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Resumen

La dorada es una de las especies criadas en Acuicultura mas extendida en la cuenca
Mediterranea. A la hora de mejorar su productividad, se han llevado a cabo multiples
estudios disefiados para comparar distintas dietas, selecciones genéticas, condiciones
ambientales y probidticos. Diversos estudios han publicado los efectos en la dorada a
multiples niveles: histologia, condicion corporal, salud, supervivencia, velocidad de
crecimiento, etc. En muchos de ellos se ha establecido una conexiéon entre la microbiota
intestinal y estos pardmetros productivos. Este estudio es una recopilacién bibliografica
que pondrd en comun los resultados de cerca de 50 estudios diferentes que han incluido
en sus datos recogidos informacién acerca de la proporcion de distintos grupos de
bacterias en el intestino de la dorada, asi como las condiciones experimentales de cada
uno de dichos estudios, de forma que pueda servir como referencia para futuros
experimentos dentro de este campo.

Abstract

The gilthead sea bream is one of the most extended Aquaculture species in the
Mediterranean basin. In order to increase its productivity, multiple research studies
have been carried out to compare different diets, genetic selections, environmental
conditions and probiotics. Several publications have reported the effects on the gilthead
sea bream at different levels: histology, body condition, health, survival rate, growth
parameters, etc. In many of them, a link between the intestinal microbiota and said
productive parameters has been established. This study is a bibliographic compilation
that will put in common the results of almost 50 different publications which included
among their research data information about the proportion of the different groups of
bacteria living in the intestine of the gilthead sea bream, as well as the experimental
conditions of each of those studies, in a way that can be later used as reference for
future experiments in this field.
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1- Introduccion

Aproximadamente 28.000 especies de peces comprenden cerca de la mitad de la
diversidad de vertebrados y representan un amplio rango de fisiologias, ecologias e
historias naturales (Wong y Rawls, 2012).

El pescado y otros productos de origen marino llevan siendo una fuente importante de
nutrientes para la humanidad desde hace milenios, y el crecimiento de la poblacién a
nivel mundial indican que las necesidades de nutrientes de los mismos seguiran
incrementandose en los préximos anos. En 2013, el pescado supuso alrededor del 17%
del consumo de proteina de la poblaciéon global, y el 6,7% de toda la proteina consumida.
Es mas, el pescado proveyd a mas de 3,1 miles de millones de personas con mas del 20%
de su consumo medio de proteina animal per capita (FAO, 2016).

Debido a problemas como la sobrepesca o el cambio climatico, las actividades de cria en
instalaciones de acuicultura de distintas especies de peces supondrdn una importante
fuente de proteinay grasa para la creciente poblacién humana a lo largo de las proximas
dos o tres décadas. La produccion mundial de acuicultura de animales acuaticos tuvo un
incremento anual medio del 5% entre 2011 y 2015. El crecimiento anual se ha reducido
a un 3,6% entre 2016 y 2018 (FAO, 2018). La mitad de la comida marina consumida
globalmente en la actualidad proviene de la acuicultura (Fry et al., 2016). Una de las
razones para ello es que los niveles de produccién de los pescadores estan determinados
por una serie de factores exdgenos que estan mayormente fuera de su control (Suris-
Regueiro y Santiago, 2014). Entre estos factores, se pueden mencionar la
sobreexplotacidn de los caladeros, las condiciones climaticas locales, el estado del
equipamiento, y cualquier posible problema medioambiental de mayor envergadura
(microplasticos, derrames de combustible, cambios en las corrientes marinas, etc.).

Espana es uno de los paises de la Unién Europea de mayor produccién piscicola. Segun
el boletin de la FAO, en 2018 Espafia tuvo la mayor produccién de acuicultura de la UE
(347.825 toneladas, lo que supuso un 25,5% del total de la UE) (Apromar, 2020). Sin
embargo, por diversas razones, el valor econdmico de la produccion espafiola en el afo
2020 fue el cuarto de la UE con 478,8 millones de € (11% de la produccién europea). Una
de estas razones es el hecho de que la especie mas producida en Espaiia es el mejillén,
cuya produccion es mayoritaria en Espafia debido a su bajo coste, pero cuyo valor de
mercado es comparativamente bajo. En la figura 1 podemos apreciar el descenso de las
capturas e incremento del sector en Espaiia a lo largo del periodo 1950-2018. En la figura
2 se ve la produccion de acuicultura en toneladas en el periodo de 1975 a 2020
desglosado por especies.



r 1.600.000

+ 1400000

F 1200.000
= 1.000.000
800.000
600.000
400,600
200.000

0

55 =

Figura 1: Crecimiento de la acuicultura en Espaina desde 1950 a 2018 en toneladas
(Apromar, 2020)
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Figura 2: Produccion en acuicultura en Espaia en toneladas por afio para las
principales especies de peces (Apromar, 2020)

Si solo se contabiliza el pescado en si, Espafia ocupa el tercer puesto de Europa en
produccién (60.535 toneladas); por detras del Reino Unido y Grecia (Apromar, 2020).

En 2019, la produccién piscicola de Espaia fue de 342.867 toneladas. La principal
especie producida ha sido el mejillén (261.513 t), seguido por la lubina (27.335 t), la
trucha arco iris (18.955 t) y la dorada (13.521 t) (Apromar, 2020).



1.1- La acuicultura de la dorada

La dorada (nombre cientifico Sparus aurata L.), también conocida en inglés como
‘gilthead sea bream”, es una de las principales especies producidas en Espafia. De
acuerdo con los datos de producciéon de la FAO, la produccién combinada de dorada y
lubina (Dicentrarchus labrax) aumentd durante el periodo 2008 — 2012, de 245 mil
toneladas por valor 1.480 millones de ddlares en 2008 a 313 mil toneladas por valor
1.989 millones de ddlares en 2012 (Benito-Alas et al., 2016). La dorada es muy adecuada
para la acuicultura tanto en jaulas marinas como en sistemas de recirculacién en
acuicultura (RAS) en costa (Seginer, 2016).

Incrementar los valores de produccidn en la acuicultura es necesario, pero no es facil.
Una de las principales razones para ello es la necesidad de incorporar una fraccidon de
harina y/o aceite de pescado en la dieta de la mayoria de las especies de pescado
producidas en la UE. Esto es debido a que, en la UE, muchas de las especies producidas
son de origen carnivoro, y no se adaptan bien a alimentos que no tengan dichos
ingredientes. Es por ello que se han llevado a cabo multiples estudios para incrementar
el rendimiento productivo. Dichos estudios se han centrado, entre otros, a cémo
cambios en factores externos o en la composicién de la dieta afectan a la salud de los
animales, incluyendo a la dorada (Oliva Teles, 2012). Uno de los factores que se estan
estudiando es cdmo dichos factores afectan a la microbiota intestinal, ya que ésta ejerce
un papel fundamental en dicha produccién (Perry et al., 2020).

1.2- La microbiota intestinal de los peces

La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos (bacterias, hongos, amebas,
etc.) que viven en el interior del tracto digestivo de las especies de animales. Muchas de
las especies de microbiota viven en simbiosis con su hospedador, comensalismo, o son
posibles patégenos oportunistas. Dicha microbiota vive, en su mayoria, adherida a la
pared intestinal, cuya estructura puede verse en la figura 3.

La microbiota intestinal de los peces contribuye a la absorciéon de nutrientes y puede
afectar a la digestién, crecimiento, reproduccion, dinamica de la poblacidn general y
vulnerabilidad del pez hospedador a la enfermedad. Se ha demostrado que animales
gue crecen sin microbiota asociada muestran disfuncién de la barrera epitelial del
intestino, problemas de absorcion de nutrientes y metabdlicos, y un sistema
inmunoldgico no desarrollado (Bates et al., 2006; Galindo-Villegas et al., 2012; Rawls et
al., 2004). La disrupcion de estas comunidades microbianas, llamada disbiosis, produce
también problemas similares. Por lo tanto, la comunidad microbiana es altamente
relevante para la produccién de animales sanos en acuicultura (Ghanbari et al., 2015).



