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RESUMEN 

El jurel cola amarilla (Seriola lalandi) se viene cultivando en chile, durante los últimos 

años, y su expansión se debe a la gran demanda en el mercado internacional. El mayor 

conocimiento científico - técnico ha sustentado su incremento en producción, 

convirtiéndose en una prominente especie para el desarrollo acuícola.  

Dentro de las áreas de estudio en acuicultura para el aumento en producción, la nutrición ha 

tenido un rol relevante, que debido a los tipos de dietas, uso de antibióticos, cambia el 

status sanitario del pez y la composición microbiana intestinal. Estos últimos son 

microorganismos asociados a la microbiota normal, que otorgan beneficios como proteger 

al pez de ataque de patógenos y ayudar en la digestión de los ingredientes incorporados en 

la dieta. Sin embargo, el conocimiento de la microbiota de esta especie es muy limitada, es 

por eso que el objetivo de este estudio fue caracterizar la microbiota intestinal de Seriola 

lalandi de medio silvestre. Se analizó la composición de la microbiota mediante dos 

estrategias complementarias en paralelo. La primera se basó en métodos tradicionales de 

aislamiento de microorganismos mediante cultivo. Como resultado se obtuvo un total de 69 

aislados bacterianos y 15 de levaduras. La segunda estrategia se analizó la microbiota a 

través del DNA obtenido directamente de la muestra del contenido intestinal sin cultivar. 

La identificación de los componentes microbianos se realizó en ambas estrategias mediante 

la secuenciación de marcadores 16SrRNA (bacterias) o ITS (levaduras), según corresponda.  

Posterior a la secuenciación, se determinaron los perfiles de RFLP de 16SrRNA e ITS para 

cada aislado, según sea el caso. En paralelo, para la composición de la microbiota se 

generaron perfiles totales de RFLP de los amplicones derivados del DNA de la muestra. 

Luego, se compararon los perfiles RFLP de ambas métodos. Del método tradicional se 

detectó la presencia de 20 géneros bacterianos y 1 género de levaduras. En contraste, la 

estrategia molecular se evidenció la presencia de 4 géneros bacterianos.  

Del análisis de la microbiota intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre, mediante 

método tradicional se determinó que de los 69 aislados bacterianos, se obtuvo entre los más 

abundantes con el 20% al género Leucobacter, 13% de Alcaligenes, 9% de Psychrobacter, 

9% Marinobacter, 7% Halomonas, 7% Staphylococcus y 6% Bacillus. Por otra parte, en 

levaduras de los 15 aislados, se obtuvo un único género representativo, Debaryomyces. 

Mientras que mediante análisis por método molecular de identificación los géneros más 

abundantes para los 8 perfiles obtenidos fueron Marinobacter con el 50%, Proteus con el 

12.5%, Halomonas y Staphylococcus con 12.5%. 

Se determinó que los géneros Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus y Proteus 

identificados por métodos tradicionales de cultivo, se confirmaron en los perfiles de la 

microbiota derivados de métodos moleculares. Donde Marinobacter presentó el 50% de 

abundancia relativa mediante método molecular a diferencia del método tradicional donde 

este género sólo obtuvo el 7% de abundancia relativa.  

Palabras clave: 16S rRNA,  ITS,  microbiota intestinal, Seriola lalandi, RFLP. 
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ABSTRACT 

Yellowtail amberjack (Seriola lalandi) as been grown in Chile, in recent years, and its 

expansion is due to the high demand in the international market. The greatest scientific and 

technical knowledge has underpinned its increased production, becoming a prominent 

species for aquaculture development. 

Among the areas of study in aquaculture for increased production, nutrition has played an 

important role, which because of the types of diets, antibiotics, changes the health status of 

the fish and the intestinal microbial composition. The latter are microorganisms associated 

with the normal microbiota, which provide benefits such as protecting the fish pathogen 

attack and aid in digestion of the ingredients in the diet. However, knowledge of the 

microbiota of this species is very limited, which is why the aim of this study was to 

characterize the intestinal microbiota of wild yellowtail amberjack. the composition of the 

microbiota is analyzed by two complementary strategies in parallel. The first was based on 

traditional methods of isolation of microorganisms by cultivation. As a result was obtained 

a total of 69 bacterial and 15 yeast isolates. The second strategy microbiota was analyzed 

through DNA sample obtained directly from the intestinal contents uncultivated. 

Identifying microbial components was performed on both strategies by 16SrRNA 

sequencing markers (bacteria) or ITS (yeast), as appropriate. 

Following sequencing, were determined RFLP profiles of 16SrRNA and ITS for each 

isolate, as appropriate. In parallel, for the total microbiota composition were generated 

RFLP profiles of amplicons derived from DNA sample. Later, the RFLP profiles of both 

methods were compared. From traditional method was detected the presence of 20 bacterial 

genera and 1 genus of yeasts. In contrast, the molecular strategy evidenced of 4 bacterial 

genera. 

Analysis of intestinal microbiota of wild yellowtail amberjack, using traditional method 

was determined that of the 69 bacterial isolates was obtained among the most abundant 

with 20% Leucobacter genus, 13% of Alcaligenes, 9% Psychrobacter,  9% Marinobacter 

and 29% other genus. Moreover, in yeasts of the 15 isolates, was obtained a single 

representative genus Debaryomyces. While by molecular identificaion method of the most 

abundant genera for the 8 profiles obtained were Marinobacter with 50%, with 12.5% 

Proteus, Staphylococcus and Halomonas with 12.5%.  

It was determined that gender Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus and Proteus 

identified by traditional farming methods, were confirmed in the microbiota profiles 

derived from molecular methods. Marinobacter presented where 50% of relative 

abundance by molecular method unlike the traditional method where the genre got only 7% 

of relative abundance. 

 

Keywords: 16S rRNA, ITS, intestinal microbiota, yellowtail amberjack, RFLP.
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INTRODUCCION 

a. Desarrollo de la acuicultura y características de Seriola lalandi 

El desarrollo de la acuicultura mundial ha incrementado transformándose en una  actividad 

con mayor crecimiento de la industria alimentaria global, a una tasa media anual de 6,2% 

en el periodo 2000- 2012. Este fenómeno se relaciona con el incremento de la población 

mundial y la búsqueda de nuevas fuentes de proteína necesarias a la dieta (FAO, 2012).  

La acuicultura en Chile se encuentra representada principalmente por la salmonicultura en 

cuanto a volumen de exportación y retorno de divisas. Con el 73% de la producción 

acuícola nacional con respecto a la producción de salmones y con un 23% de producción de 

Mytilus chilensis (Fishstat, 2015).  

Sin embargo, los eventos de crisis en esta industria, han propiciado el interés por la 

diversificación de especies. Entre las especies de interés se encuentra Seriola lalandi 

(Palometa, vidriola, dorado, jurel cola amarilla, jurel de castilla, goldstriped amberjack, 

yellowtail, himarasa) (Fishbase, 2016), pez carnívoro, que habita en aguas cálidas, 

distribuyéndose en toda la costa del Pacífico, desde Canadá hasta Chile (Bianchi et al., 

1999; Dyer & Westneat, 2010; Nugroho et al., 2001). Seriola lalandi tiene un crecimiento 

relativamente rápido, en comparación a otros peces marinos, logrando un peso comercial de 

3 a 5 kg en aproximadamente 18 meses (Nakada, 2008). El filete de “jurel cola amarilla” 

presenta una textura firme y atractiva para el consumidor, sumado a que presenta un 

excelente perfil nutricional (21.9% proteínas, 0.3% lípidos, 76.7% humedad) (Unidad de 

Tecnología pesquera, Universidad de Concepción), haciendo que su expansión productiva 

se visualice promisoria en el mercado internacional (Australia, Estados Unidos, Japón y 

Europa). Inclusive un informe de la FAO World Aquaculture (2010), informó que el filete 

de este pez puede llegar a costar hasta 18 US$ por kilo al por mayor.  

