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Resumen

El género Seriola representa un grupo de peces con potencial para su cultivo debido a su alto
valor comercial, rdpido crecimiento y facil adaptabilidad al confinamiento. Sin embargo, se
producen grandes mortalidades durante sus primeras etapas de vida, donde los principales
problemas son causados por bacterias oportunistas. Por lo tanto, la terapia con fagos se
presenta como una alternativa para reducir la mortalidad en los sistemas de acuicultura, basada
en el uso de virus que reconocen e infectan bacterias patégenas incluso aquellas resistentes a
los antibidticos. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia de la fagoterapia
sobre la eclosién de huevos y el desarrollo temprano del jurel Seriola rivoliana, asi como su
efecto sobre las comunidades microbianas. Un fago litico (vB_Pd _PDCC-1) contra
Photobacterium damselae subsp. damselae fue aislado y caracterizado. Este fago de amplio
rango de huéspedes se agrego al cultivo cada 3 dias a partir de la etapa de huevo hasta 12 dias
después de la eclosidn a una concentracién de 1.41x10%° UFP por ml y a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1. La presencia del fago vB_Pd_PDCC-1 aumenté la tasa de eclosidn de los
huevos y redujo las presuntas especies de Vibrio a nUmeros no detectables, incluso en huevos
no desinfectados. El andlisis de secuenciacién de alto rendimiento del gen de ARNr 16S reveld
que el fago vB_Pd_PDCC-1 provocd cambios significativos en la composicidn y estructura de la
microbiota asociada, permitiendo que los miembros de la clase Gammaproteobacteria
(Vibrionaceae) sean desplazados por miembros de la clase Alphaproteobacteria. En el caso de
larvas se observaron efectos positivos (p<0.05) en la supervivencia, crecimiento y areas de
pigmentacion. El andlisis de secuenciacion masiva del gen de ARNr 16S mostré que la
administracién de fagos no produjo cambios significativos (p>0.05) en la composicidon vy
estructura de la microbiota asociada en larvas. Sin embargo, las bacterias afiliadas a la clase
Gammaproteobacteria fueron desplazadas por las pertenecientes a la clase
Alphaproteobacteria a lo largo del tiempo. A nivel familia, presentaron disminucién en
Rhodobacteraceae, Pseudoalteromonadaceae y Flavobacteriaceae en ambos grupos a lo largo
del tiempo. Este estudio representa el primer intento de evaluar el efecto de un fago como
agente de control bioldgico durante el desarrollo ontogenético de las larvas de jurel S. rivoliana.
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Summary

The Seriola genus represents a potential group for cultivation due to its high commercial value, rapid
growth, and easy adaptability to confinement. However, large mortalities occur during their early stages
of life, where opportunistic bacteria cause the main problems. Therefore, phage therapy is presented as
an alternative to reduce mortality in aquaculture systems, based on the use of viruses that recognize and
infect pathogenic bacteria, including those resistant to antibiotics. The present study aimed to evaluate
the efficacy of phage therapy on egg hatching and early development of longfin yellowtail Seriola
rivoliana, as well as its effect on microbial communities. A lytic phage (vB_Pd_PDCC-1) against P.
damselae subsp. damselae was isolated and characterized. This phage with a wide host range was added
to the culture every from the egg stage up to 12 days after hatching at a concentration of 1.41 x 10" PFU
per ml and a multiplicity of infection (MOI) of 1. The presence of the phage vB_Pd_PDCC-1 increased the
hatching rate of the eggs and reduced the suspected Vibrio species to undetectable numbers, even in
non-disinfected eggs. High-throughput sequencing analysis of the 16S rRNA gene revealed that the
phage vB_Pd_PDCC-1 caused significant changes in the composition and structure of the associated
microbiota, allowing members of the Gammaproteobacteria class (Vibrionaceae) to be displaced by
members of the class Alphaproteobacteria. In the case of larvae, positive effects (p <0.05) were observed
on survival, growth and pigmentation area. The massive sequencing analysis of 16S rRNA genes showed
that phage administration did not produce significant changes (p> 0.05) in the composition and structure
of the associated microbiota in larvae. However, those belonging to the Alphaproteobacteria class, over
time displaced bacteria affiliated to the Gammaproteobacteria class. At the family level, they showed a
decrease in Rhodobacteraceae, Pseudoalteromonadaceae and Flavobacteriaceae in both groups over
time. This study represents the first attempt to evaluate the effect of a phage as a biological control
agent during the ontogenetic development of the larvae S. rivoliana.

Key words: Seriola rivoliana, bacteriophages, microbial dynamics, larviculture, hatching. ORCID:
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1. INTRODUCCION

1.1 Panorama de la acuicultura

La pesca y la acuicultura son importantes fuentes de alimentos, nutricién, ingresos y medios de
vida para cientos de millones de personas en todo el mundo (FAO, 2020). En el caso de la
produccién global de peces, esta ha presentado un crecimiento constantemente en los ultimos
cincuenta afios, con la demanda de pescado a una tasa mundial de 3.2%, sobrepasando el
crecimiento de la poblacion mundial por 1.6%. La oferta per capita de pescado se ha
incrementado de 9.9 Kg en la década de 1960 a 19.2 en 2012, alcanzando un nuevo maximo
histérico de 20 Kg en 2014 y posteriormente 20.3 Kg en 2016, gracias a un intenso crecimiento
de la acuicultura, que en la actualidad proporciona mas de la mitad de todo el pescado
destinado al consumo humano, y a una mejora de ciertas poblaciones de peces como
consecuencia de una ordenacion mejorada en pesquerias. La produccién de alimentos acuaticos
ha dejado de basarse principalmente en la captura de peces salvajes y ha optado por el
desarrollo de sus crias y poder cultivarlas. En 2014 se logré un hito debido a la contribucién del
sector acuicola para el suministro de pescado para consumo humano, que superd el valor de

pescado de captura en el medio natural (FAO, 2014; FAO, 2016a; FAO, 2018).

La produccion total de captura en el afio 2014 resulté de 93.4 millones de toneladas (mtm), de
las cuales 81.5 tm fueron de especias marinas. De esta manera, mientras las poblaciones
silvestres se encuentren en sus limites de captura, la acuicultura parece ser una solucién para
complementar la creciente demanda de productos pesqueros. Como industria relativamente
reciente, en las Ultimas décadas, la acuicultura ha aumentado principalmente debido a la
combinacion de crecimiento de la poblacion y la expansion y mejora de la produccion de
pescado y canales de distribucién mas eficientes FAO, 2016a; FAO, 2020). La contribucion de la
acuicultura tuvo una tasa de produccion promedio anual de 6.2 % (2004-2014), alcanzando una
produccién pesquera mundial de hasta 44.1 % con 73.8 mtm, de las cuales 49.8 mtm son peces

producidos para consumo humano (FAO, 2016b).



La produccién pesquera mundial alcanzé un maximo de aproximadamente 171 millones de
toneladas en 2016, de las que el 88% se utilizaron para el consumo humano directo, gracias a la
estabilidad relativa de la produccién de la pesca de captura y el continuo crecimiento de la
acuicultura. Sin embargo, el sector de la pesca y la acuicultura supone la problematica de una
necesidad de reducir el porcentaje de poblaciones de peces explotadas mas alld de la
sostenibilidad bioldgica, por lo que se busca garantizar soluciones a la bioseguridad y las
enfermedades de los organismos, asi como el mantenimiento de estadisticas nacionales
completas y precisas en apoyo de la elaboracién y ejecucién de las politicas (FAO, 2018; FAO,

2020).

Las pesquerias no solo proveen una importante cantidad de alimento disponible para consumo,
sino que también integran el sector econdmico, al crear empleos y oportunidades de inversion
en muchos paises, mejorando asi el balance en el comercio internacional. La mayor parte del
consumo viene de poblaciones salvajes que son explotadas por el area comercial (Burgoin-Cota,
2015). Para que las especies sean blanco de las actividades acuicolas deben tener cierta
relevancia en el mercado, ya sea local, nacional o internacional, donde se desarrolla
potencialmente tal pesqueria (Tucker, 1998). Se deben considerar ciertos criterios para
determinar el potencial de cultivo de las especies, como la velocidad de crecimiento durante los
primeros meses después de la eclosién, la supervivencia y conducta, habitos alimenticios, asi

como su resistencia a la manipulacién (FAO, 2020).

Como una medida para mitigar el esfuerzo pesquero en México, se plantea la diversificacion de
la actividad pesquera, mediante la implementacién de técnicas innovadoras para el desarrollo
de la acuicultura, aprovechando las grandes potencialidades que tienen los estados de la regién
(FAQ, 2020). En México, la acuicultura representa una actividad productiva para la provisidon de
alimentos y el mantenimiento de la biodiversidad, frente a problemas como la sobrepesca y sus
efectos nocivos en las poblaciones de peces en ambientes marinos. México se encuentra entre

los primeros 18 paises pesqueros, con una produccién de 1, 467, 790 toneladas en 2012,



aunque su produccidn agricola aun es minima y no figura entre las potencias mundiales
acuicolas (FAO, 2016a).

A su vez la pesca en el pais constituye una fuente importante de alimentos, no solo a nivel
nacional sino a nivel internacional, asi como el apoyo en la generaciéon de empleos, recreacion,
comercio y aporte econdmico del pais, con un adecuado ordenamiento y legislacién con

principios de sustentabilidad (CONAPESCA, 2013; Burgoin-Cota, 2015).

Por ello se debe desarrollar la acuicultura sostenible, para afrontar los desafios ambientales en
el sector, y considerar estrategias para aprovechar los avances técnicos y biotecnolégicos para
la seleccidn genética, la bioseguridad y el control de enfermedades en las especies de cultivo,
todo esto en conjunto con la evolucién del entorno empresarial en materia de inversién y

comercio (FAO, 2020).

1.2 Importancia del género Seriola

Los jureles son peces carangidos que se encuentran distribuidos entre los océanos Atlantico,
indico y Pacifico en aguas tropicales y subtropicales. La mayoria de las especies tienen una
distribucién mundial mientras que otros son limitados por regiones. Actualmente estan
descritos 33 géneros y 140 especies de las cuales solo 11 especies Seriola aureovittata, S.
carpeteri, S. doralis, S. dumerii, S. fasciata, S. hippos, S. lalandi, S. peruana, S. quinqueradiata, S.
rivoliana y S. zonata, se consideran parcialmente domesticados (Sicuro y Luzzana, 2016; Mesa-

Rodriguez, 2017).

Estos peces son oviparos, presentando una reproduccién por fertilizacion externa. Los huevos
son pelagicos, de forma esférica, con gota de aceite sin coloracién. Es un pez marino, teledsteo,
de gran fuerza y velocidad, que tiende a ser migratorio debido a la busqueda de alimento y su
reproduccion (Jerez et al., 2006). Es un pez pelagico, demersal y epibentdnico que se encuentra
en aguas abiertas cerca de la superficie (Moran et al., 2007). A su vez estd asociado a arrecifes
marinos en un rango de profundidad de los 5 a 35 metros normalmente; sin embargo, puede

encontrarse hasta a 160 metros (Gasparini y Floeter, 2001). Son peces con una dieta que varia
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en funcién a su tamafio, alimentdndose principalmente por moluscos, crustaceos,
equinodermos y peces pequefios. Asimismo, cuando presenta un tamano de 4 cm, su
alimentacion consiste principalmente en copépodos (Lieske y Myers, 1994; Grossy-Dopico,

2010).

En la actualidad la FAO (2016) y la Carta Nacional Acuicola (2015) catalogan a las especies
pertenecientes el género Seriola en candidatos para la diversificacion de la acuicultura,
representando un recurso con potencial para el cultivo debido a su carne de gran calidad, alto
valor comercial, facil adaptabilidad al confinamiento y crecimiento rdpido (Mazzola et al., 2000;

Nakada, 2002; Burgoin-Cota, 2015).

En la investigacidn cientifico-tecnoldgica enfocada en acuicultura, los peces del género Seriola
mas estudiadas son Seriola lalandi, Seriola dumerili, Seriola quinqueradiata y S. rivoliana. En
México se han establecido diversas empresas en la region noroeste, con la finalidad de cultivar
S. rivoliana, siendo su principal enfoque la engorda, ya que la produccién de juveniles es
limitada y su larvicultura aun presenta varios cuellos de botella provocando una baja tasa de
supervivencia (Blacio et al., 2003). A su vez hay pocos estudios sobre la biologia basica de esta
especie que limita la superaciéon de brechas tecnoldgicas, siendo S. rivoliana una fuerte
alternativa para el desarrollo de la acuicultura de peces marinos (Tovar-Ramirez et al., 2017). Sin
embargo, a partir del surgimiento de cultivos intensivos del género Seriola como recurso en
paises como Japon, China y México, esta industria ha enfrentado pérdidas econdmicas por
eventos de mortalidad asociados al desarrollo de enfermedades (Sicuro y Luzzana, 2016). Es por
ello que especies del género Seriola, se emplean en la actualidad como modelo bioldgico en
estudios de supervivencia larvaria y su enfoque en trabajos relacionados con mortalidad por el
desarrollo de enfermedades por parasitos (endopardsitos y ectoparasitos), virus y bacterias

oportunistas (Zheng et al., 2016).

El Jurel Seriola rivoliana también llamado medregal negro, Pacific yellowtail, long-fin amberjack

o Kampachi, es un pez peldgico de amplia distribucidn, perteneciente a la familia Carangidae



(Froese y Pauly, 2010). El jurel S. rivoliana se caracteriza por tener el cuerpo alargado,
levemente comprimido y moderadamente alto. Presenta una coloracién verdoso gris en la parte
superior, mientras que en su base es claro, con una linea oscura en diagonal sobre el ojo en
juveniles; en adultos una franja oscura vertical en la nuca y una franja lateral oscura que se
extiende hacia atrds y hacia arriba a partir del ojo. Posee 8 espinas dorsales, 27-33 radios
blandos dorsales, 3 espinas anales y 18-22 radios blandos anales. Esta especie puede alcanzar
1.60 metros de longitud total, y un peso maximo de 59 Kg. (Froese y Pauly, 2010; Grossi-Dopico,
2010).

4 2
»

/ Alevin gf%‘f{wi

S . l Juvenil
BT S
]
Larva atr R
/ T, P
& .- ‘:':' ! o ,,‘{,A;,'
3 ¢ R o gl Y
. o e _——
‘\,' L4
Huevo
Adulto

Figura 1. Ciclo de vida del Jurel Seriola rivoliana (Blacio et al., 2003).

1.3 Ontogenia en peces

La ontogenia de un organismo comienza con la activacion de una célula y termina con la muerte
de éste (Fig. 1). Los organismos metazoarios son productos de un sistema auto organizado, el
cual mantiene una secuencia jerarquica de estados estabilizados, los cuales se expresan como
intervalos de ontogenia conocidos como pasos, separados por umbrales mas o menos
estabilizados. Estos pasos constituyen las fases y éstos a su vez los periodos; se han descrito tres
tipos de ontogenia durante la historia de vida de los peces tanto de agua dulce, estuarinos y
marinos. Los peces con ontogenia indirecta pasan por procesos morfofisiolégicos mas complejos

que los peces con ontogenia de transicion o directa (Balon, 2002).



Las especies que presentan una ontogenia indirecta presentan una problemdtica durante su
desarrollo, asi como en los procesos de alimentacion y nutricion. La etapa de desarrollo

ontogénico temprano comprende:

1) Periodo embrionario; el cual se lleva a cabo desde que el oocito ha sido fecundado, hasta
que la larva ha absorbido completamente el vitelo y el glébulo de aceite. Este periodo a su vez
de divide en tres fases: a) La fase de segmentacién que inicia cuando se fecunda el dvulo hasta
el cierre del blastoporo; b) La fase de embrién, que inicia con el cierre del blastoporo y se
extiende hasta la eclosion del huevo: c) la fase eleuteroembrién se lleva a cabo con la eclosidon

del huevo y termina con la completa absorcion del vitelo y el glébulo de aceite (Balon, 1984).

De manera general los huevos presentan caracteristicas comunes como un didmetro pequeiio,
tiempos cortos de eclosiéon y un vitelo restringido que dura poco tiempo, por lo que la
alimentacion exdgena tiende a realizarse antes de que el organismo esté totalmente formado.
Las estructuras de mayor importancia en el huevo son el corion, una capa lipoproteica que
protege el cigoto; el vitelo, reserva de origen materno, la cual estd constituida por glucégeno y
aminodacidos libres que son usados principalmente como fuente de energia; la gota de aceite
que contiene triacilglicéridos, los cuales son una fuente de energia y acidos grasos esenciales; el
espacio previtelino que permite la absorcién del agua posterior a la fertilizacidon para separar el

corion del embridn (Yamamoto y Kobayashi, 1992; Ronnestad et/ al., 1994; Finn y Fyhn, 1995).

2) Periodo larvario en 3 fases: a) la fase de preflexion, la cual inicia con la completa absorcidn
de las reservas enddgenas y termina antes de la flexidon de la notocorda; b) la fase de flexién
inicia a partir de la flexién de la notocorda y termina hasta la completa formacién de la placa
hipurica; c) la posflexiéon termina con la completa formacién de los elementos de las aletas
pares e impares. En esta fase la larva esta casi formada faltando aun caracteristicas finales de un
juvenil; sin embargo, su capacidad de busqueda y captura es total y puede alimentarse de

presas de mayor talla (Ortiz-Galindo, 1991; Alvarez-Gonzélez, 2003).



Al momento de la eclosidon de los embriones, el sistema digestivo se encuentra conformado por
un tubo recto indiferenciado, el cual, al finalizar la absorcién del saco vitelino y la gota de aceite,
se segmenta dando lugar a la aparicidon de valvulas musculares, la bucofaringe y las porciones
anterior, media y posterior que paulatinamente se irdn diferenciando histoldgica y
funcionalmente (Govoni, 1980; Alvarez-Gonzalez, 2003). El higado y péncreas también estan
presentes en el momento de la eclosién y son funcionales al finalizar la absorcién del vitelo. Al
finalizar el periodo larvario el desarrollo del estémago, intestino, ciegos pildricos y demas
drganos que participan en el proceso de digestion estaran completos, variando entre 15 y 60

dias dependiendo de la especie (Cousin et al., 1987).

1.3.1 Ontogenia del sistema digestivo

La microbiota intestinal juega un papel fundamental en el metabolismo, fisiologia y salud del
hospedero. Esta protege al hospedero contra infecciones patdgenas, estimula el sistema
inmunoldgico y regula el estrés oxidativo (Chang et al., 2016; Kejariwal, 2016; Bretin et al.,
2018). Existen evidencias de que la microbiota intestinal esta involucrada en procesos como
homeostasis del intestino y efecto de los estados inmunes de los 6rganos extra intestinales,
incluidos el sistema hepatico, renal, cardiovascular y éseo (Schroeder, 2016; Kieser, 2018).
Ademas, hay estudios que demuestran la posible relacién entre la composicion de la microbiota
intestinal y el cerebro a través de metabolitos producidos por bacterias, los cuales actian como

transmisores de sefiales nerviosas (Hsiao et al., 2013; Mayer et al., 2015).

