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Resumen

Se llevé a cabo el aislamiento, caracterizacion y evaluacion in-vitro e in-vivo de
bacterias obtenidas del tracto digestivo de la almeja Pata de Mula Anadara
tuberculosa, a fin de determinar su potencial probiético. Se evaluaron in-vitro 151
cepas, determinando actividad hemolitica, hidrofobicidad, tolerancia a nitrégeno
amoniacal, salinidad y pH, cinética de crecimiento, actividad enzimatica
extracelular, autoagregacion y coagregacion. Se seleccionaron siete cepas que se
identificaron por métodos moleculares, de las que, en Litopenaeus vannamei se
evaluaron las cepas MAt29, MAt35, GAtB1, GAtBAL7 y la mezcla de las cuatro. Se
registr60 una diferencia significativa con GAtB1 en el conteo de hemocitos, en
relacion al grupo control. La mejor tasa de crecimiento especifico (TCE) se obtuvo
con la mezcla. En un segundo bioensayo se evaluaron diferentes concentraciones
de otra mezcla bacteriana (GAtB1, MAt32 y MAt43). La mayor TCE y menor
prevalencia de WSSV se obtuvo con la concentracion de 108 UFC-grt de mezcla
bacteriana. Los menores porcentajes de prevalencia de IHHNV y WSSV+IHHNV,
se obtuvieron a una concentracion de 4 x10% UFC-gr?. Se registraron diferencias
significativas en la expresion de los genes proFO, SOD, LvToll y HSP70 en L.
vannamei con la mezcla bacteriana. Las cepas GAtBl, MAt32 y MAt43 se
evaluaron en cultivos de microalgas utilizadas como alimento de bivalvos, no
encontrando efecto significativo en el crecimiento de las microalgas. Las cepas
GAtB1, MAt32 y MAt42 se evaluaron en ostibon Kumamoto Crassostrea sikamea.
Se registrd un mayor crecimiento en los grupos adicionados con bacterias y menor
mortalidad ante un reto con Vibrio parahaemolyticus. Se comprobdé la adhesiéon de
dichas cepas al epitelio de C. sikamea, mediante microscopia de fluorescencia.
Las bacterias aisladas de A. tuberculosa tuvieron un efecto benéfico sobre el
crecimiento y respuesta inmune de L. vannamei y C. sikamea, lo que sugiere que
tienen potencial probidtico para su aplicacion en la acuicultura de organismos
marinos.
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Abstract

Isolation, characterization, and evaluation in-vitro and in-vivo of bacterial strains
obtained from the gut of Pata de Mula Anadara tuberculosa were carried out to
determine their probiotic potential. A total of 151 strains was evaluated in vitro for
hemolytic activity, hydrophobicity, ammonia nitrogen tolerance, salinity and pH,
growth kinetics, extracellular enzymatic activity, self-aggregation and co-
aggregation, and identified by molecular methods. Strains MAt29, MAt35, GAtB1,
GAtBAL7 and their mix were evaluated in Litopenaeus vannamei. A significant
difference was recorded in counting hemocytes with GAtB1 compared to the
control group. The best specific growth rate (SGR) was obtained with the mixture.
In a second bioassay, different concentrations of bacterial mixture (GAtB1, MAt32
and MAt43) were evaluated. The best SGR and lowest prevalence of WSSV were
obtained by using a concentration of 106 CFU-g*. The lowest percentages of
prevalence of IHHNV and WSSV + IHHNV were obtained at a concentration of 4 x
108 CFU-g*. The bacterial mixture showed significant differences in the expression
of proPO, SOD, LvToll, and HSP70 genes in L. vannamei. Strains GAtB1, MAt32
and MAt43 were evaluated in cultures of microalgae used as food for bivalves with
no significant effect found on algal growth. Strains GAtB1, MAt42 and MAt32 were
evaluated in Kumamoto oyster Crassostrea sikamea finding better growth in the
groups with added bacteria and lower mortality during a challenge against Vibrio
parahaemolyticus. Adhesion of the same strains to C. sikamea epithelium was
observed using fluorescence microscopy. In general, bacterial isolates of A.
tuberculosa showed a beneficial effect on growth and immune response of L.
vannamei and C. sikamea, suggesting they have potential as probiotics for
application in marine organism aquaculture.

Keywords: probiotics, Anadara tuberculosa, Litopenaeus vannamei, Crassostrea
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1 INTRODUCCION

El cultivo de moluscos bivalvos es una actividad de gran importancia
econdémica en México, con un mercado en consolidacion y un creciente interés en
la eficientizacion de la tecnologia y procesos acuicolas que involucran trabajo en
laboratorio y en campo, para obtener mejores productos e insumos para la
produccién. La tecnologia tiene dos vertientes: la produccion de semilla y la
siembra y engorda de esa semilla en campo. En el caso de los moluscos bivalvos,
el desarrollo de nuevos cultivos es necesario y también la incorporacion de nuevas
especies nativas con potencial. EI mercado de estos productos acuicolas, se ha
generado histéricamente con base en el consumo regional de diversas especies
cuyas poblaciones naturales se han sobreexplotado disminuyendo los volimenes

de extraccion pesquera (FAO, 2012).

Al ser organismos filtradores, en la naturaleza no hay moluscos libres de
bacterias. Generalmente los estudios bacteriol6gicos en moluscos se centran en la
investigacion de las enfermedades asociadas a su microbiota y en la
caracterizacion y control de las especies patégenas (Romalde y Barja, 2010).
Ademas, existen investigaciones con un enfoque hacia la sanidad del producto
derivado de la pesca o del cultivo, cuyo propoésito es la deteccién y el control de
bacterias que, sin afectar al molusco en determinada concentracion, son dafinas
para el ser humano. Sin embargo, no todas las especies bacterianas son
patbgenas, algunas pueden ser inocuas para el consumidor e incluso ser
benéficas para el hospedero, aunque aun no se ha dilucidado con claridad su
mecanismo de accion (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

A las bacterias que integran la comunidad microbiana dentro del tracto
gastrointestinal (TGI) del hospedero, se les puede clasificar por su tiempo de
permanencia dentro del TGI en residentes y transeuntes. A las bacterias que



pasan por el TGl del organismo pero no se adhieren ni colonizan el epitelio
intestinal se les conoce como transeuntes (transientes, transitorios). En cambio,
aguellas bacterias capaces de adherirse al epitelio y colonizarlo se les considera
residentes o permanentes. Sin embargo, algunas bacterias transeuntes logran
crecer su poblacion cuando las condiciones dentro del TGI son 6ptimas, por lo que
se les puede llegar a considerar de manera equivocada como bacterias residentes
(Harris, 1993). Para entender el papel fisiologico de las especies patdégenas y
benéficas (Moriarty, 1997) en los invertebrados marinos, particularmente en
moluscos bivalvos (Kesarcodi-Watson et al., 2008), es necesario conocer y
estudiar la comunidad microbiana presente en el TGl del hospedero y la dindmica
de interaccion entre especies residentes y transitorias (Harris, 1993), asi como la
variacion en la composicion y diversidad especifica de la comunidad microbiana
en funcion de las condiciones climaticas y de estrés (Trabal-Fernandez et al.,
2014).

En el medio marino, las bacterias son importantes actores en los procesos
ecologicos ya que realizan distintas funciones vitales para el buen funcionamiento
de los ecosistemas, pero también tienen un importante rol metabdlico como
simbiontes que conforman la microbiota residente y transitoria en el TGl de
moluscos y otras especies de invertebrados. De manera general, la microbiota
contribuye a la degradacién del alimento, participa en procesos oxidativos y
proporciona diversos beneficios al hospedero, que le permiten desarrollarse en
diferentes ambientes, por ejemplo, de alta salinidad o de baja concentracion de
oxigeno (Harris, 1993).

Los beneficios que tiene la aplicacion de una o de varias cepas bacterianas
en el alimento o el agua de cultivo de especies de interés comercial, ha llevado a
la introduccién del concepto de “probidtico” (Parker, 1974), cuya definicion aun se
encuentra en debate (Fuller, 1989; Gismondo et al., 1999; Verschuere et al., 2000;
Kesarcodi-Watson et al., 2008).



Se ha distinguido el término de “probidtico” para separar a los
microorganismos que actuaran en el TGI del hospedero, de aquellos empleados
en la investigacion enfocada hacia la biorremediacion de agua y suelos en las
estanquerias de cultivo mediante el uso de clusters o consorcios microbianos que
incluyen cepas bacterianas con capacidad para remover nitrbgeno amoniacal.
Debido a lo anterior, Gatesoupe (1999) propone catalogar el uso de las
preparaciones microbianas en acuicultura reservando el término “probiético” a
bacterias transitorias o residentes en el tracto digestivo (Tannock, 1997), el
término “biocontrol” para las cepas antagdnicas a patdogenos (Maeda et al., 1997)
y “biorremediacién” para los microorganismos empleados para eliminar residuos

contaminantes en el agua de cultivo (Gatesoupe, 1999).

De acuerdo con la Organizaciéon para la Agricultura y la Alimentacion de la
ONU (FAO, 2006) se considera probidticos a aquellos “microorganismos vivos
que, administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del
hospedero”. Debido a sus potenciales beneficios, el uso de probibticos se ha
extendido a diversas especies de cultivo tanto en ambiente marino como

dulceacuicola.

El manglar es un ecosistema de gran valor econémico y ecolégico en el
cual, diversos organismos acuaticos obtienen refugio y alimento; es un habitat de
innumerables peces e invertebrados, que utilizan este ambiente para fines de
alimentacion, reproduccién, dearrollo juvenil, reclutamiento y protecciébn ante
depredadores. Al ubicarse en la zona costera intermareal, el manglar es una zona
de inundacion y el suelo es fangoso. Los cambios periédicos en el nivel del mar
por efecto de las mareas ocasionan una gran variacion en la concentracién del
oxigeno disuelto y la salinidad del agua, por la evaporacion asociada a la
insolacion y vientos dominantes, durante la marea baja. Esta zona fangosa y
altamente variable en sus parametros ambientales, es el habitat natural de la
especie objetivo de la presente investigacion: la almeja Pata de Mula Anadara

tuberculosa, la cual se encuentra perfectamente adaptada a esas condiciones



ambientales que serian estresantes para otros moluscos bivalvos. La especie
presenta un pie musculoso con el que excava el sustrato para poder realizar

migraciones verticales diarias.

A. tuberculosa es un molusco de amplia distribucion en las costas del
Pacifico, desde la Laguna de Ballenas (Baja California) hasta Perd. En México no
existe un programa de manejo pesquero y acuicola, a pesar de que se trata de
una especie de interés pesquero comercial, muy apreciado para el consumo
regional, con demanda en el mercado nacional. El estudio de esta especie nativa
llama la atencion por sus caracteristicas ecofisioldgicas particulares derivadas de
su adaptacion al ambiente estresante del manglar. Entre otros, la salinidad es un
factor muy importante en la distribucion de esta especie y su proceso reproductivo
(Silva-Benavides y Bonilla-Carrién, 2001). La particularidad e importancia del
ambiente en el que se desarrolla, convierten a la pata de mula en una especie de
gran interés cientifico. El estudio de la microbiota residente asociada a su tracto
digestivo (TD) es importante porque pudiera incluir microorganismos con potencial
probiotico, particularmente adaptados a las condiciones de estrés del manglar, a

las que A. tuberculosa se encuentra expuesta.



2 ANTECEDENTES

2.1 Microbiota en moluscos bivalvos

Han sido pocos y relativamente recientes los estudios cientificos sobre la
microbiota en moluscos bivalvos. Existe una gran diversidad de grupos
bacterianos residentes del TGI en distintas especies de moluscos bivalvos (Tabla
), especialmente para otro representante del género Anadara, la especie A.
broughtoni (Romanenko et al.,, 2008), que presenta una mayor diversidad de
grupos bacterianos respecto a las demas, entre las que se encuentran el género
Bacillus, uno de los géneros mas conocidos por su potencial probiético (Hong
et al., 2005; Kumar et al., 2006; Nimrat et al., 2012; Newaj-Fyzul et al., 2014).



Tabla I.- Géneros de bacterias asociados al tracto gastrointestinal de distintos bivalvos: a) Harris, 1993; b) Romanenko et al., 2008; c)

Trabal-Fernandez et al., 2012; d) Pujalte et al., 1999; e) Trabal-Fernandez et al., 2014.
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2.2 Respuestainmune en invertebrados marinos

Como se mencion6 en las secciones anteriores, las enfermedades
infecciosas son el principal causante de pérdida en el cultivo tanto de camaron
como de moluscos. Con el fin de implementar nuevas estrategias para
contrarrestar el dafio por las enfermedades y disminuir sus agentes causales, es
necesario conocer los mecanismos naturales propios que los organismos de

cultivo emplean para defenderse ante una infeccion.

Tanto la cuticula en camarones como las valvas en los moluscos, son una
barrera mecéanica que evita la entrada de agentes invasores. Sin embargo, cuando
un organismo patdgeno logra introducirse en su hospedero, el sistema inmune
entra en accién. El sistema inmune de los invertebrados no cuenta con memoria
adaptativa, por lo que depende de la respuesta innata y sus dos componentes:

celular y humoral (Ellis et al., 2011).

La respuesta celular esta dada por los hemocitos, que constituyen la principal
linea de defensa contra agentes invasores. En moluscos se distinguen dos tipos
de hemocitos: granulares y hialinos, mientras que, en crustaceos, ademas de los
anteriores, se reconoce también un tercer tipo: los hemocitos semigranulares
(Bachere et al., 1995).

Uno de los procesos de defensa interna de los hemocitos para eliminar el
agente invasor es la fagocitosis. La fagocitosis conlleva una serie de pasos
comenzando por la quimiotaxis, mediante la cual el hemocito “persigue” el rastro
guimico del agente invasor. Al entrar en contacto con el agente invasor tiene lugar
el reconocimiento por medio de moléculas presentes en la membrana de los
hemocitos y en la del agente invasor, ademas de la secrecion de moléculas
denominadas “opsoninas”. Los receptores y el mecanismo de reconocimiento son
fundamentales en la activacion de la respuesta inmune. Finalmente, se internaliza

el agente invasor dentro del “fagosoma” el cual forma el “fagolisosoma” al



fucionarse con un lisosoma. De esta manera se liberan una serie de enzimas
lisosomales que actuaran ya sea intracelular o extracelularmente para destruir al

agente o particula invasora (Jiravanichpaisal et al., 2006).

La generacion de radicales libres es un proceso asociado a la fagocitosis por
su alto potencial microbicida. Durante lo que se conoce como “estallido
respiratorio” se producen especies reactivas de oxigeno (EROs) tales como O2 ,
H202y OH , las cuales, una vez que cumplieron su objetivo, deben ser eliminadas
rapidamente del sistema pues también pueden ocasionar dafio celular al
organismo. Para la eliminacién de las EROs los organismos cuentan con una
magquinaria enzimatica especializada, integrada por enzimas antioxidantes como la
sUperoxido dismutasa (SOD), encargada de la eliminaciéon del Oz , y la catalasa,
que elimina el H202. La generacién de Oxido nitrico es otro sistema microbicida de

alta efectividad (Destoumieux et al., 1997).

En el caso de crustaceos, se presenta un sistema para la eliminacién de
patégenos conocido como el sistema profenoloxidasa. Cuando la pared celular del
agente microbiano invasor es reconocida, se activa una proteasa serina conocida
como la enzima activadora de la profenoloxidasa (ppA). La forma activada de la
PPA activa, a su vez, a la enzima profenoloxidasa (proFO) y se desencadena una
cascada enziméatica de proteinas y factores asociados al sistema proFO. Un factor
de adhesion celular liberado por los hemocitos induce la desgranulacion de los
hemocitos granulares y semigranulares, amplificando la generacién del sistema
proFO, ademas de estimular la fagocitosis por los hemocitos hialinos

(Sritunyalucksana y Soderhall, 2000).

La respuesta humoral se refiere a la produccion de efectores solubles tales
como las enzimas lisosomales, bactericidinas, aglutininas y lectinas, implicados en
el reconocimiento y mecanismos de defensa contra agentes patdégenos. Las
lectinas pueden actuar como opsoninas tanto en moluscos bivalvos como en
crustaceos. En el caso de los crustaceos se ha identificado una familia de péptidos

antimicrobianos (PAM) denominados peneidinas (Destoumieux et al., 1997). En



moluscos también se han identificado PAM como MGD2 de la familia de las
defensinas, mytilina y mytimicina en Mytilus galloprovincialis y M. edulis (Ellis
et al., 2011).

2.3 Produccion acuicola de camardon en México

A nivel mundial, México ocupa el sexto lugar de produccién de camaron, lo
que ubica a la camaricultura como una de las principales actividades productivas
del pais. El cultivo de camarén en México aporta mas de la mitad de la produccion
nacional de este recurso, incrementandose cada vez mas debido al estancamiento
de las capturas (Figura 1). En 2013 se registré una produccion total de pesca y
cultivo de camaron con valor de $7 521 403, de la cual mas del 47% corresponde
a la produccion acuicola, con la mayor produccion en el estado de Sinaloa (61,002
t, 47.84% de la produccion total del pais) y Sonora (25,639 t) (CONAPESCA,
2013).
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Figura 1.- Serie histérica de la produccion de camarén en México dada en toneladas por
comparativo de producciéon (arriba) y la produccion por entidades (abajo). Fuente:
CONAPESCA (2013).

Es importante destacar que la produccion por acuicultura en 2012
sobrepaso el 67% del total del pais, pero se redujo de manera importante durante
2013 a causa de la incidencia de patdégenos que causaron grandes mortalidades
en las granjas comerciales de engorda. El constante incremento en la aportacion
de la acuicultura a la produccion mundial de alimentos de calidad, ha generado un
amplio campo de estudio (FAO, 2012), particularmente en el cultivo de camarén y
enfocandose principalmente a la prevencién y control de enfermedades, tanto de

origen viral como bacterianas (Lightner y Redman, 1998).
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Una de las enfermedades mas devastadoras y persistentes en el cultivo de
camarén es el la enfermedad del sindrome de la mancha blanca o WSSD, por sus
siglas en inglés (Lightner, 1996; Lightner y Redman, 1998). El virus del sindrome
de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) fue inicialmente descrito en
China y Japon en 1992-1993 (Inouye et al., 1994) y en EUA en 1995, presentando
una rapida dispersion en Tailandia, Vietham, Malasia, India, Nicaragua, Guatemala
y Honduras (Jory y Dixon, 1999). Las infecciones por WSSV se extienden a
diversas especies de peneidos tales como: Penaeus monodon, Litopenaeus
vannamei, L. stylirostris, Marsupenaeus japonicus y Fenneropenaeus chinensis, y
otros crustaceos como Macrobrachium rosenbergii y Procambarus clarkii (Lo et al.,
1996; Lightner y Redman, 1998; Wang etal., 1999). Esta enfermedad es
detectable visualmente por la letargia y nado erratico de los organismos y por la
presencia de manchas blancas (que confieren el nombre la enfermedad),
producidas por la formacion de depdsitos de calcio en la cuticula. El WSSV puede
ocasionar hasta el 100% de mortalidad dentro de los 10 dias siguientes a la
aparicion de los primeros signos de enfermedad, causando grandes pérdidas

econOmicas (Lightner, 1996).

Los invertebrados marinos, como el camardn, no tienen sistema inmune
adaptativo, por lo que dependen completamente de la respuesta innata humoral y
celular para la deteccion y eliminacion de patdgenos (Roch, 1999; Bachére et al.,
2004; Jiravanichpaisal et al., 2006). Debido a que la incidencia de patdégenos y sus
enfermedades asociadas, son factores criticos en el cultivo de camaron, muchos
estudios se han enfocado en incrementar su respuesta immune mediante
diferentes estrategias tales como: terapia por fagos (Karunasagar et al., 2007),
vacunas (Karunasagar et al., 1996; Namikoshi et al., 2004), vacunas de ADN
(Rout et al., 2007; Kumar et al., 2008), prebioticos (Li et al., 2007; Yousefian y
Amiri, 2009), probioticos (Lakshmi et al., 2013) y simbidticos (Li et al., 2009;
Wongsasak et al., 2015).
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2.4 Produccion acuicola de moluscos bivalvos en México

De acuerdo a la FAO (2007), desde hace varias décadas, la produccion de

moluscos bivalvos por cultivo sobrepasa las pesquerias a nivel mundial (Figura 2).

-h
F =
)

-
N
1

B Captura

-t
o
1

B Acuicultura

Cantidad (millones de toneladas)
(=)}

1974
1975
1976

O - N M
NN ANS
- - - )
- " = =

1977
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
1985

> 1986

Figura 2.- Produccion histérica mundial de bivalvos segln su captura por pesquerias y cultivo
desde 1970 al 2005, de acuerdo a la FAO (2007).

México ocupa el cuarto lugar en la produccién de bivalvos en América
Latina, a pesar de las grandes variaciones que ha presentado (Figura 3) debido a
las grandes pérdidas causadas por patdogenos o fendmenos climaticos adversos,
siendo la produccion de larvas y obtencion de semillas la etapa mas critica en la
cadena de producciéon (Maeda-Martinez, 2008).
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Figura 3.- Producciéon de moluscos bivalvos en México de 1980 al 2005 por acuicultura. Fuente:
Maeda-Martinez (2008).

Las principales especies cultivadas para consumo humano son Crassostrea
gigas, Crassostrea corteziensis, Mytilus galloprovincialis y Argopecten ventricosus,
y Pteria sterna para la produccion de perlas y productos cosméticos de concha
nacar (Figura 4). Los principales factores que limitan la acuicultura de moluscos
bivalvos son: disponibilidad de alimento, salinidad, depredacion y la ocurrencia de
enfermedades asociadas a patégenos y parasitos, ademas de aspectos sociales y
logisticos de la produccion (Maeda-Martinez, 2008).

Las principales causas de la disminucion en la produccién son: la reducida
disponibilidad de semillas, la baja calidad del agua, los florecimientos algales
nocivos, enfermedades, contaminacién, pesticidas y reducida abundancia del
fitoplancton. Cuando se presenta una enfermedad, normalmente los efectos se
incrementan debido a agentes estresantes como altas temperaturas, disminucion
en el nivel de oxigeno disuelto y disponibilidad de nutrientes. Las estrategias de
manejo correctas pueden disminuir el estrés, y el uso de lineas genéticas
seleccionadas, puede incrementar la resistencia a enfermedades. La transferencia
de agentes infecciosos via el transporte de moluscos vivos ha sido la principal
causa de brotes de enfermedades y epizootias (Martinez-Guzman, 2008). Las

enfermedades mas importantes que afectan el cultivo de moluscos son:
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Perkinsiosis, Marteiliosis, Haplosporidiosis, Mickrocytosis y Bonamiosis (Caceres-
Martinez y Vasquez-Yeomans, 2008). Algunos de los principales agentes
patdogenos de moluscos se presentan en la Tabla Il. La obtencién de semillas de
calidad es un punto critico para la acuicultura de moluscos, por lo que el control de
patdbgenos durante la etapa de larvicultura es de vital importancia, asi como la
dieta, temperatura y alimentacion, entre otros factores tanto endégenos como

exdgenos (Martinez-Guzman, 2008).
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Figura 4.- Produccion de las cuatro especies cultivadas de moluscos bivalvos mas importantes en
México de 1980 al 2005. Fuente: Maeda-Martinez (2008).
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Tabla Il.- Registro de parasitos en moluscos bivalvos de importancia econémica en América Latina.
Fuente: FAO (2007).

