pertenecientes a los géneros Alteromonas, Bacillus,
Microbacterium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Shewanella, Streptococcus y Vibrio, que han sido
utilizados como probiéticos en la acuicultura (Aranda et al., 2012; Martinez-Cruz et al., 2012; Xue et al.,
2016; Leyton et al., 2017). A nivel de especie, se encontrd a Vibrio lentus, que es considerado como
probidtico y antagonista de V. harveyi en el cultivo de la lubina Dicentrarchus labrax (Schaeck et al., 2016);
V. proteolyticus, considerado como probidtico para el rodaballo S. maximus (De Schrijver y Ollevier, 2000)
y M. algicola, utilizado como adyuvante en vacunas para la dorada Sparus aurata, debido a que activa al
sistema inmune por la produccion de flagelina (Montero et al., 2014). Esta informacidn es de suma utilidad
para estudios posteriores dirigidos al control biolégico de los agentes patégenos que afectan a S. lalandi

en cultivo, evitando o disminuyendo el uso de antibiéticos.

Por ultimo, se identificaron especies con potencial uso industrial para la degradacion de hidrocarburos y
polietileno, la produccién de enzimas proteoliticas, carotenoides y acidos grasos poliinsaturados. Esta
informacidn abre la puerta para estudios de interés industrial, como una alternativa de produccién

sustentable y amigable con el ambiente.

La alta riqueza de especies encontrada, indica que cada uno de los componentes del sistema tiene una
singularidad, que en conjunto, parece conferirle un equilibrio que evita la dominancia y accién de especies
patdgenas. La mayor riqueza reportada en la descarga, como ya se menciond anteriormente, se asocia a

qgue en ella confluye el agua de todos los elementos que integran el centro de produccién.

4.3 Parametros fisicoquimicos

Un tema relevante en los sistemas acuicolas intensivos, es el mantenimiento adecuado de los diferentes
parametros de la calidad del agua. Por ejemplo, la acumulacién de amonio (NHs) y nitrito (NO3) puede
tener un efecto toxico directo en los peces, causando enfermedades no infecciosas, e incluso la muerte
(Qin et al., 2016); por otro lado, la acumulacién de compuestos nitrogenados favorecen el desarrollo de

bacterias que puede desencadenar enfermedades infecciosas (Ingle de la Mora et al.,, 2003).
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Afortunadamente, en el presente estudio los pardmetros fisicoquimicos se mantuvieron dentro de los
limites de tolerancia para S. lalandi (Chavez-Garcia, 2016), lo cual contribuye a explicar el hecho de que a
pesar de haber encontrado a V. harveyi y otras especies bacterianas con potencial patogénico, no se
presentaron eventos infecciosos. También nos sugiere, que los sistemas de filtracién (proceso de
nitrificacion-desnitrificacion), la biomasa utilizada y el manejo en el sistema estudiado, fue adecuado. Una
buena calidad del agua y un equilibrio en la comunidad bacteriana son, por tanto, elementos
fundamentales para evitar el desarrollo de enfermedades en los sistemas de cultivo. Independientemente
de lo anterior, las diferencias (p< 0.05) en las concentraciones de oxigeno, amonio y nitrito, entre los

tanques B1y B2, estarian relacionadas con las diferencias en biomasa.

De acuerdo con Austin y Austin (2016) y como se ha reiterado en el presente documento, es fundamental
prevenir la ocurrencia de enfermedades causadas por bacterias. Uno de los primeros pasos para ello, es
conocer la carga bacteriana a la que estan expuestos los organismos en cultivo y su monitoreo a través del
tiempo. En el presente estudio, se han reforzado las bases para implementar medidas de prevencién en el
centro de produccién y ademas, se ha generado informacién que, posteriormente, podra ser utilizada
tanto para el control bioldgico de enfermedades bacterianas en los cultivos de Seriola spp., asi como para

su uso industrial.
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Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones

1.- La carga de bacterias heterdtrofas totales se mantuvo en un rango de 1.00E+03 a 2.90E+05 UFC mL*

en los diferentes puntos de muestreo.