Los métodos empleados para cultivo intensivo de peces provocan en estos organismos 

problemas derivados del estrés al que se someten, especialmente por altas densidades, lo 

cual afecta su estado inmunológico propiciando una mayor susceptibilidad de enfermedades 

bacterianas oportunistas (Escobar et al., 2006). El tratamiento para dichas enfermedades 

utilizan antibióticos; estrategia de control que puede contribuir a la aparición de cepas 

microbianas resistentes a esos fármacos (Escobar et al., 2006). En referencia a lo anterior, 

la manipulación de la microbiota intestinal, se presenta como una alternativa para superar 

los posibles efectos adversos de los antibióticos (Nayak, 2010).  
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b. Características de la microbiota en peces  

Con la aparición de las superficies epiteliales de los peces y los demás vertebrados son 

colonizadas por un gran número de microorganismos, que establecen relaciones de 

convivencia con el hospedero; a este grupo de microorganismos se les denomina microbiota 

(Spor et al., 2011). 

Estos microorganismos mayormente residen en el tracto digestivo, donde influyen en una 

amplia gama de procesos biológicos generando efectos benéficos al hospedero. Tales como 

su aporte en la nutrición, complementando procesos de digestión, produciendo sustancias 

antimicrobianas, modulando el sistema inmune del hospedero, (Gordon, 2005; Rawls et al., 

2006; Hovda et al., 2007; Kesarcodi-Watson et al., 2007). Estas funciones indican la 

importancia de la microbiota para el hospedero y la composición microbiana es un factor 

prescindible para adquirir los beneficios que se deriva de ella. De esta forma, conocer la 

constitución de la microbiota puede ser la base para futuras manipulaciones de esta, con el 

fin de sacar la mayor utilidad a estos microorganismos.  

Como se sabe la microbiota gastrointestinal de los peces está constituida por bacterias y 

levaduras que residen en el intestino y que pueden alcanzar entre 107 hasta 1011 bacterias g-

1 del contenido intestinal (Nayak, 2010), con valores más altos observados en peces 

herbívoros tropicales (Tsuchiya  et al., 2008).  

Teniendo como referencia la composición microbiana en peces carnívoros, tenemos que en 

trucha arcoíris se detectó que Pseudomonas representa más del 60% de la comunidad 

bacteriana (Navarrete et al., 2009). Sin embargo Holben et al., (2002), compararon las 

comunidades microbianas intestinales de salmón silvestre de Noruega, y del salmón 

noruego de cultivo, reportando que Acinetobacter representó el 55% en el salmón noruego 

de cultivo; en cambio en el salmón escoces, Mycoplasma presentó una dominancia del 

81%. A diferencia de los salmones provenientes del medio natural en donde, el género 

Mycoplasma representó el 96% del total. Esto abre un espacio para estudiar la microbiota 

de Seriola, previamente reportada por Aguilera et al., (2013), quienes se centraron en 

ejemplares de cultivos, no obstante, la composición de ejemplares silvestres no ha sido 

reportada. 

c. Identificación de microbiota: métodos tradicionales y moleculares.  

Los avances en los métodos de cultivo de microorganismos permiten aumentar la fracción 

de la comunidad que puede ser cultivada (Pond et al., 2006). En la actualidad se dispone de 

una amplia gama de medios de cultivo comerciales para el crecimiento de microorganismos 

en el laboratorio, constituidos por componentes mezclados con anterioridad, precisando el 

agregado de agua y su esterilización. En el estudio de microbiota intestinal los medios más 

utilizados son: Agar triptona de Soya agar (TSA), Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YEPD), 

entre otros (Spanggaard et al., 2000; Pond et al., 2006; Navarrete et al., 2009). De manera 

continua se elaboran y revisan medios de cultivo para ser utilizados en el aislamiento y la 

identificación de microorganismos que son de interés para los investigadores en los campos 

de la alimentación, acuicultura, ambientes acuáticos y microbiología clínica (Tortora et al., 

2007). Sin embargo, la mayoría de los estudios en peces han utilizado estos métodos 
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tradicionales sólo para investigar la microbiota intestinal (González et al., 1999; Sugita et 

al., 1997). En referencia a esto Navarrete et al., (2010), indican que la cultivabilidad de 

bacterias de la trucha arco iris en medio TSA es del 18% en promedio. Sin embargo, 

Navarrete et al, (2009), indicaron que en S. salar, las bacterias cultivables son 

aproximadamente <1% de las bacterias totales. Aun así el medio TSA, se ha utilizado 

ampliamente para estudiar la microbiota intestinal de los peces (Spanggaard et al., 2000). 

Por otro lado, a través de la obtención de aislados bacterianos se pueden generar perfiles de 

restricción genómicos que son comparables y permiten la identificación de géneros en 

perfiles de restricción genómicos de bacterias totales (Navarrete et al., 2010).   

Existe un número creciente de estudios dentro del análisis de la microbiota en peces, 

combinando métodos tradicionales de cultivo y métodos moleculares de identificación 

(Jensen et al., 2002; Asfie et al., 2003; Huber et al., 2004), debido a que los enfoques 

moleculares abren nuevas fronteras en la comprensión de la microbiota intestinal (Jensen et 

al., 2003). Estos métodos moleculares, permiten detectar e identificar microorganismos 

directamente en el sistema sin cultivarlos ni aislarlos, ya que analizan su ADN (Rantsiu et 

al., 2010). Dichos métodos moleculares han sido eficaces para el estudio de la comunidad 

bacteriana gastrointestinal de los peces (Jensen et al., 2004; Hovda et al., 2007; Kim et al., 

2007). 

Por tal razón las nuevas técnicas moleculares independientes de cultivo utilizan 

principalmente al gen 16SrRNA para detectar bacterias, y el espaciador transcrito interno 

(ITS) para describir levaduras, como parte de la microbiota. Entre estos métodos 

independientes de cultivo o moleculares tenemos a: PCR (Reacción en cadena de la 

polimerasa), PCR cuantitativo (q-PCR), polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP); estos métodos, se han convertido en herramientas de gran utilidad al 

momento de caracterizar comunidades bacterianas complejas como las presentes en el 

tracto intestinal de peces (Vaughan et al., 2000; Holben et al., 2002; González & Saiz, 

2005; Kim et al., 2007). 

La estrategia molecular de identificación de microorganismos mediante secuenciación del 

16S rRNA o ITS incluyen tres etapas: a) amplificación de los genes a partir de la muestra; 

b) determinación de la secuencia nucleotídica de los amplicones, y c) análisis de las 

secuencias. Una vez determinada las secuencias de los nucleótidos y establecidas las 

comparaciones con bacterias o levaduras tipo, se obtendrá el grado de similitud entre las 

secuencias de los 16S rRNA o ITS lo que indicaría su relación evolutiva. En este contexto, 

un rango de similitud nucleotídica mayor a 95% es aceptado para la identificación de 

géneros microbianos (Drancourt et al., 2000). 