Esto justifica el estudio de dichas comunidades bacterianas como factor que puede
influir e incluso mejorar la produccién en multiples especies criadas por su carne, siendo
la dorada una de ellas.
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Figura 3: La barrera intestinal de los peces (Sundh y Sundell, 2015)

La investigacion en la microbiota de los peces data de la primera mitad del siglo 20, pero
mas recientemente el interés en esta area ha crecido a un ritmo significativo
coincidiendo con la expansién de la industria de la acuicultura (Egerton et al., 2018).

Los siguientes grupos de bacterias son los principalmente representados en la
microbiota intestinal de los peces: Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes,
Bacterioidetes, Actinobacteria, Clostridia, Bacilli y Verrucomicrobia (Ghanbari et al.,
2015).

1.3- Factores que pueden afectar a la microbiota intestinal

La microbiota intestinal estd formada por comunidades muy complejas, diversas y
dinamicas, y puede verse afectada, y su composicion cambiar, en funcion de multiples
factores. Algunos son internos (bidticos) del propio animal: especie, edad, sexo, otras
enfermedades, estado fisiolégico (estado del ciclo reproductivo) o factores genéticos (Li
et al., 2017; Navarro-Barron et al., 2019; Piazzon et al., 2019; 2020; Stephens et al.,
2016). Incluso, debido a las diferencias fisioldgicas de distintas porciones del intestino
(anterior, medio o posterior), las poblaciones microbianas varian dentro de este mismo
organo (Jones et al., 2018; Ringg et al., 2006). Otros factores de variabilidad son externos
(abidticos): estacion del afio, temperatura, dieta, si son animales silvestres o criados en
cautividad; y en el caso de especies piscicolas, la salinidad, el pH del agua y la densidad
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de cria (cantidad de peces por m3 de agua) (Cordero et al., 2015; Dhanasiri et al., 2011;
Hovda et al., 2012; Jones et al., 2018; Piazzon et al., 2017; Ringg et al., 2006).

El tracto digestivo de los peces recibe agua y alimentos que estan poblados con
microorganismos del medio externo; estos microbios indudablemente afectan a la
microbiota residente (Ghanbari et al., 2015).

Ademas de estos, se deben tener en cuenta otros factores que pueden cambiar la
informacién obtenida. Estos son los factores experimentales, que incluyen cambios
debidos a la metodologia del muestreo, a la cantidad de ejemplares estudiados, el
método o protocolo de extraccion de DNA o la metodologia utilizada para evaluar qué
especies se hallan en el intestino (cultivo de microorganismos, electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE), secuenciacion 454, lllumina) (Piazzon et al., 2017).
Las diferencias entre estas metodologias se explican en el siguiente apartado.

Otro factor a considerar es el tipo de microbiota que se estudia. Las poblaciones
detectadas seran diferentes si se hace un estudio de las heces o contenido intestinal
(microbiota aléctona o transeunte) o de la microbiota asociada a la mucosa (microbiota
autdctona o residente). Aunque ambas poblaciones puedan ejercer un impacto sobre la
fisiologia del hospedador, la microbiota autdctona interactia mas directamente con el
animal y es menos afectada que la transeldnte ante los cambios fisioldgicos o
ambientales (Egerton et al., 2018; Roeselers et al., 2011).

La figura 4 ilustra distintos factores que pueden modificar la microbiota intestinal y sus
efectos sobre el hospedador.

Biotic and abiotic factors
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Figura 4: Relacion de factores bidticos y abidticos con la microbiota y el hospedador
(Ghanbari et al., 2015).



Como se puede ver en la figura, los factores biéticos (estilo de vida del pez, genotipo del
pez, fisiologia del mismo, sistema inmune y miembros de la comunidad bacteriana
transitorios) y los factores abidticos (medio ambiente en que se encuentra el pez)
afectan a la microbiota intestinal del pez. Esto causa cambios en la composicién
(filogenética), el metabolismo microbiano y a nivel de expresidn genética, lo que afecta
al hospedador. A nivel de hospedador, se producen cambios en el fenotipo: crecimiento,
salud, rendimiento, ingesta energética, eficiencia alimentaria y factor de conversién del
alimento.

1.4- Diferencias entre metodologias utilizadas para estudiar la microbiota
intestinal

A la hora de obtener la informacién sobre la composicién bacteriana del hospedador,
pardsitos y otros tipos de organismos, se pueden llevar a cabo distintos tipos de
procedimientos experimentales. A continuacidn, se describen los mas comunes.

1- Cultivos: utilizando medios de cultivo, normalmente en placas Petri, para cultivar las
bacterias recogidas y comprobar cudles crecen. Se utilizan distintos tipos de medios que
benefician u obstaculizan distintas especies de bacterias para determinar su presencia
o ausencia. Dichos estudios asumen que ya se esperan ciertos grupos en el hospedador,
y aprovechan la informacién experimental acerca de las condiciones en que ciertos tipos
de bacterias crecen mejor para elaborar los medios de cultivo. Su principal ventaja es su
bajo coste e inmediatez. La principal desventaja es su imprecisién. A menudo se
complementan con tiras APl. Otra desventaja es que las bacterias dificiles de cultivar no
se detectan con este método (por ejemplo, bacterias anaerobias estrictas).

2- PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction):
procedimiento previo a identificacion por DGGE o secuenciacion que, mediante el uso
de enzimas de polimerasa (las cuales reparan y replican cadenas de ADN) y multiples
ciclos de calor y frio, dividen cadenas dobles en monocadenas de ADN, para luego
construir copias de las mismas. También conocido como amplificacidén. Esto multiplica
la cantidad de material genético disponible para estudios posteriores. Para la deteccién
de bacterias, se usan cebadores para amplificar el gen ribosdmico 16S bacteriano, que
gracias a poseer regiones conservadas en todas las bacterias permite la amplificacién de
toda la diversidad bacteriana en una muestra con un solo par de cebadores. Ademas,
determinadas regiones de este gen son especificas de diferentes niveles taxondmicos,
permitiendo la identificacion taxondmica tras la secuenciacién.

3- DGGE: Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (denaturing gradient gel
electrophoresis). Método que utiliza un gel con distintos niveles de gradiente
desnaturalizante. La doble cadena genética de distintos tipos de bacterias aguanta



distintos niveles de gradiente antes de separarse en monocadenas. Esta distincidon se
debe a las distintas composiciones de nucledtidos para cada cadena, y permite
identificar distintos taxones de bacterias en funcién del punto de desnaturalizacién
medio de sus cadenas dobles. Los diferentes taxones se distinguen por comparacién de
su patrén de migracion en el gel cuando se comparan con los de bacterias de referencia
ya conocidos. Sus desventajas son que su coste es mayor que el de un cultivo, que
requiere una PCR inicial para separar las cadenas bacterianas, y que no puede establecer
con precisién la proporcion de los distintos tipos de bacterias en el hospedador, solo
detectar si una determinada especie se halla presente o ausente.

4- Pirosecuenciacién 454: Secuenciacion masiva de los productos de PCR (en nuestro
caso con cebadores de 16S) basado en la emisidn de fluorescencia segun el nucleétido
gue se incorpore en la secuencia. Permite detectar y cuantificar cualquier bacteria
presente en la muestra. Esta metodologia se encuentra obsoleta y estd siendo
reemplazada por métodos como secuenciacién por lllumina o Nanopore.

5- Secuenciacion lllumina: Secuenciacion de alto rendimiento que, tras una PCR inicial,
permite no solo establecer la presencia y ausencia de distintos grupos de bacterias, sino
también la proporcion de las mismas en las muestras tomadas. Su principal ventaja es
su alta especificidad y precisidn. La principal desventaja es su elevado coste. En el caso
de la microbiota, lo mas habitual es la secuenciacidon de forma masiva de los productos
de PCR del gen 16S. Los cebadores utilizados mas comunes abarcan las regiones V1-V2,
V3-V4 o V4 de este gen. Estas regiones V o variables son las que permiten la anotacién
taxondmica de la secuencia.