2.- La carga de bacterias tipo Vibrio se mantuvo en un rango de 100 a 2.90E+04 UFC mL™ en los diferentes

puntos de muestreo.

3.- La mayor carga, tanto de las bacterias heterdtrofas totales como las del tipo Vibrio, ademas de la

riqueza de especies en la descarga, se asocian a la confluencia de agua de todo el centro de produccion.

4.- El presente estudio permitid la identificacién de especies bacterianas con potencial patégeno para los

organismos en cultivo.

5.- La riqueza de especies en los puntos de muestreo (a excepcién de la descarga), reflejan una
heterogeneidad bacteriana, que posiblemente ayude a mantener un equilibrio bioldgico y evite la

dominancia por bacterias patogenas.

6.- A pesar de haber registrado cargas bacterianas de 1.00E+03 UFC mL? en el caso de las BTV y 2.50E+05
UFC mL? para las BHT en los tanques de peces, consideradas en la literatura como perjudiciales para

los organismos, no se registraron eventos de enfermedad bacteriana durante el periodo de estudio.

7.- Pese a la presencia de Vibrio harveyi, patdgeno para Seriola lalandi y otras especies con potencial

patdgeno, no se registraron eventos de enfermedad bacteriana durante el periodo de estudio.

8.- El estudio permitid la identificacion de especies bacterianas con diferentes funciones que podrian ser
evaluadas por su posible utilizacién en multiples sectores, entre ellos el acuicola (como biocontrol) y el

industrial (obtencion de compuestos de interés).

9.- Los valores aqui obtenidos representan la primera referencia sobre la calidad bacterioldgica en un
cultivo intensivo de Seriola lalandi y pueden ser utilizados en términos comparativos, considerando las

diferencias intrinsecas propias de cualquier sistema de cultivo.
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Se recomienda:

» Dar un tratamiento al agua de descarga.

» Mantener adecuadas biomasas en los tanques de mantenimiento de reproductores de S. lalandi.

> Dar seguimiento a las buenas practicas de cultivo.

> Continuar los monitoreos bacterianos en el centro de produccion.

» Reforzar medidas de bioseguridad para los trabajadores que laboren en el centro de produccion.

> Realizar estudios posteriores con las bacterias identificadas por poseer caracteristicas probidticas
0 antagodnicas, en busca de especies que puedan emplearse como biocontrol en el cultivo de S.

lalandi y asi, contar con alternativas ante el uso de antibidticos.
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Anexos
Anexo |
Abreviaturas
BLAST Herramienta bésica de busqueda de alineacidn local (Basic Local Alignment
Search Tool)
DNA Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)
dNTP’s 2’-deoxinucléosido 5° -trifosfato
FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(Food and Agriculture Organization)
h Hora
INAPESCA Instituto Nacional de Pesca
Kpb Kilopares de bases
mg/L Miligramos por litro
min Minutos
mM Milimolar
NacCl Cloruro de sodio
NH3 Amonio
NO; Nitritos
NO3 Nitratos
nt Nucledtidos
PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
pH Potencial de hidrégeno
rpm Revoluciones por minuto
rRNA Acido ribonucleico ribosomal (Ribosomal Ribonucleic Acid)
Taq Thermophilus aquaticus
TBE Tris/Borato/EDTA
°C Grados centigrados
Mg Microgramo
pL Microlitro
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Anexo |l
Medios de cultivo

Agar Soya Tripticasa (TSA DIBICO®)

Este es un medio de cultivo general que provee un excelente soporte de crecimiento para organismos
aerobios y anaerobios. En este medio las peptonas proveen la fuente de nitréogeno y minerales, el aztcar
de la peptona de soya provee la fuente de carbohidratos, el cloruro de sodio tiene funcién en el balance
osmotico y el agar es incorporado como agente solidificante. La preparacion del medio se realizé de

acuerdo a las indicaciones del fabricante

Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS DIFCO™)

