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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat cuprinde 261 pagini, din care partea de documentare 47 pagini si
partea experimentald 214 pagini. Lucrarea contine 128 figuri si 38 tabele. Pentru

elaborarea tezei s-au utilizat 106 referinte bibliografice.

1.1. Acvacultura in lume

Obiectivele acvaculturii sunt relativ variate, ele depinzadnd in primul rind de
contextul economic in care se incadreaza. In tarile dezvoltate se urmarelte
obtinerea de produse alimentare din organisme acvatice pentru valoarea lor
nutritiva si comerciala, de multe ori costurile de productie fiind foarte mari. Pentru
tarile in curs de dezvoltare obiectivul principal este producerea de proteine animale
in cantitati suficiente pentru populatie, culturile acvacole avand rolul sa completeze

celelalte tipuri de culturi agro-zootehnice.

Un obiectiv major al acvaculturii este si protectia mediului acvatic, puternic
poluat printr-o serie de activitati industriale si agricole. In pofida faptului ca
economia si ecologia sunt doua activitati contradictorii si ca acvacultura este o
activitate economica, totusi, prin procesele bio-ecologice pe care le implica ea

sustine protectia ecosistemelor acvatice.
Acvacultura mai are si alte obiective la fel de importante ca si precedentele:

* repopularea apelor naturale pentru reconstituirea stocurilor de organisme
acvatice;
« aclimatizarea de noi specii;

» divertisment si recreere, prin acvaristica si pescuit sportiv.
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Tabelul 1.1-Topul mondial al principalelor tari, in anul 2008 (FAO Statistics, 2010)

Locul

10

12

18

23

25

27

Productia din pescuit

Tara

China
Peru
Indonezia
USA
Japonia
India
Chile
Rusia
Philippine
Myanmar
Norvegia
Islanda
Spania
Danemarca

Marea Britanie

Captura
(mil. t.)
14,79
7,36
4,95
4,34
4,24

4,1

3,55
3,38
2,56
2,49
2,43
1,28
0,91
0,69

0,59

Productia din acvacultura

Locul

10

13

17

19

20

21

Tara

China
India
Vietnam
Indonezia
Thailanda
Bangladesh
Norvegia
Chile
Philippine
Japonia
USA
Spania
Franta
Italia

Marea Britanie

1.2. Sistemele recirculante de acvacultura (RAS)

Cultura
(mil. t)
32,73
3,47
2,46
1,69
1,37
1,00
0,84
0,84
0,74
0,73
0,50
0,25
0,24
0,18

0,18

In conditiile actuale, in care multe amenajdri piscicole au un statut incert ca

urmare a revendicarii resursei naturale (pamant, luciu apa etc.) sau care, prin

degradare si-au pierdut partial

sau total

potentialul

de productie,

se cauta
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alternative care sa asigure obtinerea unor productii piscicole in cantitatea si

calitatea impusa de cerintele pietei (Savin, Cristea, 2010).

Desi costurile de investitie sunt inca ridicate, interesul pentru aceste sisteme
se datoreaza mai multor avantaje pe care le au fata de acvacultura traditional3,

printre care:

« posibilitatea amplasarii in apropierea pietelor de desfacere;

e obtinerea unor produse de calitate;

+ necesitatea redusa de suprafate de teren si de ap3a;

e gradul ridicat de control asupra mediului care permite obtinerea unor rate de
crestere optime in tot cursul anului;

e ciclu de productie mai scurt ca urmare a controlului conditiilor mediale si a

imbunatatirii ratei de conversie a furajelor.

CAPITOLUL 2
TAXONOMIA, ECOLOGIA SI BIOLOGIA CALCANULUI

2.1. Consideratii generale privind ordinul Pleuronectiformes si familia

Scophthalmidae
Ordinul Pleuronectiformes

Cuprinde numeroase specii marine bentonice (printre care si dulcicole), al
caror corp este disciform, cu asimetrie laterald, avand o larga raspandire in apele
oceanului planetar, intélnite atat in apele calde tropicale si temperate, cat si in cele

nordice mai reci.
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Ochii sunt situati pe latura opusa celei

pe care pestii sunt culcati, fie pe latura dreapta la formele dextre (cambula), fie pe
latura stadnga la formele senestre (calcan). Ordinul este subdivizat in doua
subordine: Pleuronectoidei si Soleoidei. Din primul subordin cele mai importante
familii sunt: Scophthalmidae, Pleuronectidae si Bothidae, iar din al doilea subordin

familiile: Soleidae si Cynoglossidae.

Familia Scophthalmidae

Din aceasta familie cele mai importante genuri sunt Psetta si Scophthalmus,
calcani, ai caror reprezentanti se gasesc obisnuit in apele marine cu apa calda si
temperata si mai rar in cele cu apa rece. Toate speciile sunt disciforme, la care
ochiul de pe latura dreapta a corpului migreaza din perioada larvara pe latura

stanga, fiind deci forme senestre

Morfologie si ecobiologie

Calcanul mare este unul din cei mai frumosi membri apartinand pestilor cu
corpul plat. O caracteristica importanta a calcanului este corpul sau in forma de
disc. Tegumentul prezinta proeminente osoase distribuite neregulat. Are gura mare
si ochii mici. Inotatoarele dorsala si anala sunt lungi si simetrice, aproape ca se
unesc cu caudala. Poate ajunge pana la o lungime de 1 metru si o greutate de 20
kg. Cu toate acestea pe piata are o greutate cuprinsa intre 1 si 4 kg. Calcanii care

provin din Marea Baltica sunt de obicei mai mici decat alti membri din familia lor.

Coloritul corpului este, in general, gri-maroniu cu pete intunecate pe partea
stanga (dorsala) si albicios pe partea dreapta (ventrala) si este acoperit cu solzi
cicloizi si ctenoizi. Partea dorsala ii permite calcanului sa se adapteze foarte bine la

conditiile de mediu si sa se camufleze. De aceea, este foarte dificil pentru dusmanii
10
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sai sa-l observe. El poate trai in mod normal pana la 22 ani. Este o specie marina
care prefera habitatele moderat de calde unde apa nu este prea adanca, la

maximum 100 m; prefera locurile nisipoase, pietroase sau mixte.

Calcanul mare este un peste carnivor, hranindu-se cu moluste, crustacee,
cefalopode. Ajunge la maturitatea sexuala la varsta de 5 ani. Depune icrele in lunile
februarie-aprilie sau mai-iulie, in functie de regiunea unde traieste. O singura
femela depune 5-15 milioane de oua. Initial, larvele au corpul simetric si plutesc in
pozitie verticala in apa, dar ulterior, dupa 40-50 de zile, la lungimi de aproximativ

25 mm, ochiul drept migreaza pe stanga, dand nastere unui corp asimetric.

CAPITOLUL 3

MICROBIOTA DIN SISTEMELE RECIRCULANTE DE
ACVACULTURA

3.1. Caracterizarea microbiotei

Microbiota reprezinta microflora si microfauna dintr-un sistem biologic (de
exemplu un animal-gazda sau o singura parte a corpului sau cum ar fi aparatul

digestiv, cavitatea bucala, etc).

Microbiota intestinala este o comunitate densa microbiana ce colonizeaza tractul
intestinal la animale. Contribuie la mentinerea sanatatii si functiilor metabolice ale
organismului gazda avand totodata si rol de protectie impotriva agentilor
patogeni. Microbiota poate fi reprezentata si de microorganisme care traiesc in
afara unui organism gazda, ca de exemplu un sistem de crestere (RAS), o proba de

sol, de apa, etc.

Microorganismele, organismele vegetale si animale, alcatuiesc impreund un lant

trofic, aflat intr-o interdependenta continua. Modificarea unei componente a lantului

11
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trofic va induce modificari in intregul ansamblu al sistemului. Un exemplu este
suprapopularea cu pesti intr-un iaz care determina reducerea populatiei de
zooplancton si dezvoltarea excesiva a algelor. La polul opus, algele in exces reduc
transparenta apei, provocand scaderea capacitatii de fotosinteza a plantelor.
Plantele moarte ajuta la proliferarea bacteriilor, care sunt consumatoare de oxigen.

Lipsa oxigenului afecteaza, la randul sau, echilibrul biologic.

Intr-un mediu biologic intalnim bacterii oportuniste si nonportuniste.
Bacteriile heterotrofe constituie un factor important in consumul de oxigen si in
eliberarea de subproduse metabolice. Extrem de important este efectul direct al
bacteriilor patogene asupra sanatatii populatiei de pesti dintr-un sistem de crestere.
Starea de sanatate a pestilor dintr-un RAS este influentata de mediul de crestere
(starea de sanatate a populatiei, de compozitia si modul de administrare a hranei,

factorii fizicochimici, microbiota apei).

Masurile de biosecuritate in RAS sunt importante si pentru a reduce numarul total
de germeni patogeni si pentru a evita transferarea agentilor patogeni de la un
sistem la altul. In figura 3.1 se prezinta, schematic, modul in care se realizeaza
biosecuritatea sistemelor de acvacultura.