H;cpodm

Parasito o simbionte

Distribucion

Efecto

Referencias

Tiastrea chilensis

Meoplasia hemocitica

Sur de Chile

Infiltracion hemocitica
y reemplazo celular

Mix y Breese, 1980;
Rojas et al., 1999;
Campalans et al, 2000

Crassostrea gigas Hipertrofia Moroeste de México Mo asociado a Caceres-Martinez y
gametocitica viral mortalidades Vasquez-Yecmans,
Virus Tipo 2001
Papillomavirus
L. gigas Herpesvirus del astion  Baja Califarnia, Asociado a Vasquez-Yeomans et
OsHY Sonora, Sinaloa, mortalidades de al, 2004; Visquez-
Mexico juweniles Yeormans, 2006
Crassostrea Inclusiones tipo Baja California, Mo asociado a Caceras-Martinez y
cortezlensis, Mytilus Rickettsia o Chlamydia  Sonora, Nayarit, mortalidades Vasguez-Yeomans,
californianus, Mytilus Mexico. Uruguay. 2001, 2007; Lohrmann
gallopravincialis, Bahia Tongoy, Chile. ef al, 2002; Caceres-
Mytilus edulis, Provincia Chubut, Martinez, 2004;
Aulacomya atra, Argentina Cremonte et al., 2005a;
Ostrea puelchana, Cremonte et al, 2005b
Chione fluctifraga,
Pitar rostrata,
Argopecten
purpuratus,
Aequipecten
tehuelchus
Crassostrea virginica Perkinsus marinus Golfo de México Asociado a Burreson et al., 1994;
mortalidades Roman-Magana, 2002
B rostrata Perkinsius ofseni Uruguay Asociado a severas Cremaonte et al, 2005b
infiltraciones
hemociticas
T. chilensis Bonamia sp. Chile, Provincia de Rie  Posiblements Kern, 1993; Campalans
0, puelchana Megra, Argentina asociado a et al, 2000; Kroeck y
mortalidades Montes, 2005
T. chilensis Microcélulas de Chile i Campalans et al,, 2000

Haplosporidio

C. gigas, Ccorteziensis

Ciliados tipo

Ancistrocoma

Moroeste de Méxice

Mo asociadoe a
mortalidades

Caceres-Martinez y
Vasquez-Yeomans
2001, 2007,
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Latina. Fuente: FAO (2008).

Continuacion Tabla Il.- Registro de parasitos en moluscos bivalvos de importancia econdmica en América

Hospedero

Pardsito o simbionte

Distribucian

Efecto

Referencias

M. mactroides

Coccidios

Provincia de Buenos
Ajres, Argentina

Por lo general
no asociado a

Cremonte y Figueras,
2004; Fiori et al, 2004

mortalidades
. gigas, Cvirginica, Gusano perforadar Mexico. Chile Mo asociado a Carrasco, 1977
C. corteziensis, Polydora sp. maortalidades Rozbaczyle et al., 1980;
AL purpuratus, Dypalydora glare, Blake, 1983; Oliva
AL ventricosus, Dodecaceria et al, 1986; Basilio
N. subnodasus, choromyticola et al, 1995; Caceres-
. fluctifraga, Palydora I:Iucé.«'piza:is, Martinez et al,, 1998a;
0. chilensis, Polydora ricketsi Caceres-Martinez et
Charomytilus chorus, al., 199%; Sato-Okoshi
Mesodesma denacium y Takatsuka, 2001;
Tinoco-Orta v Caceres-
Martinez, 2003;
Caceres-Martinez, 2003
C. gigas, Trematodos Noroeste de Mexico. Por lo general Caceres-Martinez y
. corteziensis, Uruguay. Provincia de  no asociado a Vasquez-Yeomans,
M. califarnianus, Chubut, Argentina mertalidades 1999, 2001, 2007;
M. galloprovincialis, Cremonte et ai., 2005a;
. fluctifraga, Cremonte et al., 20050
N. subnodosus,
P rostrata, Protothaca
antigua
Amiantis purpurata Digeneas: Provincia de Buenos Mo asociado a Cremonte et al., 2001;

T. plebeius, R antigua

Manorchiidae
Fellodistomidas
Gymnophallidae

Aijres y Provincia de
Chubut, Argentina

mortalidades

Vazguez et al, 2006,
Cremonte et al, 2005a

A ventricosus, MNematodaos Eaja California Sur, Mo asociado a Gomez del Prado, 1982;
N. submodosus, Echinocephalus sp. Meéxice, Provincia mertalidades Vazguez et al, 2006
T. plebeius Spirurina de Buenos Aires,
Argentina
AL ventricosus, Céstodos Norte de Chile. Mo asociado a Oliva, 1986; Gardufa,
A purpuratus Oncobothriidas? Baja California Sur, maortalidades 1999; Cmmonte etal,
A. tehuelchus, Phillobatriinae? Mexico. Provincia de 20054, Qliva y Sanchez,
F antigua Tetraphyilidea, Chubut, Argentina 2005
Rhinebothrium sp,
C. corteziensis, Flanarias Baja California Sur, Mo asociado a Gardufio, 199%;
N. subnodosus, Hypaotrichinidae Mayarit, México, morialidades Caceres-Martinez y
Argapecten Provincia de Buenos Vasguez-Yeomans,
veniricosus, Aires, Argentina 2001, 2007; Cremonte y
M. mactroides Figueras, 2004
Crassostrea virginica Perkinsus marinus Golfo de Mésico Asociado a Burreson et al., 1994;
mortalidades Roman-Magana, 2002
P rostrata Perkinsus olseni Uruguay Asociado a severas Cremonte et al, 2005b
infiltraciones
hemaciticas
T. chilensis Bonamia sp. Chile, Provincia de Rio  Posiblemente Kern, 1943; Campalans
0. pueichana Megro, Argentina asaciado a et al., 2000; Kroeck y
mortali Montes, 2005
T. chilensis Microcélulas de Chile i Campalans et al., 2000
Haplosporidio
C. gigas, Coorfeziensis  Ciliados tipo Noroeste de México No asociado a Caceres-Martinez y
Ancistrocoma mortalidades Vasguez-Yeomans

2001, 2007,

C. gigas, C.corteziensis,

Ciliados tipo

Meroeste de México,

Por lo general

Clceres-Martinez y

Nodipecten Trichodina Bahia de Tongoy, no asociado a Vasquez-Yeomans,
stbnodosus, Chile, Provincia de mortalidades 2001; Lehrmann et
MMesadesma Chubwut, Provincia al., 2002; Cremonte y
mactroides, de Buenos Aires, Figueras, 2004; Fiori
A purpuratus, Tagelus Argentina et al., 2004; Caceres-
plebeius, A. tehuelchus Martinez, 2006;
Vazquez et al., 2006
M. mactroldes Gregarinas Provincia de Buenos Na asociada a Cremonte y Figueras,

Aires, Argentina mior 2004
C. Corteziensls, Gregarinas tipo Baja California, No asociado a Caceres-Martinez y
M. Californianus, Nematopsis Sanora, Mayarit, mortalidades Vasquez-Yeomans,

M. galloprovincialis,
C. fluctifraga,

P rostrata,

A tehuelchus,
Pododesmis rudis

México, Uruguay,
Prowvincia Chubut,
Argentina

2001; Caceres-Martinez,
2004; Cremonte et al,,
2005a; Cremonte et al,
2005k
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2.5 Probioéticos

La administracion de antibiéticos como control patogénico en la acuicultura
ha sido descartada debido a la generacion de resistencia por parte de los
microorganismos patdgenos en el hospedante (Inglis, 2000; Defoirdt et al., 2007).
El abuso de los antibi6ticos hace inefectivos los tratamientos, eleva costos de
produccion y representa un riesgo ambiental debido a su potencial efecto sobre la
microbiota normal en el ambiente o dentro del hospedero (Goh etal.,, 2002;
Holmstrom et al., 2003). Ya que los antibiéticos pueden permanecer activos por
largos periodos en el agua o sedimentos, puede dar lugar a la generacion de
bacterias resistentes, algunas patégenas para los organismos de cultivo e incluso
para el ser humano (Navarrete y Caruffo, 2015). Ademas, el uso de antibidticos
puede reducir la tasa de crecimiento de los organismos cultivados, y afecta la
palatibilidad del producto debido a la bioacumulacion y magnificacién del

medicamento (Nwachi, 2013).

El uso de microorganismos probiéticos ofrece una amplia expectativa para
la generacion de nuevo conocimiento, potencialmente aplicable en procesos
industriales y de produccion acuicola. En diversos estudios se han demostrado los
beneficios de la administracion de bacterias probidticas por su impacto positivo en
diversos procesos metabdlicos y como inmunomoduladores, lo cual se traduce en

incrementos en peso y mayor supervivencia del hospedero (Sanchez-Ortiz, 2009).

Para poder establecer los mejores 0 mas eficientes criterios de seleccion de
un probiodtico, es necesario primero entender sus mecanismos de accion, el
modelo al cual se desea enfocar su actividad, el método de produccién y
procesamiento asi como de administracion al hospedero modelo. Es muy
importante cosiderar la bioseguridad y la ubicacion dentro del hospedero en la que

se espera que el probidtico lleve a cabo su accién (Gomez-Gil et al., 2000).
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En la figura 5 se muestra un esquema presentado por Harris (1993) en el
gue se muestran las posibles interacciones que pueden darse en un ambiente
acuatico, cuando una bacteria entra al TGl de su hospedero. El método de accion
mas popular como criterio de seleccion de un probidtico es la exclusion
competitiva o por produccion de agentes antimicrobianos para el control de
agentes patdgenos. Otros métodos de accidn esquematizados y abordados en
diversos estudios evallan la capacidad de produccion de enzimas extracelulares
gue puedan incrementar la digestibilidad del hospedero, y en menor medida el
aporte nutricional del microorganismo ya sea como fuente de nitrégeno o por su
produccién de metabolitos tales como vitaminas que puedan ser absorbidas por el

hospedero de interés.
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Figura 5.- Tipo de asociaciones bacteria-invertebrado acuatico. Fuente: Harris (1993).

18



Como menciona Farzanfar (2006), el propdsito de los probiéticos es generar

una relacion benéfica entre el microorganismo y el hospedero, y una relacion util

entre el probidtico y la microflora patogénica en los Organos digestivos del

hospedero. Se espera que un buen probidtico cumpla con alguna o varias de las

siguientes propiedades (Farzanfar, 2006; Zhou et al., 2009):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Antagonismo con patégenos por exclusion competitiva o por la
produccion de antimicrobianos tales como bacteriocinas, acido
organicos, peroxido de hidrégeno y lisozima. También pueden estimular
la respuesta inmune del hospedero, incrementando su resistencia ante

los agentes causales de las principales enfermedades.

Produccion de &cido lactico, acético o propionico puede disminuir el pH

intestinal, permitiendo a la bacteria dominar en el ambiente intestinal.

Produccién de metabolitos que disminuyan el amonio no ionizado NHs y

el amonio en intestino.

Produccion de sustancias de interés nutricional tales como biotina y

vitamina B12 para promover el crecimiento del hospedero.

Capacidad de sobrevivir y colonizar el TGI del hospedero por adhesion,
el cual es uno de los mas importantes criterios de seleccion para las

bacterias probioticas.
Estabilidad por largos periodos de almacenamiento.

Inocuidad tanto para el hospedero como para el humano, como
consumidor final, por lo que no deben ocasionar efectos secundarios
adversos por patogenicidad o toxicidad tanto en el hospedero como en

Su entorno.
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8) Provenir de especies animales, considerando el habitat original de las

bacterias seleccionadas por razones ecolégicas.

Gomez-Gil et al. (2000) proponen un proceso de seis pasos como método
generalizado para la seleccion de un agente probidtico para larvicultura de

animales acuaticos:
1) Revisién bibliografica,
2) Adquisicion (aislamiento) de la cepa potencialmente probidtica,
3) Valoracion de la patogenicidad de la cepa potencialmente probidtica,
4) Evaluacion de su capacidad inhibitoria ante cepas patogénicas,
5) Evaluacién en las larvas de la especie hospedera objetivo, y

6) Andlisis econdmico costo-beneficio de su produccion y aplicacion.

En la figura 6 se muestra, de manera mas detallada, el proceso de
evaluacion de un probiético, teniendo al ser humano como consumidor final. Para
asegurar la eficacia y seguridad del producto final, se define una serie de
parametros considerados necesarios por el Concilio de Investigacion Médica de la
India (ICMR, por sus siglas en inglés).
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Identificacion de la cepa
(Fenotipica/Genotipica)

- : — Resistencia a acidez gastrica y acidos biliares
Evaluacion de potencial probiético in vitro

Actividad antimicrobiana contra bacterias
patogénicas

Habilidad de reducir la adhesion de patogenos a
superficies

Estudios in vivoen modelo animal + Actividad hidrolasa
\J

Estudios /in vivo en humanos para evaluacion [Nl Fase 1:
clinica /
* Fase 1: Seguridad

* Fase 2: Eficacia
* Fase 3: Efectividad Produccion de toxinas y/o actividad hemolitica

* Determinacion de resistencia a antibioticos
Evaluacion de efectos secundarios no deseables

Fase 2:
Beneficios clinicos y estadisticos

Alimento Probidtico Fase 3

Dosis efectiva

Etiquetado y condiciones de manejo y
almacenamiento

Figura 6.- Guia esquematizada para la evaluacion de probidticos en alimentos para consumo
humano. Fuente: Ganguly et al. (2011).



2.6 Uso de probidéticos en crustaceos

Por sus potenciales beneficios, la introduccion de probiéticos en los
sistemas productivos acuicolas se ha extendido y su uso como complementos
dietéticos para la alimentacién de diversas especies de camarones peneidos va
ganando terreno. Los resultados obtenidos, importantes aunque variables, han
tenido un gran impacto a nivel mundial, lo que ha provocado la ampliacién y
especificidad de las investigaciones dedicadas a formular nuevas dietas
enriquecidas, que incrementen la ganancia en peso de los camarones y por ende,

una mayor productividad y rentabilidad de la industria camaronicola mundial.

Rengpipat et al. (1998) emplearon dietas adicionadas con Bacillus sp. para
la alimentacién de camarén P. monodon, encontrando que los grupos alimentados
con el probidtico mostraron un incremento en peso y supervivencia, pero ademas
comprobaron que la presencia del microorganismo probi6tico en el intestino de los
camarones impidio la infeccion por Vibrio harveyi.

Ochoa-Solano y Olmos-Soto (2006) comprobaron los efectos probiéticos de
B. subtilis, al incluirlo en un alimento para camardn, mejorando el factor de
conversiéon alimenticio (FCA). Con este trabajo se demostré que B. subtilis ayuda

al hospedero a incrementar su resistencia al estrés.

Wang (2007) proboé los efectos de una dieta adicionada con bacterias
probidticas en el crecimiento de P. vannamei. En dicha dieta se incorporaron
cantidades iguales de Rhodobacter sphaeroides y Bacillus sp. El autor reporta un
incremento en el peso final de los camarones alimentados con esa dieta
enriquecida con el probiético bacteriano, asi como un incremento en la actividad
enzimatica intestinal asociada a una mayor actividad de proteasas, amilasas,
celulasas y lipasas, con un potencial efecto positivo en la digestibilidad y

asimilacion del alimento proprocionado.
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Aspergillus oryzae ha sido probada por su efecto favorable sobre la
digestion debido a la produccion de enzimas amiloliticas y proteoliticas, pero
también se menciona su efecto hipocolesterolémico, ademas de que puede
modular la microflora intestinal del hospedero actuando como sustrato para

bacterias favorables (Lee et al., 2006).

Rengpipat et al. (2000) encontraron un incremento en la actividad
fenoloxidasa y antibacterial en camarones (P. monodon) tratados con una bacteria
aislada del TGI de la misma especie. Los autores realizaron un reto con el
patdgeno V. harveyi, encontrando un mayor porcentaje de supervivencia en los
camarones tratados con el probiético y un incremento en la respuesta inmune
tanto humoral como celular. Cabe resaltar que las diferencias fueron significativas
sOlo después de 10 dias de tratamiento después de la infeccion con el patégeno y
gue no encontraron efectos sobre la calidad del agua de cultivo.

Powedchagun et al. (2011) caracterizaron una cepa aislada del TGI de P.
monodon con un porcentaje de similitud del 99.9% con B. subtilis. La cepa
presentd una alta capacidad de sobrevivir a un amplio rango de pH, temperatura y
concentraciones de sal, ademas de la capacidad de producir esporas. Esto
sugiere que es un buen candidato para ser empleado como probidtico en el cultivo

de P. monodon.

Luis-Villasefior et al. (2011) probaron el efecto de cuatro cepas no
hemoliticas, con capacidad antagonica, de adhesion y crecimiento en mucus,
aisladas del TGl de camarones sanos. Al aplicarlas en L. vannamei, encontraron

una mayor supervivencia larvaria y una mayor tasa de desarrollo larvario.

Diversas especies de Lactobacillus han sido objeto de investigacion como
agentes probidticos por promover el crecimiento y por su capacidad de proteccién
del organismo hospedero ante agentes patogénicos, esto por competencia y
gracias a la produccion de bacteriocinas (Pascual etal., 1999; Reid y Burton,
2002; Suzer et al., 2008; Sanchez Ortiz et al., 2013).

23



2.7 Uso de probiéticos en moluscos bivalvos

La investigacién sobre el uso de cepas probioticas se ha expandido hacia el
cultivo de moluscos bivalvos, aunque aun hay pocos trabajos al respecto. El
género Vibrio es uno de los principales agentes etiologicos responsables de altas
tasas de mortalidad en los cultivos larvarios de moluscos bivalvos (Prado et al.,
2005). Por esta razén, se han realizado diversas investigaciones enfocadas a
combatir o mitigar las pérdidas generadas por dicho patdgeno. Una linea de
investigacién es el estudio de bacterias productoras de agentes con actividad
antibacterial inhibitoria del crecimiento de diferentes especies de Vibrio (Ruiz-
Ponte et al., 1999; Tiirola et al., 2002; Longeon et al., 2004; Gibson et al., 2007).

Desde 1998 se reportan estudios sobre la capacidad de los probiéticos para
incrementar la supervivencia larval en moluscos infectados con Vibrio, al
administrar una cepa de Aeromonas media en un cultivo larvario de C. gigas
infectadas con Vibrio tubiashii (Gibson et al., 1998).

Dado que la mortalidad larvaria es uno de los principales focos rojos en el
cultivo de moluscos marinos, Kesarcodi-Watson etal. (2009) evaluaron la
supervivencia de larvas de Perna canaliculus ante una infeccion por Vibrio,
administrando probioticos. EI empleo de Alteromonas macleodii y Neptunomonas
sp. increment6 la supervivencia larvaria en estos mejillones (Kesarcodi-watson
et al., 2010). La accion probidtica de estas especies se ha comprobado en cultivos
larvarios de C. gigas, Ostrea edulis y Pecten maximus, junto con la administracion
de Pseudoalteromonas y Phaeobacter gallaeciensis (Kesarcodi-Watson et al.,
2012b). También se evaluo el efecto de la mezcla de dichas bacterias probibticas

en la supervivencia larvaria de P. canaliculus (Kesarcodi-Watson et al., 2012a).

Prado et al. (2009) encontraron cepas aisladas de cultivos de moluscos
bivalvos, pertenecientes al género Phaeobacter con un elevado potencial

probiotico debido a su capacidad inhibitoria ante tres especies de Vibrio
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identificadas como patdégenos de larvas, a diferencia de otras cepas aisladas del

mismo medio que tan sélo lograron inhibir al menos una especie de Vibrio.

El uso de probioticos en el cultivo de moluscos ofrece amplias posibilidades
para la acuicultura (Campa-Cérdova et al., 2009; Aguilar-Macias et al., 2010;
Campa-Cérdova et al., 2011; Abasolo-Pacheco et al., 2015). Sin embargo, adn
son relativamente pocos los trabajos en este campo, enfocados a incrementar la

supervivencia larval y actividad antimicrobiana (Tabla IlI).

Aguilar-Macias et al. (2010) probaron el uso de una cepa de Lactobacillus
sp., Burkholderia cepacia y Pseudomonas aeruginosa y la levadura marina
Yarrowia lipolytica en el cultivo de juveniles de Pinctada mazatlanica. Los autores
encontraron que, al administrar los microorganismos, se presentd una mayor
supervivencia y crecimiento a diferencia del grupo control no tratado con ningan
aditivo probidtico, de un grupo tratado con antibidtico y uno mas tratado con un
probidtico comercial. EI mayor crecimiento y supervivencia lo encontraron al

administrar la cepa de Lactobacillus sp.

Campa-Cérdova et al. (2011) probaron el potencial probiético de una
bacteria acido lactica y una mezcla de bacilos en la supervivencia y crecimiento
larvario de C. corteziensis, encontrando mayor supervivencia con la mezcla de
bacilos que con la bacteria acido lactica, y que ambos tratamientos fueron mejores
gue los obtenidos en el grupo control, al cual no se le administré ningun agente

probidtico.

Ademas del mejoramiento en la produccién acuicola de moluscos bivalvos,
el uso de probidticos puede modular una microbiota no patogénica, lo que sugiere
una potencial aplicacion como biocontrol, para control de sanidad, en la

comercializacion de moluscos bivalvos (Teplitski et al., 2009).
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Tabla Ill.- Revision tomada de Prado et al. (2010) acerca de algunos ensayos realizados con
probiéticos en cultivos larvarios de bivalvos.

Autor Afio Probiotico Efecto Especie Blanco
Lodeiros et al. 1989 Flavobacterium sp. P14 Actividad antibacterial Pecten ziczac
Douillet y Langdon 1993 Alteromonas sp. CA2 Incremento de tasa de crecimiento C. gigas

Incremento de supervivencia
Douillet y Langdon 1994 Alteromonas sp. CA2 Incremento de tasa de crecimiento C. gigas
Riquelme et al. 1996 Alt. Haloplanktis Proteccion contra infeccion Argopecten
purpuratus
INH Actividad antibacterial
(Vibrio anguillarum)
Riquelme et al. 1997 Pseudomonas sp. 11 Proteccion contra infeccion A. purpuratus
Actividad antibacterial
(Vibrio anguillarum)
Vibrio sp. C33 Incremento de supervivencia A. purpuratus
Actividad antibacterial
(Vibrio anguillarum)
Gibson et al. 1998 Aeromonas media A199  Incremento de supervivencia C. gigas
Actividad antibacterial
(Vibrio tuibiashii)
Avendafio y 1999 Vibrio sp. C33 Actividad antibacterial A. purpuratus
Riquelme (Vibrio anguillarum)
Nakamura et al. 1999 Ss21 Incremento de supervivencia C. gigas
Actividad antibacterial
(Vibrio alginolyticus)
Ruiz-Ponte et al. 1999 Roseobacter Incremento de supervivencia Pecten maximus
gallaeciensis
BS107 Actividad antibacterial
(Vibrio pectinicida)
Riquelme et al. 2001 Vibrio sp. C23 Incremento de supervivencia A. purpuratus
Pseudomonas s. 11
Bacillus sp. B2
Longeon et al. 2004 Pseudoaltermononas sp. Incremento de supervivencia P. maximus
X153 Decremento en la tasa de
crecimiento
Prado 2006 Phaeobacter Incremento de supervivencia Ostrea edulis
gallaeciensis
154 Actividad antibacterial
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3 JUSTIFICACION

Se ha documentado que la microbiota del tracto gastrointestinal de los
organismos marinos ejerce un papel fundamental facilitando la digestion del
hospedero y regulando la infeccion por bacterias patégenas. Sin embargo, este
tipo de estudios en moluscos bivalvos es, hasta la fecha, muy limitado, y mas adn
para el caso especifico de la pata de mula A. tuberculosa. Para esta especie no
existen estudios que describan su microbiota natural, por lo que resulta de gran
interés la generacion de nuevo conocimiento sobre esta especie comercialmente

importante en el Pacifico mexicano.

El estudio de la microbiota se ha centrado fundamentalmente en la
busqueda de microorganismos con potencial probidtico para uso acuicola, ya que
la FAO recomienda que los organismos a emplear como probiéticos provengan del
mismo medio que los organismos a los que se aplique, en este caso del medio

marino.

Los probidticos ofrecen una alternativa amigable con el ambiente, con bajo
costo de produccion, que permite mejorar el estado de salud de los organismos en
cultivo, evitando o mitigando infecciones por patdgenos, evitando el uso de

antibioticos y reduciendo la mortalidad.

Las condiciones ambientales a las que se enfrenta la Pata de Mula sugieren
que su microbiota residente del TD sea especializada para un ambiente tan
particular por sus condiciones extremas y estresantes. Por esta razon, resulta de
gran interés su caracterizacion in vitro y su evaluacion in vivo para el
aprovechamiento de sus potenciales capacidades probioticas en otras especies de

cultivo, incluyendo moluscos y crustaceos de interés acuicola comercial.
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4 HIPOTESIS

Si el ambiente de manglar contiene una amplia diversidad bacteriana
debido a la acumulacion de materia organica, y si los moluscos son
concentradores de la diversidad bacteriana del ambiente debido a su alta
capacidad de filtracion, entonces, en un molusco que habita en el ambiente de
manglar, como lo es A. tuberculosa, habra de encontrarse una amplia diversidad

de grupos y especies bacterianas con distintos potenciales fisiolégicos.