Las técnicas de secuenciacién masiva requieren un tratamiento bioinformatico posterior
para llegar a determinar la taxonomia y abundancia de las bacterias detectadas. Segun
los programas o la base de datos de bacteria utilizados los resultados pueden variar
ligeramente. Las bases de datos mas comunes para este tipo de estudios son la RDP
(Ribosomal Database Project), Silva o Greengenes.



2- Material y métodos

El objetivo del presente estudio es realizar una busqueda bibliografica que busca poner
en comun los resultados relativos a la composicidn y proporcion de especies bacterianas
presentes en el intestino de Sparus aurata en diversos trabajos. Dichos resultados
podran ser después referidos y utilizados por otros investigadores a la hora de disefiar
sus propios experimentos o analizar los resultados de los mismos.

Para la busqueda, se utilizaron cuatro bases de datos de recopilaciéon de archivos,
articulos y estudios cientificos y que se consideran altamente importantes en la
comunidad para la publicacidn de resultados. Dichas bases de datos son: PubMed (en
adelante referido como PM), Scopus (SC), Web of Science (WoS) y Google Scholar (GS).

2.1- Criterios de busqueda

Se llevé a cabo una busqueda en las ya mencionadas bases de datos con los siguientes
parametros de busqueda:

1- Articulos publicados en los ultimos diez afios (2011-2021);

2- Que incluyeran en el titulo, “abstract” (resumen) o lista de “keywords” (palabras
clave) las siguientes palabras: gilthead sea bream, intestinal, microbiota, Sparus aurata,
gut (tripa/entrafias en inglés, usado para referirse a la zona intestinal) y bacteria. Todos
los articulos publicados con dichos términos fueron revisados.

3- Que no se tratara de revisiones bibliograficas previas (aunque estas se han usado para
extraer referencias a trabajos originales); y

4- Que estuvieran en inglés o en espafiol (si bien la inmensa mayoria de ellos se
encontraron directamente en inglés, ya que incluso aquellos investigadores que utilizan
el espafiol como lengua nativa suelen publicar sus articulos en inglés para maximizar su
alcance) y que hubieran sido publicados en revistas cientificas indexadas o como
trabajos individuales.

2.2- Criterios de seleccion

Una vez buscados los articulos, se procedio a la seleccién de aquellos que se utilizarian
en funcién de los siguientes parametros:

1- Revision del “Abstract” o Resumen, asi como los apartados principales, objetivos del
estudio, resultados, figuras y otros datos explicados en el siguiente apartado. Algunos



estudios revisados utilizaban a la dorada como referencia para después estudiar otro
animal, o se referian a otros tipos de pez de nombre similar, como Carassius auratus.

2- Que el articulo no fuera un duplicado de un articulo previo localizado en otra base de
datos.

3- Que el articulo hiciera referencia a los datos de distintos tipos de bacterias intestinales
descubiertos en el experimento, asi como las técnicas experimentales utilizadas para
identificarlas.

4- Que el articulo perteneciera a una base de datos especializada en publicaciones
cientificas.

En la figura 5 se detallan cudntos articulos fueron localizados de cada una de las bases
de datos, cudntos articulos fueron descartados, qué criterios se utilizaron para dichos
descartes, y cuantos articulos se utilizaron finalmente para esta recopilacion.

Articulos: utilizados y descartados

Articulos localizados entre todas
las bases de datos: 901 Articulos eliminados por
estar repetidos: 204

Articulos no repetidos: 697

Articulos referentes a Sparus

aurata: 81
Eliminados por otro J

ambito de estudio: 38

Articulos admitidos: 47

Figura 5: Articulos localizados, descartados y utilizados, con sus criterios de descarte.

2.3- Datos recogidos

Para todos los articulos seleccionados, se anotaron los siguientes datos relevantes y
localizados en los mismos:

1- Numero de identificacion para futuras referencias.

2-Tipo de muestra extraida del pez: si fue parte del intestino anterior, medio o posterior;
o una muestra fecal. En algunos trabajos, se llevd a cabo una homogeneizacién de dos
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partes o el total del intestino. En otros estudios llevados a cabo en larvas, se considerd
gue diseccionar el intestino era demasiado laborioso para los objetivos del estudio y se
obtuvieron datos de las bacterias tras la homogeneizacién del cuerpo entero.

3- Tipo de estudio llevado a cabo. Si bien todos los estudios incluidos en este trabajo
incluyen datos acerca de la composicidn de la comunidad bacteriana en el intestino o en
el animal homogeneizado, el objetivo de los distintos estudios variaba, ya que muchos
se centraban en las diferencias en la condicién corporal, peso, crecimiento, salud,
supervivencia, histologia o diferencia en genes expresados. Se han subdividido en los
siguientes tipos:

3.1- Estudios de seleccién genética.

3.2- Estudios del efecto de distintos tipos de dieta comparados con un control,
incluyendo el uso de hormonas.

3.3- Estudios del efecto de ambientes distintos y/o estresantes.

3.4- Estudios de la variacidn producida segun el sexo y la edad del animal.

3.5- Estudios de la adicion de probidticos a la dieta.

3.5- Estudios referidos a inmunidad y resistencia a patdgenos y/o parasitos en el animal.
3.6- Estudios cuyo dmbito no se corresponde con ninguno de los tipos mencionados.

Cabe destacar que algunos estudios investigaban los efectos de varios de estos factores,
por ejemplo, comprobando a la vez el efecto de la dieta y el de patdgenos combinados,
o dando dos dietas distintas a peces ya separados por grupos de edad. También cabe
destacar que la gran mayoria de los estudios revisados estaban centrados en los efectos
de distintos tipos de dieta.

4- Bacterias detectadas en el estudio, sea a nivel de filo o de género, e incluso en algunos
trabajos se describen especies concretas. Debido a la gran variabilidad inherente a la
microbiota, sobre todo a niveles taxondmicos mas exclusivos como género o especie, se
decidid realizar este estudio a nivel de filo. Para ello, se anotd el filo de todas las
bacterias localizadas en los diversos trabajos. Para aquellos estudios que la incluyeron,
se anoté también la proporcidn de cada tipo de filo bacteriano detectado.

5- Tipo de analisis. Se llevaron a cabo principalmente cuatro tipos de andlisis para
discernir la composicidn bacteriana en los trabajos estudiados: cultivos, PCR-DGGE, y
PCR y secuenciacién con lllumina o pirosecuenciacion 454. Las diferencias entre los
distintos tipos de metodologia se han explicado en el apartado 1.4.

6- Ambiente. Uno de los factores mds importantes de trabajos cientificos de esta clase
es la repetibilidad de los mismos, ya que esto permite comprobar los resultados o, como
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minimo, validar la metodologia de los investigadores. Es por ello que la inmensa mayoria
de trabajos en peces incluyen datos referidos a: fotoperiodo (natural o artificial, y
cantidad de horas de luz en artificial), época del afio, duracidn del estudio (normalmente
recogida en dias, aunque puede abarcar desde unas semanas hasta mas de un afo), si
se usd agua marina en sistema abierto o recirculada, temperatura del agua, pH, salinidad
y oxigeno disuelto en el agua, y peso inicial medio de los peces.

7- Base de datos en que se localizé el articulo por vez primera.