Salbatic Incubator

Screening de anticorpi

si detectare a virusilor

12
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Fig. 3.1 -Schema unor masuri de biosecuritate, practicate in mediul natural si in sistemele

dirijate de crestere (eclozerie)

Microbiota intestinala este o comunitate complexa si diversa de microorganisme
care joaca un rol important in homeostazia intestinului. Experimente recente
efectuate atat la oameni cat si la animale au furnizat dovezi puternice asupra
compozitiei microbiotei ce pot avea un impact semnificativ asupra sanatatii
organismului gazda, cum ar fi metabolismul sau sensibilitatea la bacteriile
patogene. Strategiile care vizeaza mentinerea unei compozitii optime a microbiotei
intestinale ar putea fi, extrem de benefica. Pentru aceasta este necesara o mai
buna intelegere a factorilor genetici si o cunoastere a speciilor microbiene ce
alcatuiesc microbiota intestinald. Flora este sinonima cu microbiota si microflora.
Corpul uman, format din aproximativ 100 de trilioane de celule, transporta
aproximativ de zece ori mai multe microorganisme in intestine. Activitatile
metabolice realizate de aceste bacterii seamana cu cele ale unui organ. Se
estimeaza ca o microflora intestinala are de 100 de ori mai multe gene decat exista
in genomul uman. Bacteriile se gasesc intr-o proportie mare in flora din intestin si
pana la 60% in fecalele uscate. Intre 300 si 1000 de specii diferite traiesc in
intestin. Alaturi de bacterii, in microflora intestinalda se gasesc fungi si protozoare
dar se cunosc putine informatii asupra activitatilor efectuate. Cele mai multe

bacterii ale tractului intestinal al omului apartin genurilor Bacteroides, Clostridium,

13
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Fusobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus si
Bifidobacterium. Altele, cum ar fi Coli si Lactobacillus, sunt prezente intr-un procent
mai mic. Speciile din genul Bacteroides reprezinta circa 30% din bacteriile ce
populeaza intestinul, ceea ce sugereaza ca acest gen este deosebit de important in
functionarea organismului gazda. Genurile de ciuperci ce fac parte din flora
intestinalda includ: Candida, Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium. Bacteriile
comune ce colonizeaza tractul intestinal al pestilor includ genurile: Vibrio,
Aeromonas, Flavobacterium, Plesiomonas, Pseudomonas, Micrococcus,
Acinetobacter, Clostridium, Fusarium, Bacteroides. Clasa Enterobacteriaceae
reprezinta deaseamenea o pondere importanta in microbiota intestinala. Numarul
total de bacterii din tractul intestinal al pestilor este scazut in comparatie cu cel al
animalelor cu sange cald, dar numarul acestora variaza in functie de varsta, nutritie
si mediul de crestere. La pesti, humarul bacteriilor viabile aerobe si anaerobe este
cuprins intre: 6,6x10%-1,6x10° UFC/g de continut intestinal. (Skrodenyte-
Arbaciauskiene 2007). Utilizand tehnici de biologie moleculara au fost identificate
multe genuri bacteriene Gram negative ca: Acinetobacter, Chryseobacterium,
Ochrobactrum, Psyhrobacter, Sejongia si Gram pozitive ca: Arthrobacter,
Microbacterium, Staphylococcus, (Ring, Sperstad, Myklebust, Mayhew et al. 2006),
Mycoplasma si Acinetobacter (Holben et al. 2002), ©i specii precum Erwinia
carotovora (Sun , Yang, Ling, Chan & Ye 2009) si Janibacter species (Merrifield et
al. 2009) toate acestea s-au identificat ca facand parte din microbiota normala a
tractului gastrointestinal al pestilor. Acesta semnifica inca o data complexitatea
compozitiei microbiene a tractului intestinal al pestilor si se spera ca in Vviitorul
apropiat cercetarile vor putea sa aduca mai multe argumente privind adevarata

complexitate a microbiotei din tractul intestinal la diferite specii de pesti.

De foarte mult timp s-a demostrat ca activitatea microbiotei intestinale in gazda
este corelata cu longevitatea gazdei (Metchnikoff 1901). Apoi s-a aratat ca
microbiota gastrointestinala nu are rol doar in digestie ci reprezintd o bariera
protectoare impotriva agentilor patogeni (Sisson 1989). Pentru aceasta o atentie
deosebita se acorda identificarii microorganismelor si apoi manipularii acestei

comunitati microbiene gastrointestinale.
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3.2. Metode de cercetare a microbiotei

Introducerea cercetarilor de biologie moleculara in ecologia microbiana a
revolutionat cunoasterea in domeniu. Pentru prima datd, a fost
posibil s& se stabileasca componenpa microorganismelor fara a fi necesara
cultivarea si analiza lor la microscop. Acest lucru a fost posibil prin secventierea
unei gene prezente in toate organizapiile de codare in subunitdpi mici (SSU): 16S
ARNr. Analiza secvenpei a facut posibild determinarea pozitiei filogenetice in
clustere construite cu aceleasi secvente si a furnizat un instrument foarte puternic
in estimarea relatiilor filogenetice dintre tulpini cu secvente omoloage (Willame et
al., 2006).

Exista tehnici speciale de biologie moleculara pentru a studia si descoperi
microbiota existenta intr-una anumit loc. Aceste tehnici folosesc acidul
dezoxiribonulcleic (ADN). Structura ADN-ului este unica nu numai pentru o specie
anume ci si pentru orice individ al oricarei specii animale sau vegetale si a fost
numit ,,secretul vietii” (fig. 3.2). ADN-ul se gaseste practic in orice celula de la
organismele unicelulare cum ar fi bacteriile si protozoarele pana la organismele
pluricelulare (fungi, vegetale sau animale) precum si in structura unor virusuri.
ADN-ul poarta informatiile necesare sintetizarii directe a proteinelor si pentru
replicare. Sinteza proteinelor reprezinta producerea de proteine necesare celulei
pentru actiunuile acestora sau pentru dezvoltare (von Wintzingerode et al., 1997;
Head et al., 1998).

PARTEA alIlI-a

EXPERIMENTARI PRIVIND IMPACTUL COMUNITATII MICROBIENE DIN
SISTEMELE RECIRCULANTE DE ACVACULTURA ASUPRA CRESTERII
CALCANULUI

(PSETTA MAXIMA)

Scopul cercetarilor
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Scopul cercetarilor noastre a constat in analiza cantitativd a comunitatii
microbiene si stabilirea dinamicii acesteia in sistemele recirculante de acvacultura

(RAS), cu aplicatii la calcan.

In lucrare sunt prezentate 3 experimente de crestere a calcanului (Psetta

maxima) realizate in 3 ferme diferite din Olanda.

Cercetarile vor arata daca exista o relatie intre anumite microorganisme din apa
si cele prezente in peste si hrana si masura in care stabilitatea microbiana ajuta in
RAS; totodata, studiul ne va informa daca datele microbiene din esantioanele
prelevate in RAS la scara mica sunt comparabile sau cele colectate la scara

comerciala din fermele RAS de calcan.

CAPITOLUL 4
METODE SI TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULARA

Acidului dezoxiribonucleic (ADN) este o molecula care transporta instructiuni
genetice pentru aproape orice lucru viu. Acesta poate fi copiat si transmis unui

organism cu ajutorul tehnicilor de biologie moleculara.

Pentru studiul microbiotelor din apa, hrana, mucus si continut intestinal s-au
folosit metode si tehnici speciale de biologie moleculara. Aceste metode vor fi

descrise pentru fiecare microbiota in parte in ordinea efectuarii lor.

4.1. Determinarea incarcaturii microbiene a apei

Analiza incarcaturii microbiene s-a facut doar pentru probele de apa. Pentru
inceput s-a efectuat filtrarea apei; dupa care filtrele au fost depozitate in tuburi
sterile etichetate, la -80°C, pana la prelucrarea lor. Aceasta etapa a fost urmata de

prepararea mediului de cultura si apoi insamantarea lui.
2. Extractia ADN-ului
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4.2.1. Extractia de ADN pentru probele de apa

Extractia ADN-ului e una din analizele cele mai importante. Dupa ce apa din
proba prelevata a fost filtrata, pentru ca bacteriile s& se concentreze pe filtre,
filtrele astfel obtinute impreuna cu celelalte probe recolate, pastrate la -80°C, au

fost folosite pentru extractia ADN-ului.

Pentru toate probele de apa recoltate s-a utilizat aceesi metoda de extractie a
ADN-ului utilizdnd kit-ul: FastDNA® SPIN Kit for Soil (fig. 4.3). Acesta este un kit
mecanic. Prezinta anumite avantaje si anume: izoleaza cu usurinta ADN-ul dintr-o
varietate de organisme si in timp foarte scurt (aproximativ 60 de minute). De

asemenea, nu prezinta reactivi organici periculosi.

4.2.2 Extractie AND-ului pentru probele de hrana

Pentru extractia de ADN din probele de hrana s-a folosit acelasi kit ca si la
extractia ADN-ului din probele de apa. FastDNA® SPIN Kit for Soil este un kit
mecanic ce a fost intrebuintat cu mult succes la probele de hrana. Masa de lucru in
prealabil a fost bine curatata cu solutie dezinfectanta (10% CLHOs). Probele au fost
scoase de la -80°C si pregatite pentru extractie. S-a folosit un mojar steril pentru
fiecare proba in parte. Probele au fost pregatite pentru extractie prin triturarea lor
cu ajutorul mojarului dupa care au fost cantarite individual la o balanta electronica.
S-a urmarit protocolul original. Nu s-a folosit proba comuna. Cu kit-ul ,,FastDNA®

SPIN Kit for Soil” au fost prelucrate aproximativ 500 mg de proba.

4.2.3 Extractie AND-ului pentru probele de mucus si continut intestinal

Pentru extractia ADN-ului genomic din probele de continut si mucus intestinal

s-a incercat utilizarea a 4 metode. Astfel:
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1) S-a inceput cu utilizarea aceluiasi kit de extractie al ADN-ului folosit la probele de
apa si hrana: FastDNA® SPIN Kit. Probele au fost cantarite. Nu a existat proba

comuna. S-a urmarit protocolul original.

2) Un al doilea kit a fost NTNU, un kit des folosit in Laboratorul de Microbilogie WUR
Wageningen, la extractia de ADN din probele de continut intestinal de la tilapia.
NTNU este un kit enzimatic si mecanic. A fost utilizat conform protocolului din
laborator cu mici modificari; protocolul a fost modificat pentru a obtine extractii

eficiente de bacterii Gram negative si Gram pozitive.

3) QIAamp DNA Stool Mini Kit este utilizat pentru izolarea AND-ului genomic al
bacteriilor. Este un kit enzimatic si mecanic. S-a folosit la extractia ADN-ului din
probele de continut si mucus intestinal. S-a dovedit a fi cel mai eficient dintre cele
utilizate mai sus dar, datorita continutului redus al fiecarei probe, nu a putut fi
utilizat. De mentionat, ca probele de continut erau in cantitate foarte mica datorita

varstei foarte tinere a exemplarelor de calcan pentru Ferma 1 si Ferma 2.

