La microbiota

El microcosmo que permite una
produccion sostenible en la
Industria del salmon
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Microcosmos bacteriano:

Identificacion de Bacterias de importancia en la produccidn y salud

En agua dulce existen 10° - 107 células bacterianas por mL
de agua. En superficies con alta carga organica se estima
gue el numero de bacterias por cm2 fluctia entre 10° - 10°

De estas solo entre el 0,1% al 1% son cultivables utilizando
técnicas tradicionales. El resto de las bacterias, entre el 99,9 y el
99.0%, son no cultivables.

Estas cifras subrayan la importancia de las técnicas
moleculares, como la secuenciacion de 16S rRNA y NGS,
también conocido como  metagendmica, para estudiar la
biodiversidad microbiana en columnas de agua dulce, ya que
permiten detectar estas bacterias no cultivables.

Cultivable (1%)

Non-cultivable (99%)
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cQue es la
secuenciacion?

SECUENCIACION
* ldentificacion del orden de los pares de bases en el ADN
« Utiliza una parte del ADN que tienen todas las bacterias
* EIARNr 16S se utiliza para identificar bacterias

« Distinguir las bacterias observando las diferencias en
las regiones variables (V3 y V4)

Next Generation Sequencing
« Tecnologia de secuenciacion mejorada

¢ Permite la secuenciacion de muchas secuencias de ADN al
mismo tiempo

+ Comunidades enteras de bacterias
+ Esto permite el analisis de estas comunidades
Virus
« Capacidad para secuenciar virus (genoma completo).
* IPNV, SAvV, ILAV, PMCV, PRV




NGS

Next Generation
Sequencing

El analisis se realiza
utilizando el sistema de
secuenciacion lllumina
en el Laboratorio de
PHARMAQ Analytig en
Bergen, Noruega.

El analisis de la comunidad bacteriana permite examinar la
composicion e interaccion de los micro organismos en un
ambiente dado, wusando avanzadas técnicas de
secuenciacion y andalisis bioinformaticos.

Comprender la dinamica de las comunidades bacterianas es

clave para garantizar una produccion sostenible y
economicamente viable.

- Geraldine Wittwer

Myxococeota 0.3% .

R Development and new
assays in PCR

Spirochaetota 0.03%

’“‘“’:::::::: Biogquimico PhD®©, con
commetacnis oo [ especializacion en Biologia
e Molecular y bioinformatica.
Nitrospinaceae 0.004% | t.
Cakditrichaceae 0.004:

Trusperaceae o.oon lo/e IS
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Advancing
aquaculture
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Biofilm de estanques /

Agua de estanques o de
superfices

biofiltros

* Torula de poliester

* Dispositivo de 120 ml
* Filtro de celulosa de 0,22 ym
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NGS y Acuicultura

¢En qué areas de la acuicultura moderna seria util el uso de NGS?

Estos son algunos ejemplos:

* Maduracién de biofiltros y sus bacterias nitrificantes.
« Determinacion de la actividad y estado de salud del biofiltro.

« Bioseguridad del agua de ingreso (¢,es biosegura el agua de ingreso agua?¢ funciona
satisfactoriamente la desinfeccion por UV? ¢ es eficiente la desinfeccion en general?).

* Mapeo de la microbiota presente en la produccion, a fin de identificar la presencia de
bacterias oportunistas y/o patogénicas en el sistema.

- Caracteristicas de la microbiota cutanea / mucosa saludable y de la microbiota asociada
con presencia de heridas.

0 Zoetis



Analisis de la comunidad

u
b a_C t( E r I al l a [:| Aureispira . Maribacter | Polaribacter . Rubritalea

Genus __| Colwellia | Other Pseudofulvibacter J Yoonia-Loktanella
[ Paraglaciecola

| Glaciecola Roseibacillus

Estudio comparativo:

« Caracterizacion de la
microbiota “normal” por
unidad en el tiempo

* Identificar cambios
 Examinar la diversidad

« Seguimiento de grupos
bacterianos relevantes

* Nitrificantes

JEEIY

Incidencia relativa (%)

* Asociados a 2 3'a'g
enfermedades
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Comunidad bacteriana

Abundancia relativa (%) de
bacterias a nivel de género para
todas las muestras. Menos del
5% de la abundancia de un

género dado se denomina "otro".
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Diversidad relativa

El porcentaje de diversidad
encontrado en todas las muestras
tomadas de peces 0 en agua. Se
muestran los 10 géneros que
tienen la mayor proporcion en la
muestra.