2.4- Tratamiento de los datos

Para el tratamiento de los datos, se utilizd soporte informatico de Microsoft Office. El
objetivo principal fue establecer una comparativa entre cuantos estudios de cada tipo
recogieron cierto tipo de informacion sobre el ambiente en el que se llevaron a cabo los
experimentos, localizaron y/o identificaron ciertos filos de bacterias, qué zona del
intestino se utilizo, para el analisis genético, qué tipo de analisis genético fue llevado a
cabo, etc. También se identifican las proporciones habituales de bacterias para cada
secciodn intestinal.
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3- Resultados

3.1- Informacion sobre factores externos

Como se ha mostrado en la figura 5, la busqueda aporté un total de 895 publicaciones
la mayoria de las cuales provenia de las bases de datos Google Scholar y Web of Science.
De éstos, 697 eran unicos (no repetidos) y un filtrado previo determind que solo 81
usaban la dorada como especie central de estudio. El ultimo filtro, dio lugar a un total
de 47 articulos que se centraban en el estudio de la microbiota intestinal de |la dorada.
Como se muestra en la figura 5, han sido localizados 47 articulos que hacen referencia
al objetivo de este estudio: la microbiota intestinal de la dorada. De entre esos 47
articulos, 33 eran estudios de los efectos de distintas dietas en los animales y su
microbiota. Los otros temas de estudio fueron probidticos (5 articulos), genéticos (1),
estudios de edad y/o sexo (2), efectos ambientales (8), inmunidad frente a patégenos o
pardsitos (4) y otros (2) (figura 6). Se dio cierto solapamiento entre los temas, con
algunos estudios haciendo referencia al efecto combinado de ambiente y dieta o de
patégenos y dieta, por ejemplo.

Enfoque del Estudio

m estudios de dieta
B estudios de probidticos
M estudios genéticos
estudios por edad/sexo
M estudios de ambiente
m estudios por inmunidad o patégenos
m otros

m dieta y otro factor

Figura 6: Diagrama de sectores indicando el porcentaje de estudios dirigidos a las
diferentes tematicas

Respecto a las condiciones ambientales y/o fisioldgicas de los peces, la Tabla 1 explica
cuantos articulos incluyeron qué informacion. Mas del 90% de los trabajos incluyeron
datos sobre el peso de los animales, localizacién de las instalaciones y duracién del
experimento. Los factores menos representados fueron el pH y la época del afio en la
que se realizd el muestreo.
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Tabla 1: Cantidad de articulos que han incluido cada tipo de informacién ambiental

Datos ambientales incluidos | N2 de articulos en que se Porcentaje sobre el
incluyé total de articulos

Temperatura 39 82,98
Salinidad 26 55,32
pH 13 27,66
Fotoperiodo 38 80,85
Oxigeno en el agua 29 61,70
Peso inicial del pez 42 89,36
Region de la instalacion 43 91,49
Duracion de la aclimatacion 24 51,06
Duracién del experimento 43 91,49
Epoca de muestreo 16 34,04

La lista de articulos utilizados estd incluida en la Tabla 5 (Anexos), y las tablas de
informacién obtenida de cada uno estdn incluidas en las Tablas 6-8 (Anexos).

3.2- Informacion sobre el tipo de analisis

Respecto al tipo de analisis, la mayoria de los articulos examinaron el contenido
bacteriano de una determinada zona del intestino (29,79%), algunos revisaron el total
(21,27%), o compararon diversas partes del intestino (25,53%). Otros estudios llevaron
a cabo el andlisis sobre muestras fecales sin necesidad de diseccionar el intestino
(17,02%). El resto de los estudios, al haberse llevado a cabo con larvas, resolvieron que
diseccionar el pez para extraer el intestino era demasiado laborioso o excedia las
capacidades de los investigadores, con lo que trituraron al animal completo; o hicieron
homogeneizacion de diversas partes del cuerpo con similar resultado (6,38%).

Estas diferentes aproximaciones experimentales causan que llevar a cabo una
comparativa sea muy complejo, ya que los diversos experimentos tenian objetivos muy
variados y utilizaron métodos distintos para obtener informacién. En la Tabla 2 se
incluyen, como referencia, cuantos articulos han estudiado, en general, qué secciones
del intestino.

Tabla 2: Cantidad de articulos para cada seccidn intestinal o muestra estudiada

Parte corporal estudiada N2 de articulos localizados
Intestino anterior 6
Intestino medio 5
Intestino posterior 3
Muestras fecales 8
Combinacién de secciones intestinales 10
Preparacion del pez entero 3
Comparativa de multiples secciones 12
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Ademas de incluir ese tipo de informacion, es importante saber qué tipo de andlisis
fueron llevados a cabo para investigar la variedad de la microbiota. En el apartado 1.4
se han descrito los distintos tipos de metodologias que se llevan a cabo mas
comunmente en este tipo de estudios. La Tabla 3 indica cudntos articulos fueron
localizados para cada tipo de andlisis. Notese que algunos articulos no informaron del
tipo de analisis llevado a cabo, y otros llevaron a cabo un estudio de otro tipo
posteriormente para confirmar la informacion obtenida previamente.

Tabla 3: Tipos de metodologias usadas para estudiar la microbiota intestinal de la
dorada en los distintos articulos incluidos en este estudio.

Tipo de analisis N2 de articulos en los que se utilizé
Cultivo 4
lumina 16
DGGE 17
Pirosecuenciacion 454 7
Varios 2

3.3- Tipos de bacterias encontradas

La informacidn relativa a los tipos de bacterias encontradas también fue muy variada.
Algunos articulos establecieron comparativas a nivel de filo, otros de género o familia, e
incluso algunos a nivel de especie. Para establecer una comparativa razonable, se
decidié utilizar la informacidn al nivel de filo, mucho mas generalista pero que permite
comparar articulos que identificaron bacterias a distintos niveles taxonémicos. Por
ejemplo, para articulos que identificaron determinados géneros o familias sin detallar
mas informacidn taxondmica, se reviso a qué filo pertenecian esos datos para facilitar la
comparativa. En la Tabla 4 se incluyen qué filos de bacterias fueron encontrados en los
analisis, y cudntos articulos localizaron cada uno, lo que permite establecer una
frecuencia relativa de la aparicion de dichos grupos en la microbiota intestinal
bacteriana de la dorada. En general, los filos mas representados en la microbiota
intestinal de la dorada fueron Proteobacteria y Firmicutes; seguidos por Actinobacteria,
Bacteroidetes y Cyanobacteria.
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Tabla 4: Principales filos de bacterias encontrados

Filos localizados N2 de articulos en que se Porcentaje sobre
encontraron articulos totales
Actinobacteria 27 57,44
Bacterioidetes 22 46,81
Cyanobacteria 15 31,92
Firmicutes 35 74,46
Proteobacteria 40 85,11

Spirochaetes 10,64
Verrucomicrobia 14,89
Fusobacteria 6,38

5
7
3
Acidobacteria 3 6,38
1
1
4

Saccharibacteria 2,12
Armatimonadetes 2,12
Planctomycetes 8,51
Archaeae* 2 4,26

*. Si bien las Archaeae no son bacterias en el sentido estricto del término consensuado por la comunidad

cientifica, eso no significa que no tengan participacién en las relaciones tréficas y/o simbidticas de la
microbiota bacteriana, asi que fueron incluidas. Sin embargo, los métodos utilizados no son especificos
para la deteccion de Arqueas, asi que también es posible que su inclusion sea debida a errores
experimentales o de lectura. Generalmente, estos organismos se filtran en el paso de analisis
bioinformatico.

3.4- Abundancias relativas de las bacterias

En la figura 7, se muestran las abundancias relativas de los distintos grupos
considerando todos los articulos que han incluido cifras o graficos acerca de la
abundancia relativa de los distintos tipos de bacterias. Nétese que, para cualquier
articulo en que no se haya localizado un determinado filo, pero sea un filo que otro
articulo si haya identificado con frecuencia relativa, sea ha optado por anotar la
frecuencia en el primer articulo como 0%. Por ejemplo, en varios articulos se han
localizado Verrucomicrobia con frecuencias que alcanzan el 5,667%; pero en muchos
otros dicho filo no se ha identificado, por lo que se ha optado por anotar la frecuencia
de Verrucomicrobia en ellos como 0%.
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Porcentajes medios a nivel filo para todas las observaciones

W Cyanobacteria

H Bacterioidetes

m Actinobacteria
Firmicutes

H Proteobacteria

H Spirochaetes

H Acidobacteria

B Planctomycetes

B Fusobacteria

B Verrucomicrobia

Figura 7: Frecuencias relativas de los distintos tipos de bacterias a nivel de filo para
todos los articulos seleccionados que incluian la frecuencia relativa.