Si la comunidad microbiana presente en el TD de A. tuberculosa presenta
amplias capacidades dadas por las condiciones ambientales a las que se enfrenta
en el ambiente que se desarrollan, dichas capacidades podran tener un efecto
benéfico al ser aplicadas como probiodticos en cultivos experimentales de otros
invertebrados marinos como el camarén blanco —L. vannamei- y el ostidn

Kumamoto -Crassostrea sikamea-.
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5

OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar, identificar, caracterizar y evaluar bacterias del tracto digestivo (TD) de

Anadara tuberculosa y determinar su potencial probiético en el cultivo de camaron

blanco (Litopenaeus vannamei) y ostion Kumamoto (Crassostrea sikamea).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Aislar, identificar y caracterizar la microbiota presente en el TD de A.
tuberculosa.

Evaluar in vitro el potencial probidtico de las bacterias aisladas del TD de A.
tuberculosa de acuerdo a criterios de inocuidad, resistencia y beneficios
potenciales de antagonismo y/o exclusién frente a patégenos y produccién de
enzimas exogenas.

Evaluar in vivo el potencial probiético de bacterias previamente seleccionadas
in vitro, en juveniles de camaron blanco (L. vannamei) infectados con WSSV.
Evaluar el efecto de la interaccion de bacterias seleccionadas por su potencial
probidtico, con microalgas utilizadas como alimento vivo en el cultivo de
moluscos bivalvos.

Evaluar in vivo el potencial probidtico de bacterias previamente seleccionadas
in vitro, en semillas de ostibon Kumamoto (C. sikamea), con reto final ante
Vibrio parahaemolyticus.

Evaluar in vivo la capacidad de adhesion de bacterias seleccionadas por su

potencial probiético, en el TD de juveniles de C. sikamea.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 AISLAMIENTO, CARACTERIZACION in vitro E IDENTIFICACION DE LAS
CEPAS

6.1.1 Sitios de colecta de A. tuberculosa

Se colectaron ejemplares adultos de A. tuberculosa en dos regiones con
caracteristicas estuarinas:1) Bahia Magdalena, La Paz, B.C.S. (BM) y 2) Bahia

Navachiste, Guasave, Sinaloa (BN).

El material biolégico del primer sitio de colecta fue recabado en la localidad
Las Botellas, que forma parte del sistema lagunar Santo Domingo-Bahia
Magdalena-Bahia Almejas (Figura 7). Este sitio forma parte de un humedal de
ambito marino-costero de sistema estuarino con subsistema intermareal de clase

humedal arbustivo, perteneciente a los municipios de La Paz y Comondu, B.C.S.

En BM, se colectaron 60 adultos maduros de A. tuberculosa, con una
longitud media de 57+5 mm; se tomaron las biometrias correspondientes: longitud,
altura y anchura, y se transportaron en una hielera al laboratorio de patogénesis
microbiana del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste en La paz,
B.C.S. (CIBNOR), donde se dividieron en tres grupos de 20 individuos cada uno.
Un primer grupo (N= 20) fue procesado mediante diseccién a su llegada al
laboratorio para separar el TD del resto del cuerpo blando. Los dos grupos
restantes (2 y 3) fueron sometidos a un proceso de depuracion en taras plasticas
de 60 L de capacidad, con agua esterilizada y aireacion constante, sin
administracion de alimento y con recambio total de agua cada 24 h, durante tres y

cinco dias, respectivamente.

30



Figura 7.- Macrolocalizacién del sitio de colecta que abarca el sistema lagunar Santo Domingo-
Bahia Magdalena-Bahia Almejas (BM).

En el segundo sitio de colecta se obtuvieron cinco individuos maduros de
talla similar a BM, provenientes de Bahia Navachiste (BN), Sinaloa (Figura 8), que
fueron transportados en frio al laboratorio de acuicultura del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional-IPN (CIIDIR)
en Guasave, Sinaloa. Los organismos se procesaron de inmediato, sin

depuracion.
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Figura 8.- Macrolocalizacién del sitio de colecta en la Bahia Navachiste en la ciudad de Guasave,
Sinaloa, México.

6.1.2 Manejo de organismos y extraccion del TD

Para ambas localidades, el material bioldgico se trabajo en condiciones
estériles. Se lavo el exterior del organismo empleando un cepillo para eliminar
cualquier sustrato adherido a la superficie de las valvas, posteriormente se
enjuagd la superficie valvar con agua de mar estéril para después separar las
valvas empleando material estéril de diseccién, cortando con un bisturi los
musculos aductores para facilitar la extraccion del organismo. Una vez extraido el
cuerpo blando, se enjuag6 una vez con etanol al 70% y por triplicado con agua de
mar estéril para eliminar la microbiota adherida a la superficie. Se extrajo el TD
completo de cada individuo, se homogeneizé por separado en 150 pL de solucién
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salina al 2.5%, empleando pistilos estériles, y posteriormente se agregaron 150 uL

mas de la misma solucion para terminar de homogeneizar.

6.1.3 Aislamiento de bacterias

A partir de los homogeneizados de TD de los tres grupos de moluscos
colectados en BM, se inocularon 150 pL en placas Petri conteniendo medios
sélidos no selectivos por el método de dispersion: TSA (BIOXON 211670), LB
(DIFCO 244520), Medio Marino 2216 (DIFCO 279110); y selectivos: MRS (FLUKA
69964), Rogosa (DIFCO 248020), YPD (DIFCO 242820), YM (DIFCO 271210),
MacConkey (DIFCO 212123) y TCBS (DIFCO 265020). Cada muestra se inoculd
por duplicado en cada medio y se incub6é a 37 °C. De la misma manera se
inocularon los mismos medios por duplicado para su incubacion en condiciones
anaerobicas a 30 °C.

Una parte del homogeneizado de TD de los moluscos provenientes de BN
se inoculd por duplicado (100 pL) en cajas Petri conteniendo medio sélido MRS
(2.5% NaCl) adicionado con azul de anilina (SIGMA 415049) (200 mg-L™1). El resto
del homogeneizado se incubd a 80 °C durante 10 min y se inocul6 por duplicado
(100 pL) en cajas Petri conteniendo medio TSA (2.5% NaCl). Las cajas se
incubaron a 30 °C. De las cajas con TSA se aislaron y purificaron todas las
colonias encontradas por estria cruzada. De las cajas con medio MRS se aislaron
y purificaron solamente aquellas colonias que mostraron una tonalidad azul a azul

intenso.

Todas las cajas se observaron a las 24, 48, 72 hy a los 10 d de incubacion.
Se identificaron por valoracion visual las distintas morfologias coloniales en cada
caja y se picaron con un asa bacteriana para sembrarlas por el método de estrias
cruzadas en cajas nuevas conteniendo el mismo medio de cultivo. Los aislados se
incubaron durante 24 h, en anaerobiosis o0 aerobiosis segun correspondiese, y

pasado el tiempo de incubacidn se resembraron tres veces mas aplicando el
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mismo procedimiento y medio de cultivo, para obtener cultivos axénicos. A partir
de los cultivos puros se realizaron cultivos masivos para preservar por separado

cada una de las cepas aisladas a -80 °C en medio con glicerol al 15%.

6.1.4 Caracterizacién fenotipica

Los cultivos axénicos se describieron por sus caracteristicas morfolégicas
coloniales a simple vista, y por su forma y tamafio celular bajo el microscopio
mediante tincibn Gram, empleando el kit comercial Golden Bell (Zapopan,
Jalisco, Mexico, 82000), para determinar si se trataba de bacterias Gram (+) o
Gram (-).

Con el fin de caracterizar las cepas aisladas y definir su potencial probi6tico,
se llevaron a cabo diferentes pruebas de valoracion in vitro, aplicando los
principales criterios de seleccion y parametros de referencia (Kesarcodi-Watson

et al., 2008; Zhou et al., 2009) que se describen a continuacion:

a) Inocuidad tanto para el hospedero como para el consumidor final. Se
apicaron las pruebas de hemdlisis, catalasa y antibiograma;

b) Que ofrezca un beneficio al hospedero. Se determiné la capacidad
antagonica con cepas patodgenas y la capacidad de producir enzimas
exdgenas que pudiesen ayudar a la digestion del alimento;

c) Que la cepa no pierda su capacidad de ofrecer el beneficio y pueda
llegar al sitio en donde actuara. Se evalud la resistencia de cada
cepa mediante las pruebas de crecimiento, conteo de UFC,
concentracion de NaCl, pH, y tolerancia al nitrégeno amoniacal
(TAN). Se evaluo también la capacidad de adhesién de cada aislado,
mediante las pruebas de hidrofobicidad, autoagregacion 'y

coagregacion.
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Siguiendo los criterios anteriores se realiz6 una seleccidon in vitro,
posteriormente se llevd a cabo la identificacibn molecular de las cepas

seleccionadas y, finalmente, se evaluaron mediante en experimentos in vivo.

6.1.5 Actividad hemolitica en agar sangre

A partir de cultivos en TSB con 2.5% de NaCl y 24 h de crecimiento
(centrifugado a 3900 rpm por 10 min y ajustado a pH 6.8-7.0), se obtuvieron 50 pL
de sobrenadante de cada cepa y se sembraron en agar sangre (10% sangre
humana) en pozos de 6 mm de didmetro. Se incubaron a 35 °C y se observaron a
las 24 h. Se seleccionaron las cepas que no mostraron ningun halo, es decir,
aguellas con hemolisis del tipo y (no hemoliticas). Se descartaron las cepas que
presentaron halo de degradacion o hemdlisis B (hemoliticas) y aquellas sin halo
pero con coloracién verdosa o con hemolisis a (con hemdlisis parcial) (Cowan y
Steel, 1993).

6.1.6 Actividad catalasa

Se midié la actividad catalasa por el método del portaobjetos colocando una
asada de cada cepa (procedente de cultivos en medio agar, con 18-24 h de
crecimiento) sobre un portaobjetos, dentro de una caja Petri. Se colocé una gota
de H202 sobre la muestra, se cubrié con la tapa de la caja Petri y se observé sobre
un fondo negro. La observacién de efervescencia o la formacion de burbujas en la
placa se consideraron como los criterios indicadores de la presencia de catalasa
(Cowan y Steel, 1993).
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6.1.7 Antibiograma

Se realiz6 un antibiograma siguiendo la técnica de Bauer et al. (1966). Los
cultivos seleccionados se incubaron en caldo TSB 2.5% NaCl durante 24 h a 37 °C
y posteriormente se inocularon por dispersion en placas Petri con medio Muller
Hinton. Con ayuda de pinzas estériles se colocaron diferentes sensidiscos con
antibioticos: Ampicilina 10 ug, Penicillina-Estreptomicina 10 U, Bacitracina 10 U y
Gentamicina, y después de incubar durante toda la noche (“o/n”), se midi6é el

diametro de la zona de inhibicion de crecimiento de la cepa correspondiente.

6.1.8 Actividad antagénica

Para la seleccion de bacterias productoras de compuestos inhibidores se
empled el método descrito por Balcazar et al. (2007). Se emplearon 50 pyL de
cultivo (TSB 2.5% NaCl, “o/n”), de sobrenadante y de concentrado de células
(obtenidos estos ultimos centrifugando a 12000 x g por 10 min vy filtrando el
sobrenadante a 2 um. Cada cepa se sembro por duplicado en orificios de 6 mm de
diametro en agar TSA 1% NaCl tapizado con Vibrio sp. de 24 h de crecimiento,
empleando como control el medio sin indculo. A las 24 h de incubacién a 30 °C se

evaluaron los resultados midiendo el diametro del halo de inhibicion.

Basandose en la misma técnica, se realizaron orificios de 6 mm de diametro
en agar TSA 1% NacCl tapizado con Vibrio sp. de 24 h de crecimiento. Se
rellenaron los espacios con agar suave TSA y sobre éste se sembraron las
distintas cepas aisladas del TD de A. tuberculosa y se incubaron durante 24 h a 37

°C, empleando como control medio TSB sin inoculo.

En cada caso se midi6 el didmetro de la zona de inhibicién del crecimiento

de Vibrio y el didmetro de crecimiento de cada cepa.
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6.1.9 Capacidad enzimética

Para determinar la capacidad enzimatica de las cepas aisladas se
realizaron bioensayos para detectar la actividad hidrolitica de sustratos tipo
proteinas, lipidos y carbohidratos. Se empleo el sobrenadante de cutivos en TSB
2.5% NaCl crecido “o/n” a 37 °C y el concentrado celular del mismo, obtenidos al
centrifugar los cultivos a 12,000 x g 10 min. El sobrenadante se filtré a 2 um. El
sobrenadante y el concentrado celular se sembraron en pozos, tal cual se
describié con anterioridad (Balcazar et al., 2007). También se sembré una asada
de cada cepa crecida “o/n” en medio agar a 37 °C, para la obtencién de

macrocolonias (Sanchez-Ortiz, 2009).

6.1.9.1 Prueba de degradacién de proteinas

Se prepararon placas con medio TSA 1% NaCl adicionado con 2.5% de
Skim Milk (v/v). Se realizaron perforaciones de 6 mm diametro con un horadador
estéril. Los pozos fueron inoculados y las placas incubadas segun se describen
anteriormente, utilizando como control el mismo medio de cultivo. Como
parametro de repuesta positiva a la prueba se midié el halo transparente formado

alrededor de las colonias (Sanchez-Ortiz, 2009).

6.1.9.2 Prueba de degradaciéon de carbohidratos

Se prepararon placas con medio Columbia el cual contiene un 0.5% de
almiddn, se realizaron perforaciones de 6 mm de diametro con un horadador
estéril. Los pozos fueron inoculados y las placas incubadas de la manera
previamente descrita. Pasadas 24 h de incubacion se midi6 el halo de degradacion

en los aislados que dieron positivos para esta prueba. Para poder visualizar el halo
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de degradacion se coloc6 un grano de yodo dentro de la tapa sin agar de la caja
Petri. La caja tapada se coloc6 por lapsos de tres segundos del lado sin agar
sobre una plancha caliente para liberar los gases de yodo hasta tefiir el medio
(Sanchez-Ortiz, 2009).

6.1.9.3 Prueba de degradacidn de lipidos

Se prepararon placas con medio Spirit Blue adicionado con 2.5% de aceite
de olivo v/v, se realizaron perforaciones de 6 mm didmetro con un horadador
estéril. Los pozos fueron inoculados y las placas incubadas segun lo descrito
previamente. A las 24 h se midi6 el halo de degradacion en las cepas,
considerando como indicador la zona incolora formada alrededor de la colonia
(Sanchez-Ortiz, 2009).

6.1.10 Hidrofobicidad

a) Prueba de hidrofobicidad con Rojo Congo

La hidrofobicidad se midi6 mediante la prueba de rojo Congo, sembrando cada
cepa por triplicado por estria simple en medio TSA adicionado con 1% NaCl y
0.03% de Rojo Congo. Se observaron las cepas tras 24 h de incubacién a 37 °C
considerando como resultado positivo para esta prueba una coloracion rojiza y

negativa una coloracion de tono blanco a translucido.

b) Prueba de hidrofobicidad por adhesion a solventes

La adhesion microbiana a solventes se midié de acuerdo al método propuesto
por (Rosenberg etal., 1980). Se utilizé el solvente p-Xileno, debido a que la
adhesion bacteriana a este solvente refleja el caracter hidrofébico o hidrofilico de

la superficie celular. Las bacterias se cultivaron en caldo “o/n” y se centrifugaron a
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5000 x g, por 15 min. La biomasa se lavo un par de veces y se resuspendio en
buffer PBS (NaCl, 137 mM; KCI, 2.7 Mm; Na2HPO4, 2 Mm; pH, 7.4) a ODsoo de
1.0 £ 0.05 (Ao). Se agrego un mililitro de xileno a 3 mL de la suspension celular.
Después de 10 min de incubacidén a temperatura ambiente, se obtuvo un sistema
de dos fases, el cual se mezclé en el vortex por 2 min. La fase acuosa se removio
después de 20 min de incubacién a temperatura ambiente y se midié su
absorbancia a 600 nm (Ai). El porcentaje de adhesion bacteriana al solvente

xileno se calcul6 como:

(2-A1/A0) x 100 (1)

De la misma manera en que se probd la adhesion a un solvente apolar, el
xileno, se probé la adhesion a un solvente polar acido, como lo es el cloroformo, y
a un solvente polar bésico, para lo que se empled acetato de etilo, para describir
las propiedades donadoras o receptoras de electrones de la superficie celular de
la bacteria (Xu et al., 2009).

6.1.11 Curva de crecimiento

Se realiz6 una curva estandar de crecimiento para cada cepa, inoculando
20 L de cada aislado en 100 mL de caldo TSB 2.5% NaCl o MRS 2.5% NaCl y se
midio la absorbancia de las muestras a 580 nm a las 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72y 96
h. Se graficaron los resultados obtenidos para identificar cada una de las fases de

crecimiento de las cepas y el tiempo en que alcanzan su fase estacionaria.
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6.1.12 Conteo de UFC

Para determinar el nUmero de unidades formadoras de colonias por mililitro
en los cultivos de las cepas, se inocularon 10 uL de cada cepa de un cultivo “o/n”.
Se tomé un mililitro de ese cultivo y se realizaron diluciones seriadas; se tomaron
100 pL de cada dilucion y se sembraron por dispersion en placa en agar TSA 2.5%
NacCl, cada cepa por duplicado. Se contd el nimero de colonias en cada dilucién a

las 24 h de incubacion a 35 °C.

6.1.13 Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl y pH

Se inocularon por duplicado 20 pyL de un cultivo “o/n” de cada cepa, en 10
mL de medio TSB en un gradiente de concentracion de NaCl desde 0.5% (sin sal
afiadida) hasta 12%. Se emple6 como control TSB 2.5% NaCl. Los tubos se
incubaron a 35 °C durante 24 h al cabo de las cuales se midi6 la absorbancia a
550 nm empleando un lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific,
North Caroline, USA).

De la misma manera se midi6 la resistencia de los aislados al pH
inoculando 20 pyL de cada cultivo, por triplicado, en caldo TSB 2.5% NaCl en un
rango de pH de 4 a 10 adicionando HCI 1N 6 NaOH 1N. Se emple6 TSB 2.5%

NaCl como control (pH 6.5) y se midio la absorbancia a 550 nm.

6.1.14 Tolerancia al nitrégeno amoniacal (TAN)

A las cepas que presentaron hemoélisis gamma e hidrofobicidad alta y media
se les realizé la prueba de tolerancia al nitrdgeno amoniacal siguiendo la técnica
descrita por (Devaraja et al., 2013). Se manejaron las siguientes concentraciones
de nitrdgeno amoniacal: 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
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55, 60. 65, 70, 75, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 ug-L*. Se inocularon 20 pL
de un cultivo “o/n” de cada cepa en 10 mL de medio en tubos falcon de 15 mL, por
triplicado, empleando TSB 2.5% NaCl como control. Se midié la absorbancia de
cada muestra a las 24 h de incubacion a 35°C a 580 nm en un lector de
microplacas Multiskan GO 1.00.40 serie 1510-01282, empleando el software
Skanlt 3.2.0.36 RE for Multiskan GO.

6.1.15 Autoagregacion y coagregacion

Se realizo la prueba de autoagregacién y coagregacion de acuerdo a Xu
et al. (2009) para cada aislado preseleccionado, con cultivos “o/n” de las cepas
seleccionadas y empleando una cepa de Vibrio sp. para la prueba de
coagregacion. Los cultivos se centrifugaron a 5000 x g durante 10 min, se lavaron
dos veces con PBS y se resuspendieron en PBS a ODsoo de 1.0 £ 0.05. Se
tomaron 3 mL de cada cepa, se colocaron en tubos Falcon estériles de 15 mL y se
mezclaron en vortex por 10 s. Todas las cepas se incubaron por triplicado a 37 °C
y se midi6 la absorbancia a 600 nm cada hora durante 5 h. El porcentaje de

autoagregacion se calculé de acuerdo a la formula:

Autoagregacion (%) = (1-An/Aw) x 100 (2)

Para evaluar coagregacion, se mezclaron volimenes iguales de Vibrio con
la cepa correspondiente, se mezcld en vortex 10 s y se incubaron a 37 °C durante
2 h. después de dicho lapso se midi6 la absorbancia de cada mezcla a 600 nm y

se calcul6 el porcentaje de coagregacion con la siguiente formula:

Coagregacion (%) = [1-Amezclal (AcepatAvibrio)/2] x 100 (3)
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6.1.16 Identificacion molecular

Para la identificacion de los aislados seleccionados se llevd a cabo la
amplificacion del gen de la subunidad ribosomal 16S y de un espaciador interno
del transcrito (ITS por sus siglas en inglés). Los primers utilizados para la
amplificacion fueron: F 27f 5-AGAGTTTTGATCCTGGCTCAG- 3'y R 1492r 5'-
TACGGCTACCTTGTTACGACTT- 3' (Lane, 1991; Gomez-Dofate et al., 2012) y F
G1-16S 5-GAAGTCGTAACAAGC-3' y R L2-23S 5-GGGTTTCCCCATTCGGA-3'
(Breidt y Fleming, 1996; Kingcha et al., 2012) a una concentracion final de 0.2 mM.
La mezcla de reaccién para la PCR se realizo en tubos Eppendorf de 0.2 mL en un
volumen total de 25 pL, como sigue: 14 uL de H20; 2.5 pL de budfer de reaccion
10x; 1.0 pL de dNTPs (10 mM cada uno; Promega); 2.5 pL de cada oligo (100 pM)
y 0.5 pL de Taq polimerasa (5 U-uLt; Promega). Se afiadié 1 uL del DNA obtenido
en la extraccion. La amplificacion se realizd6 en un termociclador Biometra
Tpersonal (Whatman) usando el siguiente programa: desnaturalizacién inicial a 95
°C por 5 min; 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 56 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min para
la extension final. Los fragmentos amplificados se visualizaron por electroforesis
(incluido un marcador de peso molecular de 1kb) en gel de agarosa al 1.2%,
tefiido con bromuro de etidio, con luz UV. Las bandas de ADN obtenidas se
cortaron y purificaron usando un kit de extraccion de DNA (Qiagen, Alemania).

Con el fin de aumentar la cantidad de producto de PCR para amplificaciones
débiles, las cepas fueron clonadas utilizando el sistema pGEM-T easy vector de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Promega Corporation, Madison, WI).
Los productos de la PCR y los plasmidos contiendo el vector con el fragmento de
interés fueron enviados para su secuenciacion a Servicios Gendmicos
CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato. Las secuencias obtenidas se
compararon contra el banco de datos utlizando el programa BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y se sometieron a la base de datos del GenBank
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perteneciente al National Center for Biotechnology Information (NCBI) (nUmero de
acceso en la base de datos 1755621).

6.2 EVALUACION in vivo DE LAS BACTERIAS SELECCIONADAS EN
CULTIVOS EXPERIMENTALES DE L. vannamei

6.2.1 Preparacion de las cepas seleccionadas

Las cepas previamente seleccionadas se cultivaron “o/n” en el medio soélido
correspondiente para su activacion. Las cepas reactivadas se inocularon en 250
mL de caldo TSB 2.5%NaCl, y después de incubarse “o/n”, se centrifugaron
suavemente, se lavaron con soluciéon salina 2.5% o buffer PBS, y se

resuspendieron a una DOsoo de 1.0.

Los bioensayos con camardén blanco se llevaron a cabo en las instalaciones del
edificio de Acuicultura del Centro Interdisciplinario de Investigaciéon para el

Desarrollo Integral Regional, CIIDIR-IPN, unidad Guasave, Sinaloa.

6.2.2 Primer bioensayo con L. vannamei

Se evaluaron los potenciales probio6ticos aislados de A. tuberculosa en
camaron (L. vannamei) dada su importancia econdmica y valor comercial para la
acuicultura nacional.

La empresa "Acuicola Cuate Machado”, Guasave, Sinaloa, México,
proporcion6é 180 camarones juveniles de 1.8+0.3 g que fueron trasladados al
laboratorio de Acuicultura del CIIDIR-IPN en recipientes de plastico con aireacion

continua. Los organismos se aclimataron durante 24 h a temperatura ambiente y
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aeracion constante en tinas de 120 L de capacidad con 80 L de agua de mar
filtrada a 20 um. La salinidad fue ajustada progresivamente a 35 ups (unidades

practicas de salinidad) aumentando o disminuyendo a razén de 2 ups-h.

6.2.2.1 Preparacion del alimento

Las cepas seleccionadas de acuerdo a los resultados obtenidos de las
pruebas in vitro para su evaluacion in vivo, fueron: MAt29 (Enterococcus
casseliflavus), MAt35 (Citrobacter koseri), GAtB1 (Bacillus subtilis subesp.
subtilis), GAtBAL7 (Staphylococcus sp.)