Se han empleado una serie métodos que han contribuido al conocimiento de la microbiota 

de muchos ecosistemas de interés, entre ellos se destaca los Polimorfismo en la longitud de 

los fragmentos de restricción (RFLP), estos RFLP-PCR del gen 16S rRNA, fueron 

utilizados para investigar las comunidades bacterianas en el intestino de los peces tales 

como el salmón, trucha arco iris, tilapia y carpa (Holben et al., 2002; Huber et al., 2004). 

Esta técnica de RFLP, es una alternativa para la identificación microbiana de manera rápida 

para su utilización en la industria (Carvalho, 2005). Amplificando fragmentos específicos 

del genoma bacteriano por PCR para luego digerirlos con enzimas de restricción de corte 
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frecuente (Alu I, Hae III, Hinf I, Cfo I) y así generar pefiles de digestión (Ochoa & 

Vásquez-Juárez, 2004). Estas enzimas de restricción son una  herramienta útil en biología 

molecular, ya que  cortan sitios específicos en  una molécula de ADN. Por ejemplo la 

enzima Hae III, rompe el ADN en una secuencia de cuatro pares de nucleótidos en la 

posición GGCC, cortando entre el segundo y el tercer nucleótido (G y C). A diferencia de 

la enzima Alu I que reconoce la secuencia AGTC y corta G y T (Rosa & Gabor, 2006; 

Guamán, 2009). Las diferencias en las secuencias nucleotídicas de las distintas especies 

darán lugar a fragmentos de distintos tamaños que son examinados por electroforesis 

(Ratón, 2004). Esta técnica ha sido utilizada por diferentes autores para identificar bacterias 

y levaduras aisladas de diversos organismos y ambientes (Heras-Vásquez et al., 2003; 

Tapia-Rusell et al.,  2006). 

Teniendo como referencia lo expuesto anteriormente, es necesario conocer la composición 

de la microbiota intestinal del“jurel de cola amarilla” Seriola lalandi, de esta manera se 

contribuiría con la indentificación de microorganismos presentes y sus  posibles aportes a la 

nutrición y salud del pez, cuya información es actualmente muy limitada. Este estudio es 

una alternativa para conocer la composición de la microbiota como un paso en la 

exploración de la identificación de poblaciones microbianas más abundantes o relevantes 

para los procesos mencionados; además que el conocimiento de esta microbiota podría 

ayudar al manejo adecuado de ésta, de modo de convertirla en una herramienta de utilidad, 

empleándola como estrategia con el fin de mejorar las condiciones nutricionales y sanitarias 

del pez. 
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HIPÓTESIS 

En la caracterización de la microbiota intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre, los 

métodos moleculares de identificación confirman la presencia de los géneros microbianos 

recuperados por métodos tradicionales de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

A. Objetivo general  

Caracterizar la microbiota intestinal en Seriola lalandi de medio silvestre y comparar los 

métodos tradicionales de cultivo versus métodos moleculares de identificación. 

 

B. Objetivos específicos  

1. Describir la composición de la microbiota intestinal en “jurel cola amarilla” Seriola 

lalandi de medio silvestre, a través de métodos tradicionales de cultivo.  

2. Describir la composición de la microbiota intestinal en “jurel cola amarilla” Seriola 

lalandi de medio silvestre, a través de métodos moleculares. 

3. Comparar cualitativamente los métodos tradicionales versus los métodos 

moleculares de identificación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1) Obtención de las muestras  

Se obtuvieron muestras del contenido intestinal de ocho peces de la especie Seriola 

lalandi de medio silvestre en fase adulta proveniente de medio silvestre. Dichas 

muestras fueron extraídas mediante “stripping” el cual consistió en realizar suaves 

masajes en la zona ventral del pez.  

Luego las muestras del contenido intestinal se colocaron en recipientes estériles para su 

preservación en frio (4°C) en cajas de tecnopor con el fin de mantener la cadena de frío, 

para posteriormente ser  analizadas en el Laboratorio de Biotecnología del Instituto de 

Nutrición y Tecnología de los Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile.  

2) Procesamiento de muestras, aislamiento e identificación de microorganismos del 

contenido intestinal de “jurel cola amarilla” (Seriola lalandi) de medio silvestre. 

Las muestras obtenidas se analizaron mediante dos estrategias en paralelo consistente 

en utilizar métodos tradicionales de cultivo y métodos moleculares de identificación 

(anexo 1). 

2.1. Estrategia 1  (uso del método tradicional de cultivo) 

2.1.1. Procesamiento y Aaislado de microorganismos 

El análisis del contenido microbiano cultivable se realizó a través de cultivos en 

medio sólido Tripticasa Agar Soja. Esto se realizó mediante diluciones seriadas de 

los homogenizados del contenido intestinal en solución fosfato salino (PBS 1X) 

estéril.  

Posteriormente, se sembró en  medio Tripticasa Agar Soja (TSA, Merck®, que 

favorece el crecimiento de una diversidad de microorganismos aerobios, y 

anaerobios facultativos) (Chapin & Lauderdale, 2003); Para el cultivo de levaduras 

se utilizó extracto de levadura-peptona-dextrosa (YEPD Merck®, que facilita al 

crecimiento de levaduras) (Murray et al., 2003). Dichas placas se incubaron por 3 

días a 17 ± 1°C en condiciones aeróbicas.  

Se aislaron las colonias bacterianas obtenidas con morfología distintas en placas 

de agar TSA o YEPD según corresponda. Se repitió el aislamiento hasta obtener 

colonias puras en dichas placas. 
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Para el recuento de colonias bacterianas en placas se determinó el total de 

microorganismos cultivados en función a las unidades formadoras de colonias 

UFC/ml utilizando un contador de colonias Stuart® colony counter (modelo 

SC6PLUS, Reino Unido).  

Luego se seleccionaron colonias con morfotipos distinto. Dichas colonias fueron 

utilizadas para la extracción de ADN.  

Todos los aislados obtenidos se almacenaron en criotubos de 2µL  a -80°C. 

2.1.2. Extracción y purificación de ADN  

La extracción de ADN se realizó mediante el kit Wizard® Genomic DNA 

Purification (Promega, Madison, WI, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del 

fabricante.  

Para bacterias, se realizó tratamiento previo con lisozima (20 μg/μL), hasta 

purificar el DNA. Mientras que para levaduras se utilizó liticasa (20 μg/μL), como 

tratamiento previo. Dicho protocolo se siguió hasta purificar el ADN genómico 

(Anexo 2).   

2.1.3. Amplificación del gen 16SrARN o ITS por PCR, polimorfismos de 

longitud de fragmentos de restricción (RFLP) y electroforesis en gel de 

poliacrilamida (PAGE) 

a) En bacterias 

El ADN genómico extraído de los aislados bacterianos se utilizó como 

templado para amplificar el gen 16SrARN mediante PCR usando partidores 

universales del gen  (Frank et al., 2008), según lo descrito por Romero & 

Navarrete (2006).  Dicha amplificación se realizó en un termociclador ESCO 

(modelo: Swift TM MaxPro, Singapur). 