Sin embargo, si bien esta informacidon es muy valiosa, esta sesgada debido, entre otras
cosas, a la inclusion de las proporciones de peces enteros. También se debe tener en
cuenta que las proporciones a nivel de mucosa intestinal (microbiota adherente) son,
inevitablemente, distintas a las proporciones relativas a nivel de lumen, el hueco
intestinal en el que se concentran los alimentos parcialmente digeridos y en el que se
empiezan a formar las heces (microbiota transeunte). Es por ello que las figuras 8 y 9
muestran las proporciones relativas a nivel de mucosa intestinal y de heces/lumen.
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Porcentajes medios a nivel de filo para la mucosa

m Cyanobacteria

® Bacterioidetes

¥ Actinobacteria
Firmicutes

m Proteobacteria

B Spirochaetes

B Acidobacteria

M Planctomycetes

M Fusobacteria

B Verrucomicrobia

Figura 8: Frecuencias relativas de los distintos tipos de bacterias a nivel de filo para
todas las observaciones referentes a la microbiota adherente o autéctona (mucosa
intestinal)

M Cyanobacteria
W Bacterioidetes
W Actinobacteria
Firmicutes

M Proteobacteria
W Spirochaetes

M Acidobacteria
M Planctomycetes

M Fusobacteria

M Verrucomicrobia

Porcentajes medios a nivel de filo en las heces

Figura 9: Frecuencias relativas de los distintos tipos de bacterias a nivel de filo para
todas las observaciones referentes a la microbiota transelinte o aléctona (contenido
del lumen intestinal y heces).

Como se puede observar, existe una gran diferencia entre los filos Proteobacteria,
Firmicutes, Bacterioidetes y Actinobacteria en comparacion con todos los demas,
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principalmente debido a que dichos grupos fueron identificados en la gran mayoria de
los articulos que incluyeron las proporciones relativas de las bacterias. Es por ello que
se ha optado por incluir graficas con sus frecuencias relativas a nivel de intestino anterior,
medio y posterior, asi como a nivel estomacal (figuras 10-13).

Porcentajes relativos a nivel de filo en el
intestino anterior

BACTERIOIDETES ACTINOBACTERIA FIRMICUTES PROTEOBACTERIA

Figura 10: Media de los porcentajes relativos para los cuatro filos principales en las
observaciones de la mucosa del intestino anterior.

Porcentajes relativos a nivel de filo en el
intestino medio

BACTERIOIDETES ACTINOBACTERIA FIRMICUTES PROTEOBACTERIA

Figura 11: Media de los porcentajes relativos para los cuatro filos principales en las
observaciones de la mucosa del intestino medio.
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Porcentajes relativos a nivel de filo en el
intestino posterior

20,244

BACTERIOIDETES ACTINOBACTERIA FIRMICUTES PROTEOBACTERIA

Figura 12: Media de los porcentajes relativos para los cuatro filos principales en las
observaciones de la mucosa del intestino posterior.

Porcentajes relativos a nivel de filo para el
estomago

1

BACTERIOIDETES ACTINOBACTERIA FIRMICUTES PROTEOBACTERIA

Figura 13: Media de los porcentajes relativos para los cuatro filos principales en las
observaciones de la mucosa del estomago.
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Como se puede observar, las bacterias del filo Bacterioidetes se encuentran con una
frecuencia cada vez menor a medida que se avanza por el tracto digestivo,
desapareciendo en el intestino posterior. Las Proteobacteria son dominantes en el
estdmago y en el anterior, pero su abundancia relativa se reduce poco a poco hasta
perder la dominancia en el posterior. Al mismo tiempo, la frecuencia relativa de
Actinobacteria va en aumento a lo largo del tracto digestivo, hasta ser dominantes en el
intestino posterior. Las Firmicutes parecen mantenerse relativamente constantes a lo
largo de todo el tracto digestivo.
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4- Discusion

La microbiota intestinal estda compuesta por comunidades de microbios muy diversas y
dinamicas que pueden ser afectadas por muchos factores, siendo el medio ambiente, la
dieta y la genética del huésped los mds importantes (Piazzon et al., 2020). La alta
variabilidad de los factores externos e internos en los estudios revisados demuestra que
existe un nucleo de bacterias que persiste en la mayoria de las doradas con relativa
independencia de los factores externos. Sin embargo, las proporciones de estas varian
dependiendo de las condiciones internas y externas, en ocasiones de forma radical.

4.1- Observaciones preliminares sobre la variabilidad

Como ya se ha visto en resultados, una gran cantidad de los estudios ha optado por
investigar cambios en la microbiota debido a variaciones en la dieta, fuera como factor
Unico del estudio o combinado con otros factores (69,56%), seguidos por probidticos y
ambientales (8,70% en ambos casos). Se ha demostrado que la microbiota intestinal es
un factor importante para el crecimiento total y su velocidad en otras especies, como
carpa comun Cyprinus carpio (Li et al., 2013); y trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
(Chapagain et al,, 2019). Y no solo en peces, sino también en mamiferos, se ha
determinado que la dieta tiene un papel fundamental en la composicién y equilibrio de
la microbiota intestinal (Piazzon et al., 2017; Sanchez-Tapia et al., 2019; Serra et al.,
2021). Si bien este conocimiento puede ser valioso desde un punto de vista de reduccion
de costes en la dieta o maximizacién del factor de conversién de los alimentos; muy
pocos estudios se han centrado en los efectos ambientales mas alla de la acidez del agua
(Fonseca et al., 2019), las diferencias entre animales salvajes y criados en cautividad
(Kormas et al., 2014) o entre distintas instalaciones o regiones (Floris et al., 2013; Nikouli
et al.,, 2018). Algunos de estos factores ya han demostrado tener efectos en la
microbiota intestinal en otras especies. Un ejemplo de ello es la diferencia entre
animales salvajes y criados en cautividad en salmén atlantico Salmo salar (Lavoie et al.,
2018). Sin embargo, la acidez del agua no parece tener efectos especialmente
significativos en otras especies, como el mejilléon de concha gruesa Mytilus coruscus
(Yang et al., 2021) ni tambaquis amazdnicos Colossoma macropomum (Sylvain et al.,
2016).

Un factor secundario a tener en cuenta es que ninguno de los estudios revisados ha
intentado establecer el efecto sobre la microbiota bacteriana intestinal de cambios en
la cantidad de oxigeno en el agua, fotoperiodo, salinidad, o estacion del aino; y sélo dos
(Nikouli et al., 2019; Piazzon et al., 2019) intentaron establecer una comparativa en la
comunidad bacteriana intestinal de la dorada en funcion de su edad y sexo, uno de los
cuales llevd a cabo su estudio sobre larvas, con lo que su informacidn, al hacerse sobre
el pez completo, es dificil de comparar con los otros estudios para el tema que nos ocupa.
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En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) hay estudios que parecen demostrar la
dominancia de bacterias del filo Tenericutes (Rimoldi et al., 2019), que no aparecen en
ninguno de los estudios de dorada revisados. Es altamente posible que la salinidad tenga
un efecto significativo en las proporciones de microbiota intestinal, como ya se investigd
en salmon atlantico (Salmo salar) donde la transicidon de agua dulce a agua salada causé
efectos significativos en la composicién de la microbiota intestinal mientras que cambios
en la composicidon de acidos grasos en la dieta que reflejen dicha transicién no mostré
cambios significativos en la microbiota (Rudi et al., 2018). Esto parece mostrar que un
estudio del efecto de la salinidad en la microbiota intestinal de la dorada es una linea de
investigacion viable e interesante ya que la dorada se cultiva tanto en agua salada como
en agua salobre.