Se emplearon cultivos de 24 h en caldo MRS (para GAtBAL7) y TSB para el
resto de las cepas seleccionadas, centrifugados a 3000 x g y lavados con agua
salina 2% estéril. Cada cepa se resuspendié en la misma solucién salina a una
densidad Optica de 1.0. La bacteria correspondiente se mezcl6 con 200 yL de Dry
Oil (DO, Innovaciones Acuicolas, Culiacan, México) como agente adherente, se
adiciond por aspersion a razén de 106 UFC-g* de alimento comercial Camaronina®
(Purina, 35% de proteina) y se dej6 secar a temperatura ambiente. El alimento se

prepard semanalmente y se almacend a 4 °C hasta su uso.

6.2.2.2 Disefio experimental

La evaluacion in vivo se llevd a cabo durante un periodo de 28 d. Los
camarones previamente aclimatados se distribuyeron en 18 tinas de plastico de 80
L de capacidad, a una densidad de 10 camarones-tina™. El disefio experimental
incluyd seis tratamientos por triplicado: C (grupo control, sin adicion de bacterias
cultivadas), T1 (cepa MAt29), T2 (cepa MAt35), T3 (cepa GAtBl), T4 (cepa
GAtBAL7), y T5 (mezcla de cepas 1: 1: 1: 1) (Tabla IV).
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Tabla IV.- Disefio experimental aplicado en el bioensayo in vivo con L. vannamei. Se muestran las
principales caracteristicas de selecciébn de las cepas. NA = no aplica, ND = no
determinado.

Tratamiento Aislado Hemodlisis  Hidrofobicidad  TAN
C Control NA NA NA
T1 MAt29 v Baja ND
T2 MAt35 v Alta Alta
T3 GAtB1 v Media Alta
T4 GAtBAL7 4 Media Alta
T5 Mix 1:1:1:1 NA NA NA

El alimento se proporcioné a razon de 10% del peso corporal en animales
de 1-4 g y posteriormente se redujo a 6.2% cuando los camarones alcanzaron un
peso > 4-5 g. La cantidad correspondiente de alimento se ofrecié en dos raciones
(09:00 y 17:00 h). El alimento preparado con las bacterias seleccionadas se
suministré cada 48 h y los dias que no se aplicé alimento preparado, se utilizo el

alimento comercial sin ningan aditivo a todos los tratamientos por igual.

Se monitored diariamente la temperatura. Cada tercer dia se determiné el
pH, salinidad y oxigeno disuelto en cada tina. Se determinaron nitritos, nitratos y
amonio al inicio y final del experimento. Cada tercer dia se limpio el fondo de cada
tina por sifoneo para eliminar el exceso de detritos con reposicion del agua

extraida. Se realizaron recambios totales de agua cada cinco dias.

6.2.2.3 Anélisis de virus de mancha blanca (WSSV)

Para determinar la presencia de WSSV en los organismos, tanto al inicio
como al final del experimento, y para valorar prevalencia del virus, se tomé una
muestra de 100 mg de tejido de musculo abdominal y el primer pleépodo por cada

camarén, con DNAzol (Invitrogen®). EL tejido se macerd con un pistilo estéril y se
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incubd por 30 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el macerado se
centrifugd a 12000 x g durante 10 min, se tomaron 300 uL del sobrenadante al
cual se agregaron 600 pL de etanol absoluto frio. La mezcla se dejo reposar por
15 min con agitacion constante y nuevamente se centrifugé a 10000 x g durante 5
min descartando el sobrenadante. La pastilla obtenida se resuspendi6 en 1 mL de
etanol al 70% frio y se centrifugd a 10000 x g durante 5 min y se decantd el
sobrenadante. La pastilla se seco en un termoblock a 55 °C y se resuspendi6é en

30 uL de agua Mili-Q. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

A partir del ADN extraido de las muestras de camaron, se verificd la
presencia del virus de la mancha blanca mediante la amplificacion del gen WSSV1
y WSSV2 por PCR anidado, empleando como control el gen GAPDH que codifica
la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa el cual funciona como un

control interno del DNA gendmico del camardon (Tang et al., 2000)

Los primers utilizados en cada caso fueron: WSSV1 out, WSSV2 out y
WSSV1 in y WSSV2 in para el anidado, que amplifican un fragmento de 982 pb y
570 pb, respectivamente y para el gen GAPDH: GAPDH298F y GAPDH298R que
codifican un fragmento de 298 pb (Tabla VIII).

Para la mezcla de PCR se emplearon: 2.5 pyL de budfer de reaccién 10X
(Bioline), 1.0 uL de MgClz (50 mM, Bioline), 0.5 puL de dNTPs (100 uM, Bioline),
0.5 pL de cada oligo (10 mM cada uno, Sigma-Genosys), 0.25 pL de Taq
polimerasa (5 Up-L?, Bioline) y 1 uL de DNA para un volumen total de 25 uL. La
amplificacion se realiz6 en un termociclador Tpersonal (Biometra) usando el
siguiente protocolo: desnaturalizacion inicial a 95 °C 4 min, 35 ciclos de 30 s a 95
°C,30sab55°C,2mina 72 °C, y una extension final a 72 °C 4 min. Se verifico la
amplificacion en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. En el PCR

anidado se redujo a 45 s el tiempo de polimerizaciéon a 72 °C.
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6.2.2.4 Infeccion con WSSV

Se verifico la presencia del virus WSSV en el lote de los camarones
empleados para el bioensayo. Adicionalmente, se realizaron dos refuerzos de
carga viral los dias 8 y 12 de cultivo, agregando 1 g a cada tina de un macerado
de tejido muscular, branquias y pleépodos de camarones que resultaron positivos
a WSSV con baja carga viral. EI macerado se proporciond por la mafana, a los

camarones en ayuno y no se administré alimento los dias de la infeccion.

Al concluir el bioensayo (28 d), se evaluaron los distintos parametros de
respuesta: supervivencia, crecimiento, prevalencia viral (WSSV e IHHNV),
respuesta immune a partir de muestras de hemolinfa para conteo total de
hemocitos (CTH), cuantificacion de actividad fenoloxidasa (FO) y anion supréxido
intracellular (ASO). Por el método descrito por Bradford (1976) se cuantifico la
concentracion de proteina (P) en plasma y sobrenadante de lisado de hemocitos
(SLH).

6.2.2.5 Supervivenciay tasa de crecimiento especifico

Diariamente se contabilizaron y se retiraron los organismos muertos. Se
realizaron biometrias semanales para de ajustar la cantidad de alimento. Se
pesaron todos los organismos restantes al final del experimento, calculando la

tasa de crecimiento especifico (TCE) en funcién de:

TCE (%/dia)= 100 (In Pt — In Pi)/t (4)

Donde: Pr es el peso final, Pi el peso inicial y t es el nimero de dias de cultivo
(Ziaei-Nejad et al., 2006).
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6.2.2.6 Respuestainmune

Para determinar la respuesta inmune o capacidad inmunoestimuladora de
las bacterias potencialmente probidticas, se utilizaron parametros de respuesta
celulares (conteo de hemocitos) y bioquimicos (concentracion de anién superéxido

y actividad fenoloxidasa).

Empleando jeringas para insulina se extrajo aproximadamente 200 mL de
hemolinfa por camaron (27 G x 13 mm) por puncion ventral en la zona del segundo
par de pledpodos. Las jeringas se cargaron previamente con solucién isotonica
anticoagulante para camaron SIC-EDTA-Naz (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10
mM + EDTA-Naz 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm-kg), previamente enfriada a 4 °C
(Vargas-Albores etal., 1993). Esta solucién se utiliz6 en proporcion 2:1 (SIC-
EDTA/hemolinfa v/v). La hemolinfa asi tratada se coloco en tubos Eppendorf de 1.5
mL y se dispuso para: conteo de hemocitos, cuantificacion de actividad ASO,

proFO, y FO y cuantificacion de proteinas.

6.2.2.7 Conteo de hemocitos

Se realiz6 un hemograma a partir de tres muestras de cada tratamiento y
sus réplicas, tomando 50 pyL de la dilucion correspondiente de hemolinfa que se
mezclaron con 150 pL de formol 6 % (proporcion 1:3). Los hemocitos presentes en
la muestra se contabilizaron en una camara Neubauer y el conteo total de

hemocitos (CTH) se registré como células-mL.



6.2.2.8 Anion Superdéxido Intracelular

El anién superoxido (ASO) se cuantificd de acuerdo a Song y Hsieh (1994).
Se tomaron 100 uL de hemolinfa de cada grupo y se centrifugé a 800 x g durante
cinco min. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se lavo tres veces con HBSS y
se tifid con una soluciéon NBT (0.3 % 100 pL) durante 30 min a 37 °C. Pasado el
tiempo se centrifug6 brevemente, se elimind la NBT y se afiadié metanol absoluto.
Se lavé tres veces con metanol al 70 %, se seco y se afiadieron 120 pyL de KOH
mas 140 yL de DMSO para disolver el formazan citoplasmatico. Se realiz6 la

lectura de absorbancia a 630 nm para cada tratamiento.

6.2.2.9 Actividad fenoloxidasa

La actividad profenoloxidasa (proFO) y fenoloxidasa (FO) se determiné de
acuerdo a (Hernandez-Lopez et al., 1996). A 50 uL de muestra, se le adicionaron
50 pL de bufer de cacodilato 10 mM, pH 7 y 50 uL de L-Dopa (3 mg-mL* en agua
destilada). Se incubd durante 10 min a temperatura ambiente (aprox. 25 °C),
posteriormente se adicionaron 800 pL de bufer de cacodilato y se determiné la
absorbancia a 492 nm empleando cacodilato como control negativo. Para medir la
actividad proFO se adicioné tripsina (0.1 mg-mL* en agua destilada) con el fin de
convertirla en FO. La actividad total se expres6 como actividad especifica de la
proteina, como el cambio en la absorbancia a 492 nm'min-t:-mg?! de proteina de
cada camarén. La cantidad de proFO disponible en la muestra se calculd

mediante:

FO + FO activada con tripsina = FO total (5)

FO total - FO = proFO (6)
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6.2.2.10 Proteinas totales

Para el célculo de proteinas totales a partir de muestras de hemolinfa se
aplicé la técnica de Bradford (1976); se utilizaron nueve camarones por
tratamiento (tres por cada réplica) y cada muestra se evalu6é por triplicado,
acumulando un total de 27 mediciones por tratamiento. La hemolinfa se centrifugé
a 800 x g durante 6 min a 4 °C y se almacenod a -80 °C. El paquete celular se lavd
con 1 mL de SIC frio. La muestra lavada se centrifugd a 800 x g durante seis min
a 4 °C. Se retir0 el sobrenadante. Al paquete celular se adicionaron 300 pL de
bafer de cacodilatos 10 mM (pH 7) y se centrifugd a 14000 x g por 10 min a 4 °C,
recuperandose el sobrenadante del lisado de hemocitos (SLH), el cual se guardé a
-80 °C. Se hizo un pool de plasma y otro de SLH. Se realizaron las lecturas a 595

nm en placas de 96 pozos.
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6.2.3 Segundo bioensayo con L. vannamei

A partir de los resultados obtenidos en el primer bioensayo con camarén
blanco, se evalud6 el potencial probiotico de cepas seleccionadas pero en este

caso Unicamente en forma de mezcla, a diferentes concentraciones.

6.2.3.1Preparacion del alimento

Para la segunda evaluacion in vivo de las cepas seleccionadas in vitro, se
utilizaron las cepas MAt32 (B. licheniformis), MAt43 (B. subtilis) y GAtB1 (subsp B.
subtilis subesp. subtilis). Se preparé una mezcla de Bacillus spp. en proporcion
1:1:1 a partir de cultivos en TSB 2.5% NaCl durante 24 h a 35 °C, centrifugados
suavemente, lavados y resuspendidos con solucién salina 2%. La estimacion del
namero de bacterias viables para la inoculacion del alimento se determiné
basandose en el recuento de UFC-mL? de cada suspension bacteriana con
densidad Optica de 1.0. Semanalmente se mezcld la cantidad correspondiente de
cada cepa con 200 pL de Dry QOil, se rocié en el alimento comercial Camaronina®,

se secO a temperatura ambiente y se almacené a 4 °C hasta su uso.

6.2.3.2 Disefio experimental

Para este bioensayo, la evaluacién se llevo a cabo durante un periodo de
32 d, utilizando camarones juveniles con un peso inicial promedio de 1.0 +0.1 g,
aclimatados durante 24 h segun se describio en el primer bioensayo. Los
camarones se distribuyeron aleatoriamente en 15 tinas de plastico de 80 L de
capacidad llenados a % partes de su capacidad con agua marina esterilizada,

proporcionando aireacion constante. Las tinas se dispusieron de acuerdo a los



tratamientos sefialados en la Tabla V, con tres réplicas por tratamiento. Los
camarones fueron alimentados dos veces al dia a razén de 10-13% de su peso
corporal, ajustando la cantidad de alimento de acuerdo a las biometrias realizadas
semanalmente. El alimento preparado con la mezcla bacteriana se proporcioné
cada 48 h, dando alimento comercial sin ningun aditivo a todos los tratamientos

por igual los dias que no se administro el alimento preparado.

Tabla V.- Concentracién de mezcla de bacterias potencialmente probiéticas administradas en el
alimento durante el bioensayo in vivo con L. vannamei.

Tratamiento Concentracion de bacteria
(UFC-gr! de alimento)
C Sin bacteria (Control)
Tl 1x108
T2 2 x 108
T3 4 x 106
T4 6 x 108

Al igual que en el bioensayo anterior, se realizaron cambios totales de agua
cada cinco dias y sifoneo cada tres dias para eliminar los detritos del fondo,
compensando las pérdidas de agua por evaporacion y del agua extraida por el
sifoneo. Se monitore6 diariamente la temperatura y cada tercer dia se determinoé el
pH, salinidad y oxigeno disuelto. Al término del bioensayo (32 d) se midi6

supervivencia y crecimiento.
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6.2.3.3 Supervivenciay Crecimiento

El peso individual de los camarones se midié al principio y al final del
ensayo con el fin de obtener un crecimiento absoluto y tasa de crecimiento

especifico.

El crecimiento absoluto (CA) se calculé como:

CA (g) = Pf-Pi (7

Para la tasa de crecimiento especifico (TCE) se emple6 la misma férmula
utilizada en el primer bioensayo con camarén en el que se emplearon las cepas

individuales y una mezcla.

6.2.3.4 Anélisis de virus de mancha blanca (WSSV) e IHHNV

Al inicio del bioensayo, se tomaron 30 muestras de ADN a partir de
pleépodo y branquia del lote experimental de camarones, utilizando DNAZzol
(Invitrogen) con el fin de detectar la presencia viral por PCR convencional para
IHHNV y PCR anidado para WSSV. El gen GAPDH se utilizd6 para confirmar los
resultados negativos. Del mismo modo, al final del bioensayo, se tomaron
muestras de ADN de pleépodo y branquia de cuatro camarones por cada unidad
experimental para detectar la prevalencia viral. La mezcla de PCR utilizada fue:
2.5 uL Buffer 10x, MgCl2 50 mM 1.0 uL, 0.50 yL dNTP's 10 mM, 0.50 pyL cada
primer (sentido y contrasentido), 0.25 pyL Taq 5 u, para un volumen final de 25 pL.
Para IHHNV, WSSV y GAPDH, se afiadié 100 ng de ADN, y para la PCR anidada
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(WSSV in), se utilizdé 1 pyL de producto de PCR. La amplificacién génica se realizé
en un termociclador Tpersonal (Biometra).

Los primers utilizados se muestran en la Tabla VIl y el protocolo de
amplificacion en la Tabla VII.

6.2.3.5 Infecciéon con WSSV

Adicionalmente a la carga viral inicial, se realizdé una reinfeccion (refuerzo
viral) los dias 12 y 24 del experimento, agregando 0.25 g a cada unidad
experimental, de un in6culo viral consistente en un macerado de tejido muscular,
branquias y pleépodos de muestras de camarones que resultaron positivos al virus
WSSV con baja carga viral. EI macerado se suministré a los camarones en ayuno

y no se proporciono alimento a los camarones los dias de la infeccién.

6.2.3.6 Extraccién de ARN y sintesis de ADNc

Al final de los 32 dias se tomaron dos muestras de hemolinfa de camarones
por cada unidad experimental. Se emplearon jeringas previamente cargadas con
600uL de anticoagulante (27 mM citrato trisddico, NaCl 385 mM, glucosa 115 mM,
pH 7.5) frio, que se utilizaron para extraer 100 uL de hemolinfa de cada camaron,
para formar dos pools de hemolinfa por tina, seis por tratamiento, para un total de
30 muestras. La hemolinfa se centrifugé a 800 xg durante 10 min a 4 °C y se lavo
con 250 pL de anticoagulante frio. Los hemocitos se suspendieron en 300 pL de
Trizol preenfriado Reagent® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se almacenaron

a -80 ° C hasta su uso.
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Se tomaron muestras de hepatopancreas de dos camarones por tina y se
colocaron individualmente en 600 pL de Trizol preenfriado y se almacenaron a -80

°C hasta su uso.

La extraccion de ARN de hemocitos y hepatopancreas se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza del ARN
total extraido se determin6 midiendo la absorbancia a 260/280 nm.

Para la sintesis de ADNc, se utilizaron 5 yL de RNA (20 ng-uL?) para la
PCR con transcriptasa inversa (Improm I, Promega®, Madison, WI, EE.UU.) con el
primer DT2o, se afiadieron 130 yL de agua ultrapura para un volumen total de 150
ML de ADNc. La sintesis de ADNc se comprobo6 por amplificacion del gen -actina
(Tabla VIII).

6.2.3.7 Expresion génica por qRT-PCR

Las amplificaciones se realizaron en un equipo CFX96 Touch Real-Time
(Bio-Rad®) con el software CFX Gerente Bio-Rad® Version 2.1. Se emplearon
placas de 96 pocillos con 15 pyL de volumen final, conteniendo 7.5 yL de PCR
Master Mix [(buafer 1.5 pyL 10x, 0.75 pyL MgCl2 50 mM, 0.3 uL dNTPs 10 mM, 0.75
uL EvaGreen® 20x (Biotium, Hayward, CA, EE.UU.), 0.1 pL Biolase DNA
polimerasa 5 U-uL! (BiolineTM, Taunton, MA, EE.UU.)], 0.35 L de cada primer 10
mM (Sigma® Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), (Tabla VIII) y 5 pL de ADNc.

Condiciones del termociclador para la gPCR: desnaturalizacion a 95 °C por
5 min, 45 ciclos a 95 °C por 5 s, 60 °C por 10 s y un paso final de variacién de
temperatura de 65 °C a 90 °C con un incremento de 0.5 °C por 5 s. Después de la
amplificacion se realizé un analisis de la curva de disociacion (Melt step) usando el
software iCycler iQ Optical System Software, Bio-Rad para confirmar el producto

amplificado.
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Para comprobar que todos los primers amplificarian con el ADNc
sintetizado, se realizé una prueba en gPCR para cada par de primers (Tabla VIII)
(para hemocitos y hepatopancreas) empleando un pool de 5 pL de cada ADNc (30

de hemocitos + 30 de hepatopancreas).

Después de comprobar que todos los primers amplificaronn con el ADNc
sintetizado, se realizaron las curvas de calibracion para cada gen empleando cinco
diluciones seriadas del mismo pool de ADNc empleado para la prueba de

amplificacion.

En base a los valores de Treshold y la pendiente obtenida en las curvas de
calibracion con eficiencia cercana a 100% (90-105%) y R? igual o cercana a 1, se

realizaron las qPCR para cada gen, con cada cDNA individual por triplicado.

Se amplificaron cuatro genes de referencia: $-actina, EFa, L21 y 40S-S24,y
se analizaron con la aplicacién web RefFinder
(http://www.leonxie.com/referencegene.php), utilizando los algoritmos GeNorm
(Vandesompele et al., 2002) y NormFinder (Andersen et al., 2004) para determinar
su estabilidad. La expresion relativa se calculdé de acuerdo a Vandesompele et al.
2002.

Gen blanco / Media geométrica de los genes de referencia RQ (8)

Donde RQ = cantidades relativas, se obtuvo a partir de:

RQij = E [(Cq media) -Cq (ij)] (9)

Donde E representa la eficiencia de genes especificos calculado a partir de
una pendiente de cinco diluciones en serie (factor de dilucién 5) de un pool de
cDNA [E=10 (-1/pendiente)-1] - [(Cq media-Cq (ij)] que representa la diferencia
absoluta para cada muestra Cq contra la media Cq en el conjunto de datos para

cada gen.
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Tabla VI.- Mezcla de PCR empleada para los genes analizados en PCR punto final.

1x (uL)
WSSV Sencillo/

IHHNV/ GAPDH WSSV Anidado
Buffer 10x 2.50 2.50
MgCl2 50mM 1.00 1.00
dNTP’s 10mM 0.50 0.50
Primer Forward 0.50 0.50
Primer Reverse 0.50 0.50
Taq 5 U-uL? 0.25 0.25
H20 14.75 18.75
100 ng de DNA 1 pL de producto de

PCR sencillo

VF 25.00 25.00

Tabla VII.- Protocolo de amplificacién para los genes analizados en PCR punto final.

WSSV WSSV B-
PCR Tm Out In Tm IHHNV |Tm GAPDH|Tm actina
1x 95 4 4 4 3 2

94 1 1 30” 30” 40
35x 58 1 1 60 30" |55 30" |55 457

72 1 45" 30 45 40
1x 72 4 4 4 3 4
1x 10




Tabla VIII.- Primers empleados para la amplificacion de todos los genes analizados en L. vannamei

tanto por PCR punto final como para PCR cuantitativa (QPCR).

PCR punto final

Tejido Gen blanco Sequencias 5°-3" Referencia
F ATC ATG GCT GCT TCA CAG AC
WSSV Out
R GGC TGG AGA GGA CAA GAC AT | Kimura et al., 1996
F TCT TCA TCA GAT GCT ACT GC
) WSSV In )
Branquias y R TAA CGC TAT CCAGTATCACG | Kimura et al., 1996
pleépodo IHHNY F GGG CGA ACC AGA ATC ACT TA
R ATC CGG AGG AAT CTG ATG TG | OIE, 2004
F TCA CCG TCT TCAACG AGA TG
GAPDH
R ACC CTC CAG CAT CTC GAACT | Tang et al., 2000
qPCR
Tejido Gen blanco Referencia
Superoxido F ATC CAC CAC ACA AAG CAT CA
dismutasa R AGC TCT CGT CAATGG CTT GT | Wang et al., 2010
) F GAG ATC GCA AGG GAG AAC TG
Profenoloxidasa
_ R CGT CAG TGA AGT CGA GAC CA | Wang et al., 2010
Hemocitos

LvToll

Transglutaminasa

F ATG TGC GTG CGG ATA CAT TA
R GGG TGT TGG ATG TCG AGA GT
F CCT CAG GAT CTC CTT CAC CA
RTTG GGAAAACCTTCATTT CG

F TCC AAC ATC ATC CACACG A

Tripsina
R GAC CCT GAG CGG GAATATC
. F GGA TGT AAC GGA GGC TTC
Hepatopancreas Catepsina B
R CTG TAT GCT TTG CCT CCA
FCTC CTG CGT GGG TGT GTT
HSP70
R GCG GCG TCA CCA ATC AGA
EF FCTG TGG TCT GGT TGG TGT TG
-a
R TCG GAT GAG TTC TTG GGT TC
. F CCA CGA GAC CACCTACAAC
B-actina
Genes de R AGC GAG GGC AGT GAT TTC
referencia o1 F GTT GAC TTG AAG GGC AAT G
RCTT CTT GGC TTC GAT TCT G
F CAG GCC GAT CAACTG TCC
40S-S24

R CAATGA GAG CTTGCCTTT CC

Wang et al., 2010

Wang et al., 2010

Stephens et al., 2012

Wang et al., 2010

Stephens et al., 2012
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6.3 EVALUACION in vivo DE LAS BACTERIAS POTENCIALMENTE
PROBIOTICAS EN SEMILLAS DE OSTION C. sikamea

6.3.1 Evaluacién del crecimiento del alimento vivo (microalgas) en co-cultivo con

las bacterias seleccionadas

A diferencia del camarén, los moluscos son alimentados con organismos
vivos que son microalgas cultivadas y no con alimento peletizado. Por ello se
considerd necesario evaluar el efecto que pudiera tener en el alimento vivo, la
adicién de cepas potencialmente probidticas al agua de cultivo, antes de evaluar

su efecto en semillas de ostion.