La secuencia de los partidores universales se menciona a continuación: 

341 F: 5´-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3´  

788 R: 5´-GGA CTA CCA GGG TAT CTA A-3´ 

Los amplicones se digirieron con enzima de restricción Alu I (Invitrogen), 

según indicaciones del fabricante. Con el fin de obtener perfiles RFLP (Romero 

et al., 2002).  
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b) En  levaduras 

Se realizó el mismo procedimiento que para bacterias, con la diferencia que se 

utilizaron partidores universales para ITS (Gonzáles et al.,  2003). Los cuales se 

mencionan la secuencia a continuación:  

ITS1: 5'TCC GTA GGT GAA CCT GCG G3'  

ITS4: 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3'  

Para la obtención de RFLP, se digirieron los amplicones con la enzima Hae III 

(Romero et al., 2002). 

Con el fin de visualizar los perfiles de corte (tanto para bacterias como para 

levaduras), se realizó corrida electroforética en gel de poliacrilamida (PAGE) al 

8%, a 150 Volt por 45 minutos. Posteriormente se realizó tinción con Nitrato de 

plata (Romero & Navarrete, 2006). Proporcionando perfiles RFLP para cada 

género identificado dentro del set de aislados obtenido. 

Por otra parte, los amplicones obtenidos de los aislados fueron secuenciados en 

Macrogen Maryland, USA. Las secuencias del gen 16S rDNA se compararon 

con la base de datos disponible en Ribosomal Database Project II (Cole et al., 

2007) (http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp).Las secuencias 

obtenidas del ITS fueron comparados con las disponibles en GenBank usando 

el software BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=Bl

astSearch&LINK_LOC=blasthome).  

Las secuencias obtenidas a partir de los aislados, se alinearon para comprobar 

su porcentaje de identidad utilizando software BIOEDIT, (Hall, 1999 y 2011). 

Para considerar que un aislado pertenece a un género bacteriano, se consideró 

una identidada sobre el 95% (Fernández et al., 2010). Se seleccionaron las 

bacterias y levaduras representativas de distintos géneros para análisis 

posteriores. 

2.2.  Estrategia 2 (aplicación de métodos moleculares). 

2.2.1. Extracción de ADN y purificación 

Los homogeneizados de los contenidos intestinales se pesaron y se resuspendieron 

en Buffer fosfato salino (PBS)  

La extracción de ADN total del contenido intestinal de los peces se realizó 

mediante el Kit PowerSoil®DNA Isolation (MO BIO, Inc. Carlsbad, CA, USA) 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Previamente se adicionó Lisozima y 

http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp
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Liticasa (SIGMA) a una concentración de 20µg/µL a 37°C por 60 minutos, y 

posteriormente con Proteinaza K (Invitogen) a 0.1 mg/mL a 37°C por 60 min. 

2.2.2. Amplificación de PCR  

La integridad del ADN extraído se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 

1%. La concentración de ADN se determinó utilizando el equipo Qubit 3.0 (Life 

technologies). El ADN total de cada muestra fue utilizado como templado para la 

amplificación de una fracción de la región hipervariable V3-V5 del gen 16S ARNr 

bacteriano, utilizando los partidores descritos por Muyzer et al. (1993) 341 F 5´-

CCTACGGGAGGCAGCAG-3´ y 788 R 5´-GGACTACCAGGGTATCTAA-3.  

En levaduras, la amplificación del ADN purificado se utilizó la zona ITS, con los 

partidores universales ITS1 e ITS4,  descrito previamente (González et al., 2003). 

2.2.3. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) 

La  digestión de los amplicones se realizó mediante el uso de enzimas de restricción 

Alu I y Hae III, para bacteria y levadura respectivamente. Los fragmentos digeridos 

se visualizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) al 8%, a 

150 Volt por 45 minutos. Posteriormente se realizó la tinción con Nitrato de plata 

(Romero & Navarrete, 2006). Proporcionando perfiles totales de RFLP. 

3)  Identificación de géneros mediante comparación de perfiles RFLP   

Para la identificación, se realizó una comparación de los perfiles de RFLP obtenidos en 

el paso  2.1.3 (gen 16S rRNA e ITS) y los perfiles totales de RFLP obtenidos en el punto 

2.2.3 (estrategia 2). 

La comparación se comprobó mediante búsqueda de secuencias nucleotidicas en el 

programa Bioedit. Para levaduras se buscó la secuencia GGCC en el bioedit. Y para 

bacterias se buscó la secuencia AGTC. Ambas secuencias indicaron los tamaños de los 

fragmentos vistos en los perfiles de RFLP. 
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RESULTADOS 

a) Caracterización de la microbiota cultivable de Seriola lalandi de medio silvestre.  

El recuento promedio para levaduras fue de 0.24x10 UFCg-1 y para bacterias fue de 

2,3x104 UFC g-1, respectivamente. Se obtuvieron un total de 84 aislados entre bacterias 

y levaduras (medio TSA y YEPD). De  los cuales 69 aislados correspondieron a 

bacterias y 15 aislados a levaduras. Dichos aislados se identificaron en base a sus 

secuencias del gen ribosomal y espaciador transcrito interno (Anexo 3). A su vez se 

obtuvieron los perfiles de RFLP del 16SrRNA o ITS, según corresponda, para la 

identificación de cada aislado y así ser comparados posteriormente con el método 

molecular independiente de cultivo. 

a.1) Identificación de aislados bacterianos 

Entre los aislados bacterianos obtenidos, se destacaron los phylum Proteobacteria, 

y Actinobacteria (Figura 1), ya que en conjunto comprenden más del 80% del total 

de aislados obtenidos. En este análisis de la microbiota intestinal se reveló la 

presencia de 20 géneros bacterianos, siendo Leucobacter, Alcaligenes, 

Psychrobacter y Marinobacter como los más predominantes, representando un 

51% del total de la comunidad bacteriana aislada en Seriola lalandi (Figura 2, 

anexo 3).  

 

 

Figura 1. Estructura de la microbiota intestinal a nivel de phylum de los aislados 

bacterianos, provenientes del contenido intestinal de Seriola lalandi silvestre. 
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Figura 2. Estructura de microbiota intestinal a nivel de género de los aislados 

bacterianos, provenientes del contenido intestinal de Seriola lalandi silvestre. 

 

 

Se obtuvieron los perfiles PCR-RFLP de los aislados del contenido intestinal de 

Seriola lalandi, mediante digestión con enzima Alu I. Los perfiles de los géneros más 

abundantes se muestran en la figura 3. Estos perfiles fueron diferentes para cada uno de 

los aislados, lo que permitió asociar un perfil único para cada uno de los géneros 

encontrados.  
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Figura 3. Perfiles RFLP del 16SrRNA de los aislados bacterianos más abundantes a 

partir de contenido intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre. Cada carril muestra 

el perfil único de cada aislado bacteriano. La nomenclatura se estableció de la siguiente 

manera: Lc: Leucobacter; Al: Alcaligenes; B: Bacillus; H: Halomonas; Ma: 

Marinobacter; Ps: Psychrobacter; St: Staphylococcus; Ld: Marcador de tamaño (1100 

pb). 

 

a.2) Identificación de aislados de levaduras 

Los  aislados obtenidos en medio YEPD se secuenciaron utilizando el espaciador 

transcrito interno (ITS). El resultado fue que la totalidad de las levaduras 

analizadas pertenecieron al género Debaryomyces, del  phyllum Ascomycota 

(Anexo 4). Resaltando a este género como el único representante de las levaduras 

encontradas mediante el método tradicional de cultivo en Seriola lalandi de medio 

silvestre.  