Las distintas zonas del intestino de peces tienen diferentes funciones, conformando
distintos ambientes que han demostrado tener un gran impacto sobre la composicién
bacteriana asociada a las mismas (Estruch et al., 2015). Diferencias en la microbiota
segln seccion intestinal estudiada han sido descritas en diferentes especies de peces
como la dorada o la carpa comun (Estruch et al., 2015; Ye et al., 2016). La mayor
presencia de Actinobacteria en la region posterior y menor en el anterior, e incluso
menor aun en el estdmago, pareceria implicar que las especies pertenecientes a este
filo son menos resistentes en general al medio acido que supone el estémago. La
disminucion hasta la desaparicion de Bacterioidetes a lo largo del tracto digestivo parece
implicar que lo opuesto de Actinobacteria se les aplicaria: pueden sobrevivir mejor en el
ambiente acido del estémago. Con esto, destacamos la importancia de reportar la
seccidn intestinal estudiada para poder establecer comparativas relevantes. Sin
embargo, esto se complica cuando se usan animales muy pequefios, como larvas, en los
gue la diseccion del intestino no es posible. El riesgo de este tipo de procedimiento es
gue usando el animal completo se detecta el total de la microbiota presente en piel,
branquias y tracto digestivo. Para evitar la interferencia de la microbiota externa, en
este tipo de estudio las larvas se suelen desinfectar y lavar previamente a su procesado.
Un ejemplo es el estudio de Castanho et al. (2017), en el que las larvas fueron bafiadas
en cloruro de benzalconio (concentracién del 0,1%) durante 30 segundos antes de ser
lavadas en una solucién salina estéril al 1,5% para eliminar los restos de este compuesto.
En estos casos, la distincion entre diferentes porciones intestinales no es posible.

Para comparar, se ha investigado si existe variabilidad en la microbiota intestinal en
otras especies para la misma seccidn intestinal o entre distintas especies. La cantidad de
informacidn localizada es escasa. Se ha observado que en perros existe una significativa
variabilidad a nivel fecal en funcién de raza y a lo largo del tiempo (Garcia-Mazcorro et
al., 2012). Un estudio llevado a cabo sobre aves acuaticas arrojo resultados que sugieren
gue existia poca variabilidad dentro de la misma seccién intestinal de cada especie
(Laviad-Shitrit et al., 2019).
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Otra fuente de variabilidad entre estudios es el tipo de metodologia analitica utilizada.
El uso de diversos tipos de analisis tiene ciertas consecuencias a la hora de interpretar
los resultados. Andlisis mediante cultivos arrojan informacién sobre la presencia de
determinados grupos, pero no de otros que pueden no detectarse por no crecer bien en
los medios utilizados. Estudios de DGGE obtienen informacion relativa, en principio, a la
presencia y/o ausencia de todas las familias e incluso especies presentes, pero no
pueden, por si solos, proporcionar informacién respecto a las proporciones de las
mismas. Ademads, este método tiene baja resolucién permitiendo ver solo las bacterias
mas abundantes. Respecto a los métodos lllumina y de Pirosecuenciacion 454, si bien
proporcionan informacidon muy completay precisa a nivel metagendémico de la presencia
y proporcion de familias y géneros completos, asi como sus proporciones, tienen la
desventaja de ser mas costosos y complejos (Hiergeist et al., 2015).

4.2- Bacterias dominantes

No sélo se han localizado bacterias pertenecientes a los filos Firmicutes y Proteobacteria
en la gran mayoria de los estudios, sino que ademas han demostrado ser dominantes en
una elevada proporcion de dichos estudios. Actinobacteria, Bacterioidetes vy
Cyanobacteria son también altamente frecuentes, seguidos de Spirochaetes y
Verrucomicrobia. Las abundancias relativas de cada grupo se han incluido en el apartado
3.4. Los filos Proteobacteria, Bacterioidetes y Firmicutes representan hasta el 90% de la
microbiota intestinal de los peces para diferentes especies (Ghanbari et al., 2015). En
doradas en particular, el filo dominante descrito depende del estudio (Piazzon et al.,
2019).

Varios estudios (Floris et al., 2013; Huyben et al., 2020; Kormas et al., 2014; entre otros)
incluyen las proporciones de diversas familias, géneros o especies en diversas
condiciones. Estas proporciones son variables, lo que implica que, si bien los filos se
mantienen, las proporciones de cada especie dentro de cada filo pueden variar. Esto es,
es posible que la proporcion de bacterias de distintas familias y/o géneros cambie sin
gue se aprecie un cambio significativo a nivel de filo. Gran cantidad de articulos han
incluido multiples especies dentro del filo de Proteobacteria sin haber localizado tanta
variedad dentro de los otros filos (Castanho et al., 2017; Floris et al., 2013; Kormas et al.,
2014; entre otros). Esto no solo parece implicar una mayor variabilidad dentro del filo
Proteobacteria que dentro de los otros, si no también explica la alta prevalencia de este
filo en la gran mayoria de las observaciones recogidas.

Las Actinobacteria estan ampliamente distribuidas en ambientes terrestres y acuaticos
y se sabe que forman interacciones simbidticas con vertebrados e invertebrados
tomando parte en la salud del huésped mediante la conversién de alimentos en biomasa
microbiana y productos de fermentacidn finales que pueden ser utilizados por el
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huésped (Anandan et al., 2016). Las Actinobacteria tienen un nimero importante de
funciones, incluyendo la degradacién/descomposicion de toda clase de sustancias
organicas como la celulosa, polisacdridos, grasas proteicas, acidos orgdnicos, y demas
(Anandan et al., 2016). Uno de los géneros mds metabdlicamente interesantes de
Actinobacteria es Propionibacterium. En general, los microorganismos del género
Propionibacterium tienen un metabolismo peculiar que causa la formacion de acido
propidnico como el principal producto final de fermentacion (Zarate, 2012). El
propionato es un acido graso de cadena corta que, junto al butirato — otro subproducto
microbiano de la digestidon de carbohidratos- ha demostrado ser muy beneficioso para
la salud intestinal (Piazzon et al., 2019).

Las Firmicutes son bacterias muy comunes en el intestino de peces, aves y mamiferos
(Laviad-Shitrit et al., 2019; Lozupone et al., 2012; Ghanbari et al., 2015). Su prevalencia
en el intestino de la dorada es muy elevada (Estruch et al., 2015; Nikouli et al., 2018;
Parma et al., 2016; Piazzon et al., 2020; Rimoldi et al., 2018). Su abundancia esta
altamente modulada por intervenciones dietéticas (Piazzon et al., 2017). También
contribuyen a la nutricion del huésped produciendo acidos grasos de cadena corta
(butirato) y vitaminas (Piazzon et al., 2019).

Sin embargo, es innegable que las Proteobacteria, como filo, son una parte importante
de la microbiota central de esta especie (Piazzon et al., 2019). Al ser organismos
anaerdbicos facultativos, las Proteobacteria con sus propiedades metabdlicas flexibles
suelen dominar nichos ecoldégicos como el intestino de los animales siendo especialistas
en asociaciones con el hospedador (lkeda-Ohtsubo et al., 2018). Entre las Proteobacteria
destacan los géneros Photobacterium y Vibrio. Estos géneros son simbiontes comunes
de la microbiota de peces que pueden producir quitinasa, amilasa, lipasa y proteasas;
ayudando con la digestion; pero muchas de estas especies pueden producir enzimas
daiinos y actuar como patégenos (Egerton et al., 2018).