4) S-a incercat un alt ,,kit” care ajuta la extragerea ADN-ului din cantitati foarte
mici de proba. A fost numit impropriu ,,kit” dar este, de fapt, o metoda cu protocol
propriu folosita in Laboratorul de Microbiologie WUR Wageningen pentru probele de
biopsie (Zoetendal et al., 2001). Metoda (kit-ul) se numeste ,,DNA isolation from
Biopsy samples” si reprezintd o metoda nouad folosita in special pentru probele
existente in cantitati mici. Aceasta metoda este de asemenea mixtda, mecanica si
enzimatica. A fost utilizata cu succes la extractia ADN-ului din probele de mucus si
continut intestinal. Probele au fost cantarite utilizandu-se aproximativ aceeasi
cantitate pentru toate variantele. S-au adaugat 50 pl Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS) si 10 pl proteind K (20 mg/ml) dupa care probele au fost incubate la 55°C
timp de o ora. Aceasta solutie SDS este un detergent anionic, fiind folosita pentru
solubilizarea proteinelor si extractia de plasmide din bacterii, etc. Apoi, au fost
adaugati 150 pl solutie buffered phenol (pH 7-8). Probele au fost supuse unei
procesari mecanice la 5000 rpm timp de 3 minute. O solutie de fenol-cloroform a
fost utilizatd cu rol de a indeparta impuritétile. Iinainte de precipitarea etanolului la

minus 20°C, a fost adaugat 1 pl glicogen (20 mg/ ml). Dupa spalarea peletelor,
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ADN-ul concentrat a fost suspendat intr-o solutie tampon formata din 100 pl de
Tris-EDTA. EDTA este un chelator de cationi bivalenti, in special de magneziu
(Mg2*). Rolul solutiei EDTA este de a proteja acizii nucleici impotriva degradarii

enzimatice.

4.3. PCR (reactia de polimerizare in lant)

4.3.1. PCR pentru probele de apa

Pentru amplificare s-au utilizat 50ul reactie PCR ce contine 1l de ADN
genomic; 1yl enzima Phire Hot Start II ADN Polymerase; 2,5yl de 10uM primer 1 si
2,5yl de 10uM primer 2; 1yl de 10uM dNTP’s; 32ul apa pentru PCR. Amplificarea
PCR a fost realizata utilizand programul cu cicluri termice ale masinii G-Star
GS1™. 1 pul de 16s rDNA produs prin PCR a fost utilizat pentru DGGE. Primerii
utilizati in aceasta reactie au fost: 27f nondeg- Eurogentec GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-
AG; 1369 R- Sigma 5-GCCCGGGAACGTATTCACCG. Acesti 2 primeri au fost folositi
la prima reactie de PCR ce a utilizat 20 cicluri. Pentru a 2 a reactie de PCR ce a
avut 25 cicluri s-au folosit urmatorii primeri: 1369 R- Sigma 5'-
GCCCGGGAACGTATTCACCG; 968GCf-Eurogentec-CGC-CCG-GGG-CGC-GCC-CCG-
GGC-GGG-GCG- GGG-GCA-CGG-GGG-GAA-CGC-GAA-GAA-CTC

Reactia PCR a fost realizata in urmatoarele conditii: temperatura de 98°C
timp de 1 minut; amplificarea cu 20 de cicluri la temperatura 98°C timp de 10
secunte; la 62,5 °C timp de 10 secunde si la 72°C timp de 20 de secunde, urmand
apoi extensia finala cu o durata de 5 minute la 72°C. Compozitia PCR (Mastermix)
pentru 49 ul per proba este : 1 pl Reaction Buffer; 0,5 uM din fiecare primer; 200
MM de dNTPs; 1 ul de enzima Phire Hot Start II DNA polymerase (Finnzymes). La
cel de-al doilea PCR s-a utilizat 1,5 pl din primul produs de PCR in 49 pl mixtura de
reactie (Mastermix). Conditiile pentru a 2 a reactie sunt identice cu a primei reactii
de PCR cu doua diferente: s-au utilizat 25 de cicluri si temperatura de 55,9°C in loc
de 62,5°C.

4.3.2 PCR pentru probele de hrana
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Reactia de polimerizare in lant a fost realizatd in acelesi conditii ca si
pentru probele de apa. S-a utilizat Nested PCR utilizdnd Phire Hot Start II ADN
Polymerase si urmatorii primeri: a) in prima reactie: 27f nondeg- Eurogentec GTT-
TGA-TCC-TGG-CTC-AG si 1369 R- Sigma 5’-GCCCGGGAACGTATTCACCG utilizand 20
cicluri iar b) pentru a 2 a reactie de PCR ce a avut 25 cicluri s-au folosit urmatorii
primeri: 1369 R- Sigma 5'-GCCCGGGAACGTATTCACCG si 968 GCf-Eurogentec-CGC-
CCG-GGG-CGC-GCC-CCG-GGL-GGG-GCG-GGG-GCA-CGG-GGG-GAA-CGC-GAA-
GAA-CTC.

4.3.3 PCR pentru probele de mucus si continut intestinal

Pentru Nested PCR s-au utilizat: temperatura de 98°C timp de 1 minut si
amplificarea cu 20 de cicluri la temperatura 98°C timp de 10 secunte; la 62,5 °C
timp de 10 secunde; la 72°C timp de 20 de secunde; extensia finala cu o durata de
5 minute la 72°C. Compozitia PCR (Mastermix) pentru 50 pl per proba este : 1 pl
Buffer; 0,5 uM din fiecare primer; 200 uM de dNTPs; 1 ul de enzima Phire Hot Start
IT DNA polymerase (Finnzymes). La cel de-al doilea PCR s-a utilizat 1,5 pl din
primul produs de PCR in 49 pl mixtura de reactie (Mastermix). Conditiile pentru a 2
a reactie sunt identice cu ale primei reactii de PCR cu doua diferente: a avut 25 de

cicluri si temperatura de 55,9°C si nu cea de 62,5°C.

In reactia PCR, pentru o buna amplificare, la probele de mucus intestinal de

la peste s-a folosit albumina serica bovina (BSA).

4.4. DGGE ( Denaturation Gradient Gel Electrophoresis)

Electroforeza in gel cu gradient de denaturare este o metoda laborioasa de
laborator. Metoda are mai multe etape ce se deruleaza pe parcursul a 3 zile
(preparare gel; colorare - silver staning; uscare, scanare si interpretare). Pentru
realizarea acestei analize s-a urmarit protcolul standard al laboratorului, cu mici

modificari. Gradientul pentru gel a fost stabilit intre 30-60%.

Solutiile utilizate la efectuarea DGGE-ului :
80 % denaturant, 8% PAG

200 ml 40% acryl/bisacrylamide 37.5:1 (BioRad)
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320 ml formamida (Life Technologies)
10 ml 50x T.A.E. buffer
20 ml glicerol

337,39 urea (Life Technologies)

0% denaturant, 8% PAG

200 ml 40% acryl/bisacrylamida 37.5:1 (BioRad)
10 ml 50x T.A.E. buffer

20 ml glicerol

242 g TRIS-base

57.1 mi acid acetic glacial

100 ml 0.5 M EDTA [pH 8.0]

A fost utilizat aparatul numit: BioRad© DCODE Universal Mutation
Detection System™ (fig 4.8). Acesta a functionat 16 ore la o temperatura constanta
de 60 °C si la 85V. Operatiunea a fost urmata de scanarea gelurilor. Scanarea s-a
facut la un aparat special GC-800 Calibrated Densiometer Bio-Rad, conform
protocolului laboratorului. Imaginile scanate au fost exportate ca fisier TIFF folosind

o rezolutie de scanare identica de 400dpi.

Electroforeza si colorarea gelurilor s-a efectuat dupa protocoalele
laboratorului (Zoetendal et al. 1998). Analiza ampliconilor a fost realizata pe geluri
de poliacrilamida 8% care contin un gradient de uree-formamida de la 30% la 60%.
S-au folosit markeri speciali formati din amestecuri de produse PCR din 10 specii
bacteriene ce au fost aplicati la marginile si in centrul gelului. Gelurile au fost
colorate cu argint (silver staning) si uscate la 55°C timp de 12 ore. Dupa care au

fost scanate si examinate.

4.5. Interpretari biostatistice
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Gelurile de DGGE au fost scanate (GC-800 calibrate Densiometer Bio-Rad) si
analizate cu Bionumerics software 4.61. Asemanarile dintre profilurile DGGE au fost
determinate prin calcularea indicilor de similaritate a curbelor densiometrice, ale

profilelor comparate, utilizand coeficientii Pearson si Dice.

Cu scopul de a face o examinare mai detaliata a gelurilor de DGGE, in afara
de analiza cluster, au fost folosite tehnici multivariate de coordonare, care ne-au
permis determinarea parametriilor de studiu (de exemplu, tipul de esantion, ferma,
RAS etc) contribuind la variabilitatea observata in profilele microbiene. O "matrice
specie", foaie de date (care contine clasele de benzi, absenta/prezenta fiecarei
benzi in toate probele incluse in comparatii), a fost realizata utilizand programul
Bionumerics 4.61; iar datele astfel obtinute au fost exportate in Canoco pentru
Windows 4.5 (Microcomputer Power, Ithaca, NY) in scopul efectuarii analizei
componentelor principale (PCA - Principal Component Analysis). Asemanarile

comunitare au fost reprezentate grafic.

UPGMA reprezinta un grup de metode neponderate pereche folosind media
aritmetica. Au fost efectuate dendograme corespunzatoare care reprezinta relatia
dintre profilurile DGGE ce au fost efectuate. Dendogramele au fost create folosind
instrumentul de analiza cluster. Benzile DGGE, comparate cu altele, folosind
coeficientul de corelatie Pearson sau Dice, dau o interpretare cluster care reprezinta
similaritatea dintre probele analizate. Dendogramele UPGMA au aratat similaritatea
profilelor comunitatilor microbiene de pe gelurile de DDGE pe baza indicilor de
similaritate pentru probele analizate. Dendogramele au fost determinate calculand
similaritatea indicilor curbelor densiometrice prin compararea profilelor utilizand
coeficientii de corelatie Pearson si Dice. Similaritatea este exprimata procentual. O
valoare mare a similaritatii indica o apropiere intre profilele probelor analizate din
punct de vedere al comunitatilor bacteriene iar o valoare mica a similaritatii
semnifica un profil diferit pentru fiecare proba analizata. A fost apoi utilizat

programul Canoco pentru analiza multivariata.

CAPITOLUL 5
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INFLUENTA CONDITIILOR DE MEDIU SI A FACTORILOR TEHNOLOGICI
ASUPRA MICROBIOTEI DIN

APA, HRANA SI INTESTINUL PESTILOR

5.1. Introducere

Fermele comerciale utilizeaza tehnologii intensive de crestere a pestelui.
Sistemele de crestere, datorita densitatii mari de populare (stocare) au o incarcare
organica mare; ele gazduiesc o comunitate microbiana diversa care interactioneaza
in mod continuu. Desi specialistii in cresterea pestelui au cunostintele necesare si
capacitatea de a gestiona sistemele de crestere in scopul de a mentine conditii
optime de calitate a apei, compozitia comunitatii microbiene a sistemelor este inca

necunoscuta si gestionarea microbiotei ramanand o provocare.
Principalele obiective ale cercetarilor noastre au fost :

1) de a face un inventar al comunitatii microbiene in fermele comerciale de

crestere a calcanului in RAS

2) de a investiga relatia dintre compozitia microbiana din apa de cultura,
hrana si intestinul de peste pe de o parte, sanatatea si performantele de crestere a

pestilor pe de alta parte.