Este es un medio selectivo que permite el crecimiento de bacterias del tipo Vibrio (Vibrios, Aeromonas y
Pseudomonas) y es inhibidor para la mayoria de las enterobacterias. Esta inhibicién se basa en las altas
concentraciones de tiosulfato y citrato, la presencia de bilis y un pH alcalino. Contiene extracto de
levadura, peptona de carne y tripteina, que aportan nutrientes para el desarrollo bacteriano. La
degradacién de la sacarosa es variable entre las especies de vibrio, por lo que, las colonias son verdes para
las cepas que no la utilizan y amarillas para aquellas que producen acido a partir de este azlcar. La

preparacion del medio se realizé de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
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Anexo I

Identificacion bioquimica y caracterizacion morfologica

Tincion de Gram

Esta prueba agrupa a las bacterias en dos grandes categorias: Gram positivas y Gram negativas. Se toma
un inéculo de la colonia con el asa bacterioldgica, después se homogeneiza con una gota de agua de mar
estéril sobre un portaobjeto y se fija con calor. Posteriormente, se procede a cubrir la fijacién con cristal
violeta por un minuto, después se elimina el colorante y se enjuaga con agua corriente. Se agrega lugol
por un minuto. Pasado el enjuague, se aflade alcohol-acetona por 10 segundos. Por ultimo, después del

enjuague del alcohol-cetona se agrega por un minuto el colorante safranina.

Cristal violeta: Este colorante es de naturaleza basica y tiene afinidad por sustancias cargadas

negativamente, como la pared celular de cualquier bacteria por lo que tifie ambos grupos bacterianos.

Lugol: Es una sustancia que aumenta la fijacidon del colorante. En la pared bacteriana, el lugol forma un
complejo con el Cristal violeta que es insoluble al agua, lo que evita que se disuelva y se pierda el colorante

cuando este es enjuagado.

Alcohol-acetona: Solvente organico que decolora la pared bacteriana, disolviendo el complejo cristal
violeta de las bacterias Gram negativas, pero no afecta a las Gram positivas, debido a que el alcohol
deshidrata la pared rica en peptidoglucanos que poseen estas ultimas, lo cual provoca el cierre de poros,

y evita la salida del colorante del complejo bacteriano.

Safranina: Colorante que tifie a las bacterias Gram negativas con un color rosaceo.

Prueba de la oxidasa

Con esta prueba se determina la presencia de la enzima oxidasa. La reaccién se debe a la presencia de un
sistema citocromo C-oxidasa, que activa la oxidacién del citocromo el cual es reducido por el oxigeno

molecular, produciendo agua o perdxido de hidrogeno, segun la especie bacteriana.

Con un palillo de madera estéril, se toma un indculo que se deposita en un trozo de papel filtro impregnado

con el reactivo N,N,N,N-tetrametil-p-fenilendiamina (SIGMA-Aldrich).

Una prueba positiva a la oxidasa, es cuando el reactivo se torna azul oscuro con el inéculo de la bacteria.
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Prueba de la catalasa

Esta prueba se basa en la presencia de la enzima catalasa, la cual es capaz de descomponer el peréxido de

hidrégeno (agua oxigenada), en agua y oxigeno, ya que la acumulacién de este es muy téxico.

Con una asa bacterioldgica, se toma una colonia bacteriana que se coloca en un portaobjetos y se le agrega

una gota de peroxido de hidrégeno. La presencia de burbujas indica una prueba positiva.

Identificacion morfoldgica

Para la caracterizacidn morfolégica se utilizé el diagrama de morfologias bacterianas, tomando en cuenta

la forma, borde y superficie de la colonia, ademas se registrd el color que presentaba cada una de ellas.

Forma i .

Puntiforme Circular Filamentosa  lrregular Rizoide Fusiforme

Elevacion —— ree——— AT, ‘ A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

o N S S Y A

Entero Ondulado Lobulado Erosionado F|Iamentoso Rizado

Figura 91. Morfologia de colonias bacterianas. Tomado de: http://projectomartin.blogspot.mx/2012/12/practica-
8 9.html|



http://projectomartin.blogspot.mx/2012/12/practica-8_9.html
http://projectomartin.blogspot.mx/2012/12/practica-8_9.html
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Anexo IV

Pruebas de Correlacion de Pearson’s

Tabla 6. Coeficiente de correlacion entre parametros fisicoquimicos y la carga de BHT del Tanque B2 de Seriola
lalandi.