Posteriormente se generaron los perfiles RFLP-ITS para cada uno de los aislados 

utilizando la enzima de restricción Hae III. Los perfiles resultantes fueron 

indistinguibles entre sí para la totalidad de los aislados de levadura (Figura 4). 
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Figura 4. Perfiles PCR-RFLP de ITS, con enzima de restricción Hae III, de los 15 

aislados obtenidos en levaduras provenientes del contenido intestinal de Seriola 

lalandi de medio silvestre. Carriles M1 al M15 indican en nombre de cada uno de 

los aislados de levadura, Ld: Marcador de tamaño (1100pb). 

 

b) Determinación de la composición de la microbiota intestinal en “jurel cola 

amarilla” (Seriola lalandi) de medio silvestre, a través de métodos moleculares de 

identificación independiente de cultivo.  

El análisis de la composición microbiana obtenido directamente de la muestras del 

contenido intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre, mediante PCR-RFLP 16S 

rRNA o ITS y electroforesis en gel de poliacrilamida generaron ocho perfiles que se 

observan en la figura 5. Los perfiles  presentaron entre 1 a 6 bandas, de los cuales las 

muestras sl1, sl2, sl4 y sl6 se observaron bandas más notorias que el resto. Sin 

embargo, se evidenció patrones de migración similares para sl3, sl5, sl7 y sl8 y para sl2 

y sl4 (Alu I) lo que podría indicar que corresponderían a las mismas secuencias, y por 

tanto, a los mismos componentes bacterianos. A diferencia del sl6 donde se evidenció 

una sola banda muy nítida a la altura de los 500pb. Mientras que en sl1 presenta un 

perfil diferente al resto de los perfiles de las muestras de contenido intestinal de Seriola 

lalandi silvestre. 
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Figura 5. Perfiles RFLP 16SrRNA con enzima de restricción Alu I, obtenidos 

directamente del contenido intestinal de ocho peces silvestres de Seriola lalandi. Los 

carriles sl1 a sl8 indican el nombre de la muestra analizada. Ld: marcador de tamaño 

(1100 bp) 

Con respecto al análisis de las levaduras totales provenientes del contenido intestinal 

de  Seriola lalandi silvestre, mediante extracción directa de ADN, se lograron obtener 

amplicones con bandas muy tenues, que no se lograron digerir (Anexo 4), y por lo 

tanto no se obtuvieron perfiles RFLP totales. Sin embargo se recurrió a cuantificarlas 

(Cuadro 1), encontrándose un nivel de 5x103 levaduras por gramo, detectadas sólo en 

algunas muestras.  

 

Cuadro 1. Cuantificación mediante qPCR de levaduras totales en muestras de 

contenido intestinal de Seriola lalandi 

Muestra Cantidad (Lev/mL) 

sl3 5,01 x 103 

sl4 5,06 x 103 

sl6 4,63 x 103 

sl7 4,87 x 103 
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c) Comparación del método tradicional (aislados) contra método molecular (directo), 

a través de la composición microbiana mediante perfiles de RFLP provenientes 

del contenido intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre. 

Los perfiles PCR-RFLP obtenidos de los aislados y de la extracción de ADN directa de 

las muestras de contenido intestinal, se compararon en base a la similitud de los 

tamaños de las bandas presentes. La comparación se realizó primero mediante los 

perfiles totales y los aislados con géneros más abundantes (Figura 6) y luego se 

compararon los mismos  perfiles totales con los perfiles de los aislados con géneros 

menos abundantes (Figura 7). 

En los perfiles bacterianos de la microbiota intestinal obtenidos por extracción directa 

de ADN, se evidenció que los perfiles sl3, sl5, sl7 y sl8 presentaron similares patrones  

de migración en donde se podría encontrar al género Marinobacter con el 50% de 

abundancia relativa entre los 8 perfiles totales. Mientras que en el perfil sl6 se podría 

encontrar a Staphylococcus y Halomonas, con el 12.5% ya que ambos géneros 

presentan similitud en la ubicación de la banda a los 500pb (Figura 6).  

Sin embargo entre los géneros menos abundantes de los aislados, se logró evidenciar la 

posible presencia del género Proteus con el 12.5% en el perfil sl1 proveniente del 

contenido intestinal directo (Figura 7). 

Cabe mencionar que los perfiles sl2 y sl4 no presentaron similitud con ningún perfil de 

los géneros identificados mediante aislados (Figura 6 y 7). 
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Figura 6. Perfiles RFLP de 16SrRNA obtenidos del método tradicional (mayor abundancia relativa) y del método molecular 

del contenido intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre.  Lc: Leucobacter; Al: Alcaligenes; B: Bacillus; H: Halomonas; 

Ma: Marinobacter; Ps: Psychrobacter, St: Staphylococcus. Los carriles sl1 a sl8 indican el nombre de la muestra analizada. 

Ld: Marcador de tamaño (1100 bp).  
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Figura 7. Perfiles RFLP de 16SrRNA obtenidos del método tradicional (menos abundantes) y del método molecular del 

contenido intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre. D: Dietzia; Bc: Brachybacterium; Kn: Knoellia; Ar: Arthrobacter; 

Mi: Microbacterium; My: Myroides, K: kocuria; P: Proteus; Pd: Pseudoalteromona... Los carriles sl1 a sl8 indican el 

nombre de la muestra analizada. Ld: Marcador de tamaño (1100 bp). 
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DISCUSIÓN 

En la actualidad existe una progresiva atención en función a la composición de la 

microbiota intestinal en los peces, debido a la contribución de la microbiota en los procesos 

como  nutrición y defensa del huésped (Nayak, 2010; Romero &Navarrete, 2012). A pesar 

de la proyección de Seriola lalandi como especie de interés comercial, a la fecha las 

investigaciones realizadas en microbiota intestinal son muy incipientes, por lo cual, la 

presente investigación es el primer estudio sobre la composición microbiana  intestinal en 

su condición silvestre. 

En los últimos años  se ha investigado sobre la diversidad de la microbiota intestinal en 

peces utilizando métodos tradicionales y moleculares para identificar a los 

microorganismos  que la componen (Huber et al., 2004; Pond et al., 2006; Ringø et al., 

2006a, b; Merrifield et al., 2009). En esta investigación se empleó la base de datos del 

NCBI para identificar levaduras y el Ribosomal Data Project II y su función Seqmatch para 

la identificación bacteriana, debido a que es una de la principales bases de datos de 

secuencias de DNA ribosomal utilizadas en la taxonomía de microorganismos (Wang et al., 

2007). En este trabajo la identificación taxonómica se realizó hasta el nivel de género dado 

que en taxonomía la especie bacteriana es definida como el conjunto de cepas que 

comparten una similitud del aproximada de 70%, en experimentos de reasociación DNA-

DNA, y para que sea definida una secuencia a nivel de especie debe presentar una identidad 

≥ 97% o entre sus genes 16S rRNA (Turnbaugh & Gordon, 2009). La identificación a nivel 

de género es más certera en base a la comparación del 16S rRNA ya que, en general, existe 

un consenso que indica que los niveles de identidad de las secuencias de 16S rRNA para 

definir género, es cercana al 95% (Roeselers et al., 2011). 

En esta investigación se observó que todos los aislados pudieron ser asignados a un género 

previamente descrito. Dentro de los géneros más abundantes, se procedió a examinar la 

diversidad microbiana mediante el análisis de 16SrRNA o ITS, en los cuales se mostró gran 

poder de resolución para diferenciar aislados. En el caso de los ITS se presentaron perfiles 

similares, por lo cual, se presume que esos aislados son similares genéticamente, incluso 

podrían corresponder a la misma cepa (Jensen et al., 2003).  