Cercetarile pentru Ferma 1 si Ferma 2 Yerseke s-au realizat pe o perioada de
1 an intre noiembrie 2009 si noiembrie 2010. Experimentul s-a efectuat la doua
ferme comerciale olandeze de crestere a calcanului unde s-a studiat relatia dintre
calitatea apei si compozitia comunitatii microbiene. Ambele ferme utilizeaza

tehnologia RAS, dar difera in design si management.

Scopul proiectului este de a intelege mai bine impactul incarcaturii organice
cu privire la relatia dintre calitatea apei, compozitia microbiana si sanatatea pestilor
in sistemele recirculante de acvacultura (RAS) si modul in care practicile diferite de
management pot promova microbiota sanatoasa si prin urmare, sanatatea pestilor

in apa de cultura.

5.2. Materiale si metode de cercetare
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5.2.1. Sistemele de crestere

Ferma 1 Yerseke de crestere a calcanului prezinta bazine circulare de
aproximativ 35 m? (60 cm adancime) ce sunt conectate la un filtru tambur de

40um si un biofiltru trikling pentru 16 rezervoare.

Dezinfectarea apei s-a facut cu ozon si rata de improspatare a bazinelor a

fost de un volum pe ora.

Sistemul recirculant de acvacultura pentru calcan la Ferma 1 are urmatorul
desing: apa din bazinele piscicole (fig. 5.1) este filtrata mai intai de un filtru tambur
cu o dimensiune a ochiurilor de 40 micrometri; apa la iesire din acest filtru tambur
este pompata peste un filtru de scurgere iar la iesire din filtru este colectata intr-un
rezervor pompa. Din acest rezervor apa circula printr-un skimmer de proteine.

Oxigenul este adaugat continuu in apa care este pompata in aceste bazine.
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Fig. 5.1 Sistem de crestere Ferma 1

Ferma 2 Yerseke are bazine de crestere a calcanului de 65 m? (32 m
lungime x 2 m latime x 0,20 m adancime) conectate la un filtru tambur de

40um si un biofiltru format din paturi plutitoare.

A fost folosit ozon pentru a dezinfecta apa; rata de improspatare a fost

de 8x volumul pe ora.

Fotoperioada a fost de 24Z:0N pestii fiind hraniti de 5 ori pe zi o
cantitate de hrana echivalenta cu 0,5% din greutatea corporala pe zi. Hrana
a fost distribuita computerizat. Hrana a fost furnizata de catre Skretting

pana la 10 august si apoi de Biomar pana la sfarsitul experimentului.

Sistemul

recirculant de acvacultura la Ferma 2 este diferit (fig. 5.3 si fig. 5.4). Acest
sistem are calea de rulare cu opt bazine unul deasupra altuia. Apa trece la
fiecare bazin printr-un filtru cu tambur (drum filter) si apoi printr-un alt filtru
(bead filter). Dupa aceste filtratii apa este imbogatita cu oxigen inainte de a
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trece la stratul urmator. La sfarsitul trecerii apei prin cele opt bazine apa
trece printr-un filtru cu tambur (ultimul filtru) si apoi bead filtru dupa care
apa trece printr-un separator cu ozon. Dupa separator apa este pompata

inapoi la cel mai inalt strat.

Fig. 5.3 Sistem crestere Ferma 2
5.2.2. Materialul biologic

Pentru acest experiment materialul biologic folosit a fost calcanul (Psetta

maxima) produs in Franta.

La Ferma 1 Yerseke au fost populate bazinele cu puiet de calcan cu varsta de
157 zile si cu o greutate medie de 18,9g. Acesti pesti la varsta de 107 zile cu o
greutate cuprinsa intre 9-10g au fost vaccinati in Franta o singura data cu un vaccin
cu 5 tulpini ( Vibrio anguillarum 142, 2 tulpini Aeromonas salmonicida si
Edwarsiella tarda). Inainte de popularea bazinelor pestii au fost tinuti in carantina

pe o perioada de 3 luni.

La Ferma 2 Yerseke bazinele au fost populate cu puiet de calcan cu varsta de

143 zile si o greutate medie de 13,8g. Acesti pesti au fost vaccinati in Franta la

varsta de 114 zile cu o singura doza de vaccin continand tot 5 tulpini ( Vibrio

anguillarum 1+2, 2 tulpini Aeromonas salmonicida si Edwarsiella tarda). Inainte de

inceperea experimentului pestii au fost tinuti in carantina 3 luni intr-un bazin din

beton conectat la un alt RAS si au fost hranti pe aceasta perioada cu hrana sub
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forma de granule extrudate expandate (Sktertting) de 3mm calculandu-se 1,9%

din biomasa .

5.2.3. Alimentatia pestilor

Pentru acest experiment pestii au fost hraniti cu acelasi tip de hrana uscata

tip granular de la firma Biomar si Skrettin.

Pe perioada de carantina pestii din Ferma 1 Yerseke au fost hraniti cu granule
extrudate expandate de 3mm tip Skretting ratia zilnica reprezentand 2,1% din
greutatea medie. Pestii din Ferma 2 Yerseke pe perioada carantinei de 3 luni au fost
hraniti cu acelasi tip de hrana de la Skretting dar rata zilnica a reprezentat 1,9%
din biomasa totald. Pestii de la Ferma 2 au fost hraniti cu acest tip de hrana pana in
august 2010 dupa care a fost inlocuita cu hrana de la firma Biomar. Rata de hranire

a crescut treptat la 0,5% odata cu cresterea pestiilor.

Compozitia hranei folosita in alimentatia pestilor din Ferma 1 si Ferma 2

contine: 50% proteine si 22% lipide.

La Ferma 1 si Ferma 2 Yerseke pestii au fost hraniti cu hrana uscata de tip

granular de la firmele Biomar si Skretting.

Pentru Ferma 1 fotoperioada a fost de 17Z:7N. Pestii fiind hraniti de 4 ori pe
zi folosind alimentatoare tip ceas alimentate manual. Ratia zilnica distribuita a fost

de 0,5% din greutatea corporala pe zi.

La Ferma 2 s-au folosit 2 tipuri de furaje de tip granular. Pentru perioada de
inceput mai exact pana pe 10 august s-a adminstrat calcanilor hrana de la firma
Skrettin iar pentru restul perioadei experimentale pestii au fost alimentati cu hrana
produsa de firma Biomar, la fel ca cea folosita in alimentarea pestilor de la Ferma
1. Fotoperioada, pe toata perioada experimentului, a fost de 24Z:0N iar pestii au
fost hraniti de 5 ori pe zi o cantitate de hrana echivalenta cu 0,5% din greutatea

corporala pe zi. Hrana s-a distribuit folosind un sistem automat computerizat.

5.2.4. Prelevarea probelor
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S-au recoltat urmatoarele probe: apa, intestinul pestilor (continutul si
mucusul) si furajele folosite in alimentatia lor. S-a folosit puiet de calcan cu o
greutate cuprinsa intre 19 si 27 grame. Recoltarea de probe s-a facut conform
programului dinainte stabilit pe o perioada de 1 an din diferite puncte timp de 12
saptamani intre 10-12:00 dimineata si apoi au fost analizate in vederea

determinarii compozitiei microbiane existente.

Tabel nr. 5.6 Total numar probe recoltate Ferma 1 si Ferma 2

Denumire probe Ferma 1 Ferma 2 Total
Hrana peste 6 5 11
Apa 15 12 27
Continut intestinal 50 50 100
Mucus intestinal 50 50 100
Total 121 117 238

5.2.5. Managementul calitatii apei tehnologice

Deoarece pestii sunt total dependenti de apa pentru functiile de respiratie,
alimentatie, crestere, mentinerea unui echilibru de salinitate si reproductie,
cunoasterea parametrilor fizico-chimici ai apei este criticd pentru o piscicultura de
succes. Intr-o mare masura apa determina succesul sau esecul unei culturi
piscicole, avand in vedere ca pestii isi indeplinesc toate functiile lor biologice in apa
( De, H.K., Saha, G.S., 2001).

La fiecare 3 luni a fost monitorizata calitatea apei din inflow si tank (bazin)

masurandu-se direct la ferma paramettrii fizici si chimici.

5.2.5.1. Parametrii fizici
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Pentru masurarea oxigenului dizolvat, a temperaturii si pH-lui s-a utilizat un
echipament HQ 40D multimeter (Hach Lange, Tiel, The Netherlands). Turbiditatea a

fost masurata cu ajutorul aparatului numit: Portable Turbidimeter Model 2100 PSO.

Parametrii TS si TSS au fost masurati utilizand standardul APHA metodele
2540, D&E, respectiv (Eaton et al., 2005). Distributia granulometrica a fost
masurata pentru ambele ferme utilizand numaratorul cu laser Counter Ankersmid

pentru quantificarea in probele de apa.
5.2.5.2. Parametrii chimici

Azotul amoniacal total (TAN), azotitii (NO2-N) si azotatii (NO3-N) au fost
masurati utilizand DR/890 Colorimeter (Hach Lange). CO. a fost masurat utilizand
un instrument numit CO, meter (Ijmuiden). Salinitatea a fost masurata cu

conductimetru HQ14d conductivity meter (Hach Lange).

Pentru masurarea altor parametri, probele de apa au fost transferate in
laborator. S-au recoltat probele de apa in sticle de plastic care au fost pastrate in
gheata pe toata perioada transportului pana la laboratorul de analize. La laborator
s-au mai analizat: compozitia biochimica a oxigenului la 5 zile(BODs) utilizand
metoda APHA 5210.B si carbonul organic total (TOC) utilizand metoda Shimadzu.

5.2.6. Metode si tehnici de laborator utilizate in analiza microbiotelor

Metodele si tehnicile au fost aplicate conform procedurii descrise la cap. 4.

5.3. Rezultate si discutii

5.3.1. Caracterizarea indicatorilor tehnologici
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Pestii prelevati din Ferma 1 Yerseke au fost mai mari comparativ cu
cei din Ferma 2 Yerseke ceea ce inseamna ca pestii au crescut mai bine in ferma
mentionatd. Pe parcursul lucrarii se vor corela aceste rezultate cu cele obtinute la

celelalte analize.