Parametro r
Temperatura 0.263180
Oxigeno 0.125283
pH -0.473425
Alcalinidad -0.319410
Nitrato 0.546863
Nitrito -0.056354
Amonio 0.662157*

* correlacion significativamente positiva

Tabla 7. Coeficiente de correlacion entre pardmetros fisicoquimicos y la carga de BTV del Tanque B2 de Seriola
lalandi.

Parametro r
Temperatura 0.025200
Oxigeno 0.213108
pH -0.300243
Alcalinidad -0.388622
Nitrato 0.175957
Nitrito 0.056474
Amonio 0.858699*

* correlacion significativamente positiva
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Parametros fisicoquimicos
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Figura 12. Variacién mensual de compuestos nitrogenados del tanque B1 de Seriola lalandi.
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Anexo VI

Tabla 8. Distribucidn y frecuencia de especies por punto de muestreo del sistema de mantenimiento de Seriola lalandi.

. . . Frecuencia
Reservorio Filtro B1 Tanque Bl Filtro B2 Tanque B2 Descarga
absoluta
Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis Vibrio gigantis 6
Vibrio chagasii Vibrio chagasii Vibrio chagasii 3
Vibrio cyclitrophicus Vibrio cyclitrophicus Vibrio cyclitrophicus 3
Labrenzia aggregata Labrenzia aggregata Labrenzia aggregata 3
Marinobacter algicola Marinobacter algicola Marinobacter algicola 3
Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus 2
Vibrio atlanticus Vibrio atlanticus 2
Vibrio crassostreae Vibrio crassostreae 2
Microbacterium Microbacterium 2
maritypicum maritypicum
Photobacterium Photobacterium 2
iliopiscarium iliopiscarium
Photobacterium piscicola Photobacterium piscicola 2
Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas 2
marina marina
Shewanella pacifica Shewanella pacifica
Acinetobacter johnsonii
Halomonas meridiana 1
Kushneria indalinina 1
Psychrobacter celer 1
Vibrio jasicida 1
Vibrio pectenicida 1
Idiomarina abyssalis 1
Idiomarina piscisalsi 1
Pseudoalteromonas 1
carrageenovora
Pseudoalteromonas 1
tetraodonis
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Tabla 8. Distribucion y frecuencia de especies por punto de muestreo del sistema de mantenimiento de Seriola lalandi (continuacion).

. . . Frecuencia
Reservorio Filtro B1 Tanque Bl Filtro B2 Tanque B2 Descarga
absoluta
Vibrio tasmaniensis 1
Brevibacterium luteolum 1
Halomonas titanicae 1
Oceanospirillum linum 1
Paracoccus
o 1
carotinifaciens*
Photobacterium kishitanii 1
Tenacibaculum discolor 1
Vibrio harveyi 1
Bacillus vietnamensis 1
Photobacterium 1
aquimaris
Staphylococcus pasteuri 1
Vibrio atlanticus 1
Vibrio lentus 1
Winogradskyella arenosi 1
Celeribacter baekdonensis 1
Microbacterium 1
aquimaris*
Pantoea gaviniae 1
Pelagibacterium
1
halotolerans
Pseudoalteromonas 1
shioyasakiensis
Alteromonas 1
australica
Alteromonas
.. 1
macleodii
Pseudoalteromonas
. 1
hodoensis
Pseudoalteromonas 1
undina
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Tabla 8. Distribucion y frecuencia de especies por punto de muestreo del sistema de mantenimiento de Seriola lalandi (continuacion).

Reservorio Filtro B1 Tanque B1 Filtro B2 Tanque B2 Descarga Frecuencia
absoluta

Pseudomonas 1
aestusnigri
Pseudomonas 1
koreensis
Pseudomonas

1
pachastrellae
Pseudomonas 1
stutzeri
Shewanella 1
xiamenensis
Vibrio proteolyticus 1

*Cepas con una identidad menor al 97%.
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