En el trabajo realizado por Aguilera et al, (2013) en Seriola lalandi proveniente de 

acuicultura, el recuento promedio de bacterias cultivables fue de 9.5 x 103 UFC g-1 del 

contenido intestinal. Por otro lado en otra especie de S. quinqueradiata existe un reporte de 

recuento de carga microbiana de 5.9 x 104 UFC g-1 de contenido intestinal (Sakata et al., 

1978). En referencia a lo expuesto por los autores cabe decir que en este trabajo de 

investigación los datos de recuento promedio de microorganismos totales en Seriola lalandi 

silvestre fueron de 2.3 x 104 UFC g-1 de los contenidos intestinales, lo que indica que estos 

resultados son coincidentes con el recuento reportado por los autores de acuerdo a la 

estrategia tradicional. En general, el valor obtenido de carga microbiana de la microbiota 

intestinal en Seriola lalandi silvestre se encuentra en el rango reportado, pero su 

cultivabilidad sería baja si se consideran los valores de recuento total. 

Diversos estudios indican que la alimentación influye en la composición de la microbiota 

intestinal en de los peces (Ringø et al., 2006b). Corroborando con esto, Uchii et al. (2006) 
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mencionan que entre todos los factores ambientales que influyen en la composición de la 

microbiota intestinal, la alimentación es un factor muy importante. Por otro lado Dhanasiri 

et al. (2011), indica que la alimentación artificial reduce significativamente la diversidad de 

la microbiota intestinal  en peces de cultivo  en comparación a la microbiota de los peces 

silvestres, observando que los peces silvestres alimentados con dietas artificiales 

presentaban un incremento en bacterias de las familias Clostridiaceae y Vibrionaceae, en 

desmedro de las bacterias que estaban presentes inicialmente que pertenecían a las familias 

Ignavibacteriaceae, Erysipelotrichaceae y que finalmente desaparecían producto de la 

dieta. De esta forma, se reduce en más del 60% la diversidad de la microbiota intestinal con 

respecto a peces silvestres recién capturados, indicando que la alimentación artificial 

conlleva a la pérdida de diferentes especies bacterianas. Similares resultados obtuvieron 

Aguilera et al., (2013), informaron que en Seriola lalandi de cultivo en sistema cerrado 

identificaron a Pseudomonas, Vibrio y Staphylococcus como los géneros predominantes en 

los peces en la etapa de 50 g, mientras que Microbacterium y Francisella fueron los 

géneros predominante en la etapa 370 g., además indicaron que dependiendo del tamaño 

del huésped, los géneros Bacillus y Vibrio fueron los únicos géneros compartidos. La 

información anteriormente mencionada, concuerda con esta investigación, ya que un pez en 

medio silvestre presenta mayor diversidad microbiana como es el caso de Seriola lalandi de 

medio silvestre, que mediante método tradicional, la microbiota de este pez se compone de 

20 géneros bacterianos y 1 género de levadura, de los cuales los más abundantes son 

Leucobacter, Alcaligenes, Psychrobacter,  Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus y 

Bacillus y en levaduras  Debaryomyces como género más abundante de este estudio.  

Otro factor que posiblemente influya en la composición microbiana es el componente 

genético, puesto que  existen evidencias que hospederos de una misma familia (genética) 

que comparten asociaciones con ciertos grupos de bacterias, lo que sugiere que la 

composición microbiana se encuentra influenciada de alguna manera por el hospedero 

(Navarrete et al., 2012). Esto indicaría que el hospedador selectivamente da forma a su 

comunidad bacteriana, además, de que los factores genéticos del huésped pueden 

compensar las influencias ambientales en la determinación de la colonización microbiana 

de las superficies intestinales (Bevins & Salzman, 2011). Esto es importante porque los 

peces de cultivo provienen de un limitado stock genético a los reproductores disponibles. 

En cambio, los peces silvestres podrían presentar mayor diversidad genética. Sin embargo, 

el efecto genético no fue cuantificado en esta investigación. Aun así los perfiles 

moleculares resultaron similares, lo que puede deberse a que el factor ambiente juega un rol 

importante en la conformación de la microbiota en estos peces. 

Las Proteobacterias son el phylum dominante en la microbiota intestinal de peces marinos 

tales como O. mykkis (Spanggard, 2000), S. senegalensis (Martin-Antonio et al., 2007; 

Tapia-Paniagua et al., 2010), S. maximus (Xing et al., 2013); S. salar (Navarrete et al., 

2008). Esto sugiere que los microorganismos pertenecientes a este grupo bacteriano se 

encuentran muy  bien adaptados a las condiciones del intestino de este grupo peces, o de su 

medio acuático circundante. La mayoría de peces carnívoros marinos presentan a las 

Proteobacterias como el principal phylum componente de la microbiota intestinal (Sullam 

et al., 2012) y de acuerdo a Neulinger et al. (2008),  y Rawls et al. (2004; 2006), este grupo 

parece cumplir  un rol importante en la nutrición animal. Por lo que Smriga et al. (2010) 

indican  que dicho grupo bacteriano podría  contribuir al proceso digestivo, proporcionando 
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una variada cantidad de enzimas, tal como fue observado en Paracanthurus hepatus. Por tal 

motivo Aguilera et al. (2013), en sus experimentos de alimentación, observaron que una 

reducción de Proteobacterias de clase gamma en la microbiota intestinal podría ser causa de 

bajo crecimiento en cultivo de sistema cerrado en juveniles de Seriola lalandi. En esta 

investigación el phylum Proteobacteria se constituyó como el más abundante dentro de la 

microbiota intestinal del jurel cola amarilla silvestre con un  46% de abundancia relativa.  

Dentro de las Proteobacterias se pueden encontrar a géneros muy importantes como Vibrio, 

Pseudomonas y Psychrobacter, que son los que más predominan como parte de la 

microbiota en peces de acuicultura marina (Tapia-Paniagua et al., 2010), sin embargo, en 

esta investigación no se logró aislar Vibrio ni Pseudomonas, pero si se logró aislar e 

identificar a Alcaligenes (13%), Marinobacter  (9%), Psychrobacter (9%), Halomonas 

(7%), Paracoccus (3%), Proteus (3%) y Pseudoalteromonas (1%) mediante método 

tradicional. No obstante la bibliografía señala que algunos géneros del phylum 

proteobacterias pueden contribuir a la mejora en la utilización de alimento y también a 

ayudar en el mejor desarrollo del metabolismo nutritivo de los peces como Epinephelus 

coioides y que su ausencia podría provocar a un descenso en el crecimiento (Sun et al., 

2009; 2011).  Por otro lado Psychrobacter es un género que denota connotada presencia en 

el intestino de algunos peces de medio silvestre (Ringø et al., 2006a, b; Sun et al., 2009); 

presentando una vasta actividad enzimática incluyendo proteasa, amilasa, celulasa, fitasa y 

quitinasa (Askarian et al., 2012), además se encuentra vinculada a efectos fisiológicos 

positivos relacionados con el crecimiento y la salud de los hospederos (Sun et al., 2009; 

2011). Sun et al. (2009), realizó un estudio de microbiota en E. coioides de crecimiento 

lento y rápido, encontraron que Psychrobacter fue el único género presente y predominante 

en peces de crecimiento rápido. Esto puede deberse a que su presencia en el gastrointestino 

mejora el proceso de digestibilidad y la utilización de nutrientes que provienen de los 

alimentos (Yang et al., 2011). MacFarlane & Cummings (1991), señalan que las bacterias 

que secretan proteasas logran contribuir en a la digestión enlace peptídico de las proteínas 

en monómeros y aminoácidos libres, influyendo beneficiosamente en el estado nutricional 

de los hospederos. Por otra parte Yang et al., (2011), señalan que la administración de 

Psychrobacter. En la dieta de E. coioides puede inhibir el crecimiento de algunas bacterias 

patógenas beneficiando así a la incorporación de bacterias potencialmente beneficiosas en 

el intestino. Casualmente, Psychrobacter es reportado en nuestra investigación con una 

abundancia relativa del 9% mediante método tradicional. Se podría asumir que la presencia 

del género Psychrobacter como parte de la microbiota intestinal del jurel cola amarilla 

silvestre podría ser utilizado como posible candidato de estudio como probiótico para los 

peces de la misma especie pero en cautiverio. 