5.3.2. Calitatea apei tehnologice

In general, intre valorile medii ale parametrilor fizici si chimici ai apei
prezentate in tabelul de mai sus nu a fost observate diferente semnificative intre
afluxul de apa (inflow) si apa de cultura (tank). Diferente semnificative au fost
observate la: salinitate, solide totale (TS) si solide totale in suspensie (TSS).

La Ferma 2 cele mai mari valori sunt ale BODs ce au fost inregistrate in

timpul perioadei de carantina (12.4 mg/l in noiembrie 2009 si 15,8 mg/l in luna
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februarie 2010). in noiembrie 2009 pestele a fost stocat intr-un rezervor de beton
al unui sistem recirculant altul decat cel utilizat in timpul perioadei experimentale.
La sfarsitul perioadei experimentale, in noiembrie 2010, cea mai mare valoare BODs
a fost inregistrata la Ferma 1 (din tank) avand 44 mg/| iar la Ferma 2 valoarea a
fost numai de 12,0 mg/l. Valoarea mari ale BODs in apa reflecta activitati
microbiene ridicate la Ferma 1 comparativ cu Ferma 2. Nivelurile de amoniac si
nitriti au ramas scazute in ambele ferme indicand o buna functionare a biofiltrului.
Un continut ridicat de oxigen dizolvat (0:) a fost masurat in apa de cultura (tank).
Productia de CO; in bazinele de crestere (tank) a fost in crestere datorita prezentei
pestilor, comparativ cu afluxul de apa (inflow water), iar cresterea a fost mai
importanta la Ferma 1 decat la Ferma 2. La Ferma 2 nivelurile ridicate de CO, au
fost, de asemenea, masurate in afluxul de apa (inflow water) ceea ce inseamna ca

CO, nu a fost, probabil, eliminat in cursul proceselor de purificare a apei.

Valorile ridicate ale solidelor in suspensie (TSS) au fost inregistrate in afluxul
de apa (inflow) de 98.89 mg/I si in apa de cultura (tank) de 103.5 mg/I. Valorile au
fost masurate la Ferma 1 Yerseke la probele de apa prelevate in luna august 2010.
Valoarea ridicatéa a substantelor solide in apa a fost explicata prin prezenta de
pulberi in hrana utilizatd in aceea perioadd (Skretting). In noiembrie 2010, valorile
TSS au fost mult scazute si anume 54,8 mg/I in inflow respectiv 52.5 mg/I la tank.
O investigatie mai atenta a particulelor din probele de apa cu ajutorul unui contor
cu laser (Ankersmid) a aratat o concentratie de particule de dimensiuni diferite si o
distributie diferita a acestora in apa la cele 2 ferme. Au fost inregistrate mai multe
particule pe unitatea de volum de apa la Ferma 1 comparativ cu Ferma 2. De

asemenea, particulele au o prezentat o gama mai larga de dimensini la Ferma 1.

31



Rezumat teza

UFC/m

4.00E+04
3.50E+04
3.00E+04
2.50E+04
2.00E+04
1.50E+04
1.00E+04
5.00E+03
0.00E+00

Ferma1

Ferma 2

= inflow 20°C
H tank 20°C
O inflow 15°C
O tank 15°C

Caracterizarea microbiotei din apa
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Fig. 5.8 Evolutia coloniilor in a 3 a zi la cele 2 ferme
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Fig. 5.15 Variatia raportului de crestere al bacteriilor la 20°C
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Fig. 5.22 ADN pentru probele de apa Ferma 1 si 2

C- TOi  TOt

T12i T12t T24is T24if T24ts T24tf T37i T37ts T37tf  T48i T48ts T48tf T48ad
Fig. 5.23 Rezultatul reactiei PCR la probele de apa de la Ferma 1
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M=marker

1=inflow TO

2= tank TO
3=inflow T12
4= tank T12
5= inflow s T24
6= inflow f T24
7= tank s T24
8= tank f T24
9= inflow T37
10= tank s T37
11= tank f T37
12= inflow T48
13= tank s T48
14= tank f T48
15= tank * T48

Fig. 5.25 Gelul DGGE la probele de apa din Ferma 1
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Fig. 5.28 Distributia multivariata a probelor de apa (Ferma 1, Ferma 2)

(s: lent, f:rapid).

5.3.4. Caracterizarea microbiotei din hrana
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Fig. 5.29 ADN-ul probelor de hrana de la cele 2 ferme
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Fig. 5.30 Electroforeza compusilor obtinuti in urma reactiei PCR

la probele de hrana

M=marker

1=FE 1/TO Ferma 1
2= FE 2/T12 Ferma 1
3= FE 3/T24 Ferma 1
4= FE 4/T37 Ferma 1
5= FE 5/T48 f Ferma 1
6= FE 6/T48 s Ferma 1
7= FE 1/TO Ferma 2
8= FE 2/T12 Ferma 2
9= FE 3/T24 Ferma 2

10= FE 4/T35 Ferma 2
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11= FE 5/T48 Ferma 2

Fig. 5.31 Gelul DGGE al probelor de furaj din fermele 1 si 2
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Fig. 5.32 Clusterul probelor de furaj la cele 2 ferme
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5.3.5. Caracterizarea microbiotei din

intestinul pestilor

Fig. 5.33 ADN-ul probelor de mucus si continut intestinal de la

cele 2 ferme
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M=marker

1=1/T0

2=2/T0
3=3/T0
4=4/T0
5=7/T0
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7=2/T12
8=3/T12
9= 4/T12
10=1/T24
11=2/T24
12=3/T24
13=4/T24

14=5/T24

Fig. 5.37 Gelul DGGE al probelor de continut intestinal din Ferma 1
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M=marker
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Fig. 5.38 Gelul DGGE al probelor de continut intestinal din Ferma 2
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Fig. 5.46 a. Cluster; b. PCA
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explainedthe 15.0% and 9.4% of the variation (thus, the 24.4% of the cumulative variation was explained).

47

2011



Rezumatteza 2011

Fig. 5.50 PCA pentru probele de mucus intestinal
Continut intestinal Ferma 1
Mucus intestinal Ferma 1

5.4. Rezultate si concluzii

Datele tuturor analizelor efectuate indica o incarcare cu materie organica mai
mare la Ferma 1 comparativ cu Ferma 2. Aceste informatii au fost confirmate inca

de la inceput de numarul coloniilor mai mare la Ferma 1 comparativ cu Ferma 2.

Numarul mare de particule, cel putin in fractiunea dizolvata, sustine cresterea
de bacterii heterotrofe. Blancheton si Canaguier in experimentele realizate, au
obtinut, de asemenea, o crestere a concentratiei bacteriene atunci cand pulberile

in suspensie au crescut in RAS.

Incdrcarea ridicatd de materii organice din bazinele cu pesti (tank) a
promovat intens selectia si cresterea bacteriilor oportuniste. In mod normal,
cresterea acestora in mediul natural (mare) este destul de ingreunata. (Olafsen,
1993;. Vadstein et al, 1993).

Restrictiile privind disponibilitatea nutrientilor poate duce la inhibarea rapida
a cresterii  bacteriilor oportuniste (R-strategi) prin selectarea bacteriilor non-
oportuniste, care sunt mai bine adaptate la cresterea la concentratii mici ale
substratului (K-strategi) (Skjermo et al., 1997). In plus, dezinfectia puternica cu
ozon (cazul Fermei 2) poate elimina cele mai multe bacterii din apa ceea ce explica
numarul scazut de bacterii. O doza de 0,2 mg/l ozon, ce corespunde un potential
redox de 300 mV, este frecvent utilizata pentru a mentine o apa de calitate
superioard in sistemele de crestere. In cazul in care aceastd valoare este depasit3,
se pot distruge bacteriila din apa. Concentratiile de ozon subletale (oxidantii produsi
in timpul ozonatiei apei de mare) induce modificari histologice si fiziologice la
puietul de calcan (Reiser). Aceasta observatie, explica partial cresterea lenta a

pestilor pe perioada experimentala la Ferma 2.
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Mai multi factori ddaundtori precum: ozonul ce induce toxicitate,
imunosupresia, schimbarile in comunitatea microbiana, pot explica cresterea
scazuta a pestilor la Ferma 2 dupa luna mai 2010. Numarul redus al bacteriilor la
Ferma 2 poate fi de asemenea explicat prin rata mare de schimb de apa in
comparatie cu rata la Ferma 1. La o rata ridicata de inlocuire a apei in rezervoare,
intre 2 treceri prin unitatea de dezinfectie, timpul de rezidenta este prea scurt
pentru ca bacteriile libere sa se poata dezvolta in mod considerabil. La Ferma 1 un
numar mare de bacterii a fost descoperit in rezervorul de apa (tank) si afluxul de

apa (inflow) datorita utilizarii ozonului in limite normale.

Rezultatele sugereaza o legatura intre numarul de bacterii din apa de cultura,
nivelul de dezinfectie a apei care trece prin biofiltru, materiile organice utilizate ca
sursa de nutrienti si apa curata sau timpul de stationare in bazine. Cu toate
acestea, ar trebui sa se tina cont de faptul ca mai putin de 1% din totalul
bacteriilor viabile in apa pot fi cultivate in conditii standard de crestere pe agar,

aceast raport fiind departe de populatia existenta in RAS.

Aceste metode de cultivare a bacteriilor (CB), conteaza putin dar pot fi un
suport pentru metodele independente (PCR-DGGE-secventiere). Desi parametrul
PVs; ar putea fi interesant pentru anumite aplicatii, cum ar fi controlul cresterii
bacteriilor oportuniste in bazinele larvare (Skjermo et al., 1997), utilizarea sa este
pentru a descrie "apa microbiologic maturata" in anumite conditii (incarcare
organica, dezinfectare) ar putea avea limitari care fac interpretarea acestui
parametru foarte riscanta. Din acest motiv, am verificat mai intai aplicabilitatea
prezentului protocol la cazul nostru, prin compararea numarului de bacterii de la
incubarea la 15°C si 20°C a probelor din cele 2 ferme. Am inceput, de asemenea
verificarea placilor pentru numararea coloniilor dupa 24 ore de la incubatie pana ce
un numar stabil de UFC au fost numarate. Categoric, nu s-au observat diferente
intre temperaturile de incubare la cele doua ferme (coloniile vizibile au fost

numarate dupa 3 zile).