4.3- Conclusiones y futuros estudios

Si bien el campo de estudios de la dieta tiene un sinfin de posibilidades todavia por
comprobar, como ya se menciona en el apartado 4.1, la cantidad de informacion acerca
del efecto en la microbiota intestinal debido a cambios ambientales como el fotoperiodo,
oxigeno en el agua, pH, salinidad del agua, estacidon anual o temperatura del agua es
muy escasa para la dorada. Llevar a cabo estudios sobre dichos efectos puede aportar
informacién valiosa que pudiera, a medio o largo plazo, incrementar la produccién
carnica de las doradas en piscifactorias a menor coste. Se sabe que, a determinadas
temperaturas, el crecimiento de los peces se ve ralentizado (Mayer et al., 2008) pero se
desconoce en gran medida el efecto que las temperaturas tienen sobre la microbiota,
asi como los efectos de otros factores ambientales para dorada.
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En conclusion, este estudio esta dirigido a ser una guia para que futuros investigadores
puedan proponer nuevos experimentos, comparar resultados, y comprobar referencias
y métodos llevados a cabo previamente. Los datos aqui presentados serdn de ayuda para
identificar lagunas de conocimiento para poder enfocar futuros estudios. Ademas, estos
resultados pueden ser de utilidad en la interpretaciéon de resultados y estudios
comparativos, no solo con la dorada, sino también con otras especies de peces. Por la
presente, se espera que los resultados aqui recopilados y obtenidos sirvan de guia para
generar mas conocimiento futuro.
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6- Anexos

Tabla 5: Desglose de articulos por autor, tipo de estudio, zona de muestreo y tipo de

analisis, con numeros de referencia para la siguiente tabla

N2 articulo Referencia Tipo estudio Zona Tipo andlisis
muestreo

1 Piazzon et al. genética anterior llumina
(2020)

2 Magalhdes et al. dieta varias DGGE
(2020)

3 Rimoldi et al. dieta fecal llumina
(2020)

4 Fonseca et al. ambiente total DGGE
(2019)

5 Piazzon et al. edad/sexo anterior llumina
(2019)

6 Castro et al. dieta fecal DGGE
(2019)

Silva et al. (2011) dieta varias DGGE

8 Cerezuela et al. probidticos total DGGE
(2013)

9 Estruch et al. dieta varias Pirosecuenciacion 454
(2015)

10 Nikouli et al. ambiente medio Pirosecuenciacion 454
(2018)

11 Sanchez patogenos y dieta anterior DGGE

Pefiaranda et al.

(2020)

12 Cordero et al. probidticos fecal DGGE
(2015)

13 Cerezuela et al. probidticos fecal DGGE
(2012)

14 Salgueiro et al. patégenosy pez entero Cultivos
(2020) antibidticos

15 Firmino et al. inmunidad y fecal varios
(2021) dieta

16 Piazzon et al. dieta total Pirosecuenciacion 454
(2017)

17 Huyben et al. dieta varias Illumina
(2020)

18 Kormas et al. ambiente y dieta total Pirosecuenciacion 454
(2014)

19 Varé et al. (2021) dieta anterior llumina

20 Abdala-Diaz et al. dieta total DGGE
(2021)

21 Moroni et al. probidticos anterior Illumina
(2021)

22 Tapia-Paniagua et dieta total Illumina

al. (2020)

23 Parma et al. ambiente posterior Illumina
(2020)

24 Salem et al. dieta fecal Cultivos
(2019)
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N2 articulo Referencia Tipo estudio Zona Tipo andlisis
muestreo
25 Floris et al. otros varias Cultivos
(2018)
26 Rimoldi et al. dieta varias llumina
(2018)
27 Rico et al. (2016) dieta total DGGE
28 Floris et al. ambiente varias Cultivos
(2013)
29 Reyes-Becerril et dieta total DGGE
al. (2012)
30 Cerezo-Ortega et dieta varias llumina
al. (2021)
31 Panteli et al. dieta medio llumina
(2021)
32 Nikouli et al. edad/sexo pez entero Pirosecuenciacién 454
(2019)
33 Antonopoulou et dieta medio Pirosecuenciacion 454
al. (2019)
34 Moutinho et al. dieta varias DGGE
(2017)
35 Parma et al. dieta fecal llumina
(2016)
36 Guerreiro et al. ambiente y dieta fecal DGGE
(2016)
37 Psofakis et al. dieta medio Pirosecuenciacion 454
(2021)
38 Tapia-Paniagua et dieta total DGGE
al. (2011)
39 Jorge et al. dieta varias DGGE
(2019)
40 Serra et al. (2018) dieta varias DGGE
41 Pelusio et al. ambiente y dieta fecal llumina
(2021)
42 Santos et al. dieta total DGGE
(2021)
43 Panteli et al. otros medio Illumina
(2020)
44 Naya-Catala et al. dieta anterior llumina
(2021)
45 Estruch-Cucarella dieta varias Pirosecuenciacion 454
(2018)
46 Castanho et al. dieta pez entero Cultivos
(2017)
47 Castejon et al. dieta posterior Illumina
(2021)
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Tabla 6: Desglose por articulos de los factores externos (Temperatura, salinidad, pH,

Fotoperiodo y Oxigeno) y peso inicial incluidos en cada estudio

Ne Temperatura Salinidad Oxigeno | Peso inicial
Articulo | (°C) (g/1) pH Fotoperiodo (mg/1)* (g)
1 22-24 N.I. N.I. Natural N.I. 38,5-95
2 23%1 3511 N.I. 12:12 7 15
3 N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.I.
4 24,7+0,07 34,810,1 8,14/7,75* Natural N.I. 250
5 22-24 N.I. N.I. Natural 75%+ N.I.
6 24+0,5 34,7+0,8 N.I. N.I. Sat. 71+1,5
7 18-20 N.I. N.I. 12:12 N.I. 18,8+2,1
8 20 28% N.I. 12:12 N.I. 50
9 22+0,52 30+1,7 7,5-8,5 Natural 6,5£0,49 | 13019
10 N.1. N.I. N.I. N.I. N.1. 451186
11 N.1. N.I. N.I. N.I. N.1. 7,5
12 20+2 28% N.I. 12:12 N.1. 41,613,6
13 20 28% N.I. 12.12 N.1. 50
14 N.1. N.I. N.I. N.I. N.1. 500-1500
15 25,1+1,5 N.I. 7,5+0,01 Natural 6,8+1,7 40,30,1
16 21+0,5 30% N.I. N.I. 75%+ 15-16
17 18,2-20,2 N.I. N.I. 12:12 6,1-6,6 32,92+0,31
18 10,5-26,7 N.I. 8-8,1 Natural 8,1-9,6 varios
19 Natural N.I. N.I. Natural 75%+ 568,75
20 18-19 38-39 N.I. Natural 6,8+0,4 14,140,3
21 Natural N.I. N.I. Natural 85%+ 70-90
22 22,1+0,4 36 710,01 Natural 7,210,3 10,610,1
23 2411 30 7,8-8 12:12 8+1 96,2+2,1
24 25+1 N.I. 7,8 12:12 6,1 0,32
25 N.I. N.I. N.I. N.I. N.1. 330
26 21,2+1,4 37 N.I. 12:12 11,7+0,6 | 60,56%1,44
27 17-20 N.I. N.I. Natural 6,8+0,4 14
28 14/18 35/37 8,14/7,8 N.I. 96%/82% | 357,4/313,5
29 20 N.I. N.I. 12:12 N.1. 80+-5
30 N.1. N.I. N.I. N.1. N.1. 17,08+0,38
31 19,9+0,1 N.1. N.1. 12:12 N.1. 29,5+0,7
32 N.I. N.1. N.1. N.1. N.I. huevos
33 N.1. N.I. N.I. N.I. N.I. 105,2+0,17
34 22,511,3 35,710,8 6,5-7,5 Natural 6,71t0,4 N.I.
35 23+1 28-33 7,8-8,2 12:12 8+1 75,9+1,9
36 18+0,5/25+0,6 | 35+1 N.1. N.I. 7 32+0,01
37 21+1 33+0,5 8+0,4 N.I. >6,5 2,5+0,2
38 20 N.I. N.I. 12:12 N.1. 80
39 23+0,5 35+1 N.I. 12:12 7 56,6
40 24+1 35+1 N.I. 12:12 7 6510,1
41 23,17+1,11/

17,34+0,92 25-30 7,8-8 N.1. 8+1 67,5%1,66
42 22+1 33-34 7+0,3 12:12 N.1. 24
43 19,9+0,1 35% N.I. 12:12 80%+ 29,5+0,7
44 22,03+1,4 N.I. N.I. 12:12 5,5 55-56
45 22+0,52 30+1,7 7,5-8,5 Natural 6,5+0,49 | 129+19
46 19,2+1,23 3611 N.I. 14:10 7+1,05 huevos
47 2143 N.I. N.I. Natural 6 N.I.