Genus . Tenacibaculum . Moritella . F .
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Asociadas a enfermedad

Abundancia (%) de bacterias
asociadas a enfermedades en
muestras tomadas de peces 0
agua. Bacterias que se
conocen como patogenas.
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Biofiltros y bacterias nitrificantes en RAS:

« ¢ Los niveles de bacterias nitrificantes en el
biofiltro son los esperados?

« Caracterizacion de biofiltros débiles o de bajo
rendimiento.

« |dentificacion de la acumulacion de bacterias
patdgenas conocidas.

« ¢ Como afecta el lavado del biofiltro a las
bacterias del biofiltro?

12 Zoetis



Analisis de la comunidad
b aC t eriana cenus [ wiosoie [ osomnes [ wosossie
Maduracion de los biofiltros en RAS:

251
¢cComo sabemos si los biofiltros
estan maduros y listos parausar? < %]
- Evaluando el % de bacterias S 45
nitrificantes, ¢ estan en su rango %
normal esperado (>5% de abundancia = 10
relativa)? S
. . . . (&)
- Determinando la diversidad relativa = 97
a lo largo del tiempo, su estabilidad, < . — .__. .
gue tan resistente es a los cambios. e -
. A O O N DO OO D © W a4 Q
° QY N Q" ¢ N Q QN Q7 N N
Aumento de la salinidad &/&/&'}@/&/@,&‘}&’}&/ &'}&’}@/@,&’}@'}Qb,&,&/
« Uso de desinfectantes PP LR L LRPLP PP LPLPEP
_ B S S S S S S S G S SN S S S S
. Camblo en la concentracion de Fecha de muestreo
nutrientes
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Agua de ingreso y bioseguridad

« ¢ Es satisfactoria la desinfeccion UV?

« ¢Se debe cambiar la dosis de UV?

« ¢Necesidad de equipos extras como el O;?

« ¢ Existe bacterias patdgenas en el agua de
ingreso?

« ¢ Hay cambios en la composicion bacteriana de la
fuente de agua a lo largo de las estaciones?

14 Zoetis



Analisis de la comunidad
bacteriana o B o B e

25 55 85

Agua de ingreso y bioseguridad

« Piscicultura con bombeo de agua de mar
desde diferentes profundidades

« ¢ Qué esta presente y cuando cambia?

* jPresencia de Tenacibaculum y Moritella en
todas las profundidades!

* Variacion estacional de las bacterias
asociadas a enfermedades

* Resultados: La microbiota se modifica en

Incidencia relativa (%)
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Analisis de la comunidad
bacteriana

La microbiota en piel y sus cambios
cuando hay heridas

* NGS como herramienta para evaluar el estado
sanitario de la piel de los peces

 Identificacién de grupos de individuos
propensos a cursar con ulceraciones en piel

« ¢ Como afectan los tratamientos, los manejos
u otro tipo evento estresante a la piel del pez?

16



Analisis de la comunidad
bacteriana

Tenacibaculum . Marinifilum Psychrobium . Psychrobacter
Genus . Moritella Aliivibrio . Rubritalea Other

Colwellia Pseudoalteromonas Oleispira

Salud de la piel y

desarrollo de heridas PIEL SANA

100
— - m
« Cambios en la microbiota ] I
antes de la ocurrencia de 75 _:—. B
un brote de tlceras L]
- Evaluar el efecto de los N =
manejos y de tratamientos g |
« Descripcion general de la B
piel del pez
- Detectar factores que 251
afectan a la calidad de la
piel .
17 0. Zoetis




Analisis de la comunidad

bacteriana

Salud de la piel y
desarrollo de heridas

100
Piel en riesgo, ¢qué
vemos aqui? 75
« Diversidad reducida
* Aumento de la presencia

relativa de Tenacibaculum.