Comparand numarul de bacterii din rezervorul de apa (tank) si afluxul de

apa (inflow) deducem ca cele mai multe bacterii din apa de culturda provin de la
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biofiltru. In ambele ferme s-a observat o asem&nare mare intre profilurile DGGE ale
comunitatii microbiene din apa de cultura (tank) si din afluxul de apa (inflow), de
asemenea, se confirma faptul ca biofiltrul a fost principala sursa de bacterii din apa
de cultura, asa cum a fost deja demonstrat si raportat de catre Léonard et al.
(2000).

Doar cu datele descriptive disponibile pentru proiectarea RAS-ului la cele
doua ferme, este dificil sa se concluzioneze o idee cu privire la impactul
managementului asupra microorganimelor din sistem. Cu toate acestea, se pare ca
mai degraba managementul aplicat, decat proiectarea sistemului, constituie un
factor determinant pentru comunitatea microbiana din RAS. O analizad mai detaliata

a compozipiei microbiene poate oferi o confirmare in viitor.

Profilele gelurilor DGGE pentru probele de apa au aratat ca a existat o
schimbare 1in structura comunitatilor microbiene de la "conditiile initiale"
(aproximativ primele doudsprezece saptamani) 1in comparatie cu restul
experimentului. Aceasta perioada corespunde cu sfarsitul perioadei de caranting,
dupa care pestii au fost mutati in sisteme diferite pe tot parcursul experimentului.
Aceste schimbari ar putea fi datorate diferitelor strategii de management a fermelor
pe timpul perioadei experimentale (inclusiv sistemele de transfer, tipul de hrana,
administrarea ozonului etc). De asemenea, acestea ar putea fi interpretate ca o
indicatie a unui "proces de maturare" a apei. in orice caz, trebuie s3 fie luat in
considerare faptul ca tehnicile de biologie moleculara aplicate (de extractie ADN-
PCR-DGGE), au oferit o buna imagine de ansamblu a dinamicii comunitatii
microbiene, dar nu informatii d.p.d.v. calitativ despre bacteriile inactive/active
existente in apa. O parte din benzile prezente in gelurile DGGE ale probelor de apa
ar putea reflecta un flux al populatiei bacteriane din biofiltre la bazinele de crestere
(de exemplu in timpul/dupa procesul de curatire al filtrelor); acest posibil transfer
de material ar putea avea un impact asupra profilelor DGGE. Profilele identice
obtinute pentru inflow (afluxul de apa) si tank (apa de cultura din bazinele de

crestere) ar putea sprijini partial aceasta explicatie.

CAPITOLUL 6
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IMPACTUL INCARCATURII ORGANICE DIN SISTEMELE
RECIRCULANTE DE ACVACULTURA ASUPRA CRESTERII
PESTILOR

6.1. Introducere

Managementul fincarcaturii organice in RAS este destul de complex cu
repercursiuni directe asupra starii de sanatate a pestilor. Filtrarea mecanica este o
metoda des folosita pentru a elimina particulele din RAS. Cu toate acestea
microbiota din RAS colonizeaza particule ramase si le utilizeaza ca substrat pentru
cresterea biomasei de celule microbiene. Microorganismele asigura la filtrarea
biologica, degradeaza metabolitii pestilor si transforma alti compusi toxici in

compusi mai putin toxici.

Prin prezentul studiu s-au investigat efectele a doua niveluri diferite de
incarcare organica a RAS-ului asupra performantelor cresterii pestilor din sistem.
Principalul obiectiv al experimentului a fost de a evalua impactul a doua niveluri
diferite de fincarcatura organica in RAS (LO=incarcatura organica scazutd;
HO=incarcatura organica crescuta) asupra calitatii apei si a comunitatii microbiene

in aceste sisteme.

Cercetarile pentru Ferma 3 s-au efectuat in 4 module RAS cu tratamente
diferite, cu un nivel scazut si crescut de incarcatura organica, cu repetitii (in dublu

exemplar).

Faza de experiment este mpartita in doua perioade: in prima perioada
pestele va fi expus fie la o scadere (LO) sau o crestere (HO) a incarcaturii organice,
pentru o perioadd de 8 saptdmani. In a doua perioadd, jumitate din pestii din
fiecare varianta experimentala vor fi marcati si plasati intr-un tratament diferit
pentru inca 4 saptamani de experiment. La 48 ore de la sfarsitul primei perioade de
experiment, 2/3 din pesti au fost mutati in rezervoare diferite unde pestele a fost
expus la diferite conditii microbiene pentru o perioadda de 26 de zile conform
planului experimental, cu incarcatura organica scazuta sau ridicata. O treime din

peste a ramas in aceleasi conditii de expunere rezultdnd patru grupe diferite de
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pesti si anume: LO-LO, HO>LO, HO-HO, LO>HO, aceste grupuri reprezentand
perioada experimentala de fond inainte T8 si noua perioada experimentala cu
incarcatura organica dupa T8+48. Acest experiment testeaza pe termen scurt daca
expunerea la diferite incarcaturi microbiene afecteaza microbiota intestinala,

sanatatea si performantele pestilor.
6.2. Materiale si metode de cercetare

6.2.1. Sistemele de crestere

Experimentarile s-au efectuat in 4 module RAS, in variante cu nivel scazut (LO)
si crescut de incarcare organica (HO), in duplicat (cu o repetitie). Un RAS
corespunde unei unitati experimentale. Fiecare RAS include trei bazine de 800 litri
(fig. 6.1).

High Oreanic

Biofilter
RAS 3

Low Organic
Biofilter
RAS |

Low Organic

Biofilter

High Elr_gani-:
Biofilter
RAS 4

Fig. 6.1 -Schema sistemului experimental de la IMARES, Olanda

(Eugene Rurangwa)
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Low organic= LO=incarcatura organica scazuta
High organic=HO= incarcatura organica crescuta

1=filtru cu tambur

Incarcarea organicd in RAS are mai multe origini: hrana ramasd neconsumats,
fecalele pestilor si bacteriile din biofiltru. Diferenta de concentratie organica in RAS
a fost creatd prin utilizarea unor filtre cu ochiuri de dimensiuni diferite. in RAS 1 si
RAS 2, dimensiunea ochiului de plasa al filtrului a fost de 40 micrometri realizand o
incarcatura organica scazuta (LO); in RAS 3 si 4 RAS dimensiunea ochiurilor de

plasa a biofiltrului a fost de 60 micrometri realizatand conditii de incarcare organica

crescuta (HO). O dimensiune mare a ochiurilor filtrului permite o retinere a
particulelor in cantitate mai putinda comparativ cu filtrele cu o dimensiune mica a
ochiurilor de plasa, contribuind astfel la cresterea incarcaturii organice in sistem.
Pentru a completa diferenta de incarcatura organica, a fost pornit skimmer-ul, cand
s-a ajuns la o stare redusa de incarcare, respectiv a fost oprit cand s-a ajuns la o
incarcare organica mare. Skimmer-ul contribuie la eliminarea si dizolvarea

deseurilor din RAS.

———1

Filtru biologic
B Apa de mare

Separator r—

Ozon

—

Filtru cilindric a7

E‘Tank de cultura peste
c’é ) = |
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Fig. 6.3- Schema unui modul RAS - Ferma 3 Yerseke, Olanda
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Fig. 6.4 Sistem de crestere Ferma 3

6.2.2. Materialul biologic

Materialul biologic utilizat in acest experiment a fost calcanul (Psetta
maxima), originar din Franta dar achizitionat de la Ferma 1 Yerseke, Olanda. Ei au
fost sortati la Ferma 1 si livrati la Ferma 3 pentru urmatorul experiment. Pestii in
varsta de 107 zile si cu greutatea de 9-10g, au fost vaccinati in Franta o singura
data cu un vaccin cu 5 tulpini ( Vibrio anguillarum 1+2 si 2 tulpini de Aeromonas
salmonicida si Edwarsiella tarda). Pestii au fost stocati pentru scurt timp, pe
perioada transportului, intr-un rezervor de 5 m® cu temperatura apei de 18°C si
salinitatea de 19 ppt. Apoi pestele a fost distribuit la intdmplare in bazine diferite

pentru a minimiza efectul de sistem.

Fiecare bazin (tank) a fost populat cu 40 de pesti cu masa corporala medie
de 167.5 = 24.6 g reprezentand un total de 120 de pesti in fiecare sistem RAS.
Biomasa medie la stocare pe fiecare RAS a fost de 20.1 £ 0,2 kg. La inceput
pestele a avut o perioada de aclimatizare in bazinele experimentale timp de o
saptamana, inainte de a modifica configurarea RAS-ului in vederea crearii diferitelor

conditii de incarcare organica inalta si joasa (HO/LO).

6.2.3. Alimentatia pestilor

La Ferma 3 pestii au fost hraniti cu furaje granulare tip Biomar. Furajele au
fost in diametrul de 7 mm, 56% proteine si 14% lipide. Ratia zilnica a reprezentat

1,3% din masa corporala.

Pestii au fost hraniti manual de trei ori pe zi (la orele 10:00, 13:00 si 16:00)
pana la satietate vizualda. Alimentatia a fost oprité atunci cand 90% din pestii din
bazine nu au mai fost activi la hranire. Cu o zi inainte de prelevarea probelor, pestii

au fost hraniti o singura data numai seara.

6.2.4. Prelevarea probelor
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Pentru analiza cantitativa a microbiotei au fost recoltate probe de: ap3,
hrana, continutul si mucusul intestinal. Probele au fost recoltate din diferite puncte,
timp de 14 saptamaéni, intre 10:00-12:00 dimineata si apoi analizate in vederea
determinarii compozitiei microbiene existente. Au fost recoltate 422 probe (tabelul
18).

Analizele microbiologice au fost efectuate la laboratorul de Microbiologie WUR

Olanda. S-au folosit diferite tehnici: cultura in placi, PCR, DGGE, analize statistice.

Tabelul 6.1 Total numar probe Ferma 3

Denumire probe Numar probe
Hrana peste 6

Apa 60

Continut intestinal 178

Mucus intestinal 178

Total 422

6.2.5. Managementul calitatii apei tehnologice

6.2.5.1. Parametrii fizici

Calitatea apei a fost monitorizata zilnic urmarindu-se valorile parametrilor
fizici. Pentru masurarea concentratiei oxigenului dizolvat, a pH-ului si temperaturii
s-a utilizat aparatul Hach Lange HQ 40D. Salinitatea s-a masurat cu
Refractometrul; iar rata turbiditatii cu Turbidimeter Model 2100 PSO.