Sin embargo, son varios factores los que intervienen en la composicién de la microbiota,
especialmente la dieta, las condiciones de higiene y el uso de sustancias como antibidticos. La
distribucién de microorganismos por todo el tracto no es homogénea, donde intervienen otros
factores como jugo gastrico, bilis y jugo pancredtico como agentes estresantes delimitando el

crecimiento bacteriano y el nUmero de microorganismos (Alfenas, 2012; Giatsis et al., 2015).

Los peces estan expuestos a mayores cargas bacterianas en el medio acuatico que los animales

terrestres. Por lo tanto, este contacto mas cercano con el agua circundante, afecta la



colonizacion intestinal temprana (Verschure et al., 2000; Giatsis et al., 2015). Si bien el agua
parece afectar la microbiota intestinal de los peces desde la apertura de la boca en adelante, la
microbiota de los alimentos se vuelve muy importante en las etapas de desarrollo posteriores

(Reitan et al., 1998; Hansen et al., 1999).

Aunque el agua y alimento son las dos fuentes principales de microorganismos disponibles en
peces, los factores que conllevan a una colonizacién exitosa de las bacterias ingeridas y el
ensamblaje de la comunidad dentro del intestino no son conocidos del todo, y por esta razén, la
predictibilidad y repetitividad de manipulaciones de la microbiota es actualmente limitada

(Ringo y Birbeck, 1999; De Schyver y Vadstein, 2014).

La diferenciacion y funcionalidad del tracto digestivo y glandulas accesorias durante el
desarrollo ontogénico de los peces son aspectos que se requieren conocer para poder
establecer buenas practicas alimentarias y protocolos de cultivo para la primera alimentacién de
las larvas de las especies de peces marinos que presentan ontogenia indirecta (Lazo et al.,

2011).

Desde una perspectiva nutricional, el periodo embrionario (también denominado etapa
lecitotrdéfica) se caracteriza principalmente por la alimentacién de tipo endégena y como dicha
alimentacion depende del aporte vitelino. La transicion de la alimentacidon endégena a exégena
marca el inicio del periodo larvario y estd relacionado a un conjunto de cambios
morfofisioldgicos, los cuales son necesarios para poder realizar la localizacién del alimento
(desarrollo de la visidn u érganos quimioensoriales), la captura del alimento (desarrollo de boca,
cola y musculos) asi como la ingesta y digestion del alimento (desarrollo del sistema digestivo)

(Yufera y Darias, 2008).

Los embriones tras eclosionar cuentan con un intestino rudimentario revestido por un epitelio
cilindrico simple con la mitad de los nucleos basales y un borde estriado de microvellosidades

que se proyectan desde la superficie apical de las células (Lazo et al., 2011). Durante la fase de



absorcion del saco vitelino, la region posterior a la curva del intestino y la valvula intestinal se
conforman como una constriccion de la mucosa intestinal dividiendo al intestino en dos
regiones; la prevalvular (anterior) y el intestino postvalvular (posterior). Durante el periodo
larvario el intestino se enrolla y forma un bucle que aumenta cada vez mas en la cavidad visceral

(Zambonino-Infante et al., 2008).

El desarrollo de un intestino funcional implica diferentes eventos morfolégicos, como la
maduracion de la membrana de los enterocitos (membrana con borde de cepillo),
constituyendo asi un paso crucial para la maduracion del sistema digestivo en general. Este
cambio se produce entre la tercera y cuarta semana posterior a la eclosiéon en especies de clima
templado, mientras que el cambio se produce antes en especies tropicales (Zambonbino-Infante

et al., 2008).

1.3.2 Desarrollo de pigmentacidn en larvas

La pigmentacidn en larvas se presenta de gran importancia inclusive en procesos de
alimentacion. La pigmentacién de los ojos es un indicador de calidad para su orientacion

espacial, control de navegacion y alimentacion exégena (Yufera y Darias, 2007).

La mal pigmentacidn es el resultado visible de uno o mas defectos en el proceso de desarrollo
normal en peces. Un mayor conocimiento sobre estos mecanismos bioldgicos del desarrollo de
los pigmentos es un elemento clave para una mayor optimizacion de la produccién de cultivos
(Bolker y Hill, 2000). Durante el desarrollo larvario, la pigmentacidon se considera como un
marcador posterior a la eclosidn. La pigmentacién es uno de los principales atributos de calidad

de los peces para su aceptacion en el mercado (Avella et al., 2010; Das et al., 2016).

1.4 Supervivencia larvaria en peces

El desarrollo y el éxito de la piscicultura dependen del suministro de huevos de buena calidad,

caracterizados por una baja mortalidad en la fertilizacién, los cambios coordinados durantesu



10

desarrollo embrionario, y la eclosidn para poder llegar a la primera alimentacién (Bromage et al.
1992). Las tasas de supervivencia y eclosiéon generalmente se consideran las mejores medidas
de la calidad del huevo, pero estos pardmetros no brindan informacién suficiente sobre los
factores que influyen en su calidad. Aunque las caracteristicas morfolégicas de las larvas se han
utilizado como indicadores de la calidad de los gametos en algunas especies de peces, también
se necesitan andlisis microbianos para garantizar la ausencia de patégenos potenciales (Kjgrsvik,
1994).

Uno de los principales problemas de los cultivos de peces marinos es la alta mortalidad durante
los estadios larvarios tempranos, representando el cuello de botella para el desarrollo de la
acuicultura de peces marinos. Las larvas presentan un desarrollo incompleto al eclosionar, por
lo que ciertos tejidos y drganos como el sistema nervioso, digestivo y estructuras dseas, sufriran
cambios funcionales en sus primeras semanas de vida viéndose modificada su morfologia y

fisiologia (Burgoin-Cota, 2015).

Es conocido que la supervivencia de larvas en el ambiente presenta altas fluctuaciones que van
desde 0.1 % hasta 10 %, dependiendo de la especie, los cuales son producto de dos factores,
externos e internos. Los factores externos se dividen a su vez en dos grupos; los fisicos y los
quimicos; dentro de los fisicos encontramos la temperatura, iluminacién, flujo del agua y
corrientes, mientras que en los factores quimicos intervienen el pH, salinidad, iones y oxigeno
disuelto, mismos que son muy limitantes para la supervivencia de las larvas. En el caso de los
factores internos podemos dividirlos en cuatro grupos: a) Genéticos, los cuales son transmitidos
por el material heredado; b) Etoldgicos que se relacionan con el comportamiento alimenticio; c)
Bioldgicos, los cuales tienen que ver con la competencia y depredacion; d) Nutricionales, que
confieren a la larva la energia necesaria para mantener su metabolismo, ademas de crecer y

asegurar su supervivencia (Civera-Cerecedo, 2004; Moreno-Figueroa, 2011).

Estos factores juegan un papel fundamental dentro de los cultivos de estadios larvarios
tempranos, lo cual se ha reportado que influye directamente en su supervivencia y eclosidn, asi

como también en la talla al eclosionar y en el crecimiento. A su vez esto se ve reflejado en la
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absorcion del saco vitelino y en la eficiencia del uso de sus reservas energéticas (Moreno-

Figueroa, 2011).

El cultivo intensivo de organismos marinos y de agua dulce tienen sus brechas tecnolégicas
debido en gran parte a las enfermedades producidas por una gran cantidad de patdgenos
bacterianos que pueden ocasionar altas mortalidades de los productos acuicolas, lo que genera
una pérdida econdmica para la industria, asi como la escasez de productos en el mercado (Silva
et al, 2014; Kowalska et al., 2020). Estas pérdidas pueden ocurrir en criaderos y centros de
produccién de larvas o durante cualquier parte del proceso de engorde. La introduccién de
patégenos en el cultivo se puede dar a través de la alimentacion, el agua, las superficies

contaminadas, aerosoles, o la propagacién de un animal a otro (FAO, 2012; 2016).

El desarrollo de la acuicultura de peces puede verse comprometido por una mortalidad
inesperada durante las primeras etapas de la vida que probablemente se deba, al menos en
parte, a interacciones negativas entre las larvas de peces y algunas cepas bacterianas que
encuentran de forma rutinaria (Llewellyn et al. 2014). Se ha demostrado que las interacciones
perjudiciales entre peces y microbios limitan la produccién de juveniles de alta calidad para

muchas especies en la acuicultura (Bakke et al. 2015).

Muchos patdgenos en la acuicultura son oportunistas y pueden permanecer sin ser detectados
hasta que el estrés en los peces de cultivo provoque que sean susceptibles para la infeccién.
Entre estas tensiones se encuentran comunmente el cambio de temperatura, pH, salinidad
inapropiada o cambios rapidos en los parametros, como el caso de mala oxigenacion,
acumulacién de productos quimicos téxicos como amoniaco, asi como la sobrepoblacién, mala

alimentacion o manejo excesivo y la mala calidad del agua en general (Richards, 2014).

En la industria de la piscicultura las bacterias son consideradas como las principales precursoras
de las enfermedades, actuando como patdgenos e invasores oportunistas, causantes de

procesos patolégicos en especies susceptibles sometidas a condiciones de estrés en cultivos
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intensivos (FAO, 2017). Entre los patédgenos que mds destacan podemos encontrar a los géneros
Vibrio, Aeromonas y Nocardia, bacterias Gram- que producen enfermedades como septicemias
hemorrdagicas bacterianas, enfermedades de rindn, vibriosis, infeccidon en branquias y ulceras en
el organismo, causando mortalidades significativas en peces de cultivo hasta del 100 % (Austin y

Austin, 2016).

Los peces del género Seriola son altamente susceptibles a enfermedades bacterianas,
llegdndose a presentar septicemias y en grandes ocasiones la muerte, lo que lleva a las pérdidas
econdmicas por parte de los productores (Moreno-Alva, 2014). Una de las principales
enfermedades reportadas para este género es la vibriosis, la cual suele presentarse después de
que los peces han sufrido heridas en la piel (Jun y Woo, 2003; Avilés-Quevedo y Castelld-Ovay,
2004). Entre las bacterias mas sobresalientes que causan esta enfermedad podemos encontrar
Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus y Vibrio harveyi (Silva-

Rubio, 2007).

Ademas de la vibriosis, para el género Seriola se ha reportado la enfermedad de la pasteurelosis
o fotobacteriosis causada por Photobacterium damselae, especie perteneciente también a la
familia Vibrionaceae (Gauthier et al., 1995). Los peces con esta enfermedad en casos crénicos
presentan granulos blancos prominentes en érganos internos como bazo, rindn o higado,
consistentes con una acumulacién de células bacterianas. Desde 1969 en Japdn se ha reportado
esta bacteria en Seriola quinqueradiata y se asocia con pérdidas de cultivo, mientas que en S.

lalandi se ha reportado un efecto muy limitado (Kawahara et al, 1998; Sheppard, 2005).

Aunado a esto, las estrategias profilacticas resultan ineficientes para contrarrestarlo, y la
vacunacion no resulta factible en las larvas. Anteriormente, el Unico método empleado para el
control de bacterias era el uso de antibidticos y desinfectantes, lo que origind una serie de
problemas derivados de su mala aplicacién, como la aparicién y propagacidon de bacterias

multiresistentes a los antibidticos lo que generd problemas ecoldgicos asociados con estas
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bacterias y sustancias quimicas (Quiroz-Guzman, 2005; Defoirdt et al. 2007; Karunasagar et al.

2007).

Esto a su vez ha ocasionado pérdidas financieras a las plantas piscicolas que debido al desarrollo
de infecciones causadas por patégenos microbianos, incluyendo bacterias resistentes a
multiples farmacos dejando inclusive residuos dentro del organismo, los cuales se transmiten a
su vez al consumidor, por lo que el uso de antibidticos debe prohibirse en los sistemas de
produccién (Almeida et al., 2009; Phumkhachorn y Rattanachaikunsopon 2010; Rong et al.,
2014). Aunado a esto, Por ello es necesario optar por nuevasalternativas para el control de las

infecciones por Vibrio en la acuicultura (Austin y Austin, 2012; Silva et al., 2014).

1.5 Herramientas de control de patégenos

El control de las enfermedades causadas por bacterias representa una limitacién para la
implementacién de la larvicultura de peces marinos en México y el mundo (Burgoin-Cota, 2015).
Ante tal problematica del uso de antibidticos en cultivos de peces, se ha propuesto desarrollar
estrategias alternativas de control biolégico para combatir las infecciones bacterianas
empleando nuevas fuentes para la elaboracién de herramientas contra patdgenos (Reyes-

Becerril et al., 2016; Richards, 2014).

El concepto de alimentacion funcional se ha implementado en la industria de la acuicultura,
donde se pretende elaborar dietas con un balance nutricional y suplementadas con aditivos que
promueven la salud y la resistencia contra las enfermedades en cultivos de peces. Entre estas
estrategias se pueden encontrar vacunas, suplementacién en la dieta de probidticos,
prebidticos e inmunoestimulantes que puedan ayudar a reducir la susceptibilidad de los peces a
diversas enfermedades. Los inmunoestimulantes son una herramienta en la acuicultura usada
para aumentar la resistencia contra enfermedades infecciosas por el aumento de la inmunidad
humoral y los mecanismos de defensa celular (Siwicki et al., 1998; Guzman-Villanueva, 2014). A
pesar de que los antibidticos se utilizan comUnmente y en exceso en muchos paises, existe la

necesidad de pasar de éstos al uso de tratamientos inocuos y amigables con el medio ambiente.
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Una alternativa propuesta, es el uso de alternativas como probidticos o bacteridfagos para
reducir la mortalidad de diferentes organismos en diversos entornos de acuicultura

(Karunasagar et al., 1994; Inal, 2003).

El término “probidtico” significa “para la vida” y es derivada de las palabras griegas “pro” y
“bios”; este término fue utilizado por primera vez en 1965 para describir “sustancias secretadas
por un microorganismo que estimule el crecimiento y desarrollo de otro (Lilly y Stillwell, 1965).

La definicidn de probidtico hace referencia a un complemento alimenticio microbiano vivo que
afecta beneficiosamente al huésped mejorando su equilibrio microbiano (Merrifield et al.,
2010B). Los probidticos son organismos (como bacterias acido-lacticas, levaduras y algunas
microalgas) que entre otras funciones, promueven la seleccion de la microbiota asociada al
hospedero y por lo tanto, pueden ayudar a prevenir enfermedades bacterianas a través de una
variedad de mecanismos, tales como la modulacién de la respuesta inmune, la competencia por
nutrientes vy sitios de adhesion con los patdgenos, asi como la creacion de un ambiente hostil
para los patégenos por la produccién de compuestos inhibitorios (Balcazar et al., 2006;
Merrifield et al., 2010; Pérez et al., 2010). Es importante puntualizar que los efectos de un
probidtico no estdn limitados al tracto intestinal, también pueden mejorar la salud del
hospedero por el control de patégenos modificando la comunidad intestinal (Verschuere et al.,

2000).

Para la seleccién del probidtico se consideran diferentes aspectos, como las caracteristicas del
hospedero, la seguridad de la cepa a utilizar, la producciéon de sustancias antimicrobianas, la
habilidad para modular la respuesta inmune del hospedero y su habilidad para competir con los
patégenos por nutrientes y sitios de adhesidn (Balcazar et al., 2012). Entre los mas utilizados en
la piscicultura se encuentran: bacterias acido-lacticas como Lactobacillus spp. y Lactobacillus
sakeii. Las levaduras por su parte constituyen un buen ejemplo, su potencial como probidtico ha
sido estudiado ampliamente sobre todo en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Guardiola et

al., 2016) y Debaryomyces hansenii (Navarrete y Tovar-Ramirez, 2014).



15

1.6 Bacteriéfagos como alternativa

Existe una gran cantidad de bacterias que pueden conducir a las infecciones oportunistas de
organismos acuaticos. Los métodos de vacunacion se han aplicado en algunas especies de peces
con diferentes niveles de éxito. Existe la necesidad de pasar de los antibidticos al uso del
biocontrol (Karunasagar et al., 1994; Inal, 2003). La alternativa propuesta en este trabajo es el
uso de bacteridéfagos para reducir la mortalidad de diferentes organismos en diversos entornos
de acuicultura. Los bacteriéfagos son virus que infectan especies especificas o cepas de
bacterias (Abedon, 2011; Plaza et al., 2018). Existen dos tipos de fagos, liticos y lisogénicos. Los
fagos liticos infectan las bacterias del huésped a través de un proceso que implica la union del
fago a la bacteria llevando a cabo la insercion del genoma del fago en la célula hospedera, lo
qgue produce el cese en la sintesis de los componentes del huésped asi como una replicacién
mediada por los componentes del bacteriéfago que incluyen proteinas de la cdpside y acidos
nucleicos; seguido del ensamblaje de nuevas particulas de bacteriéfago (Fig. 2), la lisis del
anfitrién y la liberacion de la progenie del bacteriéfago (Defoirdt, 2011). Dado que los fagos
liticos se replican rdpidamente y causan la muerte y lisis del huésped, son ideales para el
desarrollo de terapias de fagos para su uso en el tratamiento de infecciones animales y en la
reduccion de patégenos en diversos alimentos y el medio ambiente (Inal, 2003; Defoirdt, 2011).

Y
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Figura 2. Ciclo de replicacion de un virus bacteriéfago (Ajuebor et al., 2016).
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Las interacciones de los bacteriéfagos se relacionan ecoldgicamente con la evolucién de las
comunidades bacterianas. Los fagos son conocidos por alterar la estructura comunitaria de
diferentes especies de bacterias, asi como mantener la diversidad y la transferencia genética
horizontal bacteriana (Koskella y Brockhurst, 2014). Los bacteriéfagos estdn asociados a
bacterias comensales de la microbiota de diferentes organismos e influyen en la inmunidad del
huésped modulando la actividad enzimatica, por lo que es necesario crear modelos para
estudiar esta relacion ante la respuesta inmune (Silva et al., 2014). El presente estudio tiene
como propdsito evaluar la eficacia de la terapia de fagos durante la eclosion y el desarrollo
temprano del jurel Seriola rivoliana, asi como su efecto sobre la microbiota asociada durante su

cultivo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Avances en cultivos de Seriola rivoliana

El jurel de cola amarilla (longfin yellowtail) Seriola rivoliana se considera una especie
prometedora para la acuicultura en Japon, Australia, Estados Unidos, Espafia y México; esto
debido a que presenta un rdpido crecimiento y un alto valor en el mercado (Roo et al., 2014;
Kissinger et al., 2016). Aunque en diversos paises se ha implementado el cultivo de jurel para su
produccién comercial, existe poca informacién de su biologia, siendo sobre todo limitada en el
aspecto del desarrollo embrionario. A pesar de que varias especies del género Seriola se han
estudiadas debido a su factibilidad para adaptarse a los cultivos, la etapa larvaria sigue siendo
un cuello de botella en el proceso de produccidn con tasas de supervivencia menores al 10 %

(Blacio et al., 2003; Roo et al., 2014).