25 A

18 0 |

Tenacibaculum . Marinifilum
Genus . Moritella
Colwellia

Psychrobium . Psychrobacter

Aliivibrio Rubritalea Other

Pseudoalteromonas Oleispira

PIEL SANA PIEL EN RIESGO
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Tenacibaculum . Marinifilum Psychrobium . Psychrobacter
Genus . Moritella Aliivibrio . Rubritalea Other
Colwellia Pseudoalteromonas Oleispira

Salud de la piel y

desarrollo de heridas PIEL SANA PIEL EN RIESGO PIEL CON HERIDAS

100 A
= m
Piel con heridas, ¢qué B I

,,) L™ | ||

vemos aqul: 75-i . |

p—

e Fuerte reduccion de la = |5

diversidad de géneros 501 ||

bacterianos presentes

* La microbiota es dominada
por Tenacibaculumy
Moritella.

251
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Medidas de bioseguridad

Aeromona salmenicida atl'pica' un problema Genus . Aeromonas . Pseudomonas . Flavobacterium . Vibrio . Mycobacterium
en alza
» Descontaminacién y reinicio de todos los < 2025 03 24 2025_05_31
sistemas bioldgicos S o0l
*  Muestreo de NGS antes y después del §
lavado S
Resultados e 1]
. o 4
* Aumento relativo de Aeromonas sp. S °
» Caida en los otros géneros bacterianos y 01 - . : . :
nuevo brote Filter RAS Tank x RAS Tanky
» Sin efecto positivo el lavado y desinfeccion
de las unidades, piezas y partes Fecha de muestreo / unidad testeada

20 Zoetis



Analisis de la comunidad
bacteriana

Medidas de bioseguridad

Unidad RAS con frecuencia de heridas.
Los torulados de heridas describen (abundancia):
+ Tenacibaculum (alta) / Vibrio (media) /Moritella (baja)

Alta presencia de bacterias tipicas de heridas en agua
de RAS

Agua y biomedia de la unidad RAS 4 se usaron para
inocular la unidad RAS 1

Resultados

21

Alta presencia de bacterias patogénicas propias de
heridas en la unidad RAS 1 también

Tener en cuenta las medidas de bioseguridad para el
agua de ingreso o para el reinicio del nuevo ciclo.

Incidencia relativa (%)

Genus . Vibrio . Moritelia . Tenacibaculum . Francisella

Piel con heridas

Agua de estanques

801

50 1

101

20
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Monitoreos

Porcentaje (%) de generos asociados con enfermedades en las muestras
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Salud de la piel

22

Productor de smolts para venta/entrega

Caracterizar la condicion de la piel de
los smolts antes de la venta / entrega

La salud de la piel se ve bien

Alta diversidad y muchas bacterias
ambientales diferentes.

Documentar al comprador de que la piel
del smolt no presenta desviaciones

¢, Smolt mas robusto?

Incidencia relativa (%)

Pedobacter . Bdellovibrio Bacteriovorax . Sphingomonas
Genus . Acidovorax Flavobacterium . Peredibacter Other
Chryseobacterium . Massilia Pseudomonas
NGS-5484
100 1
25 ] |
|
50 1
254
0 -
2
O
S
Monitoreo

Frecuencia relativa (%) de géneros bacterianos ‘detectados en el monitoreo de piel
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Analisis de la comunidad
bacteriana

Medidas de bioseguridad

23

Alta mortalidad durante incubaciony en la
fase de primera alimentacién

Se tomaron muestras de NGS del agua de
cultivo en incubacion y del agua de ingreso

Hay altos niveles de Tenacibaculum en el
agua de cultivo y también en la de ingreso

El andlisis del caso gatill6 acciones
preventivas significativas para el futuro.

Lavado de implementos y equipos
Filtracion de particulas

Asegurar una dosis de UV suficientemente
efectiva.

Incidencia relativa (%)

Genus . Tenacibaculum . Aliivibrio . Pseudomonas . Moritalla . Asromonas

2024_01_29




PHARMAQ == === Microbiota en branquias es caracteristica
it — por tipo de produccion
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Hatchery type influences the gill PG
microbiome of Atlantic farmed salmon (Salmo

salar) after transfer to sea

Kelly J. Stewart', Annette S. Boerlage?, William Barr', Umer Z. ljaz' and Cindy J. Smith™*

Abstract

Background S5almon aquaculture involves freshwater and seawater phases. Recently there has been an increase
in multifactorial gill health challenges during the seawater phase which has led to an urgent need to understand

the gill microbiome. There is a lack of understanding on what drives the composition of the gill microbiome,

and the influence the freshwater stage has on its long-term composition. We characterise the gill microbiome

N EXT GENERATlON SEQUENCI NG from seven cohorts of Atlantic salmon raised in six different freshwater operational systems—recirculating aqua-

culture system (RAS), flowthrough (FT) and loch-based system, prior to and after transfer to seven seawater farms,
over two different input seasons, 50 (2018) and 51 (2019).