6.2.5.2. Parametrii chimici

S-au facut masuratori saptamanale pentru: azot amoniacal total (TAN);
azotiti (nitrit nitrogen - NO2-N) si azotati (nitrat nitrogen - NO3-N) care au fost
masurati utilizand DR/890 Colorimeter (Hach Lange). Dioxidul de carbon (CO;) a
fost masurat utilizand un instrument numit CO, meter fabricat in Olanda. Pentru

masurarea parametrului TOC (carbon organic total) s-a aplicat metoda Shimadzu.
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Pentru parametrii TS, TSS si VSS masuratorile au fost realizate folosind metodologia

APHA pentru apa de cultura (tank) si apa din filtrul de scurgere (inflow). Aceste

masuratori au fost realizate in mod regulat o data sau de doua ori pe luna.

6.3. Rezultate si discutii

6.3.1. Caracterizarea indicatorilor tehnologici

Tabelul - 6.6 Performanta cresterii calcanului, dupa primele doua luni de crestere
(TO-T8)
Bazinul RAS 1 RAS 2 RAS 3 RAS4
Repetitia T11 T1.2 T13. T21 T2.2 T23 T3.1 T3.2 T3.3. T4.1 T4.2 T4.3.
Capacitate
. 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800
bazine (l)
Numarul
exemplare la 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
populare
Numarul
exemplare la 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
recoltare
Supravietuirea
%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0
Biomasa initiala
(@ 6561 6669 6663 6720 6712 6600 6613 6811 6790 7013 6657 6580
Masa corporala
edie initiala 164+ 166,7+ | 166,6+ | 168,0+ | 167,8+ | 1650+ | 1653+ | 170,3+ | 169,8+ | 1753+ | 166,4+ | 164,5+2
m
(g/ex) 22,61 26,74 24,11 23,74 27,13 25,38 23,99 24,83 24,52 20,46 26,83 6,57
Biomasa finala 13125, 12225, 12925, 12725, 12103, 12464, 12625,
13650 12050 11716 12826 11275,2
(g)-T8 2 2 2 2 2 4 2
Masa corporala
medie finala 328,13 | 341,25 305,63 323,13 301,25 318,13 302,58 292,9 311,61 320,65 315,63 281,88
(g/ex), (T8)
Sporul de
crestere 6564,2 6981 5562,2 6205,2 5338 6125,2 5490,2 4905 5674,4 5813 5968,2 4695,2
Hrana totala
. 4881 5224 4575 4702 4382 4622 4559 4300 4546 4403 4533 3941
distribuita (g)
FCR
(Coeficientul de
i 0,74 0,75 0,82 0,76 0,82 0,75 0,83 0,88 0,80 0,76 0,76 0,84
conversie a
hranei)
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Ratia (%*masa
. 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
corpului)
Proteina bruta
L 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
a furajului (%)
PER (Raportul
eficientei
. 2,40 2,39 2,17 2,36 2,18 2,37 2,15 2,04 2,23 2,36 2,35 2,13
proteinelor)
(g/g)
SGR (Rata
cresterii
. 1,16 1,19 1,01 1,09 0,98 1,09 1,01 0,90 1,01 1,01 1,07 0,90
specifice) (g*
%/zi)
Tabelul 6.7 Performanta cresterii calcanului, la sfarsitul experimentului (T0-T12)
Bazinul RAS 1 RAS 2 RAS 3 RAS4
Repetitia T1.1 T1.2 T1.3. T21 T2.2 T2.3. T3.1 T3.2 T3.3 T4.1 T4.2 T4.3.
Capacitate
. 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800
bazine (l)
Numarul
exemplare la 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
populare
Numarul
exemplare la 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
recoltare
Supravietuirea
%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0
Biomasa
. 6561 6669 6663 6720 6712 6600 6613 6811 6790 7013 6657 6580
initiala (g)
Masa corporala
medie initiala 164+ 166,7+ | 166,6+ | 168,0t | 167,8+ | 1650+ | 1653+ | 1703+ | 169,8+ | 1753+ | 166,4t | 1645+
(g/ex) 22,61 26,74 24,11 23,74 27,13 25,38 23,99 24,83 24,52 20,46 26,83 26,57
Biomasa finala
(8 (T12) 17344 18128 15704 17808 16128 18180 17568 15908 17476 15944 16564 16012
Masa corporala
medie finala 433,6 453,2 392,6 445,2 403,2 454,5+ 439,2 397,7 436,9 398,6 414,1 400,3
26,9 76,4 +82,3 +86,0 +104,9 103,9 +94,8 82,0 94,8 73,7 +89,3 +100,3
(8/ex), (T12)
Sporul de
10783 11459 9041 11088 9416 11580 10955 9097 10686 8931 9907 9432
crestere
Hrana totala
. 7260 7619 6678 7027 6537 7013 6860 6348 6906 6383 6523 5908
distribuita (g)
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FCR
(Coeficientul
de conversie a
hranei)

0,67 0,66 0,74 0,63 0,69 0,61 0,63

0,70

0,65 0,71

0,66

0,63

Ratia (%*masa
. 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
corpului)

13

13 13

1,3

13

Proteina bruta

L 56 56 56 56 56 56 56
a furajului (%)

56

56 56

56

56

PER (Raportul
eficientei

. 2,65 2,69 2,42 2,82 2,57 2,95 2,85
proteinelor)

(/)

2,56

2,76 2,50

2,85

SGR (Rata
cresterii

o 1,08 1,11 0,95 1,08 0,97 1,13 1,09
specifice) (g*

%/zi)

0,94

1,05 0,91

1,01

0,99

In figura 6.5 este prezentata variatia biomasei pestilor din

si a doua perioada experimentala (b).

a) In prima perioada experimentala TO-T8

b) In a 2 a perioada experimentala T8+48h-T12

6.3.2. Calitatea apei tehnologice

Ferma 3 in prima (a)

Pe toata perioada experimantala s-au determinat urmatorii parametrii fizico-

chimici.

6.3.3. Caracterizarea microbiotei din apa
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Fig. 6.18 Variatia PV3 pentru probele recoltate din inflow
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Fig. 6.19 ADN pentru probele de apa

kb ¢c-c- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig. 6.20 Electroforeza compusilor obtinuti in urma reactiei PCR

la probele de apa

M 1 2 3 45 6 M 7 8 9 10 M
M=marker

1=RAS 1 inflow

2= RAS 1 tank

3= RAS 2 inflow

4= RAS 2 tank

5= RAS 3 inflow

6= RAS 3 tank

7= RAS 4 inflow

8= RAS 4 tank
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9= RAS 5 inflow

10= RAS 5 tank

Fig. 6.21 Gelul DGGE la probele de apa la T-2
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RAS1 RAS2 RAS3

Fig. 6.28 PCA pentru probele de apa din tank Ferma 3

6.3.4. Caracterizarea microbiotei din hrana pestilor

FD1 1KB

qillll---- .illl'---.

Fig. 6.29 ADN-ul probelor de hrana

1Kb c- c- c¢+ 1FD 2FD 3FD 4FD 5FD 6FD

Fig. 6.30 Electroforeza compusilor obtinuti in urma reactiei PCR
la probele de hrana
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M 1 2 3 M 4 5 M

M=marker

1=FE 1/ TO
2=FE 2/ T2
3=FE 3/ T4

4= FE 4/ T8

5= FE 5/ T8+48h

6= FE 6/ T12

Fig. 6.31 Gelul DGGE al probelor de hrana
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Fig. 6.32 Cluster pentru probele de furaj (Pearson43,58%)
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Fig. 6.33 Cluster pentru probele de furaj (Dice 41,69%)

6.3.5. Caracterizarea microbiotei din intestinul pestilor

1kb 1 2 3 4 5 6

Stool kit
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Fig . 6.34 Vizualizare pe gel de agaroza al ADN-ului probelor de mucus si
continut intestinal

Fig. 6.36 Nested PCR pentru probele de mucus intestinal
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M1 2 3 45 67 M8 91011121314 M

1.13GM/ TO RAS 1.1

2.14 GM/ TORAS 1.1

3.15 GM/ TO RAS 1.2

4.16 GM/ TO RAS 1.2

5.17 GM/ TO RAS 1.3

6.18 GC/ TO RAS 1.3
7.18 GM/ TO RAS 1.3

8. 20 GC/ TO RAS 2.1
9. 20 GM/ TO RAS 2.1

10.22 GC/ TO RAS 2.2
11.22 GM/ TO RAS 2.2

12. 23 GC/ TO RAS 2.3
13.23 GM/ TO RAS 2.3

14. 24 GM/ TO RAS 2.3
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Fig. 6.37 Gelul DGGE al probelor de continut si mucus intestinal la TO/LO

M1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 M
1.85GM/ T8 RAS 1.1
2.86 GM/ T8 RAS 1.1
3.88GM/ T8 RAS 1.2
4.89 GM/ T8 RAS 1.3
5.91 GM/ T8 RAS 2.1
6.92 GM/ T8 RAS 2.1
7.93 GM/ T8 RAS 2.2

8.94 GM/ T8 RAS 2.2

9. 95 GM/ T8RAS 2.3

Fig. 6.39 Gelul DGGE al probelor de mucus intestinal la T8/LO
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M1 23456 789 10M

111213 141516 17 18 M 1.181GM/T12RAS3.1LOHO

2.182GM/T12RAS3.1LOHO
3.183GM/T12RAS3.1LOHO
4.185GM/T12RAS3.2HO
5.186GM/T12RAS3.2HO
6.187GM/T12RAS3.2HO
7.188GM/T12RAS3.2LOHO
8.189GM/T12RAS3.3LOHO
9.190GM/T12RAS3.3LOHO
10.191GM/T12RAS3.3LOHO
11.193GM/T12RAS4.1LOHO
12.194GM/T12RAS4.1LOHO
13.197GM/T12RAS4.2HO
14.198GM/T12RAS4.2HO

15.199GM/T12RAS4.2HO
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17.201GM/T12RAS4.3LOHO

Rezumat teza

18.202GM/T12RAS4.3LOHO

Fig. 6.43 Gelul DGGE al probelor de mucus intestinal la T12
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Fig. 6.51 PCA pentru probele de mucus

RAS 1 RAS 3 Timp O Timp 12

Fig. 6.54 PCA pentru probele de continut intestinal
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Fig. 6.55 PCA pentru probele de mucus si continut intestinal (a, b, c)
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Fig. 6.56 PCA pentru probele de a) mucus si b)continut intestinal (a, b, ¢)

6.4. Concluzii

Scopul acestui experiment a fost de a testa efectul incarcarii organice din apa la
diferite nivele (scazut=LO sau crescut=HO) si efectul acestei asupra performantelor

de crestere a pestilor si calitatii apei.
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Metoda folosita pentru a produce cele doua conditii diferite de incarcare
organica (LO si HO) a constat in utilizarea a doua filtre diferite de 40 si respectiv 60
de micrometri. S-a pornit de la ideea ca uzual sitele pentru filtrul cu tambur sunt de
40 micrometri. S-a constatat ca, desi continutul de materie organica este diferit,
diferentele nu sunt "atat de mari," pentru a produce schimbari importante in
microbiota sistemului, astfel incat efectul tratamentului este "subtil". De aceea, nu
s-au produs schimbari dramatice in compozitia comunitatilor microbiene (MCS), in

special in intestinele pestilor.