En Latinoamérica se tienen indicios en el afno 1995, donde en Ecuador se obtuvieron desoves
naturales de S. rivoliana (denominado “Medregal negro” en la localidad) en colaboracién con
tres laboratorios (CINCO S.A., CRIDEC C.A. y Granjas Marinas del Rosario) (Benetti et al., 1995;
Grossi-Dopico, 2010). Se le dio continuidad a los desoves y los juveniles fueron cultivados en
jaulas flotantes, donde se obtuvo una supervivencia del 15 % con una tasa de conversion
alimenticia de 5.0 (Benetti et al., 1998). Blacio et al., (2003) realizaron avances en cultivos de
Seriola rivoliana en Ecuador (donde a la especie se le denomina huayaipe). Se cultivaron
embriones en tanques de 500 litros a 26.5 °C y posteriormente se colocaron en tanques
circulares de 5 toneladas para mitigar el canibalismo. Estos se alimentaron con rotiferos y
nauplios de Artemia enriquecidos, asi como dieta comercial seca y alimento balanceado para

trucha, obteniendo una supervivencia del 2.35 % para el dia 25 después de la eclosidn.

Grossi-Dopico (2010) realizé un seguimiento del desarrollo embrionario de la especie partiendo
de mérula y se tomaron las medidas del saco vitelino y gota lipidica. Se analizaron los efectos de
las larvas a condiciones estresantes de iluminacién y calidad del agua llevando el ciclo a los 30

dias DDE.
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Roo et al. (2014), describieron la adaptacién de reproductores del jurel Seriola rivoliana en los
primeros ensayos de cria de larvas en condiciones intensivas y semi-intensivas. Pasado el afo se
tomaron muestras de los peces para determinar el crecimiento individual en peso y tamafio. Los
primeros resultados de la cria de larvas en condiciones semi-intensivas mostraron una
supervivencia del 2.5 % a los 30 dias después de la eclosidon (DDE), mientras que en condiciones
intensivas se obtuvo sélo el 0.5 %. La baja supervivencia en ambas condiciones de crianza, asi
como su incapacidad de superar pruebas de esfuerzo, se le atribuye a deficiencia de acidos
grasos esenciales. A su vez los parametros morfométricos no mostraron diferencias

significativas entre los dos sistemas de cria.

Mesa-Rodriguez (2017) describié por primera vez el desarrollo esquelético y la mineralizacién
de Seriola rivoliana, donde revelé que las primeras estructuras en mineralizarse fueron las
mandibulas y las estructuras respiratorias, respaldando la importancia de la alimentacién y la
respiracion en las primeras etapas. Por ello la identificacién de las etapas pre y posflexién son
un indicador externo util de la mineralizacidén de la columna vertebral, el complejo caudal y las

aletas emparejadas.

Debido a que se carece de un protocolo de cultivo para Seriola rivoliana es necesario mas
informacién para mejorar y optimizar las practicas actuales de cria de larvas que permita un
buen porcentaje de supervivencia. Actualmente en el noroeste de México las investigaciones
enfocadas en el género Seriola van en aumento debido a la importancia de éste; mediante
herramientas gendmicas el grupo de Fisiologia y Gendmica Funcional del CIBNOR desarrollan

protocolos para conocer la biologia de la especie y asi optimizar la produccién de juveniles.

Se desarrollaron trabajos que aportan al conocimiento basico sobre el desarrollo larvario de
Seriola rivoliana. El trabajo de Teles et al. (2017), describid el desarrollo del tracto digestivo y las
glandulas accesorias en larvas de S. rivoliana criadas en condiciones de laboratorio desde la
eclosidon hasta 30 DDE, donde la temperatura juega un papel importante. Estos resultados

aportaron informacion valiosa sobre la biologia y fisiologia digestiva en larvas de S. rivoliana, lo
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gue marco pautas para mejorar las técnicas de cultivo e identificar caracteristicas involucradas

en la ontogenia de la especie.

Tovar-Ramirez et al. (2017) realizaron un enfoque en el estudio ontogénico de diferentes genes
de Seriola rivoliana permitiendo conocer la evolucion de algunos componentes del sistema
inmune, asi como factores de crecimiento y diferenciacidn celular. Esto a su vez permitié
delimitar enfoques basicos de alimentacidn en presencia de levaduras y probiéticos, asi como la

obtencidn del transcriptoma como primer registro bioinformatico en extenso para esta especie.

Continuando con esto Teles et al. (2018) desarrollaron el estudio de la actividad enzimatica
digestiva en larvas de S. rivoliana en condiciones controladas de laboratorio hasta que las larvas
alcanzaron los 30 DDE. Ellos sugirieron que se deben implementar técnicas moleculares para
ampliar los estudios del desarrollo de las enzimas digestivas y su relacién de la genética de la

especie.

Viader-Guerrero (2019), determind el efecto de la temperatura sobre la pigmentacién de ojos y
apertura de boca en larvas de jurel Seriola rivoliana, asi como su efecto sobre la eclosidn, tasas
de crecimiento y supervivencia. Se obtuvo que 24 °C se muestra como la temperatura dptima
para el porcentaje de supervivencia, longitud de la notocorda y la eficiencia en la absorcién del

saco vitelino y la gota lipidica.

Continuando el estudio de alternativas contra bacterias patdgenas, Mazdn-Sudstegui et al.
(2019), investigaron el efecto de tratamientos homeopdaticos preparados a partir de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus sobre la respuesta inmune y antioxidante en juveniles

de Seriola rivoliana en condiciones de cultivo y retados con V. parahaemolyticus.

2.2 Bacterias en cultivos

En la acuicultura, varias especies bacterianas causan serios problemas a los organismos de

cultivo. Entre ellas, varias especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae actian como
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patégenos oportunistas de especies de peces de importancia comercial (Toranzo et al., 1991;
Verner-Jeffreys et al., 2007; Noorlis et al., 2011; Higuera et al,. 2013; Martinez-Diaz y Hipdlito-
Morales 2013). Algunos miembros del género Vibrio; (como V. anguillarum, V. vulnificus, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. salmonicida) y Photobacterium (P. damselae subsp.
piscicida, y P. damselae subsp. damselae, anteriormente Vibrio damselae) son responsables de
brotes de enfermedades en organismos marinos cultivados e incluso podrian causar hasta el
100% de la mortalidad (Almeida et al., 2009; Noorlis et al., 2011; Martinez-Diaz y Hipdlito-
Morales 2013; Andreoni y Magnani 2014).

En el caso de P. damselae subsp. damselae, este patdégeno puede infectar una amplia variedad
de peces de cultivo, como la anguila australiana (Anguilla reinhardtii), la lubina europea
(Dicentrarchus labrax), la dorada (Sparus aurata), la corvina (Argyrosomus regius), la palometa
(Trachinotus ovatus), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), besugo (Pagrus auriga), rodaballo
(Scophthalmus maximus), sargo comun (Diplodus sargus), asi como varias especies del género
Seriola (Rivas et al., 2013; Eissa et al., 2018). La bacteria P. damselae subsp. damselae provoca
fotobacteriosis, infecciones que provocan heridas y septicemia hemorragica (Rivas et al., 2013).
Esta se ha reportado en diferentes dreas geograficas, donde pasé de un patégeno en entornos

silvestres a ser un patégeno emergente en piscicultura (Eissa et al., 2018).

La bacteria Lactococcus afecta un gran numero de especies de peces ocasionando
enfermedades sistematicas. Esta bacteria es patdgena y virulenta ya que produce toxinas intra y
extracelulares que afectan significativamente de diferentes especies de jurel, donde la infeccidn
se presenta en todas las etapas de crecimiento reprtdndose que la mortalidad se presenta en
los peces de uno a dos afos (Sheppard, 2005). Bacterias del género Lactococcus han sido

aisladas de Seriola dumerili, Seriola quinqueradiata y Seriola lalandi (Austin y Austin, 2016).

2.3 Fagos en piscicultura

Debido a su alta eficacia, los fagos liticos pueden ser usados potencialmente contra infecciones

bacterianas, siendo aun mas especificos que los antibiéticos. Debido a esta especificidad del
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hospedero, no se verian afectadas las bacterias benéficas de la microbiota, reduciendo las
posibilidades de infecciones oportunistas (Fortuna et al., 2008). El uso de fagos para prevenir
infecciones patdgenas de peces ha sido reportado anteriormente (Merino et al., 1990; Crothers-
Stomps et al., 2010). Donde los resultados experimentales en modelos de bacterias de animales
marinos, han demostrado eficacia terapéutica del uso de fagos contra enfermedades infecciosas
causadas por Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damsela, Enterococcus seriolicida,
Aeromonas salmonicida, Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio anguillarum,
Pseudomonas plecoglossicida y Lactococcus garvieae (Park et al., 2003; Vinod et al., 2006; Shivu
et al., 2007). Algunos modelos animales incluyen el jurel Seriola quinqueradiata, el pez Ayu
Plecoglossus altivelis, salmoén del Atldntico Salmo salar, trucha arco iris Oncorhynchus mykiss,
lubina Europea Dicentrarchus labrax y dorada Sparus aurata (Nakai et al., 1999; Park et al.,

2000; Nakai y Park, 2002; Park et al., 2003; Higuera et al., 2013).

Nakai et al, (1999) estudiaron la supervivencia in vitro e in vivo de bacteriéfagos de Lactococcus
garvieae y su potencial para controlar infecciones en jurel de cola amarilla Seriola
quinqueradidata. La tasa de supervivencia fue mucho mayor en jureles tratados con fagos y se
recuperaron del dafio de infeccién de intestino y bazo. El fago impidié que los peces sufrieran

infecciones por L. garvieae, sugiriendo el uso potencial de fagos para controlar la enfermedad.

No se habia examinado el potencial de la terapia de fagos en cultivos de larvas de peces hasta
que Silva et al. (2014) describieron el aislamiento y caracterizacion de fagos capaces de infectar
un Vibrio patdégeno como preventivo contra infecciones bacterianas en larvas de pez cebra. Las
larvas presentaron una menor mortalidad al ser tratadas con fagos, por lo que establecieron
gue el suministro directo de fagos en el agua de cultivo resulta un método efectivo para reducir

el impacto negativo de la vibriosis en larvicultura.

2.4 Efecto de los fagos en la dinamica microbiana

En los organismos metazoarios después del nacimiento se da una colonizacién de bacterias en

todas las superficies mucosas. El microbioma intestinal es un factor importante en la salud y
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control de enfermedades (De Schyver y Vadstein, 2014; Giastis et al., 2015). Sin embargo, el
patréon de composicidn y concentracién de la microbiota intestinal puede variar mucho, por lo
qgue para lograr una tolerancia inmunoldgica es fundamental entender esto en las primeras

etapas del organismo para mantener la salud durante toda su vida (Vitetta et al., 2018).

Recientemente, se ha prestado mayor atencidon a las interacciones entre las comunidades
bacterianas y las posibles consecuencias para la supervivencia y el desarrollo de las larvas de
peces (Vadstein, 2013). Sin embargo, hasta ahora no se sabe cémo esta relacién intima entre las
larvas de peces y las bacterias influye en el ensamblaje de la comunidad en las larvas de peces
en desarrollo (Bakke et al. 2015). Bajo esta perspectiva, comprender los procesos que
determinan la estructura de la comunidad microbiana durante el desarrollo larvario de los peces
es de fundamental interés tanto desde el punto de vista cientifico como comercial (Bakke et al.

2015).

La microbiota en peces puede ser diversa, incluyendo miembros de grupos de protozoarios,
hongos, levaduras, virus bacterias y arqueas. El grupo mas dominante en el intestino de peces
son las bacterias, siendo el foco en las investigaciones de sanidad acuicola (Merrifield y Rodiles,
2015). La densidad composicidn y funcidn de la microbiota tiende a cambiar entre las diferentes

secciones del tracto digestivo en peces (Clements et al., 2014; Banerjee y Ray, 2017).

A su vez, se ha observado que existe una distincién entre comunidades aléctonas y autéctonas:
siendo los organismos aldctonos, microbiota transitoria de vida libre asociada con lo que se
ingiere, mientras que la microbiota autdctona se encuentra en la superficie de la mucosa
colonizando el tracto digestivo y constituye la comunidad central (Llewellyn et al., 2014;

Banerjee y Ray, 2017).

Asimismo, la microbiota del agua circundante puede establecer qué bacterias se encuentran en
los huevos de peces, y por consecuencia tienen la oportunidad de colonizar la superficie. Tras la

eclosién de los huevos, en las larvas estériles, las bacterias se convierten en los primeros
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colonizadores del tracto gastrointestinal en desarrollo. Las bacterias que habitan
posteriormente se adquieren cuando las larvas de peces abren la boca y comienzan a pasar
agua para controlar la osmorregulaciéon y luego microbiota se diversifica ain mas en la

alimentacion (Nayak, 2010; Banerjee y Ray, 2017).

Alternativamente, se ha explorado el uso de probidticos, definidos como microorganismos vivos
que mejoran el equilibrio de la microbiota intestinal. Las cepas mds comunes utilizadas como
probidticos son miembros de los grupos Lactobacilli, Enterococci y Bifidobacteria (Ouwenhand
et al., 2002; Ki Cha et al., 2012). Esta terapia también muestra un éxito significativo para el
tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal. Sin embargo, los productos probiodticos en
el mercado necesitan mas estudios en términos de calidad y seguridad (Ki Cha et al., 2012;

Sinagra et al., 2013).

Existen trabajos orientados en la aplicacion de moduladores para mantener control en la
microbiota de los organismos, como el de Ramirez-Sosa (2020), donde evalud el efecto del
prebidtico comercial Grobiotic®-A (GBA) en diferentes dietas a base de harina de soya, para
determinar los efectos en la digestién, desempefiio bioldgico, salud intestinal y composicion de
la microbiota intestinal en juveniles de jurel Seriola dorsalis. Sin embargo, las diferentes dietas
no presentaron un efecto significativo mas que en dosis elevadas del prebiético, por lo que se
sugiere un analisis mas exacto respecto al microbioma y la morfologia intestinal para analizar el

efecto de los prebidticos en las dietas de S. dorsalis.

Para el caso de fagos, éstos infectan y lisan las bacterias intestinales. Por lo que puede
plantearse que estos virus muestran un mecanismo de control protector local eficaz para la
barrera intestinal contra patobiontes comensales que indirectamente pueden ayudar al

huésped a controlar las concentraciones bacterianas en el intestino (Vitetta et al., 2018).

Se puede prevenir una actividad cooperativa entre el epitelio intestinal, la inmunidad de las

mucosas Y la actividad de los fagos para eliminar patobiontes, resaltando el papel potencial de
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fagos para ayudar a mantener la homeostasis intestinal evitando un proceso de disbiosis (Gao et
al., 2015; Vitetta et al., 2018).

Esto podria a su vez explicar los procesos por el cual el control local de fagos en la inflamacién y
las respuestas inmunitarias pueden ser un mecanismo de defensa inmunolégico adicional que
aprovecha las interacciones fago y glucoproteina-mucina que controla la diversidad y
abundancia bacteriana en las capas e mucina del intestino (Gorski et al., 2012; Chhibber et al.,

2015).
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3. JUSTIFICACION

En la piscicultura, se ha sugerido el uso de los fagos para controlar las poblaciones de bacterias
oportunistas, pertenecientes al género Vibrio, las cuales causan bajas drasticas durante la
produccién, generando pérdidas econédmicas, asi como pérdidas de fuentes de alimento para la
poblacién mundial. A su vez, los fagos constituyen una alternativa mas saludable contra el uso

de antibidticos, los cuales pueden provocar la proliferacién de bacterias multiresistentes.

Sin embargo, no se ha evaluado aun el papel de los fagos durante la eclosidn y el desarrollo
temprano de peces y, en consecuencia, no se han realizado estudios acerca de la interaccién de

las comunidades microbianas del hospedero con los fagos.

De este modo, la importancia del presente trabajo radica en ser el primer andlisis del uso de
fagos durante el desarrollo ontogénico temprano en peces, para entender el papel que juegan
éstos en la regulacion de la microbiota, asi como en el desarrollo del pez desde la eclosién del

huevo.
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4. HIPOTESIS

La fagoterapia actuard como control biolégico contra patégenos oportunistas en los sistemas de
cultivo larvario del jurel Seriola rivoliana, generando modificaciones en las comunidades
microbianas, y mejorando por consecuencia la eclosidn, supervivencia y desarrollo morfolégico

temprano de las larvas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la fagoterapia en huevos y estadios tempranos de jurel Seriola rivoliana

sobre la modulacién de las comunidades microbianas.

5.2 Objetivos particulares

Aislar y caracterizar bacteriéfagos liticos activos de diferentes fuentes.

e Evaluar la permanencia de los fagos activos en el agua de cultivo.

e Observar el efecto de la fagoterapia en huevos de jurel S. rivoliana infectados con la
bacteria Photobacterium damselae subsp. damselae.

e Analizar el efecto del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 sobre la eclosién de huevos, asi como
la supervivencia y desarrollo temprano de larvas de jurel S. rivoliana.

e Analizar el efecto de los fagos sobre las comunidades microbianas en huevos y larvas de

jurel S. rivoliana mediante andlisis de secuenciacién masiva del gen 16S.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Reactivacion de patégeno

Para el desarrollo del presente trabajo se usé la cepa de Photobacterium damselae subs.
damselae perteneciente a la Coleccion de Microorganismos de Importancia Acudtica (CAIM
1910T) del Centro de Investigacidon en Alimentacion y Desarrollo (CIAD unidad Mazatlan) con
registro en World Data Centre for Microorganisms (WDCM), la cual fue obtenida a partir de
organismos enfermos de jurel Seriola quinqueradiata. Esta fue reactivada en 5 ml de caldo soya

triptocaseina (TSB) suplementado con 2.5% de cloruro de sodio estéril a 35 °C durante 24 horas.

Para la realizacion de los experimentos esta se ajusto en solucidn salina al 2.5% de NaCl a una
densidad dptica de 1 a 600 nm (DOggo =1) usando un biofotdmetro (Eppendorf, Merck
Darmstadt, Germany) y el numero de unidades formadoras de colonias (UFC= 8.5X106) se
determiné mediante diluciones decimales en tubos con 2.5% de NaCl en placas de agar soya

triptocaseina (TSA) suplementado con 2.5% de cloruro de sodio.

6.2 Aislamiento de bacteriéfagos

Para el aislamiento de bacteriéfagos se emplearon diferentes muestras obtenidas de tejidos de
hepatopancreas y musculo de camardn Litopenaeus vannamei, almeja mano de ledn Nodipecten
subnodosus; agua de cultivos de huachinango Lutjanus sp., muestras de tejido de larvas y
juveniles de jurel Seriola rivoliana asi como muestras pertenecientes a tejidos de musculo y
tracto digestivo del tiburdn renacuajo (Cephalurus cephalus), las cuales se procesaron de
acuerdo a la metodologia propuesta por Carlson (2005). Las muestras se diseccionaron y
homogeneizaron en 200 ml de solucion salina (NaCl al 2,5%). Donde a partir de TSB estéril
previamente inoculado con P. damselelae se agregaron100 mg de un homogenizado de cada

uno de los tejidos y 200 pl para el caso de agua de cultivo, incubandose por 24 horas a 30 °C.