Para llevar a cabo esta evaluacion se emplearon dos microalgas de uso
comun en la alimentaciébn de bivalvos marinos: Isochrysis galbana (lg) vy
Chaetoceros calcitrans (Ch); y las cepas: GAtB1l, MAt32 y MAt43, las tres

pertenecientes al género Bacillus.

6.3.1.1 Disefio experimental

Se emplearon once matraces previamente esterilizados, con un volumen
final de 700 mL de agua de mar estéril (35 ups) enriquecida con 750 puL de medio
Guillard F/2, con un pH maximo de 8. Los matraces se colocaron dentro de una
campana de flujo laminar para inocular las microalgas (a razén de 4.5 x 10%
células) y las bacterias (a razén de 1 x 10* UFC-mL) correspondientes, segln los
tratamientos experimentales por triplicado indicados en la Tabla IX. La
concentracion de bacterias necesarias se obtuvo de cultivos “o/n” en TSB 2.5%
NaCl, lavados dos veces con agua de mar estéril y resuspendidos en la misma, a

una densidad Optica de 1.0.
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Tabla IX.- Disefio experimental aplicado para evaluar si hay efecto por la adicion de bacterias
seleccionadas en el crecimiento de las microalgas cultivadas para alimento de ostion. Ig =
Isochrysis galbana, Ch = Chaetoceros calcitrans.

Tratamiento  Organismo afiadido

C1 Isochrysis galbana
Cc2 Chaetoceros calcitrans
C3 MALt32

C4 MAt43

C5 GAtB1

T1 lg+MALt32

T2 lg+MAt43

T3 lg+GAtB1

T4 Ch+MAt32

T5 Ch+MAt43

T6 Ch+GAtB1

Los matraces inoculados se incubaron a 28+1 °C, con un fotoperiodo 16:8
dado por lamparas fluorescentes Daylight horizontales que brindan una intensidad
luminica de 5940 lux maximo/5370 lux minimo. Se proporcioné aireacion continua

por burbujeo por medio de una varilla de vidrio con un filtro de algodén.

El crecimiento de cada microalga se determind por conteo directo en una
camara Neubauer tomando 1 mL de cultivo y empleando un microscopio de luz
Olympus BH-2 (microscopio Optico con el objetivo 40x). Se tomaron alicuotas
para conteo celular inicial al momento de la inoculacién (T=0) y los dias 3,5y 7.
Para los dias 5 y 7 se realizé una dilucion 1:10 para facilitar el conteo celular,
empleando agua de mar estéril como diluyente y los resultados se expresaron en

células-mL™1.

El analisis bacteriologico se llevé a cabo sembrando muestras de los
cultivos microalgales sobre placas con agar TSA, MRS con azul de anilina, MH y

TCBS los mismos dias que se realiz6 el conteo celular. Las placas se incubaron a

60



35 °C por 24 h, 72 h para el medio MRS y se contabilizaron las colonias, los dias
5y 7 se realizaron previamente diluciones seriales y los resultados se expresaron
en UFC-mL™.

6.3.2 Bioensayo con juveniles de ostion C. sikamea

Para evaluar el efecto probidtico de las cepas seleccionadas aisladas del
TD de A. tuberculosa, se emplearon semillas saludables (con certificado de
sanidad acuicola) de C. sikamea, de 5-6 mm de longitud, que fueron donadas por

el laboratorio ostricola de la empresa Acuacultura Robles.

6.3.2.1 Disefio experimental

Se manejaron siete tratamientos los cuales se muestran en la Tabla x. Cada
tratamiento se realizé por triplicado. Las cepas empleadas en los tratamientos
fueron: MAt32 (Bacillus licheniformis), MAt42 (B. subtilis) y GAtB1 (B. subtilis
subesp. subtilis). Se suministraron bacterias con 24 h de incubacién a 37°C en
medio TSB que fueron agregadas directamente al agua cada tercer dia a una
concentracion de 10° UFC-mLt. La mezcla de bacterias se prepar6 a una

proporcién 1:1:1 para una concentracion final de 108 UFC-mL™.

El experimento se llevé a cabo durante un lapso de cinco semanas. Para el
grupo C3 se adicion6 una mezcla 1:1 de los antibiéticos Ampicilina vy

Estreptomicina para una concentracion final de 10 ppm.
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Tabla X.- Disefio experimental de los tratamientos para evaluar el efecto potencialmente probidtico
de bacterias aisladas de A. tuberculosa en semilla de C. sikamea.

Tratamiento Bacteria Infeccién con Antibiotico

Vibrio parahaemolythicus

C1 No No No
Cc2 No Si No
C3 No Si Si
T1 MAt32 Si No
T2 MAt42 Si No
T3 GAtB1 Si No
T4 Mezcla 1:1:1 Si No

Se utilizaron cubetas plasticas de 5 L conteniendo 2 L de agua de mar
filtrada a 2 um vy esterilizada por UV, con un sistema de aireacién continua a
temperatura de 25+1 °C y salinidad de 361 ups. Se colocaron 60 semillas por
cubeta. Se realizaron recambios totales de agua cada tercer dia.

Las semillas fueron alimentadas con las microalgas I. galbana y C.
calcitrans en proporcion 1:1, a una densidad inicial de 1 x 10° células'-mL%, la cual
se incrementd hasta 175 x 102 células-mL* segin demanda de los moluscos. El
alimento se administré en cuatro raciones diarias. Para el ajuste de alimento,
diariamente se realizd conteo de células de microalgas remanentes previo a la

administracion de la primera dosis de alimento del dia.

6.3.3 Reto con V. parahaemolyticus

Para evaluar el efecto protector de las bacterias potencialmente probidticas
seleccionadas en juveniles de C. sikamea ante la infeccion con un patdgeno, se

realizé un reto con V. parahaemolyticus. Se emplearon los mismos organismos
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tratados durante cuatro semanas con las bacterias, y los controles, en las mismas

unidades experimentales.

V. parahaemolyticus es considerado como agente del grupo de riesgo Il, ya
que se trata de un agente causal de enfermedades a humanos o animales que,
bajo circunstancias normales, no produce riesgos serios a trabajadores de
laboratorio, la comunidad, los recursos naturales o el medio ambiente, por lo que
se manipuldé aplicando las normas internacionales de seguridad (LCDC, 1996;
OMS, 2005; FAO/OMS, 2010), en las instalaciones del area humeda del Bioterio
del CIBNOR, dirigido por el Dr. Amaury Cordero Tapia

Se administr6 suficiente V. parahaemolyticus para una concentracion final
de 108 UFC-mL™* de agua de mar.

6.3.4 Crecimiento y supervivencia

Se evalud la supervivencia al final de las seis semanas de eperimentacion

en los diferentes tratamientos y sus tres réplicas.

Semanalmente y al final del bioensayo se realizaron biometrias colocando
30 semillas de cada cubeta sobre papel milimétrico laminado, tomando una
imagen fotografica para medir largo y ancho empleando el programa Image-pro
plus versién 5.1. Se evalué la talla final promedio alcanzada en cada tratamiento,

asi como el crecimiento absoluto (CA) segun la formula:

CA=Lf-Li (10)

Donde Lf= Longitud media final, y Li= Longitud media inicial.
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Para la evaluacion final del crecimiento se midio la longitud final, anchura

final, y el coeficiente de variacidén respecto a la longitud, calculado como:

CV=S/ X*100 (11)

Donde S= desviacion tipica o varianza, y X= media muestral.

6.3.5 Modulacién de microbiota en el agua de cultivo

Al término de las semanas uno, tres y cinco se tomaron 1 mL del agua de
cada unidad experimental en tubos Eppendorf estériles, se realizaron diluciones
seriales y a partir de la quinta dilucion se tomaron 20 pL para sembrar por
dispersion en placa Petri conteniendo medio solido. De cada muestra se
sembraron 20 puL en medio TSA (Tryptic Soy Agar) 2.5% NaCl, en MH (Muller
Hinton) 2.5% NaCl para conteo de heterétrofas totales, en MRS 2.5% NaCl (con
20 mg-uL? de azul de anilina) para bacterias acido lacticas y en TCBS 2.5% NacCl
para conteo de Vibrios sp. Cada medio se sembré por duplicado para cada
muestra. Todas las placas se incubaron a 37 °C durante 72 h. A las 24 h de
incubacion se contaron las colonias en los medios TSA, MH y TCBS. Las colonias
que presentaron una coloracién azul en el medio MRS se contabilizaron a las 72 h
de incubacion.

Finalmente se evalu6 la microbiota interna de los organismos cultivados,
para lo cual se extrajo el tejido blando de dos organismos por cada cubeta y el
producto se lavo, se peso y se colocé en tubos Eppendorf estériles por separado.
En seguida se agregaron 200 puL de agua de mar estéril para macerar con ayuda
de pistilos estériles. Se agregaron 800 uL mas y se homogeneiz6 cada muestra,

para, posteriormente, por duplicado sembrar por dispersion 10 pL del
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homogeneizado en medio TSA, MH, MRS y TCBS. Las placas se incubaron y se

cuantificaron las colonias segun se describi6é con anterioridad.

6.4 EVALUACION DE ADHESION DE CEPAS SELECCIONADAS EN
SEMILLAS DE C. sikamea

Para comprobar la presencia y colonizacion de las bacterias probiodticas, se
evaluo su adhesion en el TD de C. sikamea. Se utilizaron las cepas MAt32, MAt42
y GAtB1 (empleadas en los bioensayos anteriores), marcadas con DTAF (Sherr
et al., 1987). Para marcar las bacterias se emplearon cultivos en medio TSB 2.5%
NaCl incubados durante 24 h a 37 °C, centrifugados durante 10 min a 3000 xg, a
temperatura ambiente. A continuacion se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el concentrado celular en 10 mL de solucién DTAF [NazHPO4 0.05 M,
0.85 % NaCl, y 20 mg/mL DTAF (SIGMA D-0531)]. La mezcla se incub6 dos h en
bafio Maria a 37 °C y se centrifug6 a 4000 x g a temperatura ambiente durante 10
min para eliminar el sobrenadante y realizar un lavado con agua de mar estéril.
Las bacterias se resuspendieron en agua de mar con 30% de glicerol y se

almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Para evaluar in vivo la adhesién de las bacterias previamente marcadas con
DTAF en ostién, se colocaron 15 juveniles de C. sikamea de 10+0.5 mm de
longitud en cubetas de 5 L conteniendo 2 L de agua de mar estéril, con aireacion
constante a 25+1 °C de temperatura. Por cada cepa se manejaron tres réplicas.
Se agregaron 10® UFC de cada cepa marcada con DTAF directo al agua en cada
unidad experimental, y no se administré alimento durante ese dia. Las bacterias
marcadas con DTAF fueron manipuladas en condiciones de obscuridad, y las
cubetas de cultivo se mantuvieron tapadas para evitar cualquier entrada de luz.

Para realizar los cortes que se colocaron en portaobjetos cubiertos con
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cubreobjetos, se tomaron tres organismos por cubeta una hora después de

administrar las semillas y nuevamente a las 24 h.

A fin de observar la fluorescencia, las muestras se transportaron protegidas
de la luz al laboratorio de Histologia e Histoquimica del CIBNOR, y se observaron
en un microscopio de fluorescencia Olympus Bx41, empleando el filtro 1WV, con
el objetivo 20x. Se empled el programa Image Pro Plus version 7.0 para la
observacion y analisis de las imagenes capturadas con una camara Nikon DS-Ril.
Cabe sefalar que las microalgas mostraban una auto-fluorescencia roja, mientras

gue las bacterias marcadas, una fluorescencia verde.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron las pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) vy
homogeneidad de varianzas (Bartlett) para establecer si se aplicarian pruebas
paramétricas 0 no paramétricas para el andlisis de los datos. Cuando los datos
mostraron una distribucion normal se sometieron a un ANDEVA (p<0.05) y un
andlisis Tukey en caso de encontrar diferencias significativas con el fin de
identificar dichas diferencias. En caso contrario se sometieron a pruebas no
paramétricas, para lo que se aplicd una prueba Kruskal-Wallis.

Se utilizé un analisis unidireccional de la varianza (ANDEVA) para examinar
las diferencias en AG, SGR, la prevalencia viral y la expresion génica relativa. Los
valores de p<0.05 se consideraron significativamente diferentes. Los resultados
disponibles como porcentaje se transformaron por arcoseno de acuerdo con
Daniel (1997). Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizé Tukey o
prueba de Duncan para identificar el origen de estas diferencias (p<0.05). Todos
los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software Statistica 7.0
(Statsoft, Tulsa, OK, EE.UU.).
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7 RESULTADOS

7.1 OBTENCION DE LAS CEPAS PROBIOTICAS

Se obtuvieron aislados bacterianos a partir del TD de adultos de A.
tuberculosa, de organismos procedentes de dos localidades (BM y BN) ubicados
respectivamente en Baja California Sur y en Sinaloa, depurados y sin depurar. El
aislamiento fue realizado en condiciones de aerobiosis 0 de anaerobiosis y en de
culivo medios generales o selectivos. Se obtuvieron en total 101 cepas
bacterianas que fueron -caracterizadas de conformidad con sus distintas

morfologias coloniales (Tabla XI).

Tabla Xl.- Numero de cepas aisladas en total en condiciones tanto de aerobiosis como
anaerobiosis en cada uno de los medios empleados para ambos sitios de colecta.

Origen Medio d Sin Depuradas Anaerobiosis Total
epurar
2216 10 2 12
LB 15 2 17
MK 0 6 2 8
MRS 3 3 7 13
BAHIA R 1 B 7
VAGDALENA | rops 0 ) )
TSA 25 2 27
Y 2 7 0 9
YPD 0 7 7
BAHIA MRS+Azul de 23 23
NAVACHISTE | anilina (BAL)
(BN) TSA 27 27
(pretratadas a
80 °C para
bacilos)
TOTAL 106 16 29 151
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7.2 EVALUACION

PROBIOTICAS

in vitro DE LAS CEPAS POTENCIALMENTE

A partir de los 101 aislados bacterianos provenientes del TD de adultos de

A. tuberculosa, fueron seleccionadas las cepas mas resistentes, manejables y con

potencial probiotico. En la Tabla Xll se presentaran los resultados obtenidos

durante los bioensayos in vitro.

Tabla XIll.- Resultados del andlisis in vitro de las cepas aisladas del TD de A. tuberculosa,
mostrando pruebas realizadas y diagnostico sobre su potencial probiético.

Prueba Resultado Indica Diagnostico
Hemodlisis (H) v No hemoliticas Aceptable
Catalasa (Ct) - No produce catalasa | Preferible
Rojo Congo (RC) - Incolora Esta prueba corresponde a la
+ Rojiza hidrofobicidad pero se considera que
++ Mayor intensidad una coloracién intensa puede indicar
virulencia.
Xileno (X) > 50 Hidrofobicidad
Antagonismo con | ++ Inhibicion o | Preferible si  muestra resultados
Vibrio (V) competencia similares tanto células como
sobrenadante
Degradacion  de | ++ Produccion de | Preferible si  muestra resultados
proteinas (SM) proteasas similares tanto células como
sobrenadante
Degradacion  de | ++ Produccion de | Preferible si  muestra resultados
carbohidratos (C) carbohidrasas similares tanto células como
sobrenadante
Degradacion  de | ++ Produccion de | Preferible si  muestra resultados
lipidos (SB) lipasas similares tanto células como
sobrenadante
Produccion de | + En funcion de las
enzimas (AZ) pruebas
seleccionadas
Antibiograma - Ampicilina Cepas resistentes a > lantibiéticos.
- Penicilina-
- Estreptomicina
- Bacitracina

Gentamicina
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Para las pruebas V, SM, Cy S, el halo de degradacion medido se califico de
acuerdo a lo siguiente: (-) no se present6 zona de degradacién, (+) halo < 10mm
de diametro y, (++) halo > 10mm de diametro (Dopazo et al., 1988).

Para la prueba para degradacion de lipidos, se consideré como resultado
positivo la coloraciébn azul de las cepas calificandose como (=) otro color, (+)
coloracién azul palido, azul claro o azul grisaceo y (++) azul rey. En las pruebas
donde no se midi6 halo de degradacion solo se consideran los resultados positivos

(+) o negativos (-).

Respecto a la prueba de la catalasa (Tabla XIIl), solo se obtuvieron dos

resultados negativos, al igual que para la prueba de Rojo Congo (Tabla XIV).

Para las pruebas V, SM, C y SB, no se obtuvieron resultados claros con la
metodologia de Balcazar et al. (2007), en los aislados crecidos durante 24 h en
caldo de cultivo. Esto fue resuelto mediante la siembra de las cepas directamente
para la formacion de una macrocolonia y utilizando el in6culo del concentrado
celular (Tabla XIV).
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Tabla XIll.- Resultados de la tincion Gram y las pruebas de catalasa y hemdlisis de cepas
seleccionadas provenientes de Bahia Magdalena (MAt), y cepas provenientes de Bahia
Navachiste, Guasave, Sinaloa (GAt).

Cepa Medio  Gram Catalasa pHinicial pH final Hemolisis
MAt29 TSA + 6.01 7.03 v
MAL32 2216 + 5.99 6.86 Y
MAt35 LB + 6.24 6.8 Y
MAt42 LB + 6.74 6.8 Y
MAt43 LB + 6.26 6.8 Y
MAt100 | 2216 + 5.59 6.92 Y
GAtB1 | TSA25%  + 5.29 6.74 Y
GAtB2 |TSA25%  + 5.38 6.87 Y
GAtB4 |TSA25%  + 5.4 6.83 Y
GAIB7 | TSA25% - 5.89 6.94 Y
GAtB9 | TSA25%  + 5.76 7.08 v
GAtB11 | TSA25%  + 6.47 6.88 Y
GAtB13 | TSA25% - 5.78 6.93 Y
GAtB16 | TSA25%  + 6.07 6.8 Y
GAtB26 | TSA25%  + 6.25 7.05 Y

GAtBAL7 [MRS 2.5%  + - 6.09 6.99 Y
GAIBAL9 | MRS 2.5% - + 5.88 6.83 A




Tabla XIV.- Resumen de resultados de las pruebas realizadas a algunas de las cepas aisladas a
partir del TD de A. tuberculosa para catalasa (Ct), rojo congo (Rc), antagonismo con Vibrio,
degradacion en Skim Milk para proteasas (SM) y en Blue Spirit para lipasas (BS).

Clave Medio Ct Rc Vibrio/Cél SM/cél BS/cél
MAt18 LB + 3 + -

MAt21 TSA + 3 ++ - +
MAt22 TSA + 3 + + -
MAt23 LB + 3 ++ - ++
MAt24 LB + 3 ++ - ++
MAt25 LB + 3 ++ - ++
MAt29 TSA - - -
MAt33 2216 + 4 ++ - +
MAt35 LB + 3 ++ + ++
MAt37 TSA + 4 ++ - -
MAt38 TSA + 2 ++ - +
MAt44 LB + 3 ++ -
MAt60 MRS + -
MAt68 2216 + 4 ++ -
MALt75 LB + - - -
MAt82 MRS + 3 ++ +

Con base en la caracterizacién de los aislados se seleccionaron tres cepas
de alta hidrofobicidad (Tabla XV y Tabla XVI), tres de media hidrofobicidad y una
bacteria acidolactica (BAL), con hidrofobicidad media (Figura 9), todas ellas y-
hemoliticas y con alta tolerancia al nitrégeno amoniacal (Figura 10).



Tabla XV.- Total de aislados bacterianos provenientes del TD de A. tuberculosa tanto en B.C.S.
(Bahia Magdalena o BM) y Sinaloa (Bahia Navachiste o BN) y nimero de cepas
seleccionadas en base a sus caracteristicas hemoliticas, tincion Gram e hidrofobicidad.

BM BN
Bacilos BAL
Total 101 27 23
Hemdlisis-y 26 9 1
Gram + 23 8 1
Alta hidrofobicidad 0 0
Mediana hidrofobicidad 1 1
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Figura 9.- Hidrofobicidad y caracteristicas de la superficie bacteriana de las cepas seleccionadas
obtenidos por su capacidad de adhesién a solventes organicos: <30 %= baja, >30-<60 %=
media, >60 %= alta. Las lineas sobre las barras respresentan EE.
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Tabla XVI.- Porcentaje de adhesion a tres solventes organicos de cada cepa seleccionada.

% p- ] o % Superficie %Acetato Superficie
Cepa ) Hidrofobicidad ]
Xileno Cloroformo Donadora de Etilo  Aceptora
MAt42 70.59 Alta 17.11 Baja 44.56 Media
MAt43 62.07 Alta 14.00 Baja 29.34 Baja
MAt35 61.05 Alta 31.71 Media 50.07 Media
MAt32 59.98 Media 51.08 Media 64.59 Alta
MAt100 40.48 Media 20.04 Baja 35.29 Media
GAtB1 57.43 Media 41.87 Media 15.11 Baja
GAtBAL7 35.42 Media 53.36 Media 27.35 Baja
06 4
05 ‘ g
£ 1 S MAt35
§ \ ‘ % m MAt42
§ 03 } : § § \ i ‘1 Vi g 4MAt43
® " 9 7 3 ; . {
i 1 §: 9 34 : 1 4 7 N 1 MAt100
N BT g ¥l : | § y \
3 52 1 1.7 y B a3 4 1 3 N « GAtB1
/ ‘32 1V WY iy Ay Ay Y R}
: AR | VIR | B R
o § ) ‘ B ¥ R 84 NARYE NARNA NRN i
PO N SR T 2 T G SRS KOS S
00
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Figura 10.- Tolerancia al nitrdgeno amoniacal total (TAN) de cada uno de los aislados. Se muestra
el promedio de tres réplicas.
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Para evaluar la capacidad de crecimiento y determinar el tiempo en que
cada cepa logra alcanzar su etapa estacionaria se realizO una curva de
crecimiento en caldo TSB o MRS encontrando que la mayoria de éstas se
encuentran en su etapa estacionaria a las 48 h de iniciado el cultivo a excepcion,

de la Unica BAL que presenta un lento crecimiento (Figura 11).

— - MAt32
MALt35
MAt42
MAt43

— MAt100
GAtB1

- - =GAtBAL7

Absorbancia (600 nm)

0 3 6 9 12 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 11.- Curva de crecimiento de las cepas seleccionadas, obtenida por absorbancia a 600nm
hasta por 96 h.

A excepcion de las BAL, se probo la capacidad de los aislados para crecer
a diferentes concentraciones de salinidad, inoculandolos en medio TSB con
diferentes concentraciones de NaCl (0.5 - 12%). El medio TSB contiene 0.5% de
esta sal. Se consider6 como tratamiento control, el in6culo en medio TSB
2.5%NaCl, porque en esas condiciones se incuban rutinariamente los aislados
bacterianos y con ese contenido de sal se determind la curva de crecimiento

estandar.
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Tal como era de esperarse, considerando que los aislados provienen de
una especie marina del manglar, en términos generales se observé una buena
tolerancia a altas concentraciones de salinidad (hasta 7-8% de NaCl en el medio
de cultivo). Se determind un limite manejable con 10% de NaCl y un crecimiento
minimo a 11-12% (Figura 12).

En cuanto a la resistencia de las cepas a diferentes niveles de pH, en
general se observd una tendencia de las cepas seleccionadas, a crecer mejor en

niveles de pH neutro a ligeramente béasico (Figura 13).
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Figura 12.- Crecimiento de las cepas seleccionadas tras 24 h de incubacion a 37 °C en medio TSB
a diferentes concentraciones de NaCl. Las lineas sobre las barras respresentan el EE.
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Figura 13.- Crecimiento de las cepas seleccionadas tras 24 h de incubacién a 37°C en medio TSB

a diferentes valores de pH. Las lineas sobre las barras respresentan el EE.

En general, se observé un alto porcentaje de autoagregacion, con el valor

menor en la cepa MAt29, la cual es de baja hidrofobicidad Tabla XVII.

Tabla XVII.- Habilidad de autoagregacién y coagregacion de cada cepa con Vibrio sp. después de
5 h de incubacion a temperatura ambiente en PBS (pH 7.2).