Se constata ca pestii au crescut bine in ambele conditii de incarcare organica
dar cel mai bine unde incarcatura organica a fost mai mica. De asemenea,

parametrii apei au fost in limite normale in ambele variante experimentale.

In conformitate cu profilurile DGGE, microbiota din apa este divers3 si relativ
stabila, similara in toate sistemele RAS. Se obseva unele asemanari ale profilului
bacterian, unde benzile sunt in pozitie dominanta. Rezultatul analizei APC este clar
aratand ca in prima perioada microbiota din apa la toate probele tinde sa se
grupeze conform timpului prelevarii, nefiind influentata de tratamentul aplicat.
Diagrama APC imparte in doua grupuri probele de apa: 1) probele recoltate inainte
ce pestii au fost introdusi in sistemele de crestere si 2) probele recolate dupa TO.
Aceasta arata ca microbiota este diferita. Aceasta deosebire poate fi datorata si de

introducerea pestilor in sistem nu numai de varianta experimentala efectuata.

In probele de hranda exista o diversitate bacteriena importanta. La gelurile
DGGE ale probelor de furaj se constata ca benzile sunt in pozitii diferite pentru
unele probe dar profilurile per total sunt similare. Putem concluziona ca pentru furaj

exista o microbiota complexa.

La majoritatea probelelor de mucus s-a constatat o diversitate microbiana
scazuta. Se observa un grup de benzi dominante in toate probele analizate.
Analizele PCA arata, de asemenea, in ditributia datelor, un efect produs de
momentul prelevarii. Efectul sistemului nu este clar atunci cdnd s-au analizat toti
timpii de prelevare ai probelor.

La continutul intestinal la fel ca si la probele de mucus diversitatea nu este
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mare dar in majoritatea probelor exista un grup de organisme dominante. Analizele
PCA arata ca efectul sistemului nu este clar, probele tind sa se grupeze mai mult in
functie de tipul recoltarii. Mai multe probe de la T12 (cele cu profil microbian LO)

sunt grupate impreuna.

Varianta experimentala aplicata (LO sau HO) nu a influentat microbiota
intestinala; acesta nu reprezinta un factor care sa explice distributia datelor in PCA.
Probele tind sa se grupeze in functie de tipul probei (mucus/continut), asa cum sa
intdmplat in primul experiment. Aceasta poate fi o confirmare cd mucoasa si

lumenul intestinal nu sunt colonizate exact aceeasi microbiota.

Analiza probelor de intestin din T12 este interesantd, deoarece se concentreaza
doar pe perioada finala a experimentului, atunci cadnd, in principiu, efectul
tratamentului trebuie sa fie mai clar. Desi, acest aspect este greu de observat in
profilele gelurilor de DGGE, analiza PCA prezinta o distributie frumoasa a datelor, cu

un efect al variantelor experimentale aplicate.

Indicatorii tehnologici au aratat o buna crestere a pestelui din sistemele cu
incarcatura organica joasa (LO). Putem concluziona ca un sistem care a prezentat
un filtru tambur cu dimensiunea sitelor de 40 micrometri, cu parametrii fizico-
chimici avand valori normale si un furaj adecvat (compozitie de 56% proteine si 14

% lipide) poate influenta pozitiv performantele de crestere ale pestilor.

CAPITOLUL 7

CONTRIBUTII PERSONALE SI CONCLUZII

7.1. Concluzii generale

In cercetarile stiintifice efectuate in conditii industriale de crestere, materialul
biologic a fost reprezentat de specia calcan, un peste din ce in ce mai solicitat pe

piata europeana.
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Scopul cercetarilor a fost de a studia compozitia comunitatii microbiene si
stabilirea dinamicii acesteia in sistemele recirculante de acvacultura. Experimentele
s-au desfasurat in sisteme recirculante de acvacultura (RAS) din ferme comerciale

olandeze timp de 1 an si jumatate.

Primul experiment s-a efectuat la doua ferme de crestere a calcanului unde
s-a studiat relatia dintre calitatea apei si compozitia comunitatii microbiene.
Ambele ferme au utilizat tehnologia de crestere a pestilor in sisteme recirculante,
fiind diferite in design si management. Scopul experimentului a fost de a intelege
mai bine impactul incarcaturii organice asupra calitatii apei, compozitiei microbiene
si sanatatii pestilor. Totodata, s-a urmarit si modul in care practicile diferite de
management pot promova o microbiota sanatoasa cu influenta asupra sanatatii
pestilor. Cele doua ferme au diferit in practicile de management si nivelurile de

intrari organice in RAS si totodata in compozitia microbiotei.

In al doilea experiment s-au investigat efectele a doua niveluri diferite de
incarcare organica a RAS-ului asupra performantelor cresterii pestilor din sistem. Cu
precadere s-au analizat compozitia microbiana a apei tehnologice si relatia dintre
microbiota din apa si cea prezenta in intestinul pestelui (calcan). Principalul obiectiv
al experimentului a fost de a evalua impactul a doua niveluri diferite de
incarcatura organica in RAS (LO=incarcatura organica scazuta; HO=incarcatura
organica crescutd) asupra calitatii apei si a comunitatii microbiene in aceste
sisteme. Studiul a aratat daca exista o relatie intre anumite microorganisme din apa

si cele prezente in peste si masura in care stabilitatea microbiana ajuta in RAS.

In fermele de crestere a calcanului s-a observat o diversitate microbiand si o
asemanare mare intre profilurile DGGE ale comunitatii microbiene din apa de
cultura (tank) si din afluxul de apa (inflow). S-a confirmat faptul ca biofiltrul a fost
principala sursa de bacterii din apa de cultura, asa cum a fost deja demonstrat si

raportat de catre Léonard et al. (2000).

La probele de hrana s-a constatat o mare diversitate microbiana cu profil
asemanator pentru toate probele analizate. Avadnd in vedere cd un RAS este un
sistem semi-inchis, hrana pentru pesti ar putea fi o sursa de intrare pentru biomasa
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bacteriana externa. De aceea, s-a analizat compozitia microbiana a hranei pentru a
incerca sa se cuantifice posibilul impact al acestei microbiote asupra cresterii
pestilor din sistem si asupra performantei sistemului in general si un eventual
transfer de bacterii din hranda la peste reprezintd un punct de interes major.
Profilurile DGGE au aratat prezenta unei interesante diversitati a compozitiei

microbiene in probele de hrana.

Pentru toate probele de intestin ale pestilor din experiment pare sa fie
prezenta cel putin o populatie dominanta de bacterii. Acest lucru este interesant,
deoarece, recent s-a demonstrat existenta unei "microbiote de baza" in peste ce a
fost studiata la pestele zebra (Roeselers et al. 2011). Acest studiu ofera informatii
valoroase pentru a sustine aceasta ipoteza. Desigur, analiza probelor de peste
"salbatic" si a celui crescut in sistemele de crestere ar putea fi, de asemenea,

interesanta in acest sens.

O comparatie a tuturor datelor oferite de gelurile DGGE pentru probele de
intestin (continut si mucus) confirma ca microbiota din continutul intestinal este
diferita de cea din mucusul intestinal. Conditiile de mediu si anume managementul
aplicat in cele doua ferme nu au avut un impact masurabil asupra distributiei de

variatie a datelor.

S-a aratat ca existd o microbiotd comuna pentru toate probele analizate din
fiecare ferma ceea ce inseamna ca exista o corelatie intre aceste microbiote
studiate. Se presupune ca aceasta microbiota provine din hrana ceea ce ar insemna
ca acesta microbiota ar coloniza in apa dar si in intestinul pestilor. Pentru a confirma

cele spuse este nevoie de inca multi ani de cercetare.

Dezvoltarea acvaculturii intensive, si, implicit a sistemelor recirculante
reprezinta consecinta nevoii de intensificare ca urmare a reducerii accesului la
suprafete mari de pamant corelata cu cererea de peste, in continua crestere, a pietii
de consum. Acvacultura intensiva presupune insa utilizarea unor furaje de inalta
calitate care s& acopere in totalitate cerintele nutritionale ale speciilor de culturd. In

toate perioadele experimentele efectuate factorul de conversie al hranei (FCR) a
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variat invers proportional cu coeficientul de eficienta proteica si direct proportional

cu densitatea de stocare.

Pentru experimentul realizat la Ferma 3 s-a demonstrat ca incarcatura
microbianad a influentat clar ritmul de crestere a pestelui: la incarcatura organica
mica, performantele cresterii sunt mai bune. Ceea ce arata ca, in cazul utilizarii

unei site de 40 um microbiota din sistemul de crestere este favorabila.

Pentru a obtine un spor de biomasa fiecare unitate de crestere trebuie sa
aibe: unitati de crestere, unitati de conditionare a apei, unitati de sterilizarte, hrana
de calitate, material biologic de calitate. In sistemele recirculante de acvacultura
trebuiesc monitorizati si mentinuti in conditii optime parametrii de calitate ai apei
(temperatura, oxigenul, amoniacul, nitritii, dioxidul de carbon, pH-ul, suspensiile
solide, clorurile, nitratii) Tmpreuna cu microbiotele din apa, hrana si specia de

cultura.

Interpretarea rezultatelor obtinute, din perspectivele relatiei dintre indicatorii
tehnologici, managementul aplicat si microbiotele analizate, ne-a permis sa
conchidem ca, intr-un sistem recirculant performanta cresterii pestelui este data

de aceasta relatie.
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