Una vez transcurrido el tiempo, éstas se centrifugaron a 7000 ga 4 °C durante 10 minutos para

concentrar la biomasa bacteriana, se recupero el sobrenadante en tubos nuevos y estériles y la
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presencia de bacteriéfagos se corrobord por la formacion de placas o calvas, ello se obtuvo
inoculando 12 plL de sobrenadante sobre una placa de triptocaseina agar soya suplementada
con NaCl al 2.5 % (TSA+), inoculada masivamente con P. damselae. Para purificar los
bacteriéfagos, se tomaron placas individuales obtenidas por dilucion y se utilizé el
procedimiento de enriquecimiento para aumentar el nimero de particulas virales conformando

una bateria de bacteriéfagos para futuras pruebas

6.2.1 Purificacion de bateriofagos

De la bateria de bacteriéfagos obtenidos, se empled el fago mas activo, aislado de tractos
gastrointestinales del tiburédn renacuajo (Cephalurus cephalus), de acuerdo con el
procedimiento estandarizado descrito por Kropinski et al. (2009) con ligeras modificaciones,
donde se inoculd con 1 ml de bacteria P. damselae subsp. damselae suspendida en solucidn
salina (OD600 = 1 que corresponde a 2.1x10® CFU mL™). Los homogeneizados se incubaron a 25
°C durante 24 h y se filtraron alicuotas de 10 ml usando filtros de jeringa Acrodisc de 0.2 um
(PALL Corporation, NY, EE. UU.). Usando el método de prueba de punto, se agregaron 13 pL del
homogeneizado sobre placas de TSA previamente inoculadas con P. damselae subsp. damselae
y se incubaron durante 24 h a 35 ° C. Las zonas liticas positivas se re suspendieron en solucidn
salina filtrada con un filtro de jeringa de 0.45 um. Se realizé un método de doble capa utilizando
diluciones en serie para obtener placas de fagos individuales (Kropinski et al. 2009), y las placas
correspondientes al fago activose volvieron a aislar tres veces mas para garantizar la pureza del
fago. El fago activo fue nombrado vB_Pd_PDCC-1 de acuerdo al nuevo nombramiento por el
comité internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), donde vB: es virus bacteriéfago y Pd: la
bacteria utilizada para aislar el bacteriéfago, Photobacterium damselae subs. damselae

(Adriaenssens et al., 2020).

6.2.2 Producciéon masiva de fago vB_Pd_PDCC-1

Los cultivos de P. damselae subs. damselae fueron cosechados en TSA a las 24 horas de

incubacion a 30 °C e inoculados en tubos Falcon con 50 ml de TSB. Simultaneamente, se



30

adicionaron 3 ml de cada uno de los bacteriéfagos de prueba y estos se incubaron a 30 °C
durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 7000 g a 4 °C durante 20 minutos. El
sobrenadante se recuperd y se almacend en frascos estériles con capacidad de 1 litro para su

posterior uso en los bioensayos y pruebas bioquimicas y fisicoquimicas.

6.2.3 Titulacion del fago vB_Pd_PDCC-1

Con los sobrenadantes positivos se realizaron diluciones seriadas (10 a 10 ) y se inocularon
con P. damselae (OD600 = 1 que corresponde a 2.1x10% CFU mL™) para promover la formacién
de placas individuales en medio TSA (NaCl al 2.5 %). Las placas individuales se transfirieron a 10
ml de caldo de soja triptico suplementado con NaCl al 2,5% (TSB +) previamente inoculado con
P. damselae y se incubaron a 25 °C durante 24 h y luego se filtraron utilizando filtro milipore de
0.2 um. Se purificd un clon mediante aislamientos en serie de placas. Los filtrados con fagos se
almacenaron a -80 °C. Para la produccién masiva, el fago se inoculé en 500 ml de TSB
previamente inoculado con la bacteria blanco. Después de 24 horas a 252C, los cultivos se
filtraron utilizando filtros de 0.2 um y se mantuvieron a 42C hasta su uso. El titulo en el stock

utilizado en los experimentos se determiné en 2.7x10° UFP-mI™ segun Carlson (2005).

6.3 Identificacion y caracterizacion del bacteriéfago VB_PD_PDCC-1

6.3.1 Microscopia electrénica de transmision

Para el analisis de estructura del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 se utilizaron 10 pl de lisado en
rejillas recubiertas de carbono, y se dejé durante 5 minutos. Las rejillas se tifieron con 10 pl de
acido fosfotungstico al 2% (pH 7.3) durante 1 minuto, y se colocaron en una caja para rejilla para
secarlas con aire seco durante 3 h. Las muestras se observaron en un microscopio electrdnico

de transmision JEOL ARM200F a 80 kV.
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6.3.2 Aislamiento y secuenciaciéon de genoma del fago

Un volumen de 1 ml de stock del fago vB_Pd_PDCC-1 (1x10° UFP ml) fue tratado con DNasa |
(Sigma-Aldrich, Alemania) para eliminar cualquier indicio de ADN gendmico del huésped
(Maslanova et al., 2013). El ADN total se aislé usando el kit de aislamiento de ADN de fago de
Norgen (Norgen Biotek Corp., Thorold, Canadd) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. La integridad del ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(p/v). EI ADN se cuantificé mediante el espectrofotémetro DS-11 Fx (DeNovix Inc., Wilmington,
DE, EE. UU.). La biblioteca de ADN gendmico se realizé utilizando el kit de preparaciéon de
biblioteca Nextera XT (Illumina Inc., San Diego, CA, EE. UU.), y se secuencid en una plataforma
[llumina MiniSeq (300 ciclos, y lecturas pareadas de 2x150 pb), siguiendo las Instrucciones del

fabricante.

Las lecturas se recortaron de acuerdo con los ajustes pareados de trim_galore. Las lecturas
recortadas se ensamblaron con SPAdes v3.12.0 usando la opcién —only-assembler. Los cotig del
fago resultantes se verificaron para errores de ensamblaje por medio de Pilon. La manipulacion
de archivos BAM y SAM fueron archivados con Samtools v1.7. El genoma del fago se anoté
inicialmente usando PROKKA con una base de datos construida a partir de todos los genomas de
fago disponibles publicamente (diciembre 2019). Todas las predicciones de proteinas se
buscaron en contraste con la base de datos hmmscan
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan) utilizando la configuracion
predeterminada. Se construyd una base de datos personalizada de todos los genomas de fagos
que se pudieron extraer de Genbank (enero 2020) como se describié anteriormente. Se utilizé
un BLAST+ para identificar proteinas con una similitud significativa con las proteinas incluidas en
vB_Pd_PDCC-1, utilizando pardmetros predeterminados con un valor de corte de 0.0001. Si

habia mds de 100 proteinas, solo se utilizaban las 100 principales para analisis posteriores.

Debido a que la subunidad larga de la terminasa se ha propuesto como un marcador util para

inferir la filogenia del fago (Serwer et al. 2004), los analisis por pares de las secuencias de la
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subunidad larga de la terminasa se realizaron utilizando Clustal Omega (Sievers et al. 2011) y

MEGA v.7.0 (Kumar et a/.2016).

6.3.3 Rango de hospedero vy lisis in vitro

Para el andlisis del rango de hospederos, se utilizaron diferentes cepas patégenas del género
Vibrio y Photobacterium (Ver Tabla 1) pertenecientes a la coleccion de Microbiologia del
Laboratorio de Gendmica y bioinformdatica (CIBNOR, La Paz, México), las cuales se cultivaron en
agar de soya tripticaseina (TSA) suplementado con NaCl al 2.5% a 25 ° C y se cosecharon

después de 24 h.

Transcurrido el tiempo se tomaron 13 pl del stock del fago vB_Pd_PDCC-1 y un 1 ml de volumen
de cada una de las cepas de Vibrio a una densidad dptica de OD600 = 1 (107-108 UFC mL-1), las
cuales se mezclaron con 3 ml de agar suave (0.6 % p/v agar) previamente calentado a 35 °Cy se
vertieron sobre las placas con agar de fondo (medio de cultivo con agar al 1.5% p/v). Una vez
que el agar polimerizd, se examinaron las placas después de 24 h de incubacién para detectar
zonas de lisis.

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas en el ensayo de rango de hospedero.

. Aislamiento
Cepa Especie —
Locacion Fuente
CAIM 1910 Photobacterium Sinaloa  Brote de enfermedad de Jurel
damselae
CIBGEN-001  Vibrio parahaemolyticus BCS Sedimento de tanque de camarones
CIBGEN-002  Vibrio campbellii BCS Tracto digestivo de camardn
CIBGEN-003  Vibrio campbellii BCS Tracto digestivo de camardn
CIBGEN-004  Vibrio alginolyticus BCS Hepatopancreas de camardn
CIBGEN-005 Vibrio parahaemolyticus BCS Tracto digestivo de peces
CIBGEN-006  Vibrio campbellii BCS Agua de cultivo de peces
CIBGEN-007 Presumptive Vibrio BCS Tracto digestivo de peces
CIBGEN-008 Presumptive Vibrio BCS Brote de enfermedad de Jurel
CIBGEN-009  Presumptive Vibrio BCS Brote de enfermedad de Jurel
CIBGEN-010  Presumptive Vibrio BCS Tracto digestivo de peces

MAI 86 B Vibrio parahaemolyticus Sinaloa  Hepatopdncreas de camardn
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6.3.4 Curva de crecimiento de solo un paso

Para determinar el periodo de latencia y el tamafio del estallido. Se emplearon células
bacterianas de P. damselae subsp. damselae de 24 h de cultivo suspendidas en solucién salina
(NaCl al 2.5%), las cuales se separaron por centrifugacién y se resuspendieron en caldo TSB
(NaCl al 2.5%). El fago se afiadid a una concentracion de 5 Multiplicidad de infeccién (MOI
delimitado a 5 virus por célula bacteriana) por 90 min a 37 °C. la mezcla se centrifugd a 5,000 g
por 10 minutos, posteriormente a los pellets que contenian las células infectas, se les realizo
dos lavados mas y se re suspendieron en TSB precalentado a 35 °C. La mezcla se incubd a 35 °Cy
se tomaron muestras por intervalos de 10 minutos (hasta llegar a 100 minutos) para determinar
la titulacion del fago mediante el método de agar de doble capa para obtener la curva de un
paso. El periodo de latencia se toma como el tiempo que tarda una particula de fago en
reproducirse dentro de una célula huésped infectada y el tamafio del estallido se calculd
dividiendo el nimero de UFP en la saturacion de fagos por el nimero de UFP inicial (Kropinski,

2018).

6.3.5 Eficiencia de plaqueo (EOP)

Para determinar la eficiencia de plaqueo cada una de las cepas patogenas empleadas en el
presente estudio (Ver Tabla 1), se cultivaron a una concentracién de 10° UCF mlI™, donde se
agregaron individualmente con 100 pl de lisado del fago en un mix con medio TSA suave,
agregado a una placa con agar de doble capa y se incubaron por 24 h a 35 °C. Ya transcurrido
este tiempo la eficacia de plaqueo se determind mediante la metodologia previamente descrita

por Mirzaei y Nilsson, (2015), aplicando la siguiente formula:
[Unidades formadoras de placas (UFP) en la bacteria de prueba / UFP de bacteria huésped]
Donde la EOP se clasifico como “Alta”, “Moderada” y “Baja” segun la infeccién producida en la

bacteria blanco; sélo considerandose “Alta” si la combinacion de fago-bacteria tenia una

infeccidon producida de al menos 50 % (EOP > 0.5) comparada con el huésped bacteriano. EOP
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entre >10 y <50% (EOP > 0.1- < 0.5) se considera ‘Moderada’ y EOP < 10% (EOP < 0.1) se

considera ‘Baja’.

6.3.6 Cinética de lisis bacterioana

Para determinar la eficacia de lisis in vitro del fago vB_Pd_PDCC-1 contra las bacterias huésped
referidas en la Tabla 1, se realizé una curva de lisis en caldo TSB, en una placa estéril de
policarbonato de 96 pocillos (tres filas de ocho pozos por bacteria) a una multiplicidad de
infeccion de 0.01 (MOI=0.01) durante 12 horas a 35°C, y se registrd el crecimiento en un lector
de microplacas de barrido espectral Varioskan Flash (Thermo Scientific 5250030, Alemania), a
una densidad dptica de 600 nm (DOggo) cada 10 minutos durante 2 horas y posteriormente cada
30 minutos durante 12 horas. Como control se emplearon filas con bacterias sin fagos a las

mismas condiciones y pozos con medio de cultivo sin bacterias y sin fagos.

6.4 Caracterizacion fisicoquimica de bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1

6.4.1 Evaluacion de resistencia de bacteriéfago

Para determinar la resistencia del fago vB_Pd_PDCC-1 se evaluaron las siguientes condiciones

fisicoquimicas a) temperatura, b) salinidad, c) exposicién a UV y d) exposicién a cloroformo.

En tubos con 1 ml de TSB, se le adicionaron 500 pul de cada uno de los bacteriéfagos de pruebay
se incubd por 24 horas a 10, 25, 30, 35, 40, 45, 60 y 70 °C; en el caso de salinidad se ajusto el
medio con 2.5, 2.0, 1.5, 1.0 y 0.5 %. Para la evaluacidn de radiacidon UV estas fueron expuestas
por periodos de 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 segundos en una camara de UV con una
radiacion de onda corta, finalmente se evalud la exposicidon a concentraciones de 1.25, 2.5, 5y
10% de cloroformo. La actividad de cada bacteriéfago fue evaluada por triplicado mediante la
generacidon de calvas en cultivos masivos de P. damselae al término de cada tiempo de

incubacién o exposicion.
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6.5 Produccion de huevos de Seriola rivoliana

Los huevos de jurel se obtuvieron mediante el desove natural de un lote de reproductores (5
machos y 5 hembras) en criaderos de King Kampachi La Paz, México. Los huevos se dividieron en
dos proporciones; uno se desinfectd con 200 ul de yodo al 7 % durante 1 hora y el resto no se
desinfectd. Los huevos se transfirieron a un recipiente sin sistema de recirculacion con 4 litros
de agua de mar estéril y filtrada manteniendo una densidad de 100 huevos por litro. La
temperatura se mantuvo a 24.17 + 0.97 ° C; concentracion de oxigeno disuelto a 5.03 + 1.17 mg
- 'Y, salinidad @ 37.0+ 1.0 g - L ~ %; y se mantuvo un fotoperiodo de 24 h luz de acuerdo a Teles
et al., (2017). Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de la Unidn
Europea (2010/63 / UE) y el Gobierno mexicano (NOM-062-Z00-1999) para el uso y cuidado de
animales experimentales. Las directrices ARRIVE también se consideraron para el disefio y la
implementacién de los experimentos. Todos los protocolos y procedimientos experimentales

fueron cuidadosamente revisados y aprobados por un comité de ética de CIBNOR.

6.6 Efecto del fago vB_Pd_PDCC-1 en el desarrollo de huevos de jurel Seriola rivoliana

Para probar el efecto del fago durante la eclosién de huevos de jurel Seriola rivoliana se realizé
un bioensayo en el laboratorio humedo del laboratorio de Gendédmica Acuicola de CIBNOR,
donde se emplearon acuarios con sistema de circulacién cerrada (Fig. 3), con dos litros de agua
de mar a una concentracion de 100 huevos por litro, con aireacion continua. El trabajo se dividid
en dos grupos, 1) huevos desinfectados (D) (200 pl de yodo al 7 %) y 2) huevos no
desinfectados (ND), donde cada grupo se dividié en: huevos control, y huevos con bacteriéfago

(vB_Pd_PDCC-1). Cada tratamiento y su respectivo control se realizaron por cuadruplicado.

6.6.1 Efecto del fago vB_Pd_PDCC-1 sobre reduccion de vibrios en huevos de jurel S. rivoliana

Para observar el efecto de los fagos sobre la reduccién de Vibrio en la carga bacteriana, se
recolectaron muestras de 20 huevos o larvas por tratamiento del bioensayo por cuadruplicado
cada 6 horas partiendo del tiempo inicial (TO, T1, T2, T3 y T4). El nimero de Vibrio se evalué
mediante técnicas microbioldgicas estandar. Previamente los huevos y larvas obtenidas se

lavaron con agua de mar estéril y se volvieron a suspender en NaCl al 2.5 % y se
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homogeneizaron utilizando un disruptor celular (Biospec Products, Bartlesville). Posteriormente
se hicieron diluciones seriadas (1x10™" hasta 1x10™°) y se sembraron sobre placas de agar de
tiosulfato-citrato-sales biliares (TCBS, Merk KGaA) para evaluar la disminucién de carga de Vibrio
a 35 °C durante 24 h. Se realizd un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los
analisis de UFC y sus cambios por cada tiempo medido se realizaron con ayuda del Software

Statistica 8.0 de StatSoft.

6.6.2 Andlisis de permanencia de bacteriéfagos en cultivo

Para el estudio de la permanencia de los bacteriéfagos liticos se tomaron 20 huevos por cada
tratamiento, asi como 20 larvas para el tiempo final (24 horas DDE). Para el caso del agua de
cultivo se tomaron 15 ml por tratamiento. Las muestras se almacenaron en tubos Eppendorf
estériles a -20 °C para su posterior analisis. De estas muestras se reactivaron los bacteriéfagos
aislandose con la bacteria blanco Photobacterium damselae subsp. damselae y se realizé la
prueba de gota para comprobar el tiempo de permanencia de los bacteriéfagos en las

diferentes muestras obtenidas.
6.6.3 Analisis por microscopia electrénica (SEM)

Para el analisis de microscopia electrdnica se fijaron muestras a lo largo del bioensayo partiendo
de TO y durante cada 6 horas (T1-T4) por cuadruplicado. Se tomaron muestras de 20 huevos
aproximadamente por tratamiento y réplica y se fijaron en tubos 1 mL de reactivo FIX en tubos
Eppendorf dejando las muestras a 4 °C durante dos horas, y posteriormente el reactivo era
removido y sustituido por buffer para su posterior almacenamiento. Las muestras se analizaron
en el laboratorio de Microscopia electrénica en las instalaciones de CIBNOR por medio del
microscopio electrénico de barrido (S-3000N, Hitachi High-Technologies), con un detector de

electrones secundarios (SED).

Estas muestras fueron transferidas a un gradiente de alcohol etilico pasando por 30, 50, 70,90 y

100 %. Posteriormente se fijaron utilizando tetréxido de osmio y se dejaron en reposo por 24
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horas. Posteriormente se sometieron a deshidratacién empleando un sistema de secado a
punto critico (Samdri-PVT-3B). Las muestras se colocaron en porta muestras de aluminio con
una cinta doble cara y se recubrieron con iones de oro en un evaporador de metal (Sputter
Coater, Denton Vacuum Desk IlI). Una vez recubiertas las muestras fueron observadas al

microscopio electrdnico de barrido.

6.6.4 Efectos de fagoteraia de vB_Pd_PDCC-1 en la eclosion de huevos de S. rivoliana

Para evaluar el uso de la fagoterapia en un reto con Photobacterium damselae durante la
eclosién de huevos de S. rivoliana. Se utilizaron tratamientos de huevos desinfectados (200 ul
de yodo al 7 %) y no desinfectados en unidades experimentales de 4 litros a una densidad de
100 huevos por litro. Los tratamientos fueron: A) huevos desinfectados sin fagos, B) huevos no
desinfectados sin fago, C) huevos desinfectados con fago vB_Pd_PDCC-1, C) huevos no
desinfectados con fago vB_Pd_PDCC-1. Las concentraciones de fagos utilizadas fueron 2x10®
UFP-mL" en cada unidad experimental. Al final del experimento, se evalud la tasa de eclosion en
cada grupo. Los huevos fueron monitoreados partiendo de un tiempo inicial (TO) y analizando y

tomando muestras cada 6 horas hasta completar un periodo de 24 horas cercanas al tiempo de

eclosion: 6 horas (T1), 12 horas (T2), 18 horas (T3) y 24 horas (T4).

| o e T

Figura 3. Sistema de bioensayo con huevos de jurel sometidos a diferentes tratamientos.