El phylum Actinobacteria ocupó el segundo lugar con un 39% de representatividad en el 

contenido intestinal de Seriola lalandi silvestre. Si bien, algunas Actinobacterias exhiben 

diversas propiedades fisiológicas y metabólicas, tales como la producción de enzimas 

extracelulares que tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios, estas son poco 

utilizados como probióticos en acuicultura (Manivasagan et al., 2013). Dentro de este 

phylum se identificaron a 9 géneros bacterianos obtenidos mediante método tradicional, de 

los cuales Leucobacter presentaba una abundancia del 20% a diferencia de otros géneros 

que no fueron tan abundantes como Brachybacterium (4%), Arthrobacter (4%), Dietzia 
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(3%), Agrococcus (1%), Kocuria (1%), Microbacterium (1%), Brevibacterium (1%), 

Knoellia (1%), respectivamente .      

En muchas investigaciones realizadas en peces provenientes de acuicultura el phylum 

Firmicutes ocupa el segundo lugar en términos de abundancia (Sugita et al., 2002; Tapia-

Paniagua et al., 2010; Kim & Kim, 2013). Lo contrario sucede en peces de medio silvestre 

(Kim & Kim, 2013). La gran abundancia de Firmicutes en peces podría indicar que juegan 

un papel importante en la interacción con el hospedero. Sin embargo en este trabajo de 

investigación este phylum Firmicutes ocupó el tercer lugar en términos de abundancia 

como parte de la microbiota intestinal de Seriola lalandi de medio silvestre, obteniéndose 

un 14% de abundancia relativa. 

Entre los géneros más representativos para Firmicutes se pueden encontrar a Bacillus y 

Staphylococccus (Kim & Kim, 2013). En nuestra investigación de la microbiota intestinal 

de Seriola lalandi silvestre utilizando método tradicional se encontraron a Staphylococus 

(7%), Bacillus (6%) y Planomicrobium (1%) como los géneros pertenecientes al phylum 

Firmicutes. 

El género Bacillus es frecuentemente aislado de la microbiota intestinal en muchas especies 

marinas (Hovda et al., 2007; Sun et al., 2010). Al género Bacillus, se le atribuye diversas 

funciones en los hospederos, porque producen  enzimas hidrolíticas (Ray et al., 2012). Y en  

algunos casos Bacillus fue utilizado como probióticos, ya que sus exoenzimas liberadas 

permitirían mejorar la digestibilidad de los nutrientes y así contribuir en el crecimiento de 

los peces (Ye et al., 2011). En referencia esto Cha et al. (2013), indican que las cepas de B. 

sppy B. subtilis logran mejorar el crecimiento (en peso) de Oreochromis niloticus (Aly et 

al., 2008) y Acipenser nudiventris (Jafaryan et al., 2008). Además, de que estas bacterias 

generan diferentes propiedades beneficiosas en el hospedero como el aumento en la 

actividad del estallido respiratorio en Labeo rohita (Kumar et al., 2008) y mejora la 

actividad de la lisozima en Cyprinus carpio (Wang et al., 2010) y O. mykiss (Merrifield et 

al., 2010a, b).  

La presencia de Staphylococcus presenta  una amplia actividad enzimática (proteasa, 

amilasa celulasa, fitasa), logrando  desempeñar un vasto rol en los hospederos (Ringø et al., 

1995; Askarian et al., 2012). En una investigación Spanggaard et al. (2000) observaron que 

la microbiota intestinal de trucha arco iris se constituía por el mismo grupo de bacterias 

presentes en su sistema de cultivo (agua y alimento). De acuerdo a lo anterior, la influencia 

del ambiente sobre la composición de la microbiota intestinal es un tema por resolver, ya 

que el efecto de éste podría ser mayor o menor según la etapa de desarrollo del pez, 

incluida la maduración de su sistema digestivo e inmune. 

Diversos estudios se ha observado que las bacterias probióticas aisladas de un determinado 

hospedador o de su ambiente son mucho más beneficiosas que las bacterias aisladas de 

otras fuentes (Mills et al., 2011). Lo anterior se debe en gran parte a que existe una 

especificidad en la colonización por parte del complejo cepa-huesped o visceversa (Ying et 

al., 2007). Entonces la mayor diversidad de la microbiota y la presencia de bacterias 

potencialmente beneficiosas en peces silvestres, puede atribuirse a diversos factores, siendo 

preponderante la alimentación natural. Sin embargo, es importante tener en cuenta el efecto 
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del hábitat del hospedero y analizarlo como un conjunto (ambiente) y no individualmente a 

través de las partes que lo componen (temperatura, salinidad, sedimentos, entre otros). 

La aparición de la levaduras en el intestino de los peces es variable y puede fluctuar de 

niveles no detectables a 107 UFC/g del contenido intestinal (Gatesoupe, 2006). Dentro de 

estas levaduras tenemos al género Debaryomyces, pertenecientes al phylum Ascomycota,  

que probablemente dominan en el intestino de algunos peces marinos tales como: Tachurus 

symmetricus y Atherinopis affinis littoralis (Gadanho & Sampaio, 2005), y en estas 

especies de peces, la concentración de levadura es mayor en el interior del pez  que en el 

agua de mar circundante, lo que sugiere que la levadura puede crecer dentro del intestino de 

pez. Tal es el caso que el género Debaryomyces se ha aislado con frecuencia como la 

levadura dominante en el intestino de trucha arco iris (Gatesoupe, 2006). Por otro lado estas 

levaduras presentan mecanismos de control biológico, basándose en la competencia de 

espacio y nutrientes (Chang-Goyal & Spotts, 1996), producción de enzimas hidrolíticas, e 

inducción a la resistencia del hospedero (Droby et al., 2002). También presentan actividad 

enzimática de la inulinasa, quitinasa, superóxido dismutasa (SOD) (García-González et al., 

2009), lipasa (Takac & Sengel. 2010) y α galactosidasa (Viana et al., 2009). Además, 

Debaryomyces presenta la capacidad para sintetizar α-galactosidasa en el tratamiento de los 

productos de soja para reducir oligosacáridos rafinosa (Viana et al., 2007), que son 

reconocidos como factores anti-nutricionales para los mamíferos y peces. Curiosamente, 

este género se ha propuesto como un agente terapéutico anti-inflamatorio en modelos 

animales (ratas Wistar) (García-González et al., 2009). En esta investigación, mediante 

método tradicional Debaryomyces es el único género que se reporta dentro de los quince 

aislados del contenido intestinal de jurel cola amarilla de tipo silvestre (Anexo 3). Inclusive 

los perfiles RFLP de ITS de estos aislados son similares entre ellos (Figura 4), lo que nos 

indica que este género representa el 100% de abundancia de esta levadura como parte de la 

microbiota intestinal de Seriola lalandi silvestre y que según las características descritas 

por los autores, este género podría ser utilizada como futuro probiótico con el fin de 

mejorar las condiciones de crecimiento y salud en peces de acuicultura. 