La referencia relativa a cada numero de articulo se encuentra en la tabla 5
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* Oxigeno: algunos estudios incluyeron la cifra exacta en mg/l, otros mencionaron el porcentaje total
(incluido como X%) o el porcentaje por encima de saturacidn (incluido como X%+)

** N.I.: No incluido. Datos que el articulo no menciona
*** Fotoperiodo incluido como (horas luz: horas oscuridad cada dia)

**%* Natural: Para aquellos articulos que llevaron a cabo el experimento en instalaciones al aire libre sin
control de Temperatura y Fotoperiodo se ha inscrito el dato como Natural
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Tabla 7: Desglose de los estudios por region, mes de muestreo, duracion del estudio y
duracidn de la aclimatacion (dado que la aclimatacion también sirve como cuarentena,

se han puesto dichas cifras en el mismo apartado)

Ne Region Duracidon Mes muestreo Aclimatacién/Cuarentena
1 Castelldn (Espaiia) 9 meses Julio N.1.

2 Matosinhos (Portugal) 56 dias N.I. 1 mes

3 Civitavecchia (Italia) 92 dias N.I. 1 semana
4 Algarve (Portugal) 30 dias Octubre 60 dias

5 Valencia (Espafia) 2 meses N.I. N.I.

6 Porto (Portugal) 81 dias N.I. 2 semanas
7 N.I. 30 dias N.I. N.I.

8 Murcia (Espafia) 4 semanas N.I. N.1.

9 Valencia (Espafia) 154 dias Mayo N.1.

10 Grecia** N.I. Septiembre No

11 Valencia (Espafia) 305 dias N.I. 15 dias

12 Murcia (Espafia) 28 dias N.I. 2 semanas
13 Murcia (Espafia) 4 semanas N.I. 1 mes

14 Ria Formosa (Portugal) No Marzo No

15 Tarragona (Espaia) 65 dias N.I. N.1.

16 Valencia (Espafia) 13 semanas Septiembre N.1.

17 Gran Canaria (Espafia) 90 dias N.I. 4 semanas
18 Grecia** 1 afio N.I. N.I.

19 Castellén (Espaiia) 30 dias Junio 3 semanas
20 Cadiz (Espana) 2-30 dias Junio 14 dias

21 Castellén (Espaiia) 12 semanas Diciembre 2 meses
22 Tarragona (Espafia) 95 dias Febrero 2 semanas
23 Bologna (ltalia) 98 dias N.I. 10 dias

24 Egipto 60 dias N.I. N.I.

25 Italia** No Invierno No

26 Civitavecchia (Italia) 90 dias N.I. N.1.

27 N.1. 70 dias Mayo N.1.

28 Sardefia (Italia) No Invierno No

29 N.I. 4 semanas N.I. 2 semanas
30 Cadiz (Espaniia) 86 dias N.I. N.1.

31 Creta (Grecia) 3 meses N.1. N.1.

32 Grecia 72 dias Enero No

33 Torino (Italia) 163 dias N.1. N.1.

34 Valencia (Espafa) 12 semanas N.1. 2 semanas
35 Bologna (ltalia) 100 dias N.1. 2 semanas
36 Sorgal (Portugal) 15 dias N.1. 15 dias

37 Thessaly (Grecia) 100 dias N.1. N.1.

38 Murcia (Espaiia) 4 semanas N.1. N.1.

39 Porto (Portugal) 37 dias N.1. 3 semanas
40 Porto (Portugal) 8 semanas N.I. 3 semanas
41 Bologna (ltalia) 121 dias Febrero 10 dias

42 Reino Unido 9 semanas N.I. 2 meses
43 N.I. 95 dias N.I. N.I.

44 Murtosa (Portugal) 77 dias N.I. N.1.

45 Valencia (Espafia) 154 dias Marzo 2 meses
46 Olhao (Portugal) 31 dias N.I. No

47 Murcia (Espafia) 85 dias N.I. 2 semanas

La referencia relativa a cada numero de articulo se encuentra en la tabla 5. * N.I.: No incluido. Datos que

el articulo no menciona. ** Multiples instalaciones muestreadas en el mismo pais
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Tabla 8: Porcentajes encontrados para cada filo de bacteria en cada experimento,
desglosados por secciones para aquellos articulos que incluyeron las mismas.

N2 C* B* A* F* p* S* D* N* U* V*

1 2,63 | 1,70 7,77 28,10 | 54,70 | 0,00 |000 |000 |000 |0,00
3 0,00 | 0,00 0,00 51,56 [ 43,53 |230 |000 |[000 |000 |0,00
4 0,00 | 27,00 | 14,00 | 0,00 50,00 (0,00 (000 |00 |00 |000
5 3,93 | 2,10 36,63 | 27,07 | 24,53 |3,80 | 0,00 |0,00 |O0,00 1,60
7 0,00 | 16,67 | 0,00 25,00 | 58,33 | 000 |000 |000 |000 |O0,00
7 0,00 | 0,00 0,00 0,00 100,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
7 0,00 | 0,00 0,00 0,00 100,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
9 0,00 | 0,00 34,80 | 33,00 | 24,80 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
9 0,00 | 0,00 27,60 | 33,70 | 25,60 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
9 0,00 | 0,00 36,50 | 23,70 | 31,70 | 0,00 |0O,00 |0,00 |0,00 |O0,00
9 0,00 | 0,00 24,80 | 29,10 | 26,00 | 0,00 0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
10 0,00 | 0,00 22,70 | 49,80 | 31,70 | 0,00 |0,00 |0,00 |0O,00 |O0,00
12 2,06 | 0,00 0,00 11,81 | 30,71 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
14 0,00 | 0,00 0,00 36,00 | 64,00 | 000 |000 |000 |000 |O0,00
16 0,00 | 3,00 0,00 6,63 81,25 |0,00 |000 |000 |5,38 0,00
17 0,00 | 2,50 2,50 55,00 | 30,00 | 2,50 |000 |000 |2,50 2,50
17 0,00 |5,67 5,67 32,50 | 27,50 |5,67 |0,00 |O0,00 |6,67 5,67
18 0,00 |5,67 12,33 | 3,78 75,17 0,00 |0,78 |0,00 |0,33 0,00
19 0,00 | 8,97 1,03 35,77 | 51,33 | 0,00 |000 |000 |0,00 1,90
21 0,00 | 1,37 9,60 19,47 | 53,90 | 12,03 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
22 0,00 | 1,00 0,75 4,00 85,00 (0,00 (000 |000 |000 |O0,00
26 0,00 | 0,00 2,41 47,88 | 48,99 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
28 0,00 | 2,65 1,75 0,00 80,70 (0,00 (0,00 |000 |000 |0,00
32 0,00 | 22,00 | 0,00 0,00 65,00 (0,00 (000 |000 |000 |O0,00
35 3,00 | 7,00 9,00 71,00 | 6,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 3,00
37 0,00 | 1,76 32,40 | 1,76 58,80 | 0,00 1,76 1,76 10,00 |0,00
44 0,00 | 2,77 15,17 | 24,57 | 44,10 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,97
45 0,00 | 0,00 34,80 | 33,00 | 24,80 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
45 0,00 | 0,00 27,60 | 33,70 | 25,60 | 0,00 |0,00 |0,00 |0O,00 |O0,00
45 0,00 | 0,00 36,50 | 23,70 | 31,70 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00
45 0,00 | 0,00 24,80 | 29,10 | 26,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |O0,00 |O0,00
47 3,33 | 9,17 4,17 13,33 | 77,50 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00

La referencia relativa a cada niUmero de articulo se encuentra en la tabla 5

*C: Cyanobacteria; B: Bacterioidetes; A: Actinobacteria; F: Firmicutes; P: Proteobacteria; S: Spirochaetes;
D: Acidobacteria; N: Planctomycetes; U: Fusobacteria; V: Verrucomicrobia.
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