38
6.6.5 Andlisis histolégicos

6.6.5.1 Muestreo y fijacion

Para el analisis de los efectos de los bacteriéfagos sobre los tejidos en los diferentes tiempos
(TOo, T1, T2, T3 y T4) de desarrollo del huevo de jurel se tomaron muestras cada 6 horas por
cuadruplicado y se fijaron en tubos Eppendorf utilizando 1 mL del reactivo de Fijacién de
Davidson para su posterior procesamiento histoldgico. Debido al tamafio de la larva se incluyé
todo el organismo y se colocaron en histocasettes con etiquetas con informacion del

tratamiento correspondiente.

6.6.5.2 Procesamiento de tejidos

Los tejidos fueron colocados en alcohol etilico al 70% durante 24 horas. El procesamiento
histolégico (deshidratacién, aclaramiento e infiltracion) de las muestras se llevd a cabo
empleando un procesador automatico de tejidos LEICA ASP200S®. La deshidratacidon se realizd
en series de alcohol etilico de concentracion ascendente (70, 80, 90, 96 y 100%). El aclarado de
las muestras se hizo con xileno absoluto (100%) pasando antes los tejidos por una solucién de
alcohol etilico 100: xileno (1:1) y después por xileno al 100%. La infiltracidon de las muestras en
parafina se realizé introduciendo los tejidos en un recipiente con una solucién 1:1 de parafina:
xileno para después colocarlas en cuatro recipientes mas con parafina liquida caliente a 60°C. La
inclusidon de las muestras se llevd a cabo en Paraplast X-Tra (Mc Cormick Scientific, San Diego,
CA) con punto de fusion de 54-56 °C en un centro de inclusiéon LEICA EG1150H y EG1150C®. Los

moldes se dejaron enfriar en una placa fria (-5 °C).

Empleando un microtomo de rotacion automatico LEICA RM2155® se realizaron cortes de los
tejidos a 4 um de grosor, y se colocaron en un bafio de flotacidon con agua y grenetina al 1% a
43°C. Posteriormente se tomaron los cortes del bafio de flotacién con portaobjetos de vidrio

previamente etiquetados y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 h.
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Los tejidos se desparafinaron en tres pasos por xileno |, Il y lll durante 10 min en cada uno,
luego pasaron a una solucién 50:50 alcohol etilico 100%-xileno durante 5 min, posteriormente
los cortes se hidrataron pasandolos por una serie de alcohol etilico en concentracién
decreciente (96, 70, y 70 %, por 2 min en c/u) y finalmente se pasaron por agua destilada

durante 5min (Anexo 2).

6.6.5.3 Tincion con técnica Hematoxilina-Eosina (H-E)

Los cortes de tejido se procesaron en un equipo de tefido automatico de tejidos LEICA ST5020°.
Para realizar la observacion visual de rutina de los tejidos y el estudio histoldgico, se empled la

técnica histoldgica convencional de Hematoxilina-Eosina (H-E).

La técnica H-E (Anexo 3) supone que la aplicacién de la tinciéon con hematoxilina de Harris, por
ser catidnica o basica, tifie estructuras acidas (basdfilas) en tonos azul y purpura (nucleos
celulares), mientras que el uso de eosina-floxina tine componentes basicos (acidéfilos) en tonos
naranja-rosa, gracias a su naturaleza anidnica o acida, como el citoplasma (Montalvo-Arenas,

2010; Sheehan y Hrapchak, 1980).

Las laminillas se montaron en medio permanente de resina sintética Entellan® y se dejaron
secar por 24 h, para finalmente observar al microscopio las estructuras histoldgicas de cada

tejido.

6.6.5.4 Anadlisis histoldgicos cualitativos

La observacion de las laminillas para los analisis histoldogicos se realizd en un microscopio de
campo claro Olympus BX41; las imagenes fueron digitalizadas usando el campo claro con una
camara digital para microscopio marca Nikon Digital Sight DS-Ri1° conectada a una
computadora. Las imagenes (microfotografias) de los tejidos fueron digitalizadas con los
objetivos 10, 20, 40, 60 y 100x, y analizadas digitalmente con el software Image Pro-Premier

(version 9.0) Olympus-Media Cybernetics”. A partir de las observaciones de la estructura
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mostrada por el embrién de las laminillas de cortes histoldgicos, se realizaron esquemas

identificando las principales caracteristicas del desarrollo embrionario temprano.

6.6.6 Analisis de secuenciacion masiva del gen 16S

Para evaluar las sucesiones microbianas generada por el bacteridfago, se tomaron muestras de
huevos cada 6 horas de los diferentes tiempos (TO, T1, T2, T3 y T4) en etanol al 96% por
cuadruplicado, para su posterior estudio metagendmico a partir de amplicones del gen 16 s

ribosomal, por medio de una plataforma lllumina MiSegq.

6.6.6.1 Extraccion de ADN

Al principio y al final del periodo experimental, 10 ml de huevos de S. rivoliana por tratamiento
(Control, P. damselae y vB_Pd_PDCC-1) se conservaron asépticamente en tubos Eppendorf de 2
ml, y se almacenaron a -80 2C hasta la Extraccion de ADN. El muestreo se realizd como se

describié anteriormente (Rungrassamee et al 2014; Zeng et al. 2017).

Para realizar la extraccién de ADN se utilizd la metodologia de extraccidon con Cloruro de Sodio.
Para ello de colocaron 10 huevos (1 g) de Seriola rivoliana con 400 pl de buffer de lisis y 2 pug de
proteinasa K. Los tejidos se maceraron con pistilos de pldstico estériles y el resultado se colocé
en bano maria por 60 minutos a 60 °C. Al finalizar se adicionaron a cada muestra 200 ul de NaCl
a 5 My se agitd vigorosamente durante unos segundos. Esto se colocé en hielo por 10 minutos
y posteriormente se centrifugd a 12, 000 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a
tubos con 1 ml de etanol absoluto frio y se dejé reposar durante la noche. Se centrifugd a 12,
000 g por 10 minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Seguido a esto las muestras se
secaron a 40 °C por 40 minutos. El ADN obtenido se diluyé en 80 pl de agua mili-Q estéril.
Finalmente se cuantificé el ADN en un Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington,

EE. UU.) y se diluyé con agua Mili-Q a 100 ng/ul.
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6.6.6.2 PCR

Para comprobar la calidad del ADN extraido se realizé una prueba de electroforesis utilizando
un gel de agarosa al 1 % y se dejo correr por 30 minutos con un voltaje de 90 V. Una vez
comprobado que el protocolo de extraccion de ADN fue funcional se realizé una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa con el fin de observar si las muestras amplificaban la regién
16S. Para ello se prepard un Mix para PCR donde utilizando en cada reaccion 2.5 ul de Buffer de
carga, 1 ul de MgCl,, 0.5 pl de dNTPs, 0.25 ul tanto de Primer Forward y 0.25 ul Primer Reverse
para 16S, 6.9 ul de agua Mili-Q y 0.1 pl de enzima Taq polimerasa, empleando 1 pl de ADN por
reaccion. Finalmente, para observar si el PCR se concretd se realizé un gel de agarosa al 1% y se

dejo correr por 40 minutos con un voltaje de 90 V.

6.6.6.3 Secuenciacion masiva del gen 16S ARN ribosomal

La preparacion de la biblioteca se realizd siguiendo el protocolo para secuenciacién
metagendmica 16S de lllumina (Part # 15044223 Rev. B); brevemente la region variable V3 del
gen 16S rRNA se amplificé por PCR con los siguientes cebadores (minusculas) y adaptadores de
[llumina (mayusculas): 16S-V3_338f (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG acy cct
acg ggr ggc age) y 165-V3 _533r (GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G tta ccg
cgg ctg ctg gca). Las condiciones de la PCR fueron: un ciclo a 95 °C durante 3 min, seguido de 30
ciclos de 95 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, y un ciclo final de 72 °C
durante 5 min. Los amplicones de PCR se purificaron con perlas magnéticas de ampure XP. Se
agregaron indices de lllumina para cada muestra con una segunda PCR a 95 °C durante 3 min,
seguidos de 8 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, y 72 °C durante 30 s, y un ciclo

final de 72 °C durante 5 min, seguido de una segunda limpieza con cuentas.

Los amplicones de PCR finales se cuantificaron con el kit de ensayo dsDNA BR en un fluorémetro
Qubit (ThermoFisher Scientific; Waltham, MA, EE. UU.), y se ajusté un pool equimolar a 4 nM
para una desnaturalizacién adicional, que se diluyé a 2 pM, cargado en un medio - Celda de flujo

de salida, y secuenciada en la plataforma lllumina MiniSeq.
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6.6.6.4 Analisis bioinformaticos

Las secuencias Fastq se procesaron con el software Mothur (Schloss et al., 2009) utilizando el

pipeline MiSeq SOP (https://mothur.org/wiki/MiSeq SOP). Las secuencias se alinearon

utilizando la base de datos de referencia SILVA (Quast et al., 2013). Posteriormente las
secuencias se asignaron a unidades taxondmicas operativas (OTU) basadas en una similitud de
secuencia del 97%. Luego se calcularon las métricas de diversidad alfa (i.e., indices de riqueza
Chaol de diversidad de Shannon) y beta (i. e., indice de Yue y Clayton) basandose en las OTUs
agrupadas. La relacidn entre las muestras se visualizé en un grafico de andlisis de coordenadas

principales (PCoA) basado en la medida de disimilitud de Yue y Clayton.

6.7 Efecto de la terapia con fagos en huevos de Seriola rivoliana bajo reto con Photobacterium
damselae subsp. damselae

Se infectaron grupos de 100 huevos -L™ (previamente aclimatados) en unidades experimentales
de 4 L de agua de mar estéril y se infectaron con una concentracién final dosis Unica de
Photobacterium damselae subsp. damselae a una concentracién de 8.5x10° CFU - mL* y se
trataron con 100 pl de fago vB_Pb_PDCC-1 con una suspension de 2X10® UFP-mL™. Los grupos
de huevos infectados con P. damselae que no fueron tratados con fagos se utilizaron como
controles positivos, y los huevos no infectados como controles negativos. Cada tratamiento se
analizo por cuadruplicado y se midid la tasa de supervivencia durante la eclosidn registrada a las

48 horas después de la infeccion.

6.8 Pruebas previas para estandarizacion del cultivo larvario de Seriola rivoliana

6.8.1 Seleccion de densidad de huevos en el sistema

Se realizd6 un bioensayo previo para observar la diferencia en el porcentaje de eclosidon y
supervivencia de larvas de Jurel dependiendo de la densidad de huevos en los tanques de
cultivo. Se utilizdé una densidad de 40, 60, 80, 100 y 120 huevos por litro en peceras de 2 litros.

Se calcularon los valores de eclosion, asi como el porcentaje de supervivencia de las larvas.


https://mothur.org/wiki/MiSeq_SOP
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6.8.2 Andlisis de microbiologia

Con el fin de observar el efecto del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 sobre la microbiota del
alimento vivo Nannochloropsis e Isochrysis, rotiferos Brachionus plicatilis y Artemia salina, se
realizaron aislamientos bacterianos de cada alimento, posteriormente estas se sometieron a
prueba de gota utilizando el fago vB_Pd_PDCC-1 para observar si se presentaban halos de

inhibicién

Simultdneamente se tomaron muestras de larvas de S. rivoliana y se homogeneizaron en
solucién salina (NaCl al 2.5 %) utilizando un disruptor celular (Biospec Products, Bartlesville).
Posteriormente se hicieron diluciones seriadas (1x10™" a 1x10®) y se sembraron sobre placas de
agar de tiosulfato-citrato-sales biliares (TCBS, Merk KGaA) para determinar la carga bacteriana

de Vibrios presentes (UFC).

Para determinar el numero de virones por bacterias a emplear en el bioensayo se realizd un

anadlisis de carga bacteriana presentes en los huevos de Jurel Seriola rivoliana. Para ello se

tomaron muestras de huevos de Jurel y se licuaron con solucidn salina, tomando una respectiva
, . . . -1 -4 . . .

alicuota y realizando diluciones de 10~ a 10™. Se realizaron cultivos en placas medio de TCBS

para determinacién de Vibrio obteniendo un UFC de 1.3x10°/mL. Considerando la titulacion del

bacteriéfago con una concentracién de 1.4x10*° UFP-ml-1 se emplearon 10 ml del bacteri6fago

para tener una concentracién de un bacteriéfago por célula bacteriana (1 MOI).

6.8.3 Preparacidon masiva de fago para bioensayo

Se utilizaron cultivos frescos de la cepa de P. damselae en medio TSA incubadas por 24 horas a
35° C y bacteriofago vB_Pd_PDCC-1 para una produccién masiva de 1 litro de medio para el
bioensayo; fueron centrifugados y se separd el sobrenadante el cual se filtr6 por medio de
filtros Millipore de 0.2 um. Se purific6 mediante aislamientos en serie de placas. Los filtrados
con fagos se almacenaron a -80 ° C. Para la produccidon masiva, el fago se inoculé en 500 ml de

TSB previamente inoculado con la bacteria blanco. Después de 24 horas a 25 °C, los cultivos se
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filtraron utilizando filtros de 0.2 um y se mantuvieron a 42C hasta su uso. El titulo en el stock

utilizado en los experimentos se determiné en 1.4x10"° UFP-ml™ seguin Carlson (2005).

6.8.4 Determinacion de tiempo de aplicacién de fago vB_Pd_PDCC-1

Para determinar el tiempo de permanencia en el sistema del fago, asi como para determinar el
tipo de terapia activa o pasiva, en tanques con voliumenes de 100 y 300 litros por triplicado, se
transfirieron huevos sin desinfectar de S. rivoliana a una concentracion de 100 huevos /L y se
dividieron en tres tratamientos. En cada tanque respectivamente se agregd una cantidad de 5
ml de fago vB_Pd_PDCC-1 a una concentracion de 1.41x10%° PFU mL™ equivalente a un MOI de
1; 1) Aplicacién de fago una vez al dia; 2) Aplicacidén de fago cada 3 dias; 3) Aplicacion de fago
cada cinco dias. Se tomaron muestras cada dia hasta llegar al dia 15. Las muestras se
homogenizaron y se realizd cultivo de fagos con el fin de realizar pruebas de gota y observar los

halos de inhibicion indicando la presencia de fagos.

6.9 Bioensayo de desarrollo larvario de jurel Seriola rivoliana

Se realizé un cultivo larvario de Jurel Seriola rivoliana partiendo desde huevo y llegando a los 12
dias Post eclosion en el laboratorio de Larvicultura para analizar el efecto del fago vB_Pd_PDCC-
1 sobre la ontogenia de larvas de S. rivoliana. Para ello se utilizaron 4 tanques de 700 litros cada
uno, divididos en dos tratamientos: 1) Control y 2) Aplicacién de fago vB_Pd_PDCC-1 a una
temperatura de 24.5 + 0.97 ° C; concentracién de oxigeno disuelto a 5.03 + 1.17 mg - L™,
salinidad a37.0+ 1.0 g L - 1; con un fotoperiodo 24 h de luz artificial a partir de la incubacién y
con el esquema de alimentacién propuesto por Teles et at (2017); microalga Isochrysis y
Nannochloropsis fue suministrada en el sistema de cultivo partiendo desde el dia 0 para
madurar el sistema asi como para alimentacidn para rotiferos en los tanques de cultivo; a partir
del dia dos post eclosion coincidiendo con la recién apertura de boca de las larvas se suministro
rotifero en el sistema, alimentado con las microalgas antes mencionadas asi como del
enriquecedor ORIGREEN; finalmente llegando al dia diez post eclosion se realizd la transicidn de

rotifero a nauplio de Artemia (Tabla 2).
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Tabla 2. Esquema de alimentacién durante desarrollo larvario de Seriola rivoliana (Teles et at.,

2017)

Alimento Tipo Cantidad Periodo (DPE)
Microalga Nannochloropsis oculata  0.5-1.0x10° cél mL"™ 0-18
Rotifero enniquecido Brachionus plicatilis 20 rotiferos mL™ 2-1%
Levadura Debaryomiyces hansenii 1 g x 10° rotiferos 4-18

1 g x 150.000 Artemia 15-30
Nauplios de Artemia Artemia sp. 0.2-2 nauplio mL™ 12-15
Metanauplio de Artemia Artemia sp. 2-5 metanauplio mL™ 15-30
enriquecido
Alimento particulado Otohime Ad libitum 18-30

Para el mantenimiento del sistema se realizaba una rutina diaria la cual consistié en la toma de
parametros fisicoquimicos, limpieza del equipo empleado y sifoneo dos veces al dia (mafiana y
noche). El bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 fue administrado cada tres dias partiendo desde el dia 0
(Anexo, Tabla 8). Se tomaron muestras de organismos diarias para la toma de fotografias y
mediciones de longitud, ancho, tamafio de gota lipidica, saco vitelino, asi como el aumento
gradual de tamafo de ojos. Se tomaron muestras los dias 0, 2, 5, 8 y 12 para posteriores analisis
de histologia, microbiologia, metagendmica, analisis enzimaticos y expresidon génica. Para
metagendmica los organismos se almacenaron en alcohol etilico al 96% a 4 °C; para los analisis
de transcriptomica e inmunologia las muestras se preservaron en RNA later a -80 °C; muestras
para anadlisis histolégicos se preservaron en una solucién de Davidson; mientras que las
muestras para andlisis enzimaticos se guardaron a —80 °C. Las muestras para analisis

microbioldgicos se procesaron y analizar al momento de la toma de muestras.

6.9.1 Medicién de parametros de crecimiento larvario

Se analizé la tasa de eclosiéon y se determind la supervivencia larvaria mediante inspeccion
visual y recuento de larvas por litro, asi como la inspeccidn del total de larvas muertas cada 24
horas. Para medir el crecimiento, las larvas se muestrearon diariamente (n = 10) desde la

eclosion hasta el dia 12 DDE.
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Se realizaron observaciones con la ayuda de un estereoscopio con digitalizador de imagenes
Nikon con campo brillante Digital Sight DS-Ri1®. Las cuales se digitalizaron y analizaron con el
software Image-Pro Premier, v9.0 (Media Cybernetics; Rockville, MD, EE. UU.). Considerando las
medidas de longitud estdndar desde la punta del maxilar hasta el final de la aleta caudal.
Asimismo, se midieron el didmetro del ojo y la longitud de la boca, asi como el diametro de la

gota lipidica.

El crecimiento larvario se evalué utilizando la tasa de crecimiento especifico (SGR): SGR = [100
(Ln SLf - Ln SLi) / At] y la tasa de crecimiento absoluto (AGR): AGR = [(SLf - SLi) / At] y donde SLf
es la longitud estandar final, y SLi es la longitud estdndar inicial, y At es el intervalo de tiempo
(dias) entre los puntos de muestreo (Teles et al., 2019). Después de 24 h desde la incorporacién
de Artemia en los tanques, el contenido digestivo de las larvas se contd para determinar el

consumo de Artemia por larva.