Coagregacion Autoagregacion (%)

Cepa con Vibrio sp. (%) 1 2h 3h 4h
MAt29 83.3 76.3 97.6 99.3 98.9
MAt32 17.9 99.9 100.0 97.6 97.2
MALt35 80.1 86.3 99.8 97.4 97.6
MAt42 8.2 99.4 96.6 96.1 97.4
MALt43 17.4 99.8 98.3 97.1 99.9
MAt100 75.0 99.4 96.9 97.4 99.0
GAiB1 69.2 99.7 97.7 97.2 99.7

GAtBAL7 24.1 97.3 98.4 97.3 99.0




En la tabla XVIII se muestra el resumen de resultados de la caracterizacion
e identificacibn molecular correspondiente a las ocho cepas que se seleccionaron
con base en los resultados de las pruebas in vitro. La cepa MAt29 se eligié por su
baja hidrofobicidad (<30%) en comparacion con las cepas de hidrofobicidad alta
(>60%) y media (>30<60%). La cepa GAtBAL7, se eligi6 por ser una bacteria
acido lactica (BAL), catalasa negativa y con hidrofobicidad media.

77



Tabla XVIIl.- Resumen de resultados de la caracterizacién y pruebas in vitro para determinar el potencial probidtico

seleccionadas. También se muestra la identificacion molecular de las cepas.
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de ocho cepas

MAt32 MAt35 MAt42 MAt43 MAt100 GAtB1 MAt29 GAtBAL7
Medio 2216 LB LB LB 2216 TSA 2.5% TSA MRS 2.5%
Tincion Gram + + + + + + + +
Catalasa NA NA NA NA NA NA NA -
Hemdlisis r r r % I r % %
0, e -
5 % deX‘;I';'r?g alp 60+0.1 61+0.1 70+0.6 62+0.1 40+0.5 57+0.4 8+0.7 35+0.4
Qo 0 -z
SR8 % de union al 51+0.1 3140.7 17+0.1 14+0.1 20+40.2 41+0.9 NA 53+0.4
o Cloroformo
=2 % de unién al
T il 64+0.6 50+0.1 44+0.6 29+0.3 35+0.3 15+0.1 NA 27+0.3
UFCmL™ Abs 580 7.50x107 4.23x10% 5.50x107 NA 1.31x10%° 1.98x10%* 2.75 x10° 7.50x107
< ND ND 35,40,45y 50 ND ND ND - -
-1
TAN mgL > ND ND 180 140y 160 ND 120'1402'%)%0' 180y - -
Tolerancia < 11.0-12.0 11.0-12.0 11.0-12.0 8.0-12.0 11.0-12.0 9.0-12.0 - -
Salinidad % > 3.0-4.0 2.0-4.0 2.5-4.0 1.0-6.0 2.5-5.0 2.5-5.0 - -
< - 5-6, 10 4,5 4-6, 10 4,5 4-6, 10 4-6, 10 -
Tolerancia pH ND - 8,9 6-8 7.0 6, 10 7.0 7-9 -
> - - 9,10 8,9 7-9 8,9 - -
% Autoagregacion 99.9 86.3 99.4 99.8 994 99.7 76.3 97.3
% Coagregacion con Vibrio 17.9 80.1 8.2 17.4 75.0 69.2 83.3 24.1
g Caserlgr:;(SM) 27+0.1 30+0.1 - 14.5+3.5 17.5+0.5 27+0.1 21.5+0.5 -
T = .
S g Ger:qar:;”a 3442.0 35+1.0 18.5+0.5 33+3.0 235415 295425 24.5+0.5 -
o
©
55 Tween 80 ) ; - . 19.545.5
mm - - -
Vibrio/Cél mm - 20+1.0 - - - - - -
Vibrio/Sobr mm - - - - - - - -
. Penicilina ) ) 241.0 ) ) ) ) 37.540.5
= mm
S Amoxicilina 2+1.0 20+0.0 8.5+0.5 - - - 8+0.0 34+3.0
S mm
2 Ge”tr?]rr?"c'”a 10.5+0.5 10+0.0 11+0.0 11.5+0.5 13.5+0.5 11+0.0 8+0.1 10+0.1
c . .
< Bacitracina ) ) ) ) R R R 35.5+0.5
mm
. . . . . Citrobacter Bacillus Bacillus _ Bacillus subtilis Enterococcus  Staphylococcus
Especie Bacillus licheniformis koseri licheniformis subtilis Vibrio sp. subsp. subtilis casseliflavus sp.
% de homologia 99 97 98 100 95 100 99 100
Muestra secuenciada Clona Prg(élgto Producto PCR Producto PCR Prgcét:qcto Clona Clona Producto PCR

*ND.- No hay diferencia significativa respecto al control, NA.- Datos no disponibles.



7.3 EVALUACION IN VIVO DE LAS CEPAS SELECCIONADAS POR SU
POTENCIAL PROBIOTICO

7.3.1 Primer bioensayo con L. vannamei

Los aislados seleccionados previamente durante los ensayos in vitro
(MAt35, GAtB1, MAt29 y GAtBAL7) fueron utilizados para los ensayos in vivo,
cuyos resultados se presentan a continuacion. En resumen, MAt35 presenté alta
hidrofobicidad, alta actividad enzimatica y alto porcentaje de autoagregacion;
GAtB1 present6 hidrofobicidad media, alta actividad enzimatica y altos porcentajes
de autoagregaciéon y coagregacion; MAt29 presentd baja hidrofobicidad pero un
alto porcentaje de coagregacion, y GAtBAL7 resultd ser catalasa negativa y tener

el porcentaje mas alto de coagregacion.

7.3.1.1 Anélisis de WSSV

Para este bioensayo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto

a la prevalencia viral entre tratamientos (p>0.05).

7.3.1.2 Supervivenciay Tasa de Crecimiento Especifico

En el bioensayo in vivo se obtuvo un 100% de supervivencia para todos los
tratamientos. Aunque no se encontré diferencia significativa para peso total entre
el tratamiento control y los grupos que recibieron bacterias obtenidas del TD de A.
tuberculosa, se observO una tasa de crecimiento especifica mas alta en el

tratamiento T5 correspondiente a la mezcla de bacterias (aunque tambien el



menor peso promedio), seguido por el tratamiento T3 correspondiente a GAtB1

(Figura 14).
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Figura 14.- Peso promedio (PP) y tasa de crecimiento especifico (TCE) para los camarones
tratados con bacterias potencialmente probiéticas durante 28 dias. C: Control, T1: MAt29,
T2: MAt35, T3: GAtB1l, T4: GAtBAL7, T5: mix 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras
respresentan el EE, n = 30 y las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).

7.3.1.3 Respuesta lnmune

A continuacion se describen los resultados obtenidos para los parametros
con los que se evalud la respuesta inmune: conteo de hemocitos, concentracion

de anion superoxido, profenoloxidasa y fenoloxidasa.
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7.3.1.4 Conteo de hemocitos

Se encontré una diferencia significativa en el conteo total de hemocitos
(CTH) para el tratamiento T3 (p=0.013), en relacion con los valores registrados en

el grupo control C y en grupo T5 que recibio la mezcla de bacterias (Figura 15).
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a
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0.0E+00 -
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Figura 15.- Conteo total de hemocitos CTH en camaron tras 28 dias de tratamiento con bacterias
potencialmente probidticas. C: control, T1: MAt29, T2: MAt35, T3: GAtB1, T4: GAtBAL7,
T5: mezcla 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras respresentan el EE, n = 9 y las letras
sefialan diferencias significativas (p<0.05).

Hemocitos (células:mL")

7.3.1.5 Anién Superdéxido Intracelular

La concentracion de anién super 6xido en muestras de hemolinfa mostrd
diferencias significativas unicamente entre los tratamientos C y T1 (p = 0.03). La
mayor concentracién correspondié al grupo control C, seguido por T2, T3, T4y T5,
y finalmente T1 con la menor contentracion (Figura 16). Los tratamientros T2 a T5



mostraron en general una tendencia a la disminucién en la concentracion del

anion.
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Figura 16.- Concentracion de anién superoxido en muestras de hemolinfa de camarén blanco
tratado con bacterias potencialmente probiéticas. C: control, T1: MAt29, T2: MAt35, T3:
GAtB1, T4: GAtBAL7, T5: mezcla 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras respresentan el EE, n
=9y las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).

7.3.1.6 Actividad fenoloxidasa FO y proFO

Después de los andlisis bioquimicas realizados, no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la actividad FO en hemolinfa, al aplicar los
tratamientos bacterianos (prueba de Kruskal-Wallis, p= 0.52). En cambio, para la
concentracion de proFO se encontrdé una mayor actividad y las diferencias fueron
significativas para los tratamientos T4 (p= 0.04) y T5 (p= 0.012), con respecto al

grupo control C, tal como se muestra en las figuras 17 y 18 respectivamente.
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Figura 17.- Concentracion de fenoloxidasa (FO) en muestras de hemolinfa de camardn blanco
tratado con bacterias potencialmente probidticas. C: control, T1: MAt29, T2: MAt35, T3:
GAtB1, T4: GAtBAL7, T5: mezcla 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras respresentan el EE, n
=27.
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Figura 18.- Concentracion de profenoloxidasa (proFO) en muestras de hemolinfa de camarén
blanco tratado con bacterias potencialmente probidticas. C: control, T1: MAt29, T2: MAt35,
T3: GAtB1, T4: GAtBAL7, T5: mezcla 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras respresentan el
EE, n = 27. Las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).



7.3.1.7 Proteinas totales

Se encontr6 una mayor concentracion de proteinas totales en lisado de
hemocitos en las muestras correspondientes al tratamiento T1 (p= 0.004), al cual
se le agreg6 la cepa MAt29, y al tratamiento T5 (p= 0.03), adicionado con la
mezcla de bacterias probioticas (Figura 19).
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Figura 19.- Concentracion de proteinas totales en sobrenadante de lisado de hemocitos de
camarén blanco tratado con bacterias potenciamente probiéticas. C: control, T1: MAt29,
T2: MAt35, T3: GAtB1, T4: GAtBAL7, T5: mezcla 1:1:1:1. Las lineas sobre las barras
respresentan el EE, n = 27. Las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).
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En resumen, en el primer bioensayo con juveniles de L. vannamei, el grupo
T5 mostré una mayor TCE, y se observd un mayor crecimiento promedio final en
Tl y T2. El mayor CTH se encontr6 en T3. La menor concentracion de anién
superéxido se encontr6 en T1, con una tendencia a disminuir en todos los
tratamientos adicionados con bacteria, respecto al control. Aunque no fue
significativa, se encontr6 una mayor actividad FO en T3 y T4. Se observo una
tendencia al incremento de la actividad proFO en todos los tratamientos que
recibieron bacterias, a diferencia del tratamiento control, con los mejores
resultados en T4 y T5. Se observé una mayor concentracion de proteinas en SLH
en T1y T5. A partir de los resultados obtenidos se consideré una mejor opcion el
emplear una mezcla de bacterias, incluyendo la cepa GAtB1 por su efecto

inmunoestimulante.
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7.3.2 Segundo bioensayo con L. vannamei

7.3.2.1 Supervivenciay TCE

No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de L.
vannamei bajo diferentes concentraciones de la mezcla de bacterias. Ademas, no
se encontraron diferencias significativas en el crecimiento final (Pf) ni en el
crecimiento absoluto (CA), a excepcion del tratamiento T3 (4x108 UFC-g1) donde
el CA fue significativamente menor que en el grupo de control C (p = 0.031) (Tabla
XIX). En la figura 20 se muestra la tendencia promedio en el crecimiento a lo largo
del bioensayo. Aunque el tratamiento T1 no muestra diferencias en Pf o CA con
respecto al grupo control C, se encontré una diferencia significativa respecto a la
tasa de crecimiento especifico (TCE) para este grupo (p=0.029). No hubo

diferencia significativa en la TCE entre el resto de los grupos (Figura 21).

Tabla XIX.- Resumen de los parametros de supervivencia y crecimiento para los camarones
tratados con la mezcla potencialmente probittica a diferentes concentraciones. Pi= peso
inicial, Pf= peso final, CA= crecimiento absoluto, TCE= tasa de crecimiento especifico. Los
superindices indican diferencias significativas.

Supervivencia

Tratamiento (%) Pi (9) Pf (g) CA (9) TCE (%-d?)
C 989 + 0.00 098 + 001 4.02 £+ 0.06 3.04 + 0.02° 5.03 + 0.022
T1 989 + 192 098 = 0.01 425 = 0.07 3.27 + 0.14 5.25 + 0.11°
T2 100 + 0.00 0.96 + 0.01 4.07 £ 0.07 3.10 + 0.02° 5.14 £ 0.05b
T3 989 + 192 0.96 = 0.01 3.75 = 0.07 279 + 0.042 4.85 = 0.042
T4 989 + 192 097 + 0.01 4.08 = 0.06 3.11 + 0.05° 5.12 £ 0.05%
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Figura 20.- Crecimiento en peso promedio semanal para los camarones tratados con mezcla de
bacterias potencialmente probiéticas. C= Control, T1= 108 UFC-g?, T2= 2 x108 UFC-g’!,
T3= 4x10% UFC-g, T4= 6x10% UFC-g™. Las lineas sobre las barras respresentan el EE, n
= 30.
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Figura 21.- Peso promedio (PP) y tasa de crecimiento especifico (TCE) para los camarones
tratados con mezcla de bacterias potencialmente probiéticas durante 32 dias. C= Control,
T1= 105 UFC-g?l, T2= 2 x10% UFC-g?1, T3= 4x10% UFC-g?1, T4= 6x10% UFC-g™. Las lineas
sobre las barras respresentan el EE, n = 30 y las letras sefialan diferencias significativas
(p<0.05).



7.3.2.2 Prevalencia Viral

Se observo una pérdida natural de las particulas virales en el camaron en el
grupo control C, donde la incidencia de WSSV disminuy6 un 8% y de IHHNV un
25%, disminuyendo el porcentaje de coinfeccion (presencia de ambos virus en la
misma muestra) 17%. Sin embargo, la prevalencia viral mas baja para WSSV
correspondio al tratamiento T1 y de IHHNV en el tratamiento T3. La incidencia de
coinfeccibn mas baja al final del experimento se observdé en el grupo T3,

mostrando diferencia significativa con el control C (p<0.05) (Tabla XX).

Tabla XX.- Porcentaje de camarones infectados con WSSV y/o IHHNV al principio y al final del
bioensayo con camarones tratados con diferentes concentraciones de mezcla bacteriana.

Prevalencia Viral (%)
Tratamiento | WSSV, WSSV IHHNV; IHHNV: WSSV + IHHNV
C 50 42b¢ 100 750 33
T1 50 252 100 750 25
T2 50 67¢ 100 67° 50
T3 50 67¢ 100 332 17
T4 50 42bc 100 750 33

7.3.2.3 Anélisis de la expresion génica relativa en hemocitos

Segun el analisis de estabilidad realizado empleando el programa Genorm,
se descarto el gen EF-a para ser empleado como referencia ya que mostré menor
estabilidad (1.252) que los genes B- actina, 40S-S24 (0.412) y L21 (0.528). El
analisis de expresion génica relativa para ADNc sintetizado a partir de ARN de

hemocitos obtenidos de cada tratamiento, mostré diferencias significativas para
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genes de accion antioxidante (SOD) y los relacionados con la actividad inmune
(proFO, LvToll y TG) (Figura 22).

En los tratamientos T1 y T2 la expresion relativa de la enzima superoxido
dismutasa (SOD) se encontrd por debajo del grupo control C. Solamente en el
caso de los camarones expuestos a la mayor concentracion de la mezcla
bacteriana T4 (6 x 10° CFU-g!) se observé una sobreexpresion estadisticamente

significativa (p=0.03) para esta enzima.

El gen que codifica para la enzima profenoloxidasa (proFO) mostré su
maxima expresion en el tratamiento T3 con una diferencia significativa de
p=0.0098 con respecto al grupo contro C. Aunque estadisticamente no se observo
diferencia significativa en el resto de los tratamientos, se observa una
sobreexpresion para proFO en los tratamientos T2 y T4 por encima del grupo

control C, mientras que el grupo T1 muestra una expresion por debajo de C.

La expresiéon del gen LvToll en hemocitos de camardn en el tratamiento T1
se observé por debajo del grupo control C. A medida que incrementa la
concentracion de la mezcla bacteriana, se observa una mayor expresion relativa
del gen de este receptor, por encima del grupo control C, con diferencias
significativas para los grupos T3 (p=0.011) y T4 (p=0.004).

No se encontraron diferencias significativas para la expresion relativa de la

enzima transglutaminasa (TG) (p=0.1285).
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Expresion génica relativa

Figura

Figura

90

bc

n
ab ab || a
N iUﬁ'L .uil iu“ﬂ

proFO SOD LvToll TG

1

HC MT1 T2 mT3 uT4

22.- Expresion relativa de los genes superéxido dismutasa (SOD), profenoloxidasa (proFO),
receptor LvToll (LvToll) y transglutaminasa (TG) en hemocitos. C= Control, T1= 106 UFC-g
1, T2= 2 x108 UFC-g, T3= 4x10% UFC-g, T4= 6x108 UFC-g. Las lineas sobre las barras
respresentan el EE y las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).
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23.- Expresioén génica relativa de la enzima superéxido dismutasa (SOD), profenoloxidasa
(proFO), receptor LvToll (LvToll) y transglutaminasa (TG) en hemocitos, respecto al grupo
control C. T1= 108 UFC-gt, T2= 2 x10% UFC-g?, T3= 4x10% UFC-g?, T4= 6x10% UFC-g
1Las lineas sobre las barras respresentan el EE y los asteriscos sefialan diferencias
significativas (p<0.05).



7.3.2.4 Andlisis de la expresion génicarelativa en hepatopancreas

Al igual que con el analisis en hemocitos, el gen EF-a mostré baja
estabilidad (0.711), por lo que s6lo se emplearon los genes 40S-S24, L21 (0.262
para ambos) y B-actina (0.410) como referencia. El analisis de la expresion relativa
en hepatopancreas se llevd a cabo para dos genes digestivos: tripsina (Trip) y
catepsina B (Cat-B) y para un gen relacionado con la respuesta a condiciones de

estrés, la proteina de choque térmico 70 (HSP70).

No hubo diferencia significativa entre los tratamientos para la expresion de

genes digestivos (Figura 24).

Se observé una subexpresion del gen HSP70 significativamente diferente al
grupo control C en T1 (p=0.036), T3 (p=0.004) y T4 (p=0.003). Unicamente el

control T2 no mostro diferencia significativa respecto al control C.

91



25

Imi il '

0.0
Trip Cat-B HSP70

Expresion génica relativa

HC WT1 T2 mT3 uT4

Figura 24.- Expresion génica relativa para tripsina (Trip), catepsina B (Cat-B) y proteina de estrés
al calor (HSP70) en hepatopancreas. C= Control, T1= 108 UFC-g, T2= 2 x10% UFC-g?,
T3= 4x10% UFC-gt, T4= 6x10% UFC-g*. Las lineas sobre las barras respresentan el EE y
las letras sefialan sefialan diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 25.- Expresion génica relativa para tripsina (Trip), catepsina B (Cat-B) y proteina de estrés
al calor (HSP70) en hepatopancreas, respecto al grupo control C. T1= 108UFC/g, T2=
2x10% UFC/g, T3= 4x108 UFC/g, T4= 6x10%° UFC/g. Las lineas sobre las barras
respresentan el EE y los asteriscos sefialan diferencias significativas (p<0.05).
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En resumen, en cuanto a crecimiento se obtuvo la mejor TCE con el
tratamiento T1 (10 UFC-gt). En cuanto a la prevalencia de patégenos virales, se
obtuvo la menor incidencia de WSSV en el tratamiento T1, y la menor incidencia
de IHHNV con el tratamiento T3 (4 x 10® UFC-g?). En el tratamiento T3 también se
observoé la menor incidencia de coinfeccion. En cuanto a expresion génica relativa,
se observo una respuesta significativa en los genes SOD, proFO, LvToll y HSP70.
Los tratamientos que mostraron la mayor respuesta en cuanto a expresion de los
genes evaluados fueron T3 y T4 (6 x 10% UFC-g?'), con las mayores

concentraciones de la mezcla bacteriana.
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7.4 EVALUACION in vivo DE LAS BACTERIAS POTENCIALMENTE
PROBIOTICAS EN OSTION C. sikamea

7.4.1 Evaluacién del crecimiento del alimento vivo, microalgas, con bacterias

potencialmente probidticas

Durante la evaluacion de la interaccién de las bacterias probidticas con el
alimento vivo se registré una disminucion en el crecimiento de las microalgas (Ig y
Ch) que no fue significativa (Figura 26). Igualmente, se pudo observar que el
medio de cultivo f/2 empleado para la produccion de microalgas, no favorece el
crecimiento de las bacterias (C3-C5). Por otro lado, tambien se observé que en
presencia de microalgas se incrementa la concentracion bacteriana inicial
(UFC-mL™?) (Figura 27).

7.E+6
6.E+6
5.E+6
4 E+6
3.E+6

2.E+6

Conteo de microalgas (células-mL")

1.E+6

0.E+0
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Figura 26.- Crecimiento celular de las microalgas empleadas en el cultivo de moluscos bivalvos en
interaccién con bacterias potencialmente probidticas. C1l= Isochrysis galbana, C2=
Chaetoceros calcitrans, T1= Is+MAt32, T2= Is+MAt43, T3= Is+GAtB1, T4= Ch+MAt32, T5=
Ch+MALt43, T6= Ch+GAtB1. Las barras sobre las lineas indican EE.
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Figura 27.- Crecimiento celular de las bacterias potencialmente probidticas en co-cultivo con
microalgas usadas en el cutivo de moluscos bivalvos. C3=MAt32, C4= MAt43, C5= GAtB1,
T1l= Is+MAt32, T2= Is+MAt43, T3= Is+GAtB1l, T4= Ch+MAt32, T5= Ch+MAt43, T6=
Ch+GAtB1. Las barras sobre las lineas indican EE.

7.4.2 Evaluacién in vivo de las bacterias potencialmente probidticas en ostion C.

sikamea

7.4.2.1 Crecimiento y supervivencia

En la evaluacion del crecimiento de las semillas de C. sikamea tratadas con
bacterias aisladas de TD de A. tuberculosa, los andlisis estadisticos mostraron tres
grupos, el primero, de menor longitud promedio final, conformado por los grupos
control C2 y C3, en segundo lugar el control positivo C1 vy, finalmente, el tercer
grupo integrado por los tratamientos adicionados con bacterias potencialmente
probidticas, mostrando el mayor crecimiento promedio (Figura 28). No se presenta
diferencia significativa entre los grupos tratados con bacterias, por lo que no se

encontré alguna cepa sobresaliente a las demas. No se observo diferencia

95



significativa en la supervivencia de las semillas de C. sikamea tratadas con las

bacterias potencialmente probiéticas, respecto a los grupos control.
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Figura 28.- Crecimiento promedio de las semillas de C. sikamea con y sin administracién de
bacterias potencialmente probiéticas antes del reto con Vibrio. Las barras de error indican
el proemedio + EE, y las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).

Al final del bioensayo, posterior al reto con Vibrio, se observd una
disminucién en la talla de los grupos control, debido a la mortalidad de los
organismos de mayor talla después de la infeccién con el agente patégeno (Figura
29). La longitud promedio final conserva la tendencia observada antes del reto,
donde los controles C2 y C3 forman el grupo de menor talla, seguidos por el grupo
control C1, y los tratamientos tratados con bacterias potencialmente probidticas
conforman el grupo de mayor talla, sin diferencia estadistica entre éstos (Tabla
XX1).
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Figura 29.- Crecimiento promedio de las semillas de C. sikamea con y sin administracion de
bacterias con potencial como probidticos durante el tratamiento previo y posterior a la
infeccion con Vibrio. Las barras sobre las lineas indican el promedio + EE.

Tabla XXI.- Resultados del crecimiento final promedio de las semillas de C. sikamea tratadas (T1-
T4) y sin tratar (C1-C3) con bacterias potencialmente probioticas, posterior al reto con
Vibrio. A= ancho en mm, L= longitud en mm, EE= error estdndar, CA= Crecimiento
absoluto, CV = coeficiente de variacion. Los superindices en los valores de longitud indican
diferencias significativas p<0.05.