De los resultados obtenidos cabe señalar que los medios de cultivo (TSA y YEPD) 

utilizados para estudiar la microbiota intestinal de los peces son adecuados para recuperar 

bacterias y levaduras intestinales dominantes en peces Seriola lalandi silvestre, pero que al 

utilizar estos  métodos tradicionales de cultivo se ocupa mucho tiempo de trabajo, además 

se requiere plaqueo inmediato de las muestras recogidas; sin embargo mediante este 

método se obtiene la capacidad de obtener géneros microbianos dominantes mediante 

cultivo proporcionando una buena oportunidad para comparar los perfiles de ADN de 

bacterias o levaduras aisladas con los perfiles totales obtenidos directamente de las 

muestras de contenido intestinal mediante método molecular. Además cabe mencionar que 

mediante cultivo en placas se lograron obtener nueve géneros bacterianos dentro del 

phylum Actinobacterias, a diferencia del phylum Proteobacterias que solo presentó seis 

géneros bacterianos. 

En la presente investigación, los perfiles RFLP de 16SrRNA de los aislados mediante 

método tradicional se compararon con los perfiles RFLP de 16SrRNA totales obtenidos 

mediante método molecular independiente de cultivo, encontrándose en términos de 

abundancia a Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus y Proteus (Figura 6 y 7) para los 
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perfiles totales mediante método molecular a diferencia de Leucobacter, Alcaligenes, 

Psychrobacter,  Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus y Bacillus (Figura 3) para los 

perfiles de los aislados mediante método tradicional. Sin embargo no se lograron obtener 

perfiles RFLP de ITS totales para levaduras, ya que las bandas presentadas en el PCR de 

ITS fueron muy débiles (Anexo 4), inclusive no todas las muestras evidencian dichas 

bandas a excepción de sl3, sl4, sl6 y sl7. En consecuencia a este resultado se cuantificaron 

dichas muestras utilizando qPCR (Cuadro 1), encontrándose un promedio de 5x103 

levaduras por gramo, que fueron detectadas solo en los perfiles donde se observaron las 

bandas tenues. 

Los métodos moleculares utilizados en este estudio se basaron en la amplificación de los 

genes usando marcadores PCR 16SrRNA o ITS, lográndose identificar poblaciones 

microbianas dominantes. El método de PCR-RFLP no es cuantitativo, aunque existen 

estudios indicando que la intensidad la banda en el perfil RFLP puede corresponder a la 

abundancia relativa de bacterias o levaduras en el ecosistema, pudiéndose ser amplificados 

con la misma eficiencia (Magne et al., 2006); (Calvo-Bado et al., 2003). En nuestra 

investigación, la abundancia microbiana basada en intensidad de bandas fue diferente entre 

los perfiles RFLP de 16SrRNA pero similar para los perfiles  RFLP de ITS con respecto al 

método tradicional, por otro lado con el método molecular la intensidad de las bandas fue 

totalmente diferente ya que para las levaduras los perfiles RFLP de ITS totales no se 

evidenciaron, mientras que para bacterias los perfiles RFLP de 16SrRNA variaron 

observándose abundancia bacteriana en los carriles sl1, sl3, sl5, sl7 y sl8. 

En general, en este estudio se sugiere utilizar otras enzimas de restricción para lograr 

obtener perfiles específicos para los géneros Staphylococcus y Halomonas. Además realizar 

comparaciones del análisis de la microbiota intestinal en Seriola lalandi, tanto en peces de 

medio silvestre como de acuicultura pero de la misma edad y temporada estacional. 

También sería necesario utilizar otros tipos de genes como rpoB, que puede ser un 

marcador molecular de gran alcance, ya que su estado de copia única conduce a perfiles de 

bandas individuales. . Inclusive sería necesario emplear otros métodos moleculares como el 

PCR a tiempo real para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el 

producto de la amplificación de ADN. 
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CONCLUSIONES 

 La estrategia de cultivo tradicional logró describir la composición microbiana de 

Seriola lalandi, de origen silvestre, identificando a phylum proteobacterias como el 

principal componente bacteriano de la microbiota de Seriola, destacando la presencia 

de los géneros bacterianos Leucobacter, Alcaligenes, Psychrobacter, Marinobacter, 

Halomonas, Staphylococcus y de la levadura Debaryomyces. 

 Los métodos tradicionales de cultivo lograron describir al phylum Actinobacteria como 

el phylum con mayor diversidad en géneros bacterianos, como componentes de la 

microbiota intestinal de Seriola lalandi silvestre. 

 Los géneros Marinobacter, Halomonas, Staphylococcus y Proteus identificados por 

métodos tradicionales de cultivo, se confirman en los perfiles de la microbiota 

derivados de métodos moleculares. 

 El género Marinobacter presentó el 50% de abundancia relativa mediante método 

molecular a comparación del método tradicional que este género sólo obtuvo el 7% de 

abundancia relativa. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Procesamiento de las muestras de contenido intestinal según las estrategias de 

trabajo en paralelo: método tradicional  y método molecular de identificación del “jurel 

cola amarilla” (Seriola lalandi) de medio silvestre. 
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Anexo 2. Protocolo Wizard® Genomic DNA Purification Kit   

 

 

a) Para purificación de levaduras.                        b) Para purificación de bacterias. 

 

 

 

A                                                                                                                                        B   
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Anexo 3. Descripción de los microorganismos identificados en el contenido intestinal 

de Seriola lalandi de medio silvetsre. 

 Phylum Género 
Gen 

utilizado 

% 

identificación 

N° de 

aislados 

Bacterias 

 

Actinobacte

ria 

Agrococcus 16SrRNA 100 1 

Arthrobacter 16SrRNA 100 3 

Brachybacterium 16SrRNA 100 3 

Brevibacterium 16SrRNA 99 1 

Dietzia 16SrRNA 100 2 

Knoellia 16SrRNA 100 1 

Leucobacter 16SrRNA 100 14 

Kocuria 16SrRNA 100 1 

Microbacterium 16SrRNA 100 1 

Bacteroidet

es 
Myroides 16SrRNA 100 1 

Firmicutes 

Bacillus 16SrRNA 100 4 

Planomicrobium 16SrRNA 100 1 

Staphylococcus 16SrRNA 100 5 

Proteobacte

ria 

Alcaligenes 16SrRNA 100 9 

Halomonas 16SrRNA 100 5 

Marinobacter 16SrRNA 100 6 

Proteus 16SrRNA 100 1 

Pseudoalteromona 16SrRNA 100 1 

Psychrobacter 16SrRNA 100 6 

Levaduras 
Ascomycot

a 
Debaryomyces ITS 100 15 
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Anexo 4. PCR –ITS para levaduras provenientes del contenido intestinal directo de 

Seriola lalandi de medio silvestre. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  