6.9.2 Andlisis de pigmentacidn en larvas de jurel Seriola rivoliana

Para los analisis de pigmentacién se recolectaron 15 larvas de S. rivoliana por dia de 1-12 dias
DDE y se tomaron fotografias utilizando una camara digital acoplada a un estereoscopio (Leica
Microsystems; Buffalo Grove, IL, EE. UU.). Las imagenes de las larvas se procesaron mediante el
software Image-Pro Premier v.9.0 (Media Cybernetics). El area de pigmentacion de los ojos, asi
como el drea de pigmentacion del tegumento de la larva, se midieron mediante Ia

diferenciacién del tamafio de pixeles estimados por area de cobertura.

6.9.3 Andlisis microbioldgico

Se tomaron muestras de huevos el dia 0y larvas (15 organismos) de S. rivoliana los dias 2,5y 12
post eclosién de ambos tratamientos por cuadruplicado y se homogeneizaron en solucion salina
(NaCl al 2.5 %) utilizando un disruptor celular (Biospec Products, Bartlesville). Posteriormente se

hicieron diluciones seriadas (1x10™ a 1x10™) y se sembraron sobre placas de agar de tiosulfato-
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citrato-sales biliares (TCBS, Merk KGaA) para determinar la disminucién en la carga bacteriana
de Vibrio presentes (UFC).

6.9.4 Analisis de secuenciacion masiva

Para evaluar la estructura y cambio en las sucesiones microbianas durante el desarrollo
ontogénico se tomaron muestras los dias 0, 2, 5 y 12 y se fijaron en etanol al 96% por
cuadruplicado, para su posterior estudio de secuenciacién a partir de amplicones del gen 16 s
ribosomal, por medio de una plataforma Illumina MiSeq. Se utilizé el procedimiento para
aislamiento, secuenciacién y analisis bioinformatico de las muestras descrito previamente en el

apartado 6.6.6 respectivamente.

6.10 Analisis estadisticos

Para determinar si existia diferencia significativa en los parametros experimentales y los
diferentes tratamientos para cada prueba fueron sometidos por medio de analisis de varianza
(ANOVA P<0.05). Para los analisis de microbiologia para resistencia de fagos y conteo de UFC,
los analisis de la tasa de eclosion y el valor de supervivencia, asi como para los analisis de
longitud, crecimiento y drea de pigmentacion se evaluaron los valores de la normalidad y la

homocedasticidad utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett, respectivamente.

Con los resultados obtenidos en los experimentos se hicieron bases de datos en Microsoft Excel
y se analizaron mediante ANOVA de una via y comparaciones multiples de Newman-Keuls
implementadas en el software Statistics 10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EE. UU.). Para las
diferencias significativas se utilizd la prueba de rangos multiples de Tukey. Con respecto al
analisis de la composicién y la estructura de la comunidad bacteriana, se aplicaron pruebas de
analisis de varianza molecular (AMOVA), implementadas en el paquete de software MOTHUR
(Schloss et al. 2009; Kozich et al., 2013), para determinar si el agrupamiento dentro de las
ordenaciones es estadisticamente significativo. El procesamiento de datos y creacion de figuras

de realizaron utilizando Micosoft Excel 365 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EE. UU).
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento de bacteriéfagos liticos

De las diferentes muestras procesadas se consideraron los bacteriéfagos con mejores efectos de
amplio aspecto al presentar inhibicidn con varias de las cepas bacterianas patdgenas. Esto se ve
reflejado en la formacidn de halos de inhibicién dando lugar a las calvas en las placas cubiertas
de bacteria (Fig. 4). Los fagos mas activos resultantes fueron aislados del tracto gastrointestinal
del tiburdn renacuajo Cephalurus cephalus obteniendo el mayor nimero de calvas con efecto
inhibitorio entre diferentes patdégenas empleadas como blanco. Se obtuvieron 15 fagos con
efecto contra la bacteria de importancia Photobacterium damselae subs. damselae (PDCC-1,
PDCC-2, PDCC-3, PDCC4, PDCC-5, PDCC-6, PDCC-7, PDCC-8, PDCC-9, PDCC-10, PDCC-11, PDCC-
12, PDCC-13, PDCC-14 y PDCC-15).

Se selecciond el fago PDCC-10 (renombrado vB_Pd_PDCC-1 de acuerdo con la convencion de
nomenclatura de Kropinski.) para su utilizacién en los bioensayos, al presentar el mejor efecto
de lisis contra la mayor cantidad de cultivos masivos posibles de bacterias patdgenas. En la
figura 5 se observa como en la cuadricula resaltan las calvas, presentdandose como un halo
transparente debido a que se inhibid el crecimiento de la bacteria blanco (P. damselae) por la

actividad litica del bacteriéfago.

El fago vB_Pd_PDCC-1 se caracterizdo por presentar placas relativamente pequefias (menos de
1.0 mm) en P. damselae subsp. damselae a 25 °C. La titulacidn del fago se determiné mediante

diluciones logaritmicas del lisado de fago purificado, cuyos valores fueron 1.41x10™ UFP mL™.
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Figura 4. Cuadriculas realizadas para cada una de las bacterias patégenas. Las flechas sefalan
las diferentes calvas de inhibicidn en las diferentes placas de TSA recubiertas de bacteria blanco.

.

Figura 5. Prueba de inhibicion bacteriana. Se muestran las calvas formadas por efecto del
bacteriéfago sobre la bacteria patégena blanco P. damselae.

7.1.1 Identificacion del fago de acuerdo con la morfologia

El analisis morfoldgico realizado mediante TEM mostré que el fago vB_Pd_PDCC-1 presenta una
cabeza isométrica (diametro=7599.3 nm) y una cola larga retractil (1314.0 nm). Estas
caracteristicas morfolégicas clasifican el fago vB_Pd _PDCC-1 en el orden de virus Caudovirales

perteneciendo a la familia Myoviridae (Figura 6).
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Figura 6. Microfotografia del fago vB_Pd_PDCC-1 mediante microscopia electrénica de
transmisién (TEM). La barra representa una longitud de 10 nm.

7.1.2 Genoma del fago

Se determiné que el genoma del fago vB_Pd_PDCC-1 fue de 237,509 pb, lo cual lo cataloga
como un Jumbofago con 43.3% de contenido de G + C. Los marcos de lectura abiertos (ORF)
pronosticados usando el buscador de ORF fueron de 248
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/). Entre ellos, se encontraron 214 secuencias de
codificacion de proteinas (CDS) usando GeneMarkS (Besemer et al. 2001), sin embargo, no se
encontraron genes de tRNA usando tRNAscan-SE v2.0 (Chan y Lowe, 2019). Todos los CDS
pronosticados se anotaron manualmente utilizando la busqueda BLASTP contra la base de datos
NCBI nr (proteina no redundante) y la Base de datos de dominio conservado (CDD)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) con un corte E- valor de < 10-3. Los genes CDS

pronosticados codificaban ADN ligasa, ADN helicasa, ADN polimerasa, subunidad de terminasa
grande, ribonucleasa HI, timidina quinasa, proteina estructural de virién, proteina cabeza-cola
no clasificada, proteina de medida de cinta de longitud de cola, fosfato de indol-3-glicerol
sintasa. La secuencia completa del genoma del fago vB_Pd_PDCC-1 esta disponible en la base de

datos GenBank con el nuUmero de acceso MN562221.

La organizacion del genoma del fago vB_Pd_PDCC-1 fue muy similar a la de los fagos de
Aphroditevurs, que pertenecen a la familia Myoviridae. El analisis del genoma completo mostro

que el fago vB_Pd_PDCC-1 comparte varias proteinas homdlogas (90.12%) con vibriofago 2 TSL-
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2019 (numero de acceso de GenBank MK368614). Los analisis filogenéticos indican que el fago

vB_Pd_PDCC-1 es similar (97.84%) al Vibrio fago 2 TSL-2019 (Figura 7).

Vibrio phage 5 TSL-2019
82|l Vibrio phage USC-1
85|~ Vibrio phage Aphroditel Aphroditevirus

Photobacterium phage vB_Pd_PDCC-1

Vibrio phage 2 TSL-2019

Vibrio phage pTD1
99 Tidunavirus
Vibrio phage VP4B

| Erwinia phage vB_EamM_Joad

Risingsunvirus

100] Erwinia phage vB_EamM_RisingSun

Edwardsiella virus pEt-SU

Aeromonas phage CF8

93| Aeromonas phage PS1 Unclassified Myoviridae

Aeromonas phage D3
1

001 Aeromonas phage LAh10

Escherichia phage T4 | Tequatrovirus

0.20

Figura 7. Dendrograma filogenético del fago de Photobacterium vB_Pd_PDCC-1 con los fagos
mas estrechamente relacionados, basado en secuencias de aminodacidos de subunidades
grandes de la terminasa y construido por el método de Neighbor-joining. Los porcentajes de
bootstrap (> 70%) basados en 1000 repeticiones se muestran en los nodos de ramificacion.

7.1.3 Rango de Hospedero

Un total de 12 cepas bacterianas fueron evaluadas para analizar el rango de hospedero del fago
vB_Pd_PDCC-1 mediante un ensayo tradicional de prueba de punto. Los resultados mostraron
qgue el fago presenta un amplio rango de hospedero entre las diferentes cepas de Vibrio y
Photobacterium al presentar zona de lisis (Fig. 7). En recubrimientos de agar inoculados con
cada cepa para prueba bacteriana, utilizando el fago ajustado a una dilucién de prueba de rutina
consistente (RTD). No se observd la aparicion de colonias resistentes mostrando la capacidad

del fago para evitar la resistencia bacteriana.
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Figura 8. Rango de hospedero del fago vB_Pd_PDCC-1 contra diferentes cepas patégenas. A)
Vibrio parahaemolyticus; B) Vibrio alginolyticus; C) Photobacterium damselae subs. damselae.

7.1.4 Curva de un solo paso

Los resultados de los experimentos de la curva de crecimiento de un solo paso (Figura 9)
mostraron que el fago vB_Pd_PDCC-1 se caracterizé por un periodo de latencia relativamente
corto de aproximadamente 25 minutos. El tamafo del estallido de vB_Pv_PDCC-1 se calculd en
una abundancia aproximadamente de ~ 286 UFP particulas virales por cada célula bacteriana

infectada alcanzados en el minuto 40.
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Figura 9. Curva de crecimiento de un solo paso del fago vB_Pd_PDCC-1.

7.1.5 Eficacia de plaqueo (EOP)

Las pruebas de eficacia de plaqueo delfago vB_Pd_PDCC-1 produjo una zona clara (calva) contra
cinco de las doce especies de Vibrio probadas; sin embargo, el analisis de eficaciamostrd una
alta infeccién producida en V. parahaemolyticus CIBGEN-001, V. campbellii CIBGEN-002, V.
alginolyticus CIBGEN-004y V. parahaemolyticus MAI 86 B, mientras que con las otras cepas no

se observé un efecto de lisis (Tabla 3).
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Tabla 3. Rango de hospedero del fago vB_Pd_PDCC-1 contra 12 cepas de bacterias de Vibrio: V.
parahaemolyticus, V. campbellii, V. alginolyticus y P. damselae. EOP se expresa como la fraccién
de la inefectividad de los fagos vs la inefectividad de los fagos vs la cepa huésped. Alta (EOP>
0.5), Moderada (EOP>0.1-<0.5) y Baja (EOP< 0.1).

Titulacion EOP
Cepa Nombre

(UFP/mL) Alta Moderada Baja

Photobacterium damselae
CAIM 1910 2.17E+08 1.00 - -
subsp. damselae

CIBGEN-001 Vibrio parahaemolyticus 1.38E+09 6.38 - -

CIBGEN-002 Vibrio campbellii 8.00E+08 3.69 - -

CIBGEN-003 Vibrio campbellii - - - ND
CIBGEN-004 Vibrio alginolyticus 1.18E+09 5.46 - -

CIBGEN-005 Vibrio parahaemolyticus - - - ND
CIBGEN-006 Vibrio campbellii - - - ND
CIBGEN-007 Presumptive Vibrio - - - ND
CIBGEN-008 Presumptive Vibrio - - - ND
CIBGEN-009 Presumptive Vibrio - - - ND
CIBGEN-010 Presumptive Vibrio - - - ND
MAI 86 B Vibrio parahaemolyticus 3.17E+08 1.46 - -

ND: No detectable
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7.1.6 Ensayo de inhibicion bacteriana

El fago vB_Pd_PDCC-1 inhibi6é el crecimiento de las bacterias seleccionadas después de la
prueba de cultivo de 12 horas (Ver Tabla 4). Se obtuvieron altos porcentajes de inhibicién para
las cepas CIBGENOQO2 (87.79% + 1.67%), seguido de CIBGENOO6 con 75% * 1.24, CIBGENOO1
65.20% + 1.56, CIBGEN0O7 47.02% + 0.24, CAIM1910 32.80% + 4.92, CIBGEN004 29.42% + 1.59,
CIBGENOO5 24.42% + 0.55, y MAI86B 1.29% + 7.12. Las cepas CIBGENOO08, CIBGENOO3 y
CIBGENOO09 no mostraron un aumento en la densidad celular presentando un valor de inhibicién

de casi el 0 % durante 8 h seguido de un ligero aumento de 9a 12 h.

Tabla 4. Valores de inhibicidn de cepas de bacterias tratadas con el fago vB_Pd_PDCC-1.

Cepa Nombre Inhibicidn Desv Est
(%)
CAIM1910 Photobacterium 32.80 +4.92
damselae subsp.
damselae
CIBGENOO1 Vibrio 65.20 +1.56
parahaemolyticus
CIBGENO0O02 Vibrio campbellii 87.79 +1.67
CIBGENOO3 Vibrio campbellii 0.00 11.04
CIBGENO04 Vibrio alginolyticus 29.42 +1.59
CIBGENOO5 Vibrio 24.41 +0.55
parahaemolyticus
CIBGENOO6 Vibrio campbellii 75.00 11.24
CIBGENOO7 Presumptive Vibrio 47.02 10.24
CIBGEN0OO08 Presumptive Vibrio 3.18 +1.20
CIBGENOO9 Presumptive Vibrio 0.00 10.06

MAI86B Presumptive Vibrio 51.29 +7.12
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7.2 Caracterizacion fisicoquimica de bacteriofago activo

7.2.1 Efecto de la temperatura

Tras exponer las muestras del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 a las diferentes temperaturas se
determiné el gradiente de temperatura éptima para la realizacién de la actividad litica contra las
bacterias; el método cualitativo mostré la formacion de calvas en las temperaturas de 10°C, 25
°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C y 55°C por lo que se muestra su efecto inhibitorio sobre la bacteria
Photobacterium damselae subsp. damselae (Figura 10), mientras que en las temperaturas de
65°C y 70°C no se presenta calva. Asimismo, con el método cualitativo se midid la lisis
bacteriana producido por la actividad del fago activo, el cual presenté diferencias significativas
(F=126.95, p<0.05, df=9, 230) por el efecto de las diferentes temperaturas empleadas. El
tratamiento que muestra la diferencia significativa es el control sin bacteriéfagos al presentarse
una nula actividad, asi como en las temperaturas 60 y 70°C donde se observa una disminucién
en la actividad bacteriana, mientras que el efecto de lisis permanece constante es las
temperaturas 10°C, 25 °C, 30°C, 35°C, 40°C y 45°C, presentando asi una resistencia a
temperaturas elevadas. La figura 11 muestra la tendencia de la actividad del fago vB_Pd_PDCC-
1 donde el control no mostré ningun efecto de lisis, y el bacteriofago muestra una terapia pasiva
en las diferentes temperaturas dado que no deja un incremento masivo de la bacteria

Photobacterium damselae subsp. damselae.

Figura 10. Calvas obtenidas en prueba de gota por cuadruplicado para cada temperatura
utilizada. 10 °C (1-4), 25 °C (5-8), 30 °C (9-12), 35 °C (13-16), 40 °C (17-20) y 45 °C (21-24).
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Figura 11. Actividad litica del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 sobre la bacteria Photobacterium
damselae subsp. damselae tras exponerse a diferentes temperaturas. El grupo control sin
bacteriéfago presenta diferencia respecto a los demds tratamientos (F=126.95, p<0.05, df=9,
230).

7.2.2 Efecto de la exposicion a UV

Tras someter el fago vB_Pd_PDCC-1 a exposicién con luz ultravioleta (400 y 100 nm), se muestra
que éstos presentan una alta resistencia al tiempo de exposicion donde tras 30, 60, 90, 120, 150
y 180 segundos aun muestran efecto de inhibicion, presentando la calva contra Photobacterium
damselae subsp. damselae (Fig 10). A su vez la prueba cuantitativa de lisis bacteriana muestra
una diferencia significativa hacia el grupo control sin bacteriéfagos (F=21.391, p<0.05, df=
7,184) mientras que tras el paso de 180 segundos (3 minutos) se presenta aun el efecto sin
perder la actividad del bacteriéfago. Asimismo, se observa que el efecto de lisis se mantiene

constante durante las 24 horas que duré el ensayo (Fig. 12).
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Figura 12. Calvas (n=4) para cada tiempo de exposicién en UV. 5 segundos (A 1-4), 10 segundos
(A 5-8), 15 segundos (A 9-12), 30 segundos (A 13-16), 60 segundos (A 17-20), 90 segundos (21-

24), 120 segundos (B 1-4), 150 segundos (B 5-8) y 180 segundos (9-12).
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Figura 13. Actividad litica del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 sobre la bacteria Photobacterium
damselae subsp. damselae al exponerse a diferentes tiempos con UV. Los tratamientos en color
estdn dados en segundos. El control sin bacteriéfagos presenta diferencia al tener una actividad
nula (F=21.391, p<0.05, df=7,184).
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7.2.3 Efecto de la salinidad

De las diferentes concentraciones de salinidad evaluadas en el estudio, ninguna mostré efecto
negativo sobre la actividad del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1, presentando la calva de inhibicién
bacterianas para los tratamientos de 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5% de salinidad (Fig. 14). Asi mismo, para
el método cualitativo de lisis sélo presenta diferencia significativa para el tratamiento sin
bacteriéfagos (F=24.241, p<0.05, df= 6, 161) presentando asi un efecto activo con las diferentes
salinidades empleadas. Se observé que el efecto se eleva llegadas a las 9 horas del ensayo, y
posteriormente mantiene constante a lo largo de las 24 horas de duracidn de la lisis bacteriana

presentando un efecto pasivo en el control de la bacteria (Fig. 15).
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Figura 14. Calvas obtenidas en prueba de gota por triplicado para diferentes porcentajes de
salinidad. 2.5% (25-27), 2.0 % (28-30), 1.5 % (31-33), 1 % (34-36) y 0.5 % (37-39).
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Figura 15. Actividad litica del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 sometido a diferentes porcentajes de
salinidad con una duracién de 24 horas. Control sin bacteriéfago presenta diferencias a los
demas tratamientos empleados (F=24.241, p<0.05, df=6, 161).