A L Modelo de mejor

Max. Min. EE CA CV : R?
(mm) (mm) ajuste
b y =-0.0764x2 + 0.6846x
Cl 440 511° 800 530 005 119 6.64 e 0.75
= 2
C2 433 4968 707 505 010 056 17.61 Y~ 0'14‘111:9521'002" * 069
y= -0.1007x2 + 0.6939x
C3 418 4822 748 512 008 042 1551 X s 0.71

T1|6.02 6.60° 990 532 013 158 17.25 y=0.8278In(x)+5.0847 0.94
T2 | 592 655 10.84 595 021 153 2833 y=0.7289In(x)+5.0867 0.91
T3 635 669 983 547 012 1.68 1495 y=0.8274In(x)+5.1393 0.95

T4 | 6.21 6.81° 1040 562 0.11 179 1550 y=0.9002In(x)+5.0594 0.91
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La mayor supervivencia se obtuvo en el control blanco C1, al no ser
infectado con el patdogeno. No se observa diferencia en la mortalidad entre el
control negativo C2 y el control con antibiético C3. En todos los grupos tratados
con cepas probidticas se observa una mayor supervivencia que en los controles
retados, aunque significativamente menor que en el control no retado C1. Entre los
tratamientos con bacteria T1-T4 no se observa diferencia estadisticamente

significativa, pero si se presenta una mayor supervivencia en el tratamiento T3
(Figura 30).
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Figura 30.- Supervivencia en semillas de C. sikamea sin bacterias (C1-C3) y tratadas con bacterias
potencialmente probidticas (T1-T4), posterior a la infeccion con Vibrio. Las barras sobre las
lineas indican EE vy las letras sefialan diferencias significativas (p<0.05).

7.4.2.2 Modulacién de microbiota en el agua de cultivo

La microbiota presente en el agua de cultivo presento variaciones durante el
desarrollo del trabajo experimental. Se observé una mayor cantidad de Vibrio sp
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en los grupos T1 a T4 que en los controles, y una diminucién de este grupo en la
microbiota interna de los ostiones (TD), en los tratamientos adicionados con

bacterias, lo cual sugiere que dichas cepas realmente tienen potencial probidtico.

En el conteo de Vibrio sp. se observo un mayor nimero de UFC en el agua
de cultivo de los tratamientos a los que se adicioné bacteria, mientras que, en la

microbiota intestinal, al final del bioensayo, el nimero de UFC fue menor.

7.5 EVALUACION DE ADHESION DE PROBIOTICOS EN SEMILLAS DE

C. sikamea

Despues de haber realizado cortes histolégicos del TD de semillas de C.
sikamea con 24 h de inanicion que recibieron cultivos bacterianos, se comprob6 su
ingestion al observar la fluorescencia emitida por dichas bacterias marcadas con
DTAF. Las bacterias fueron detectadas en el TD de las semillas de ostion, a tan
solo una hora de haberlas agregado al agua de cultivo. Se observaron en baja
proporcién respecto a la cantidad de microalga aun presente en el TD, a pesar de
tener varias h sin administracion de alimento, ya que quedé alimento disponible
(Figura 31). En los cuadros a, c y e de la figura 31, se observa la fluorescencia roja
correspondiente a las microalgas presentes en el TD de C. sikamea, sin presencia
de bacteria, correspondiente a cada cepa. En otra porcién del TD de los mismos
organismos, se logra identificar la presencia en baja porporcion de las bacterias
marcadas con DTAF (Figura 31, cuadros b, d, f). Aun después de 24 h de
administracion de las cepas bacterianas, éstas fueron detectadas en el TD de C.
sikamea (Figura 32), cubriendo un mayor area. Alun se observan reminiscencias
de fluorescencia roja correspondiente a microalgas para las cepas GAtB1 y MAt42
(Fiura 32 cuadros a, b, c y g, h, i respectivamente), mientras que para la cepa
MALt32 se encontraron areas libres de microalgas donde se presenta una amplia

cobertura de bacteria (Figura 32 cuadros d, e, f).
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Figura 31.- Prueba de adhesion de bacterias potencialmente probiéticas en TD de semillas de C.
sikamea una hora después de la administracion de las cepas GAtB1 (a y b), MAt32 (c y d)
y MAt42 (e y f) al agua de cultivo. La fluorescencia verde corresponde a las bacterias y la
roja a las microalgas aun en transito.
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Figura 32.- Prueba de adhesion de bacterias potencialmente probiéticas en TD de semillas de C.
sikamea 24 h después de la administracion de las cepas GAtB1 (a, b y ¢), MAt32 (d, ey f) y
MAt42 (g, h e i) al agua de cultivo. La fluorescencia verde corresponde a las bacterias y la
roja a las microalgas aun en transito.



8 DISCUSION

8.1 AISLAMIENTO, CARACTERIZACION in vitro E IDENTIFICACION DE LAS
CEPAS CON POTENCIAL PROBIOTICO

La gran capacidad filtradora de los moluscos los convierten en
interesantes acumuladores de la microbiota del ambiente (Romanenko et al.,
2008), por lo que el estudio de la microbiota asociada a estos organismos también
puede ofrecer importante informacién sobre la comunidad bacteriana presente en
su entorno. Esto es particularmente importante en un ambiente donde la
acumulacion de material organico presenta una alta carga bacteriana con amplia

distribucion.

Los estudios de la comunidad microbiana asociada a moluscos bivalvos
marinos son escasos a pesar de la importancia que algunas especies tienen como
recurso econémico y de consumo regional. Un factor limitante en los estudios de
comunidades bacterianas es que se enfocan fundamentalmente al estudio de

microorganismos cultivo dependiente (Yap et al., 2008).

En muchos de estos estudios se utilizan medios de cultivo generales o
selectivos con los nutrientes basicos necesarios para el crecimiento bacteriano en
general. Sin embargo, aun hay un gran numero de grupos bacterianos no
estudiados porque no es posible cultivarlos, debido a que se desconocen sus

requerimientos especificos de manejo en laboratorio (Li et al., 2003).

Ante esta limitante, se han aplicado nuevas metodologias que emplean
técnicas moleculares cuya sensibilidad permite obtener un mayor rango de
informacion basada en material genético derivado de estudios del TD de moluscos
bivalvos, basados en el gen 16S rDNA (Muyzer y Smalla, 1998; Beaz-Hidalgo
et al., 2010; Trabal-Fernandez et al., 2012).
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8.2 CARACTERIZACION in vitro DE LAS CEPAS AISLADAS

Como era de esperarse, en los medios generales (TSA, LB y Medio Marino
2216), se obtuvo una mayor diversidad de morfologias coloniales debido a que no
son selectivos y, por tanto, se aislaron un mayor niumero de cepas del TD de A.
tuberculosa. En cuanto a los medios selectivos, en TCBS solo se logro aislar una
cepa ya que es especifico para el género Vibrio por su elevada salinidad que
impide el crecimiento de otros grupos bacterianos. El medio MRS es selectivo para
bacterias acido lacticas por lo que se esperaba aislar bacterias del género
Lactobacillus, sin embargo, en este medio también se pudieron encontrar
bacterias del género Bacillus ya que el medio permite el crecimiento de bacterias

gram (+).

La seleccion de bacterias con accién probiética se basa en las
caracteristicas deseables para proporcionar un beneficio especifico para el
huésped, por lo que no son restrictivas (Harris, 1993). Sin embargo, ciertas
propiedades se han convertido en prioridad con el fin de seleccionar probioticos
seguros y eficaces para la acuicultura (Verschuere et al., 2000). En este sentido
los probiéticos deben (1) ser seguros e inocuos para el hospedero y
particularmente para el ser humano como consumidor final; (2) no presentar genes
de resistencia a virulencia o genes de resistencia a antibiéticos; (3) tener potencial
de colonizacion y de replicacion en el hospedero; (4) llegar al lugar donde se
requiere que permanezca y produzca el efecto desdeado; y algo por demas
importante, (5) que proporcione beneficios in vivo a un hospedero, confirmando

previos resultados in vitro (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Una de las principales caracteristicas a considerar en una especie
bacteriana para evaluar su potencial probi6tico in vivo, es su inocuidad, tanto para
el hospedero objetivo como para el ser humano que es el consumidor final de la
especie de cultivo. La prueba de hemdlisis es una de las aplicables en este

sentido, ya que se basa en la capacidad de las bacterias de lisar las células
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sanguineas del hospedero. En la presente investigacion se seleccionaron
solamente aquellas bacterias con hemodlisis y, es decir, aquellas que no mostraron

halo de degradacién y por lo tanto no fueron capaces de lisar eritrocitos.

Otro procedimiento importante para evaluar la inocuidad en cepas
bacterianas es la prueba de la catalasa. Uno de los mecanismos de defensa que
algunos organismos utilizan para combatir una infeccion bacteriana es la
produccion de peroxido de hidrogeno, ante lo cual algunos grupos bacterianos han
desarrollado la capacidad de producir catalasa. La catalasa es una enzima que
cataboliza la descomposicion del peroxido en agua y oxigeno por lo que la
concentracion de esta enzima en la bacteria se ha correlacionado con su
patogenicidad. La formacion de burbujas o la efervescencia observada al cubrir
una muestra de un aislado bacteriano con una gota de peroxido de hidrégeno,
demuestra que existe liberacibn de gas oxigeno y evidencia la presencia de
catalasa producida por la bacteria. Dado que un nimero muy bajo de las cepas
fueron negativas a catalasa, esta prueba fue considerada excluyente solo para las
cepas aisladas en medio MRS plus azul de anilina con el fin de eliminar posibles
cepas de Staphylococcus (Cowan y Steel, 1993).

La presencia en el TD de la pata de mula de los distintos grupos
bacterianos presentes en el ambiente depende de las interacciones que se
presentan entre las bacterias y el hospedero y una de ellas es la capacidad de
adherencia de las bacterias al epitelio gastrointestinal del hospedero. Esta
capacidad es uno de los criterios aplicados para la selecciébn de un potencial
probiodtico (Ouwehand et al., 2000).

La capacidad de adherencia de los aislados obtenidos del TD de A.
tuberculosa se determino in vitro, en base a la hidrofobocidad de la cepa mostrada
por su capacidad de union al colorante rojo congo y al solvente xileno (Rosenberg
etal.,, 1980). Dichas técnicas resultaron utiles para evaluar de manera no
especifica el grado de hidrofobicidad de las cepas aisladas y permitieron hacerse

una idea de la capacidad de adhesion que podran presentar los microrganismos
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dentro del hospedero. Como estas pruebas no son determinantes, es necesario
llevar a cabo un estudio con mucus del bivalvo que podra proveer mayor

informacion sobre el comportamiento de las bacterias en este sentido.

La capacidad de adhesién de las bacterias a diferentes sustratos se ha
asociado a las propiedades de la superficie bacteriana. La relevancia de esta
capacidad esta dada por la necesidad que tienen las bacterias de adherirse a los
tejidos para poder colonizarlo. La adhesion es también importante como un medio
para evitar ser eliminadas por los movimientos peristalticos intestinales. La
adhesiéon de bacterias benéficas en un epitelio previene el acceso de bacterias
patdgenas, al bloquear el espacio que tendrian para interactuar con receptores
celulares especificos o0 anclarse por interacciones estéricas. La adhesion de la
bacteria se basa en interacciones fisicas no especificas, inicialmente entre la
superficie bacteriana y cualquier otra superficie de contacto. Una vez establecido
el contacto entre la superficie bacteriana y un tejido particular (en este caso el
tejido del TD) se pueden establecer interacciones especificas entre moléculas
especializadas o adhesinas de las bacterias y receptores complementarios en las
células epiteliales del hospedero, ademas de las proteinas de la capa-S (Kos
et al., 2003; Otero et al., 2004).

Una de las principales caracteristicas a estudiar en la superficie bacteriana
es la hidrofobicidad, ya que puede afectar la capacidad de auto-agregaciéon y
adhesién de las bacterias a diferentes superficies (Kos et al., 2003). La adhesién a
hidrocarbonos es una técnica rapida y sencilla para medir la hidrofobicidad de la

superficie bacteriana de manera no especifica (Rosenberg et al., 1980).

En este sentido, se han dividido los ensayos de hidrofobicidad en dos tipos:
medidas del angulo de contacto (CAM por sus siglas en inglés) y adhesion
microbiana a hidrocarbonos (MATH por sus siglas en inglés). En éstos ultimos se
mide la hidrofobicidad en términos de adhesion, es decir, una bacteria hidrofébica
en el sistema in vitro se considera como altamente capaz de adherirse al tejido
(Otero et al., 2004).
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Durante la presente investigacion se encontraron tres aislados que
mostraron alta hidrofobicidad y cuatro con hidrofobicidad media, incluido el aislado
encontrado en medio MRS con anilina, que mostré ademas, ser catalasa negativo.
Las cepas MAt32, MAt35, MAt42, MAt43, MAt100 (provenientes de Bahia
Magdalena), GAtB1 y GAtBAL7 (provenientes de Bahia Navachiste) presentaron
alta y media hidrofobicidad y por ello fue que se seleccionaron para caracterizar su

superficie bacteriana respecto a su capacidad de adhesién a solventes polares.

La hidrofobicidad de la superficie bacteriana puede estar relacionada con el
crecimiento de las bacterias en sustratos hidréfobos, la formacion de biofilms, la
adhesion a células del hospedero, y la agregacion y floculacion de las células. Sin
embargo, en ocasiones se puede llegar a considerar equivocadamente a una
bacteria hidrofilica como hidrofébica cuando presenta una porcion altamente
hidrofébica a pesar de su bajo angulo de contacto (Rosenberg, 2006).

El xileno es un solvente apolar, mientras que el cloroformo es un solvente
monopolar acidico y por tanto aceptor de electrones, por lo que refleja la
naturaleza donadora de electrones (basica) de la superficie bacteriana. En cambio,
el acetato de etilo es un solvente monopolar basico y por tanto donador de
electrones, por lo que refleja la naturaleza aceptora de electrones (acida) de la

superficie bacteriana (Bellon-Fontaine et al., 1996).

Respecto a la prueba de TAN (tolerancia al nitrégeno amoniacal total) se
encontré una alta tolerancia (200 mg/L) a diferencia de Devaraja et al. (2013)
quienes reportan la inhibicion del crecimiento de sus cepas a 25 mg/L. Se ha
probado la capacidad de cepas pertenecientes al género Bacillus de producir
nitrito o nitrato al inocularlas en 10 mL de medio liquido con sulfato de amonio 0.5
g/L, asi como de emplear la glucosa y cloruro de amonio como fuente de carbono

y nitrégeno respectivamente.

Después de tres dias de incubacion, las cepas obtenidas del TD de A.

tuberculosa que fueron inoculadas en medio con altas concentraciones de amonio
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mostraron una biomasa constante o decreciente. La remocion del nitrdgeno
amoniacal fue atribuida a la nitrificacion mas que a la formacién de biomasa. Sin
embargo, no se observaron productos acumulados por lo que se infieren una
funcion desnitrificadora de Bacillus sp. bajo condiciones aerdbicas (Yan et al.,
2006).

Dependiendo de la fuente de nitrdgeno, las bacterias pueden emplear vias
distintas para la asimilacion del nitrdgeno amoniacal, las cuales difieren entre las
bacterias gram positivas y las Gram negativas. Son dos las vias principales para la
asimilacion del nitrdgeno amoniacal cuya principal repercusién es la energia
requerida para fijar el N2: (1) la via de la glutamato deshidrogenasa (GDH) de
menor requerimiento energético y (2) la via de la glutamina sintetasa-glutamato
sintetasa (GS-GOGAT) reportada como la via tradicional para los procariotes
fijadores de N2 (Kanamori et al., 1987). La tolerancia a las altas concentraciones
de nitrégeno amoniacal que se encontré en las bacterias seleccionadas puede
proporcionarles un beneficio potencial como fijadores de desecho nitrogenados en
el cultivo intensivo de camardn. Sin embargo, para confirmar su potencial efecto
biorremediador e identificar la via de asimilacién de nitrdgeno que usan, se deben
evaluar las bacterias seleccionadas con el fin de determinar la nitrificacion, la
degradacion amoniacal de piensos y la contribucion mundial a tasas de

regeneracion en sistemas intensivos de camarén de acuicultura.

Los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento bacteriano a diferentes
concentraciones de NaCl (0.5 a 12%), las bacterias seleccionadas, a excepcion de
la cepa GAtBAL7, presentaron buen crecimiento a concentraciones de hasta 8-9%
de NacCl, crecimiento minimo a 10% y casi nulo a 11 y 12%. Esto concuerda con lo
publicado por Powedchagun et al. (2011) quienes encontraron en una cepa
presumiblemente identificada como B. subtilis, la capacidad de crecer en
concentraciones de NaCl de hasta 8%. De alguna manera, esto concuerda
también con el ambiente marino del cual provienen los moluscos de cuyo TD se

obtuvieron los aislados. La tolerancia a la salinidad es una propiedad muy
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importante y deseable para potenciales probiéticos debido a la amplia gama de
salinidades que pueden encontrar en su transito por el anfitrion y el medio
ambiente acuatico, cuando se tiene el propdsito de utilizarlos en especies marinas

como ostion y camaroén.

Las bacterias altamente hidrofébicas muestran una alta capacidad de auto-
agregarse por lo que su habilidad de agregacion se relaciona con las propiedades
de adhesiéon de la célula (Kos et al., 2003). La presencia de diferentes
concentraciones de sulfato de amonio puede incrementar dicha capacidad hasta
cierto grado aun en bacterias de mediana o baja hidrofobicidad (Otero et al.,
2004).

Las proteinas de la superficie bacteriana estan relacionadas con la auto-
agregacion y adhesion de las bacterias, por lo que probablemente son los
primeros mediadores en el proceso de adhesién (Otero et al., 2004). La presencia
de material protéico (glicoproteinas) en la superficie celular resulta en una mayor
hidrofobicidad, mientras que las superficies hidrofilicas se asocian con la
presencia de polisacaridos. Por esta razon, las moléculas de superficie sensibles a
la pronasa y a la pepsina son responsables de la hidrofobicidad en la bacteria. Sin
embargo, tanto proteinas como carbohidratos estan involucrados en el proceso de
adhesidn, siendo las glicoproteinas de la capa S las que se unen a las lectinas de

las células epiteliales intestinales (Kos et al., 2003).

Kos et al. (2003) encontraron que la capacidad de auto-agregaciéon de las
bacterias puede variar ligeramente por factores tales como las diferencias en el
crecimiento de las bacterias en medio liquido y sélido, y pH muy bajo (2.8),
mientras que el tratamiento con enzimas proteoliticas como pepsina o0 pronasa
puede eliminar tanto la capacidad de auto-agregacion como la hidrofobicidad de la
bacteria, al remover las proteinas de la capa S que estan involucradas en la
proteccion y reconocimiento de la célula, por lo que probablemente son los
primeros mediadores en el proceso de adhesion. Los autores también encontraron

que las proteinas son las moléculas mediadoras del proceso de auto-agregacion.
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La capacidad de co-agregacion puede constituir un importante mecanismo
de defensa para el hospedero en contra de infecciones en el TD (Reid etal.,
1988).

Los procesos y mecanismos de interaccion entre las bacterias y su anfitrion
todavia siguen siendo desconocidos (Tuan etal.,, 2013). Se ha planteado la
hipétesis de que una de las funciones que pueden desempeiar dentro del
huésped es la produccion de enzimas extracelulares capaces de hidrolizar los
sustratos presentes en el alimento disponible en el TD, y asi facilitar su absorcién
en beneficio del hospedero (Ziaei-Nejad et al., 2006; Wang, 2007). En este
estudio, se demostro la capacidad de los aislamientos para degradar los diferentes

sustratos de la proteasa.

Se sabe que algunas bacterias son capaces de producir metabolitos que
funcionan como antimicrobianos (Avendafo-Herrera et al., 2005), inhibiendo el
crecimiento de bacterias patdégenas. También pueden limitar el crecimiento de
bacterias patdgenas por competencia por el espacio o zona de adhesion o por
competencia por los nutrientes. En este trabajo se probd6 la capacidad de las
cepas aisladas de competir contra una cepa de V. alginolyticus e inhibir su
crecimiento y crecer a pesar de la presencia del patégeno, limitando asi su
crecimiento por competencia. Sin embargo, no se encontré un halo de inhibicién
de crecimiento del patégeno, y no fue posible detectado en alguna de las cepas
evaluadas por su potencial efectop probiotico, la capacidad de producir algin

metabolito que inhiba el crecimiento de Vibrio.
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8.3 EVALUACION in vivo DEL POTENCIAL PROBIOTICO DE LAS
CEPAS BACTERIANAS

8.3.1 Evaluacién in vivo de las bacterias seleccionadas en cultivos

experimentales de L. vannamei

8.3.1.1 Primer bioensayo con L. vannamei

Los beneficios generales que el uso de los probioticos pueden conferir a su
hospedero son: mejora en el crecimiento y eficiencia alimenticia, estimular la
respuesta del sistema inmunoldgico, el aumento de la resistencia a enfermedades,
e incluso mejorar la calidad del agua. Sin embargo, aln son necesarios mas
estudios para comprender a fondo los mecanismos desencadenados por los
probioticos para llevar a cabo su efecto benéfico. Las investigaciones recientes
parecen mostrar que los probidticos son mas eficaces cuando se usan en las

primeras etapas del desarrollo del hospedero (Tuan et al., 2013).

El ensayo in vivo con juveniles de camardn blanco, fue un primer intento
para evaluar el potencial probiotico de las bacterias seleccionadas del TD de A.
tuberculosa, en especies de gran interés acuicola y alto valor comercial. Los
resultados obtenidos coinciden con los obtenidos para camarén tigre P. monodon
por Rengpipat et al. (2000), quienes no encontraron diferencias significativas en el
peso promedio, pero si en el recuento de hemocitos. EI aumento del CTH en el
camaron blanco cuando se administré6 GAtB1, presumiblemente B. subtilis subtilis,
sugiere que esta cepa tiene potencial probidtico y es un buen candidato para uso

en acuicultura, pero aun se requieren mas estudios.

Se recomienda probar las cepas de Bacillus sp. (MAt32, MAt42, MAt43,
GAtB1) en cultivos de larvas de camarén blanco L. vannamei ya que el potencial

de Bacillus sp. para mejorar la supervivencia larvaria en esta especie ya se ha

110



demostrado (Luis-Villasefior et al., 2011). Particularmente, B. subtilis (MAt43,
GAtB1) y B. licheniformis (MAt32, MAt42) son potenciales probioticos para el
cultivo de camaron como se ha publicado anteriormente (Zhang et al., 2011).

El uso de mezclas probioticas puede ser mas conveniente que emplear las
cepas aisladas, como se observo en el tratamiento T6, ya que los probidticos multi
cepas o multi especies pueden actuar en sinergia al incluir bacterias con modos de
accion diferentes y complementarios, lo cual incrementa el efecto probidtico

protector de la mezla (Timmerman et al., 2004).

8.3.1.2 Segundo bioensayo con L. vannamei

Se ha documentado la capacidad estimulante de la microbiota en la
respuesta temprana, activando el sistema inmune del huésped, mejorando el
crecimiento, la eficiencia de la alimentacion y la resistencia a enfermedades (Sanz
et al., 2004; Vrieze et al., 2010).

En este trabajo se evaluaron las diferencias en el nivel de la abundancia de
transcripcion de genes relacionados con la respuesta inmune, la actividad
enzimatica y la respuesta al estrés en el camaron. Los resultados obtenidos fueron
asociados al suministro de una dieta comercial enriquecida con bacterias
potencialmente probidticas. Se asume que estos tratamientos propiciaron una
respuesta a una infeccion viral ante WSSV e IHHNV, ya que se ha encontrado
expresion diferencial para otras especies (de Lorgeril et al., 2005; Wang y Gu,
2010).

Entre las enfermedades que afectan a los camarones peneidos, las mas
extendidas y frecuentes son aquellas aasociadas a infecciones virales con el
sindrome de la mancha blanca (WSSV) y el virus de la necrosis hipodérmica
hematopoyética infecciosa (IHHNV) (Lightner y Redman, 1998). Aunque no se

observen signos clinicos, una infeccion dual a menudo puede estar presente, ya

111



que altos porcentajes de co-infeccion con WSSV y IHHNV han sido reportados en
L. vannamei de alrededor del 60% (Otta et al., 2014) y 75% (Yeh et al., 2009).