@
Ad va n C I n Results Using the V1-V2 region of the 165 rRNA gene, we produced amplicon libraries absent of host contamina-
tion. We showed that hatchery system influenced the gill microbiome (PERMAOVA R?=0.226, p <0.001). Loch and FT
systems were more similar to each other than the three RAS systems, which clustered together. On transfer to sea,
the gill microbiomes of all fish changed and became more similar irrespective of the initial hatchery system, seawater
a u a C u It u r e \ farm location or season of input. Even though the gill microbiome among seawater farm locations were different
2 N between locations (PERMAOVA R?=0.528, p <0.001), a clustering of the gill microbiomes by hatchery system of ori-
gin was still observed 7-25 days after transfer (PERMAOVA R=0.164, p <0.001). Core microbiomes at genera level
were observed among all fish in addition to freshwater only, and seawater only. At ASV level core microbiomes were

observed among FT and loch freshwater systems only and among all seawater salmon. The gill microbiome and sur-
rounding water at each hatchery had more shared ASVs than seawater farms.

Conclusion We showed hatchery system, loch, FT or RAS, significantly impacted the gill microbiome. On transfer

1o sea, the microbiomes changed and became more similar. After transfer, the individual sites to which the fish were
transferred has a significant influence on microbiome compasition, but interesting some clustering by hatchery sys-
tem remained. Future gill disease mitigation methods that target enhancing the gill microbiome may be most effec-
tive in the freshwater stage, as there were more shared ASVs between water and gill at hatchery, compared to at sea.

Keywords Atlantic farmed salmon, Hatchery, Seawater, 165 rRNA, Gill microbiome lo,e tis



Resumen de la microbiota y uso de NGS

NGS Y ACUICULTURA

*Resumen

*NGS (Next-Generation Sequencing)
nos da una vision de un ecosistema
complejo

* Acuicultura inteligente y responsable
gue permite una produccion
sostenible

*La microbiota describe, predice y
produce peces mas saludables
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Analisis de la
comunidad
bacteriana

CALIDAD DE AGUA
MONITOREO BENTONICO
CARACTERIZACION

GENETICA DE
PATOGENOS Y RASTREO
MOLECULAR

SECUENCIACION DEL
GENOMA COMPLETO
(WGS)

® 5 %,
S ) e?/-)/ ‘:‘: — }

Microbial Commumty Extract DNA

\o

The 16S based approach

16s rRNA gene &me Reference databases
TTTITITTI I s LI silvai¥
I [T ey S O™V wmmp S GEEENGENES
T IO —— OTU3 =NCBI

Amplification: Group similar Use database to

16s rRNA sequences into OTUs identify OTUs

Community composition: Which organism are present? I

- Fommarms
T laacior
[,
" -
P

Phylogenetics Relative Abundances Diversity Richness
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Fundamentos
de NGS

NGS es el estudio del ADN gendmico total
obtenido directamente de las muestras
ambientales, el microcosmo que interactla en
distintos planos con los sistemas vivos. EI NGS
puede utilizarse para comprender la evolucion,
la ecologia y el metabolismo de los microbios
presentes en un nicho ecolégico, asi como
para investigar la relacion entre la diversidad
microbiana y el funcionamiento de los
ecosistemas.

Identificacion bacteriana a partir de
secuenciacion 16S rDNA

32

. OOOOOOOO@OOO /| =\ W\

Conserved regions
Hypervariable regions

we @

PCR amplicon PCR amplicon v @
\7 vsvi

vvo @

start
1

4 EEEE KN KR 00 OrEE BN D

PCR amplicon — PCR {mgll;on .

Hypervariable region strategy on 16S rRNA. A summary of the four hypervariable region strategies for amplification of variable regions V1-V2, V3-V4, V5-V7,

and V7-V9 in the 16S rRNA gene (positioning is based on the E.coli 165 rRNA gene). : e t’s
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