7.2.4 Efecto de la exposicion al cloroformo

De los diferentes tratamientos sometidos a la exposicién de cloroformo (2.5, 5y 10% de CHCl5)
todas presentaron efecto inhibitorio mostrando la calva en la placa contra Photobacterium
damselae subsp. damselae. A su vez los efectos en la parte de actividad litica se observaron de
manera positiva al sélo presentar diferencia significativa con el tratamiento sin bacteriéfago
(F=36.29, p<0.05, df= 4, 155), por lo que el bacteriéofago vB_Pd_PDCC-1 mostré una gran
resistencia a la exposicion del cloroformo por 24 horas. A su vez se observa la tendencia de la

actividad en el transcurso de las 24 horas de lisis (Fig. 17).
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Figura 16. Calvas de lisis del bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 contra P. damselae. El bacteriéfago se
sometio a diferentes porcentajes de cloroformo con una duracion de 24 horas. Los resultados se
muestran por cuadruplicado; 10 % (1-4), 5 % (5-8), 2.5 % (9-12) y 1.25 % (13-16).
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Figura 17. Actividad litica de bacteriéfago tras su exposicion a cloroformo. Se muestran los
diferentes tiempos utilizados, donde el control sin bacteriéfagos presenta diferencias a los
demas tratamientos (F=36.29, p<0.05, df=4, 155).

7.3 Efectos del fago vB_Pd_PDCC-1 sobre la eclosidn de huevos retados con P. damselae subs.
damselae

El efecto de la terapia con fagos mostré diferencias significativas en qué la tasa de eclosiéon

entre el grupo tratado y el grupo control durante el ensayo de reto contra P. damselae subs.



62

damselae (Figura 18). Los controles no tratados con fagos que fueron infectados con P.
damselae subs. damselae resultaron con una tasa de eclosion del 50 %, mientras que los grupos
tratados con fago vB_Pd_PDCC-1 aumentaron significativamente su tasa de eclosién (p<0.05)

con valores del 80 % de eclosion (Figura 18).

Tasade eclosion (%)

Control P.damselae  vB_Pd_PDCC-1
Tratamientos

Figura 18. Eclosion de huevos expuestos a P. damselae con diferentes tratamientos. Los
controles se incluyen como blancos. Los datos representan la media y la desviacién estandar de
los grupos independientemente. Diferencias significativas expresadas p<0.05 (b).
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7.4 Efectos del fago vB_Pd_PDCC-1 sobre eclosion de huevos de S. rivoliana con y sin
tratamiento de desinfeccion

7.4.1 Porcentaje de eclosién

La tasa de eclosién no presentdé diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos tratados con
o sin fago vB_Pd_PDCC-1; sin embargo, se observé mayor porcentaje en los huevos tratados con
el fago (Figura 20). La tasa de eclosion acumulada en los tratamientos desinfectados con yodo
demostrd que el grupo tratado con el fago vB_Pd_PDCC-1 era del 75 %, mientras que el grupo

control tenia un 71 %.

La tasa de eclosidn en los tratamientos no desinfectados también demostré que el grupo con el
fago vB_Pd_PDCC-1 presentd un 85 %, mientras que el grupo control tuvo un 81 % (Figura 20).
Durante el experimento se observé que una dosis Unica de fago vB_Pd_PDCC-1 aplicada en el
tanque de cultivo fue suficiente para controlar las presuntas especies de Vibrio durante la
eclosion de los huevos de Seriola rivoliana, independientemente del tratamiento recibido

(desinfectado o no desinfectado).

La aplicaciéon del fago vB_Pd_PDCC-1 fue efectiva para controlar la eclosién (i. e. la tasa de
eclosién y la reduccion del tiempo para eclosidn). En los grupos control, tanto desinfectado
como no desinfectado, algunos huevos sin eclosionar presentaron una pigmentaciéon rosada
(Fig. 19). Con la administracidon de los fagos se produjo un mayor porcentaje de eclosién en
huevos de S. rivoliana. Se observd un 95 % de eclosién a las 24 horas con respecto al control, y
se obtuvo una mejor tasa de eclosion a las 36 horas con un 89 % de eclosiéon donde el
tratamiento con vB_Pd_PDCC-1 se observaban larvas eclosionadas en el tanque de cultivo,

mientras que los demads tratamientos seguian sin eclosionar (Figura 21y 22).
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Figura 19. Huevos de S. rivoliana control, no tratados con bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 La flecha
indica alguna coloracion rosa en el embrién del pez.

Tabla 5. Abundancia de especies presuntivas de Vibrio a 24 horas post tratamiento con fago
vB_Pd_PDCC-1.

Abundancia de Vibrio spp. (UFC mL™")
Tratamiento

Huevos desinfectados Huevos no desinfectados

Control 1.21x10° 1.1x10°
vB_Pd_PDCC-1 ND ND

* ND, No detectable.
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Figura 20. Porcentajes de eclosién por tratamientos de huevos. No desinfectados Control (DC);
Desinfectados con bacteriéfago 1 (DF1); Desinfectados con bacteriéofago 2 (DF2); No
Desinfectados Control (NDC); No desinfectados con bacteriéfago 1 (NDF1); No desinfectados
con bacteriéfago 2 (NDF2).

Figura 21. A) Huevos de jurel control. B) Larvas de jurel con tratamiento de bacteriéfago
vB_Pd_PDCC-1. Se observa una larva de mayor tamafio y con una mejor movilidad que las que
no presentaron fagos.
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Figura 22. Diferentes estadios de los embriones de S. rivoliana: (a) huevos sin fagos en el estadio
de miotomas a las 24 h, con melanéforos en el saco vitelino y corazén latiendo, (b) larvas recién
eclosionadas con bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1vBa las 24 h.

7.4.2 Permanencia de bacteriéfagos en huevos

Para el andlisis de la permanencia del fago vB_Pd_PDCC-1 por medio de la prueba de gota, se
observé el efecto inhibitorio y la aparicidn de calva en todas las muestras tratadas con fago
vB_Pd_PDCC-1. Por lo que tanto en agua de cultivo, asi como en los organismos tanto en huevo

como larva se encontré la presencia del fago, aun transcurridas las 24 horas.

7.4.3 Analisis microbioldgicos de huevos de jurel

Los analisis microbioldgicos en huevos de jurel mostraron la mayor concentracion de bacterias
en el grupo desinfectado donde se pudo observar la mayor concentracién de Vibrio spp en el
tratamiento de vB_Pd_PDCC-1 en el tiempo 2 (12 horas) alcanzando un UFC de 3.02x10"
bacterias por mL siendo inclusive mas alto que el grupo no desinfectado. A pesar de que le fago
vB_Pd_PDCC-1 logré contener la mayor carga bacteriana para el tiempo 4 (24 horas) se observa

un UFC de Vibrios no detectable por lo que las bacterias se vieron inhibidas totalmente.

Para el caso de los tratamientos control para ambos grupos (desinfectado y no desinfectado) se
observé una mayor carga de Vibrio pasadas las 24 en contraste con los demas tratamientos
donde se implementd el uso del fago, siendo asi que vB_Pd_PDCC-1 presenta en todos los casos

una reduccién de UFC para Vibrios llegando inclusive a una concentracién no detectable.
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Las eclosiones registradas en los tratados con 2x10® UFP-mL" no fueron estadisticamente
diferentes entre ellos o en comparacion con los controles (p> 0.05). En este caso observamos
gue una dosis Unica de vB_Pd _PDCC-1, aplicada en el momento inicial de la eclosién, fue
suficiente para controlar la carga bacteriana de especies presuntas de Vibrio durante la
incubacién de los huevos de S. rivoliana. De hecho, los huevos tratados con el fago
vB_Pd_PDCC-1eliminaron el efecto de las especies de Vibrio u otras bacterias patdgenas

durante la eclosion de S. rivoliana.

7.5 Microscopia electrénica de barrido

Las fotografias tomadas con ayuda de la microscopia electrdnica de barrido de los huevos de
Jurel S. rivoliana muestran una serie de poros que recubren la superficie del huevo. Estos poros
se presentan como una cavidad que conecta la parte externa y se extiende hasta la capa interna
del huevo (Fig. 25). El tamafio de los poros fue de 250 nandmetros aproximadamente en
comparacion con eldel fago vB_Pd_PDCC-1 que es de 100 x 120 nandmetros aproximadamente,
por lo que la entrada de éste al interior del huevo es factible. A su vez, el andlisis de microscopia
por este medio indica que las bacterias presentes que recubren la superficie del huevo
muestran un tamafio de 1,193 nanémetros de ancho por 324 nanémetros de largo, por lo que
éstas no pueden penetrar al huevo antes de la eclosion; sin embargo, éstas recubren la

superficie a lo largo de todo el huevo.

.

SE  1B-Oct-18 CIBNOR WD19.8mm 25.0kV x85  500um s 15-0ct-18 CIBNOR WD15.2mm 15.0kV x10k

Figura 23. A) Huevo de lJurel S. rivoliana a 85X. B) Superficie porosa del huevo de jurel.
Fotografia tomada con un aumento de 10,000X.
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Simultaneamente se observa que los tratamientos que presentan el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1
presentan una reduccidon de bacterias en la superficie del huevo o inclusive una eliminacién
total de éstas. Réplicas de vB_Pd_PDCC-1 se presentan en la fotografia como cuerpos diferentes
de color blanco recubriendo las bacterias adheridas en la superficie del huevo; se observa cémo
el bacteridfago causa dano en éstas (Fig. 24). Asimismo, en los huevos tratados con fagos, se
puede apreciar el efecto de lisis sobre la bacteria donde se muestra con su membrana celular
abierta debido al estallido producido (Fig. 25B), dando lugar a la replicacion de mas
bacteriéfagos. Sin embargo, en las muestras de huevos sin la presencia de fagos (Fig. 26) se
observan las colonias de bacterias de manera completas y saludables al no presentar el dafio

por parte de los bacteriéfagos. Las bacterias se observaron a lo largo de la superficie del huevo.

SE  18-Oct-18 CIBNOR WD14.5mm 25.0kV x21k

Figura 24. Bacterias recubiertas por bacteridfagos. Las bacterias se muestran con dafios en su
estructura debido a la lisis provocada. (Flechas indican bacteriéfagos).
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SE 18-Oct-18

Figura 25. Bacterias recubiertas con bacteriéfagos. A) Bacteriéfago en superficie de bacteria; B)
Bacteria lisada por bacteriéfago; estallido de la bacteria

\ 2 Aﬁﬂ

18-Oct-18 CIBNOR WD14.8mm 25.0kV x4.0k 10um

Figura 26. Huevo de jurel S. rivoliana. Tratamiento control sin bacteriéfago. Se muestran
bacterias recubriendo la superficie del huevo.
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7.6 Andlisis histolégico

Los andlisis histolégicos mostraron en las larvas con 24 horas posteriores a la eclosién, un
avance en el desarrollo de sus estructuras, encontrandose en etapa de somatogénesis. Se puede
observar el desarrollo de un sistema nervioso distinguiéndose el telencéfalo y la notocorda. El
sistema digestivo aln no se percibe debido al tiempo de desarrollo. En comparacion entre los
diferentes tratamientos se aprecia un proceso celular diferente en los grupos control

comparado con los grupos donde se utilizaron bacteriéfagos como tratamiento.

En los tratamientos control desinfectado, asi como no desinfectado, se mostraron
irregularidades en el proceso de separacién de vitelo, dando lugar a una fragmentacién vitelina
(Fig. 27 B). En el caso de la division del sistema nervioso no se percibe un desarrollo al punto de
distinguirse el telencéfalo, asi como la notocorda. En la larva se aprecian espacios con dafio en
forma de edemas y se observan secciones con dafio celular, asi como necrosis (puntos negros
Fig. 27 C). Para el caso de la gota lipidica no se formd su espacio debido a que no se observé una
divisién en el vitelo, dando en su lugar la formacién de burbujas que impiden un desarrollo

adecuado.

En el caso de los tratamientos donde se empled el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1se observé un
mejor desarrollo en la larva, teniendo una mejor formacion en el sistema nervioso, presentando
una mejor segmentacion entre sus diferentes dreas (Fig. 29 A y B). A su vez se pudo apreciar el
primordio del ojo a diferencia de los tratamientos sin bacteriéfagos y la formacion y separacién
de paquetes musculares de manera ordenada, presentando una forma completa durante su
somatogénesis (Fig. 29 B). Se observaron fibras musculares y sobre todo una segmentacion en

somitas donde no se encuentran dafnadas a diferencias del tratamiento control.
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Figura 27. Corte longitudinal de larva de jurel. Tratamiento control sin bacteriéfagos que
presentan dafio a nivel celular. A) Desarrollo sistema nervioso imcompleto a 10X; B) 20X. C)
Dafio en somitas (SO) y paquetes musculares (PM); se aprecian edemas (ED) en el tejido, asi
como dafio por necrosis (NE). Sistema nervioso (SN), Notocorda: NC, Vitelo: VI, Gota lipidica
(GL).
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Figura 28. Cortes longitudinales de larvas de jurel 24 horas después de eclosién expuesta a
bacteriéfago vB_PdPDCC-1. A) Se observa formacion del sistema nervioso (SN) seccionado, asi
como su respectiva notocorda (NC) (20X). Separacién de vitelo para formacién de gota lipidica
(GL). B) Se percibe la formacion de sistema nervioso (40X) y destaca el primordio de ojo (PO). C)
Fibras musculares integras. D) Segmentacion de somitas (SO).

7.7. Composicion en la comunidad bacteriana

Después del recorte de calidad y el filtrado, el tamafio de la biblioteca de cada muestra se
normalizé al nimero mads pequefio de secuencias obtenidas de las muestras de huevos de S.
rivoliana (8, 401 secuencias) para minimizar cualquier sesgo debido a la diferencia en el nimero

total de las secuencias. En términos generales, el nimero de OTU fue mayor en los huevos
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desinfectados con yodo (FDP1) y no desinfectados (FNP1) con el fago vB_Pd_PDCC-1 (283 a 508
OTU) (Tabla 6). A pesar de que el indice de diversidad de Shannon y los estimadores de riqueza
de Chao demostraron que los huevos desinfectados (FDP1) y no desinfectados con fagos
vB_Pd_PDCC-1 (FNP1) presentan una mayor diversidad y riqueza bacteriana al final del periodo
experimental, a diferencia de las muestras recolectadas en el periodo inicial (IDP1 y INP1), no
hubo diferencias significativas (p> 0.05) entre los tratamientos con y sin fagos al final del

periodo experimental.

La caracterizacién taxonémica general de la comunidad bacteriana se realizé a nivel de phylum,
y solo las Proteobacterias se clasificaron a nivel de clase (Figura 30). En todas las muestras de
huevos, el phylum mas frecuente fue Proteobacteria, principalmente representado por
miembros que pertenecen a la clase Gammaproteobacteria. Los miembros que pertenecian a la
clase Alphaproteobacteria solo prevalecian en muestras de huevos desinfectados con el fago
vB_Pd_PDCC-1 al final del periodo experimental. Ademas, los miembros que pertenecen al
phylum Bacteroidetes aumentaron su abundancia al final del periodo experimental,
independientemente del tratamiento recibido. Al final del periodo experimental, las familias
mas abundantes fueron Alteromonadaceae, Rhodobacteraceae 'y  Vibrionaceae,
independientemente del tratamiento recibido (Figura 31). Solo la familia Sphingomonadaceae

prevalecié en muestras de huevo desinfectadas con el fago vB_Pd_PDCC-1.
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Tabla 6. Diversidad y riqueza bacteriana en huevos de S. rivoliana

No. total de indice de Estimador de

No. de
Grupo* OTUs diversidad de riqueza de

lecturas

Shannon Chaol

IDC 8,401 432 3.36 976.77
FDC 8,401 452 3.61 1133.94
IDP1 8,401 283 2.89 750.99
FDP1 8,401 508 3.22 1193.40
INC 8,401 388 3.13 879.60
FNC 8,401 435 3.58 1110.04
INP1 8,401 343 2.99 885.66
FNP1 8,401 474 3.87 1169.16

* Muestras de control desinfectadas (IDC) y no desinfectadas (INC) del periodo inicial; muestras
desinfectado con el fago vB_Pd_PDCC-1 (IDP1), no desinfectado con el fago vB_Pd_PDCC-1
(INP1) del periodo inicial; muestras de control desinfectadas (FDC) y no desinfectadas (FNC) del
periodo final; muestras desinfectado con el fago vB_Pd_PDCC-1 (FDP1), no desinfectado con el
fago vB_Pd_PDCC-1 (FNP1) del periodo final.
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Figura 29. Abundancia relativa de linajes bacterianos dominantes (Phylum Protobacteria
dividido a nivel taxonémico de Clase) que se encuentran en las muestras de huevos de S.

rivoliana tratadas con o sin fagos.
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Figura 30. Abundancia relativa de familias dominantes encontradas en las muestras de huevos

de S. rivoliana tratados con y sin fagos.

7.8 Estructura de la comunidad bacteriana

Los efectos del tratamiento con fagos sobre la estructura de la comunidad bacteriana en los

huevos de S. rivoliana se determinaron con una matriz de distancia utilizando la medida de Yue
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& Clayton y se visualizaron utilizando graficos de PCoA (Figura 32). Aunque los resultados
revelaron una clara separacién entre los tratamientos al inicio y hasta el final del periodo
experimental, solo hubo diferencias en la estructura de la comunidad entre el control y los
desinfectados con el fago vB_Pd_PDCC-1 (FDP1) al final del periodo experimental. Estas
observaciones se validaron adicionalmente mediante pruebas de AMOVA, segun lo
implementado por MOTHUR, que reveld que las muestras de huevos desinfectadas con el fago

vB_Pd_PDCC-1 (FDP1) fueron significativamente diferentes (p> 0.05).
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Figura 31. Estructuras de la comunidad bacteriana de muestras de huevos de S. rivoliana
tratadas con y sin fagos. Los diagramas de PCoA se basan en la medida de disimilitud de Yue y
Clayton. Las elipses representan los intervalos de confianza del 95%. Los ejes primero y segundo
representan el 37.5% y el 14.7% de la variacion, respectivamente.

7.9 Bioensayo de desarrollo larvario de jurel Seriola rivoliana
7.9.1 Crecimiento y desarrollo de larvas de jurel S. rivoliana
Los analisis mostraron que la longitud larvaria al momento de la eclosion fue de 1.77 £ 0.10 mm

en el grupo control, y una longitud de 1.87 + 0.04 mm en el grupo tratado con el fago

vB_Pd_PDCC-1. A los 12 DDE, las longitudes mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
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el grupo control (2.67 + 0.37 mm) y el grupo tratado (3.63 £ 0.03 mm) (Fig. 33). Ademas, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) tanto en AGR como en SGR, que mostraron un
aumento de 0.08 mm dia™* (control) y 0.15 mm dia™ (fago) en los grupos, con una tasa de 3.42%
y 5.52% dia™!, respectivamente. A su vez en los organismos tratados con vB_Pd_PDCC-1 se
aprecia un mejor desarrollo en la larva que se puede reflejar en el ancho de la larva, la
pigmentacion de su tegumento, aparicidon temprana de escamas y un mayor didmetro de ojos

(Fig. 33).