En este estudio el porcentaje inicial de infeccion con ambas particulas
virales del stock de camarones fue del 50%, de la cual se observd una pérdida
natural, segun se observé el el grupo control, en el que el porcentaje de co-
infeccion disminuyé a 33%. Wang et al. (2002) encontraron que los hemocitos
hialinos son mas resistentes a la infecciébn por WSSV en Penaeus merguiensis,
por lo tanto, el uso de aditivos inmunoestimulantes como los probidticos que
estimulan el aumento en el nimero de hemocitos circulantes, pueden aumentar la
resistencia y supervivencia en camarones infectados. En este sentido, la cepa
GAtB1, incluida en la mezcla bacteriana aplicada a los cultivos de camarones,
previamente mostré su capacidad para estimular el incremento de hemocitos
circulantes en camaron blanco. Esto podria explicar la disminucion en la carga
viral encontrada en los tratamientos T2 y T4 (WSSV e IHHNV, respectivamente),
aungque no para ambos virus en el mismo tratamiento. En el tratamiento T3 se
encontré una importante reduccion en el porcentaje de infeccion dual (17%).
Leyva-Madrigal etal. (2011) encontraron una disminucién en la prevalencia de
WSSV en L. vannamei al adicionar bacterias acido lacticas en el alimento, pero no
encontraron disminucion de IHHNV. Probablemente, las bacterias adicionadas al
alimento de los camarones, tienen un efecto protector contra WSSV e IHHNV por
la activacion de las defensas del sistema inmune, asi como por exclusion
competitiva como describe Rengpipat et al. (2000) en P. monodon alimentado con
Bacillus S11. Los componentes de la pared celular de las bacterias
(peptidoglicanos y lipopolisacaridos) son responsables de su efecto

inmunoestimulador (Rengpipat et al., 2000).

Con el fin de analizar el nivel de expresién de los genes de interés por
gPCR es necesario seleccionar genes constitutivos, que presenten un nivel de
expresion constante en diferentes condiciones. Estos son considerados como

genes de referencia. Uno de estos genes es EF-a, que ha demostrado ser una

112



buena referencia en Solea senegalensis e Hippoglossus hippoglossus (Infante
et al., 2008), asi como en el sistema reproductivo del camaron tigre (Leelatanawit
et al.,, 2012) y en camaron azul (Dhar et al., 2009). Sin embargo, en este trabajo,
EF-a fue el gen menos estable para las muestras tanto de hemocitos como de

hepatopancreas, por lo que no fue considerado dentro de los genes de referencia.

Este resultado no es tan inesperado ya que se ha demostrado que un buen
gen de referencia en una especie puede no ser tan bueno para otra, aunque sean
filogenéticamente cercanas (Teng et al., 2012). Es por eso que la validacién es un

importante primer paso en el analisis qPCR.

La fagocitosis es una respuesta del sistema inmune que tiene lugar durante
una invasion microbiana, durante la que se producen especies reactivas del
oxigeno (ROS) y productos intermedios (ROI). Uno de los primeros productos en
liberarse durante el estallido respiratorio o explosion oxidativa, es el anién super
6xido (O2 ). Para evitar el dafo celular por O2 se desssencadena una respuesta
antioxidante donde la enzima superoxido dismutasa (SOD) juega un papel
importante (Holmblad y Sdderhall, 1999). Por esta razén, la SOD se ha utilizado
como un parametro de referencia para evaluar la respuesta del camarén blanco L.

vannamei a los inmunoestimulantes (Campa-Cordova et al., 2002; Ji et al., 2009).

A pesar de que en este estudio no se evalu6 la actividad enzimética de
SOD, ni la concentracion de O: directamente, la expresion del gen que codifica
para SOD se puede relacionar con la respuesta antioxidante de los camarones
ante aditivos inmunoestimulantes de acuerdo a lo encontrado por Ji y et al. (2009).
Ji y su equipo de trabajo encontraron un incremento en la produccién de O2 en
camarones (L. vannamei) inyectados con diferentes patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs por sus siglas en inglés), correspondiente a una
sobre expresién del gen SOD. Campa-Cérdova et al. (2002) encontraron una
mayor respuesta en la actividad SOD en camarones expuestos por el periodo mas
largo (seis dias) a inmunoestimulantes, seguido por un decremento en la

respuesta por debajo del grupo control. Esto se puede relacionar con una sobre
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expresion significativa en SOD ante una estimulacion bacteriana en los
tratamientos T3 y T4, donde se adicioné la mayor concentracion bacteriana,
mientras que a la menor concentracién (T2= 10° UFC-g?!) se observd un
decremento en la expresion por debajo del grupo control. Estos resultados
demuestran que la adicion de una mezcla de bacterias potencialmente benéficas,
puede modular la enzima SOD a un nivel de expresion génica en camaron blanco.
Ya que todos los tratamientos presentan infeccion por WSSV e IHHNV, los
resultados sugieren que la diferencia en la explosion respiratoria entre
tratamientos, especialmente a las mayores concentraciones de aditivo, fue

consecuenci de la adicién de la mezcla bacteriana al alimento.

El sistema profenoloxidasa (proFO) es una via importante en la respuesta
inmune en los camarones ya que no presentan respuesta adaptativa. El sistema
proFO implica varios factores que actlan en una cascada enzimatica
(Sritunyalucksana y Soderhall, 2000). Los PAMPs en la pared celular de los
microorganismos pueden incrementar la actividad fenoloxidasa (FO) (Perazzolo y
Barracco, 1997). La transcripcion de la proFO en hemocitos encontrada en
informes recientes (Ji et al., 2009) sugiere que la regulacion de la proFO en la
transcripcion y el nivel de traduccion pueden variar. La respuesta inmune del
sistema proFO a diferentes tipos de PAMP se basa principalmente en el cambio
de una serina proteinasa de una forma inactiva a una forma activa y no en el
aumento en los niveles de expresion génica de proFO (Sritunyalucksana et al.,
1999).

En otros trabajos se reporta que el sistema proFO no responde a un nivel
de expresion génica (Okumura, 2007; Wang et al.,, 2008). En este trabajo, la
adiciéon de la mezcla de bacteras increment6 la expresion génica de proFO en los
grupos T2, T3, y T4. Una sobre-expresion similar fue encontrada en L. vannamei
alimentado con inmunoestimulantes microbianos (Luna-Gonzalez et al., 2013). La
inhibicion de la proFO en hemocitos en L. vannamei, sugiere que el sistema FO no

es una respuesta inmediata ante la infeccion por WSSV (Ai et al., 2008). Con base
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en lo anterior, se infiere que el incremento significativo encontrado en el grupo T3
puede no haber sido desencadenado por la infeccion viral dual sino ser una
respuesta del efecto estimulante debido a la adicion de la mezcla bacteriana, asi
como en los grupos T2 y T4. La adicibn de una mezcla de bacterias
potencialmente benéficas tuvo un efecto en el nivel de expresion génica de la

enzima proFO.

La sefalizacion de los receptores Toll es esencial en la mediacién del
efecto anti inflamatorio de los probioticos (Rachmilewitz et al., 2004). Los patrones
de expresion de Toll son claramente modulados después de la estimulacién
bacteriana o viral (Li y Xiang, 2013). Cuando una infeccion bacteriana ocurre, el
receptor LvToll 1 es sobreexpresado, mientras que los receptores LvToll2 y
LvToll3 demuestran ser sobreexpresados después de una infeccion con WSSV
(Wang et al., 2012).

El incremento en la expresion del gen LvToll en los tratamientos con la
mayor concentracion de mezcla bacteriana afadida, sugiere que el receptor LvToll
1 es el principal responsable para tal resultado. Seria interesante distinguir la
expresion diferencial entre los tipos de receptores de tipo Toll en L. vannamei con
los tratamientos aplicados, ya que la toma de muestra se llevd a cabo al final del
cultivo, por lo que podria ser un factor de variacion en la expresion de las variantes

del receptor LvToll.

La transglutaminasa tiene un papel importante en la coagulacién, pero
también se ha asociado con el sistema de defensa contra la infeccion por
patégenos del tipo bacteriano y fungico, debido a que participa en la regulacion de
ciertos genes tales como la lisozima y crustina en el camaron (Fagutao et al.,
2012). Se ha encontrado que la subexpresion de TG después de una infeccién
viral 0 bacteriana, puede ser resultado de los efectos patogénicos en el sistema

inmune de los camarones infectados (Yeh et al., 2009).
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Luna-Gonzéalez et al. (2013) observaron un incremento significativo en la
expresion de TG al incorporar 8.5 mg-kg! de alimento de una mezcla de
inmunoestimulantes microbianos (BAL y levadura) en L. vannamei. Sin embargo,
dicha diferencia fue observada solo en el tratamiento donde se aplicé la mezcla
microbiana diariamente, mientra que, en este trabajo, la preparacion bacteriana
fue administrada cada 48 h, la cual puede ser causante de que no se encontrara

diferencia significativa en la expresion de TG.

Lin etal. (2004) encontraron que la adicion de Bacillus a una tasa de
inclusién al alimento del 3% en dietas experimentales, puede aumentar la
digestibilidad aparente de los nutrientes en L. vannamei. Los resultados
presentados contrastan con Zokaeifar et al. (2012) quienes reportan un aumento
en la actividad de la proteasa medido en los camarones alimentados con dietas
suplementadas con dos cepas de B. subtilis a dos diferentes dosis: 10° y 108
UFC-g!. Cabe mencionar que ellos presentan la actividad de proteasa total
medida por métodos bioquimicos después de ocho semanas de cultivo,
encontrando la mas alta actividad enzimética a la mayor concentracion de
bacterias. Ademas, aunque no se encontraron diferencias estadisticas, el grupo T3
muestra un mayor nivel de expresion de tripsina al comparar con el grupo control
C. Las concentraciones evaluadas de la mezcla de bacterias potencialmente
probiéticas no fueron suficientes para provocar un efecto a nivel de expresion

génica en el caso de las enzimas digestivas tripsina y catepsina B.

La proteina de estrés térmico (HSP70) pertenece a una familia de proteinas
que son inducidas por una variedad de contaminantes ambientales, por lo que han
sido empleadas como biomarcadores de estrés ambiental (Werner y Hinton, 1999;
Clark y Peck, 2009). Se ha identificado que HSP70 también responde ante una
infeccion bacterial (Eisenhut, 2008) y viral (Espigares et al., 2006). Ademas, se
han identificado polimorfismos en el gen que transcribe para HSP70 entre algunas
poblaciones de L. vannamei resistentes a las infecciones virales (Zeng et al.,
2008).
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Werner y Hinton (1999) encontraron que tanto el incremento como el
decremento en la regulacién de las proteinas HSP70 puede ser indicador de
estrés en P. amurensis. Se ha sugerido también que, ademas de su papel como
chaperona (Caplan et al., 1993), la HSP70 puede jugar un papel en la respuesta
inmune en el camarén (Zhou et al.,, 2010) en la induccion de la secrecién de

citocinas proinflamatorias (Dieterle y Wollenhaupt, 1996).

La sub expresion del gen HSP70 encontrado en los tratamientos T1, T3 y
T4 sugiere un menor nivel de estrés, pero también una respuesta derivada del
efecto inmunoestimulador de la mezcla bacteriana. De acuerdo a Dieterle y
Wollenhaupt (1996) y Rachmilewitz et al. (2004), la subexpresion de HSP70, de
efecto proinflamatorio, concuerda con la sobreexpresién del receptor LvToll de

efecto antiinflamatorio en T1, T3y T4.

En L. vannamei se han observado dos tipos de patrones de expresion
diferencial que podrian estar asociados con algunas de las respuestas
inmunolégicas observadas tras el reconocimiento de los componentes
microbianos. Estos patrones se han relacionado con la predisposicion de los
camarones a un estado de alta capacidad de respuesta inmune. Los dos patrones
observados difieren en el tiempo de respuesta y la duracion de la misma; en el
primer modelo, el tiempo para alcanzar un nivel significativamente diferente es
corto pero no dura mucho, en el segundo, la respuesta es gradual pero prolongada
(Wang et al., 2008). En este trabajo se observaron ambos patrones, donde las
diferentes concentraciones de mezcla bacteriana afiadida confieren respuestas
distintas. Se distingue la respuesta del tratamiento T1, donde, a la concentracion
mas baja de bacterias, se observa una expresion de los genes proFO, SOD y
LvToll por debajo del grupo control, mientras que, a mayores concentraciones de
la mezcla bacteriana, se encuentra una sobre expresion de proFO, LvToll (T3 y

T4) y SOD (T4), por encima del grupo control C.
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8.3.2 Evaluacion in vivo de probioticos en semillas de C. sikamea

La interaccion entre bacterias y microalgas puede tener resultados
benéficos o adversos dependiendo de la especie y condiciones particulares de
cada caso. En la Figura 33 se observa un esquema generalizado del tipo de
interacciones que pueden tener lugar entre una bacteria y una microalga. La
capacidad de crecimiento de una microalga ante la presencia de una bacteria
puede depender de la fase de crecimiento de la primera. Por ejemplo, en
Thalassiosira rotula la densidad celular es mayor cuando es expuesta a bacterias
marinas durante su fase de crecimiento exponencial mientra que, en su fase
estacionaria, la densidad celular del alga disminuye (Grossart et al., 2006). Esta
respuesta depende de la especie de bacteria y de la concentracion de nutrientes y
vitaminas en el medio (Gurung etal, 1999; Grossart y Simon, 2007).
Probablemente, una mejor estrategia para evaluar la viabilidad del cocultivo de
bacterias potencialmente probidticas con microalgas utilizadas como alimento de
bivalvos, seria administrarlas después de su fase de adaptacion, es decir, durante

el crecimiento exponencial de la microalga.

+ CO, consumption
+ EPS production + Growth promoters

+ 0, production X //’_\\\ 2 +EPS production
+ fatty acids production /,m\ N ¥ CO, production

/
/

[/ W)

Microalgae Bacteria

iy \ ‘// }
- Bactericide /\x'/”\ - Algaecide
- pHincrease

Figura 33.- Interaccién bacteria-microalga. Fuente: Riquelme y Avendafio-Herrera (2003).
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La supervivencia, crecimiento y composicién bioquimica en moluscos
bivalvos marinos, son buenos indicadores del efecto de la administracion de

probidticos en pruebas in vivo (Abasolo-Pacheco et al., 2015).

En juveniles de 2-2.5 mm de ostra perlera Pinctada mazatlanica, se ha
encontrado mayor crecimiento y un incremento de hasta el 65% en la
supervivencia al administrar levaduras marinas y una mezcla de Bacillus, e incluso
mayor (hasta 72%) al administrar Lactobacillus (Aguilar-Macias et al., 2010). En
concordancia con la presente investigacion en semillas de ostion Kumamoto C.
sikamea, la aplicacion de antibiéticos en P. mazatlanica no logré incrementar la

supervivencia ni el crecimiento en semillas.

Particularmente en juveniles de Crassostrea sikamea, al igual que en este
trabajo, se ha obtenido un mayor crecimiento en menor tiempo al ser tratados con
una mezcla probiodtica (Abasolo-Pacheco et al., 2015), resultados similares se
observan con Crassostrea corteziensis (Campa-Coérdova etal., 2009). El
incremento en el crecimiento puede estar dado gracias al mejoramiento del estado
nutricional y de digestibilidad del alimento en el hospedero, asociados a a adicion
de bacterias probiéticas. Esto se ha observado en juveniles de abul6n Haliotis
midae cuando se les proporciondé una cepa probiética de Pseudoalteromonas
(Doeschate y Coyne, 2008).

Dependiendo de su virulencia, Vibrio es capaz de neutralizar los hemocitos
de bivalvos marinos por medio de eficientes citotoxinas, disminuyendo su
capacidad fagocitica y, por tanto, la respuesta inmune del hospedero (Lambert y
Nicolas, 1998).

Silva-Aciares et al. (2013) observaron un efecto protector de organismos
probiéticos en Haliotis fulgens infectado con V. parahaemolyticus. En el estudio
mencionado, Silva-Aciares y sus colaboradores observaron un incremento en la
supervivencia y crecimiento de H. fulgens, ademas de una expresion diferencial en

genes involucrados en diversos procesos biologicos como: formacion de
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citoesqueleto, comunicacion celular, diferenciacion y desarrollo, inmunidad,
metabolismo general, proteinas de estrés, y respiracion celular, al aplicar
probidticos. La diferencia en crecimiento y supervivencia en H. fulgens ante un
reto con V. parahaemolyticus fue relacionada con un incremento en la proporcion
de hemocitos fagociticos en organismos tratados con probidticos, ademéas del
decremento en la capacidad fagocitica en los organismos no tratados e infectados

con el patégeno.

En el estudio anterior se encontr6 una mayor concentracién de células de
Vibrio en los organismos no tratados con probiético, al igual que sucedié en un
estudio en Crassostrea gigas (Xi et al., 2014), donde encontraron que la adicién de
108 UFC/mL de Lactobacillus plantarum logré reducir el numero de V.

parahaemolyticus en el cultivo de los ostiones.

En otra especie de abulon, Haliotis discus, se encontré una mortalidad de
hasta 80% en juveniles retados con V. harveyi, mientras que la implementacion de
dos especies de Shewanella disminuyeron la mortalidad en un 30-50%
aproximadamente debido a un incremento en la respuesta inmune celular y
humoral, al incremento de hemocitos circulantes, actividad lisozima en suero, y

mayores niveles de proteina (Jiang et al., 2013).

En este estudio, el control negativo mostré una mortalidad del 80% mientras
gue en los grupos tratados con bacterias potencialmente probidticas, la mortalidad
fue del 60 al 50%. En base al efecto inmunoestimulante y protector que ofrecen los
organismos de potencial probiético en otros moluscos, reportado en los trabajos
mencionados arriba, y dado el efecto antioxidante e inmunoestimulante y una
mayor concentracion de genes del sistema inmune observado en camarén al
aplicar las cepas aisladas del TD de A. tuberculosa, se infiere que la supervivencia
de las semillas de C. sikamea tratadas con bacterias potencialmente probidticas
ante un reto con V. parahaemolyticus, puede ser debido a un efecto
inmunoestimulante de las cepas empleadas en el cultivo de semillas de C.

sikamea.
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Los organismos que mejoran su condicion inmunoldgica por la adicion de
probibticos se encontraran menos estresados, por lo que reduciran su consumo de
energia, teniendo mas energia disponible para el crecimiento. Los organismos
tratados con probidticos son menos susceptibles, manteniendo una mayor
homeostasis metabdlica, por lo que disminuye su mortalidad aun ante la invasion
de un patogeno (Silva-Aciares et al., 2013). Al observar una disminucion en el
porcentaje de mortalidad de las semillas de C. sikamea tratadas con bacterias
potencialmente probioticas, se infiere que los organismos tratados tuvieron una

mejor condicion inmunoldgica que los grupos no tratados expuestos al patégeno.
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8.4 Evaluacion de adhesion de probidticos en semillas de C. sikamea

Hong etal. (2005) mencionan que no hay evidencia de colonizacion
permanente en el TGl del hospedero por parte de bacterias no patogénicas,
formadoras de esporas, pero que dicho proceso puede estar determinado por la
interaccion de la especie bacteriana con el hospedero y probablemente por
factores fisiologicos y por las caracteristicas de la dieta. En intestino de aves, se
ha documentado la persistencia de B. subtilis hasta 36 dias después de la
administracion de una alta dosis de esporas (2.5x108) (La Ragione et al., 2001; La
Ragione y Woodward, 2003). En cambio, durante un estudio de cepas probidticas
de Bacillus en raton, el su tiempo de transito intestinal mostré cuentas viables en
heces apenas significativas después de quince dias de su administracién (Duc
et al., 2004).

La adhesion de la célula vegetativa al epitelio de la mucosa, como se habia
discutido con anterioridad, puede estar ligada a la participacion de las proteinas de
la capa-S (Kos et al., 2003; Otero et al., 2004) la cual se encuentra presente en
varias especies de Bacilus (Sidhu y Olsen, 1997). Hong et al. (2005) mencionan
que, debido a la cantidad y tamafo de los poros presentes en la capa S,
necesarios para permitir el transito enzimatico, no podria ser posible la adhesion
de bacterias formadoras de esporas. La presencia de un exosporium en algunas
especies de Bacillus, exceptuando a B. subtilis, también puede limitar la capacidad
de adhesién de las bacterias que lo presenten (Sousa et al., 1976). Se puede
inferir que la adhesion de las bacterias seleccionadas al epitelio del TD de C.
sikamea, pudo ser mas viable en su forma vegetal, a menos que presenten alguna
otra estructura de adhesion, lo cual requeriria un estudio particular para identificar

dicha estructura.

La capacidad de las bacterias de formar biofilms o coagregarse, como se

observé in vitro, puede favorecer la adhesion al epitelio de la mucosa o a las
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particulas de alimento (Mendelson, 1999; Probert y Gibson, 2002; Palestrant et al.,
2004).

La capacidad de adhesion de las bacterias probiéticas al epitelio del TGI
influye en la accién benéfica del probionte en su hospedero, sobretodo en su

interaccion y efecto con un agente patdgeno (Liu et al., 2013).

Ademas de la permanencia de las bacterias, se observd un incremento en la
proporcion del area de adhesion a las 24 h después de administrar las bacterias,
lo cudl no indica colonizacion ya que no se pueden observar siguientes
generaciones, pero si una mayor adherencia de las bacterias presentes en el
agua. Tampoco se pudo evaluar la prevalencia de las bacterias adheridas o el
tiempo de transito por el TD de las semillas de ostion. Aun asi, se considera que
se corrobor6é la capacidad de adhesidn de las cepas, evaluadas in vitro

previamente mediante las pruebas de hidrofobicidad.
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9 CONCLUSIONES

Este estudio es el primero realizado sobre el aislamiento y potencial
probidtico de bacterias que constituyen la microbiota cultivable de A. tuberculosa

de dos ambientes de manglar en Baja California Sur y Sinaloa.

De un total de 151 aislados bacterianos obtenidos del TD de A. tuberculosa,
se encontraron siete cepas con acividad probiotica potencial, de acuerdo a las

pruebas in vitro realizadas.

La adicién de las bacterias seleccionadas en el cultivo de camarén blanco,
brindé un efecto inmunoestimulante, al incrementar el valor del conteo total de
hemocitos (CTH) y profenol oxidasa (proFO) y disminuir la concentracién de anion
superoxido (ASO). Se encontré un mejor resultado al afiadir las cepas aisladas del
TD de A. tuberculosa en forma de mezcla, ya que mejora el rendimiento en el
crecimiento de los camarones, mostrando una mayor tasa de crecimiento
especifico (TCE).

Las cepas que mostraron mayor potencial probidtico corresponden a las
especies B. subtilis y B. licheiniformis, las cuales mostraron un efecto
inmunoestimulante en cultivos experimentales de L. vannamei a nivel celular, y

enzimaético.

La expresion génica de proFO, SOD, LvToll y HSP70 fueron buenos
indicadores para medir el efecto de los tratamientos con las bacterias con
potencial probiético para el cultivo de camarén.

Las concentraciones de bacterias empleadas no fueron suficientes para
producir una diferencia significativa en la expresion relativa de genes de enzimas

digestivas en camaron.

El empleo de la mezcla de las cepas MAt32 (B. licheniformis), MAt43 (B.

subtilis) y GAtB1 (subsp B. subtilis subesp. subtilis) indujo una respuesta
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inmunoestimulante, sobre todo, a altas concentraciones (4-6 x10% UFC/g de
alimento), e incrementaron la resistencia de los camarones ante enfermedades
virales (T2 para WSSV y T4 para IHHNV), por lo que puede considerarse que se

comprobd su efecto probidtico en cultivos experimentales de L. vannamei.

La adicion de las cepas seleccionadas en los cultivos de microalgas de uso
como alimento de bivalvos, no afecté de manera significativa el crecimiento de las
microalgas, en cambio, la presencia de la microalga beneficio el crecimiento de las
bacterias afadidas. Por lo que las cepas seleccionadas fueron viables para la

evaluacioén en ostion.

La adicion de las bacterias seleccionadas en el cultivo de semillas de ostion
C. sikamea, mejoré la condicién inmunoldgica de las semillas, incrementando su
resistencia ante una infeccidbn por Vibrio, aumentando su supervivencia, Yy
mejorando su estado nutricional, permitiendo asi una mayor energia disponible
para el crecimiento. Por lo que se puede considerar que las cepas MAt32, MAt43,

y GAtB1 tuvieron un efecto probiotico en el cutivo de semillas de C. sikamea.

Se comprobd, en concordancia con los resultados de adhesion a solventes
organicos, que las cepas evaluadas pueden adherirse al epitelio gastrointestinal
de moluscos bivalvos como C. sikamea; sin embargo, criterios como colonizacion,
tiempo de residencia, pardmetros exdégenos o enddégenos que cambien el tiempo
de residencia en el TD, y recuperacion de UFC tras un periodo determinado de

administracion, deberan ser abordados en estudios posteriores.
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