El desarrollo larvario mostré un crecimiento exponencial (r2 = 0.86). También se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en el didametro del ojo de las larvas de S. rovoliana a los 3 DDE,
cuando la pigmentacién del ojo era evidente, cuyos resultados mostraron una medicién inicial
de 0.18 + 0.03 y 0.21 + 0.02 mm en los grupos de control y tratados con fagos respectivamente.
Asimismo, se registré un didmetro de 0.33 £ 0.02 y 0.46 £ 0.01 mm en los grupos de control y
tratados, respectivamente, a los 12 DDE. Las mediciones oculares también siguieron un
crecimiento exponencial (r2 = 0.91). Ademas, se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
en la apertura de la boca del pez, cuyos resultados revelaron una longitud de 0.31 + 0.06 y 0.40
+ 0.08 mm en los grupos control y tratado, respectivamente. Después de 24 h de alimentacion,
no se observd Artemia en el tracto digestivo del grupo control, mientras que el grupo tratado

con el fago vB_Pd_PDCC-1 mostré una media de Artemia asimilada de 2.54 + 0.94 (Fig. 34).

La tasa de eclosion fue de 75.85 + 02% para el grupo de control, mientras que se encontré 90 +
0.11% 1 en el grupo tratado con el fago vB_Pd_PDCC-1. La supervivencia de las larvas fue de

77.34+0.19y 84.91 + 0.11% en los grupos de control y tratados a los 2 DDE, respectivamente.

Ademas, se observd una tasa de supervivencia de 67.22 + 4.88 y 73,95 + 1.24% en los grupos
control y tratado respectivamente a los 5 DDE, mientras que se registraron valores de 0.8 + 0.01
y 1.8 + 0.15% a los 12 DDE, respectivamente, cuyas diferencias fueron estadisticamente

significativas (p<0.05).
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Figura 32. Larvas con 12 dias post eclosién. A) Larva deforme en grupo control. B) Larva con
tratamiento con bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1.

Figura 33. Larvas de S. rivoliana a los 12 DDE: a) larvas control, y b) larvas tratadas con el fago
vB_Pd_PDCC-1, que mostraron una mejor pigmentacion en su cuerpo, asi como la ingesta de
Artemia (naranja). La linea representa 0.5 mm.

7.9.2 Efecto del fago vB_Pd_PDCC-1 sobre la pigmentacion larvaria

El analisis de la pigmentacién de ojos y el tegumento mostraron una diferencia significativa (p
<0.05) entre los grupos a los 12 DDE. Con respecto al area de pigmentacién de los ojos, no se
observé diferencia significativa (p> 0.05) entre los grupos control y tratado con fagos; sin
embargo, el grupo tratado mostré un drea de concentracién mas alta (0.3898 + 0.29 mm?) que

el control (0.3225 mm?” + 0.014) a los 12 DDE (Fig. 35). También se observé una diferencia
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significativa (p <0.05) en el area y grado de pigmentacion, alcanzando un area maxima de

3.9153 + 0.30 mm? en el grupo tratado a los 12 DDE, mientras que el grupo control alcanzé un

rea de 0.6728 + 0.17 mm? (Fig. 36).
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Figura 34. Area de pigmentacidon en ojos de larvas de S. rivoliana tratadas y no tratadas con
fago. Los datos se basan en las medias + desviaciones estandar. Los asteriscos (*) denotan
diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos de control y tratados.
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Figura 35. Area de pigmentacién en tegumento de larvas de S. rivoliana tratadas y no tratadas
con fago. Los datos se basan en las medias + desviaciones estandar. Los asteriscos (*) denotan
diferencias estadisticas (p <0.05) entre los grupos de control y tratados.

7.9.3 Composicion de la comunidad bacteriana

Se presentd un numero mayor de OTUs para ambos grupos (221 para control y 210 para tratado
con fago) el dia 2 DDE, respecto a los demas dias; sin embargo, el valor mas alto se obsevd en el
grupo control (Tabla 7). El indice de diversidad de Shannon y el estimador de riqgueza de Chao
mostraron una alta diversidad y riqueza bacteriana en ambos grupos a los 2 DDE, aunque no
hubo diferencias significativas (p> 0.05) entre los grupos control y tratados a los 12 DDE, que
corresponde al final del periodo experimental. La caracterizacion de la comunidad bacteriana se

estimo a nivel de phylum, siendo Proteobacteria el Gnico grupo que se clasificé a nivel de clase



81

(Fig. 37). En todos los grupos, desde huevos hasta el ultimo tiempo en larvas, el phylum mas
abundante fue Proteobacteria, representado por miembros pertenecientes a las clases
Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria. Se observé un cambio significativo (p<0.05) a los
5y 12 DDE, donde se aprecié una disminucién en el grupo Gammaproteobacteria, mientras que
Alphaproteobacteria aumentd. Los miembros pertenecientes al phylum Bacteroidetes también
se observaron en un alto porcentaje en ambos grupos. Aunque en un momento inicial se
detectaron miembros pertenecientes al phylum Firmicutes, su abundancia se redujo en ambos
grupos trascurriendo en los demas tiempos. Asimismo, se observd un aumento significativo (p
<0.05) de miembros pertenecientes al phylum Verrucomicrobia en ambos grupos a las 12 DAD,

con mayor abundancia en el grupo tratado.

A nivel de familia, seis taxa (Pseudoalteromonadaceae, Sphingomonadaceae,
Rhodobacteraceae, Flavobacteriaceae y Vibrionaceae) fueron dominantes en ambos grupos a
los 12 DDE (Fig. 38). Los miembros pertenecientes a la familia Rhodocabacteraceae fueron los
mas abundantes, encontrandose el mayor porcentaje en el grupo control (61.7 + 7.4%).
Ademas, el grupo tratado con fago vB_Pd_PDCC-1, mostré una mayor abundancia de los taxa
Sphingomonadaceae y Vibrionaceae que en el grupo de control. Aunque no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) para Vibrionaceae, se presenté una diferencia con valores mas
altos de la familia Sphingomonadaceae (p<0.05) en el grupo tratado con fago en comparacion al

grupo control.
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Tabla 7. Diversidad y riqueza bacteriana en larvas de S. rivoliana tratadas con el fago
vB_Pd_PDCC-1.

.o Estimador de
Indice de

Tratamientos No. total . . riqueza de
diversidad de
* de OTUs Chao1
Shannon

DO 173 2.70 343.04
Cc2 221 3.32 487.82
C5 176 2.99 386.37
C12 136 2.51 309.77
p2 210 2.96 45539
P5 185 2.48 373.21
P12 181 2.83 394.87

* DO, dia inicial; C2, control a 2 DDE; C5, control a 5 DDE; C12, control a 12 DDE; P2, grupo
tratado a 2 DDE; P5, grupo tratado a 5 DDE, y P12, grupo tratado a 12 DDE. No hubo diferencias
significativas (p> 0,05) entre los grupos.
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Figura 36. Abundancia relativa de linajes bacterianos dominantes (Phylum Protobacteria
dividido a nivel taxondmico de Clase) encontrados en huevos y larvas de Seriola rivoliana. DO,
huevos en dia 0; C2, C5 y C12, controles en dias 2, 5y 12, respectivamente; P2, P5y P12, larvas
tratadas con el fago vB_Pd_PDCC-1 en dias 2, 5y 12, respectivamente.
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Figura 37. Abundancia relativa de familias bacterianas dominantes encontradas en larvas de S.

rivoliana tratadas con o sin él fago vB_Pd_PDCC-1. No se mostraron diferencias significativas (p>
0.05) excepto en familia Sphingomonadaceae (* p<0.05).
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8. DISCUSION

El aumento de bacterias resistentes a los antibidticos, las consecuenciasde la liberacion de
antibidticos en ambientes acuaticos y la contaminacién de los productos del mar y los
producidos a través de la acuicultura, estan llevando a la investigacién de medios alternativos
para el control de patdgenos. La aplicacidon terapéutica con bacteridfagos para controlar las
infecciones bacterianas, ha despertado interés recientemente como una posible alternativa a la
terapia con antibidticos tradicionales, con nuevos resultados tedricos y experimentales

(Defoirdt et al., 2011; Rgrbo et al., 2018: Kowalska et al; 2020).

En acuicultura, se han reportado estudios sobre la aplicacidon de bacteriéfagos como alternativa
al uso de antibidticos para combatir enfermedades bacterianas en peces, como el caso de
Edwarsiella tarda la cual ocasiona artritis séptica en anguilas (Anguilla anguilla y Anguilla
japonica); Flavobacterium psychrophilum, causante de la enfermedad del agua fria en
salmdnidos como la trucha arcoiris (Oncorchynchus myekiss); Flavobacterium columaris causante
de la enfermedad columnaris en bagres como el caso de Plecoglossus altivelis y Lactococcus spp.

Causante de lactococcosis en jurel Seriola lalandi (Richards, 2014).

El fago vB_Pd_PDCC-1 presentd una morfologia con cabeza isométrica y una cola retractil,
caracteristicas de los miembros de la familia Myoviridae, del orden Caudovirales. Fagos de esta
magnitud resultan activos contra especies de Vibrio como el caso de Yamaki et al. (2015),
guienes presentan al fago Phdal especifico para P. damselae subsp. damselae (Vibrio damselae)
con una longitud de cabeza de 62 nm, y cola contractil de 110 nm de longitud. Matamp y Bhat
(2019), obtuvieron el fago @VP-1 con cabeza icosaédrica con un diametro de 87.59 + 1.34 nm
conectada a una cola contractil de 94.43 + 1.71 nm, el cual se obtuvo utilizando Vibrio
parahaemolyticus como bacteria blanca. Asimismo, se reportan Unicamente dos fagos de la
familia Myoviridae en India con potencial contra V. parahaemolyticus. VVP-1y Vp-7 reportando
una simetria binaria con un diametro de cabeza de 50-60 nm y cola sin regién de collar; sin

embargo, en nuestro estudio vB Pd PDCC-1 también presenté efecto contra V.
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parahaemolyticus, aunque presentd una forma diferente con una cabeza de 99.3 nm

(Alagappan et al., 2010; Stalin y Srinivasan, 2016).

El genoma del fago vB_Pd_PDCC-1 consta de 237,509 pb con 43.3% de contenido de G+C,
mientras que el del fago Phdal resulté de solo 35,200-39,500 pb, lo que mostré que el ADN
tiene muchos sitios de enzimas de restriccion utilizados en este estudio. En el caso de Vibrio
parahaemolyticus, el fago PVP-1 contiene un genoma de ADN lineal bicatenario de 150.764 pb
con un contenido de G + C de 41.84%, 66 promotores putativos y un gen de ARNt: tRNA-Asn
(GTT). El andlisis completo del genoma muestra una similitud de proteinas homdlogas
superiores al 90% con otros fagos de Vibrio, mientras que @VP-1 solo muestra una similitud del

55% (Matamp y Bhat, 2019).

Al presentar vB_Pd_PDCC-1 un genoma mayor a 200 kbp se considera un fago jumbo debido al
tamafio que presenta. Estos fagos son aislados en su mayoria de bacterias gran-negativas como
en el caso de cepas de Vibrio, donde hay seis fagos descritos que van de los 236 a 248 kbp
(Serwer et al. 2007; Yuan y Gao, 2017). Lo mas notable en este tipo de virus es el tamafio de sus
particulas y genomas el cual se relaciona con su estructura (cabeza-cola) teniendo un gran
tamafio en contraste con otros fagos, como el caso de fagos contra V. parahaemolitycus; ¢pp2

(90x50 nm) y KVP40 (140x70 nm) (Miller et al. 2003; Lin and Lin, 2012).

La estabilidad estructural de los fagos hacia diferentes condiciones ambientales (fisicas y
quimicas), es uno de los factores mas relevantes para su potencial como agente bioldgico. La
estabilidad térmica de los fagos usados en este trabajo es adecuada debido a su amplio rango
que cubria la temperatura de crecimiento de las bacterias empleadas. Basado en comparacion
contra otros fagos de Vibrio podemos observar que vB_Pd _PDCC-1 presenta un periodo de
latencia menor (25 minutos) con un superior tamafio de estallido (286 UFP por célula infectada)
con referencia a otros fagos: Vp15p 70 minutos periodo de latencia, 7 particulas por célula;

Vp17P con periodo de latencia de 55 min y 350 particulas por estallido; Vp25P con 90 min y 18
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particulas; Vp33P con 65 minutos y 200 particulas. Para el caso de @VP-1 presenta un period0
de latencia corto con un tamafio de estallido de 44 particulas/ célula.

Mientras que para el caso de P. damselae se encuentra el fago Phdal con tamafio de estallido
de 60 min, pero con un menor 19 UFP por célula infectada (Hidaka and Tokushige, 1978;
Alagappan et al., 2010; Yamaki et al., 2015; Matamp y Bhat, 2019). Se asume una correlacion
tedrica positiva entre el tiempo de lisis y el tamafio de estallido, es decir, entre mayor sea el
tiempo de lisis, mayor es el tamafo de estallido. Esto se corrobora al observarse la titulacién de
vB_Pd_PDCC-1 durante los primeros 25 minutos y después permanecié en fase de meseta
(Wang, 2006; Matamp y Bhat, 2019). Un entendimiento preciso de la supervivencia de fagos en
condiciones de estrés es necesario para su aplicacién como agentes de biocontrol en diferentes

ambitos de la acuicultura (Ackerman et al., 2004; Jonczyk et al., 2011).

De acuerdo con Austin y Austin (2016) es fundamental prevenir la ocurrencia de enfermedades
causadas por bacterias. Uno de los principales pasos para lograrlo, es conocer y delimitar la
carga bacteriana a la que estan expuestos los organismos en cultivo y su monitoreo a través del
tiempo. Como se habia mencionado, una de las principales enfermedades bacterianas mas
frecuentes en cultivos de peces marinos es la vibriosis (Alvarez et al., 2001). En el caso de
nuestra investigacion, en las primeras 18 horas se encontraron valores altos de carga de Vibrio,
teniendo una mayor concentracion de UFC ml* a las 12 hora; sin embargo, pasadas las 24 horas
los huevos impregnados con el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 presentaron una carga bacteriana
de Vibrio de 0 UFC ml™ (No detectable) tanto para el grupo desinfectado, como el no
desinfectado, siendo éste un valor estable para el control de Vibrio en el medio dado. De
acuerdo a Ganesh et al. (2010) para evitar la enfermedad de vibriosis en cultivos, la carga de

Vibrio debe mantenerse por debajo de 1.00E+03 UFC ml™.

El uso de bacteridfagos liticos ofrece una promesa como un medio alternativo para controlar las
cepas patdégenas de Vibrio que causan grandes pérdidas de produccion de peces, sobre todo en
estado larvario (Rgrbo et al., 2018: Kowalska et al; 2020). Realizar estudios enfocados a prevenir

la proliferacion de Vibrio desde el huevo como en este trabajo, se exhibe como manera para
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implementar y mejorar técnicas para la larvicultura, al no haber trabajos que se enfocan en esta
etapa, mucho menos en la aplicacidn de los bacteriéfagos en la misma. Con respecto a estudios
enfocados en larvas de peces no se tiene conocimiento salvo el trabajo de Silva et al. (2014),
quienes describieron el aislamiento y caracterizacién de bacteriéfagos capaces de infectar Vibrio
anguillarum patdégeno y su aplicacidn para prevenir la infeccion bacteriano en larvas de peces
cebra. Se obtuvo que la mortalidad de las larvas después de 72 horas presentd diferencias
significativas ante el grupo infectado sin tratamiento, indicando que el suministro directo de
fagos en el agua de cultivo fue efectivo; siendo asi un tratamiento eficaz para reducir el impacto

negativo de la vibriosis en la larvicultura de peces tanto dulceacuicolas como marinos.

Estos efectos a su vez se vieron reflejados en los andlisis histolégicos (Fig. 27 y 28) donde los
organismos tratados con el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 presentaron un mejor desarrollo en su
sistema nervioso observandose una correcta division del telencéfalo, asi como en la formacién
de su notocorda (Fig. 27 B). La formacion y segmentacion adecuada de somitas y paquetes
musculares podria justificar por qué estas larvas presentaban en contraste, una mejor movilidad
que el resto de los grupos. En comparacion los organismos de los tratamientos sin bacteriéfagos
(Fig. 28 C), que presentaron dafios en sus tejidos como edemas o malformaciones en sus
estructuras e incluso llegando al punto de tener necrosis (Rivas et al, 2013). Esto puede deberse
al estar en contacto con bacterias que proliferaron al no ser controladas. Las bacterias pueden
causar infeccidn o inclusive producir necrosis en tejidos blandos (Rivas et al., 2013; Eissa et al.,
2018). Esta infeccidon puede entrar al cuerpo por una herida menor o alguna raspadura del
organismo al presentar estrés. Estas bacterias comienzan a multiplicarse y a liberar sustancias
toxicas las cuales destruyen los tejidos y afectan el flujo sanguineo (Labella et al., 2017; Eissa et

al., 2018).

Esta diferenciacion por el uso de bacteridéfagos y sus efectos benéficos a nivel histoldgico puede
verse en otros estudios. Como en el caso del trabajo de Morello et al. (2011) quienes analizaron
pulmones dafiados de ratones infectados con una cepa de Pseudomonas aeruginosa. Estos

fueron tratados con bacteriéfagos y observaron la eliminacion de las bacterias, asi como
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mejorias en el organismo, ademds obtuvieron una supervivencia del 100% de los ratones con un
tratamiento de cuatro dias con una sola aplicacién. El efecto se vio reflejado a nivel histolégico
obteniendo mejorias en las células de los pulmones sin presentar necrosis o dafio por fibrosis.

Estos resultados sugieren que los bacteriéfagos pueden ser una alternativa efectiva de control
contra carga excesiva de bacteriaso en huevos de peces; sin embargo, no se han realizado otros
trabajos sobre el efecto de bacteridfagos previo a la eclosién de los huevos en cualquier
especie. El trabajo de Farfran-Ortega (2010) mostré que los fagos fueron capaces de lograr
disminuciones significativas (p<0.05) de Salmonella en huevos aviares por medio de inmersidn,
donde ademads se comprobd que la actividad litica de los bacteriéfagos en el huevo se mantuvo
hasta por 5 dias. También dado que en la literatura no existen estudios publicados sobre la
capacidad de penetracion de bacteriéfagos a través del cascarén de huevos inclusive en
especies aviares. Por ello Farfran-Ortega (2010) utilizaron técnicas para permeabilizar la
membrana por medio de métodos quimicos para poder remover la cuticula y facilitar la
penetracién de las particulas fagicas; sin embargo, su terapia con fagos no redujo la incidencia
de contaminacién en el contenido del huevo (p>0.05), siendo resultados similares a otras
investigaciones donde emplean diferentes alimentos tratados con fagos contra diferentes
enteropatogenos como es en los estudios de Leverentz et al. (2001) en cortes de melones y
manzanas contaminados con Salmonella y Listeria y Fiorentin et al. (2005) en piernas de pollo
contaminadas con Salmonella Typhimurium. Por otra parte, O’ Flynn et al. (2004) emplearon
una mezcla de tres bacteriéfagos especificos en trozos de carne logrando una reduccién

significativa de la incidencia de contaminacion en un 70 % de sus muestras.

Por su parte, Geer (2005) afirma que las razones por las que no se ha logrado una disminucion
en la incidencia de contaminacidn en huevos de aves es debido a la no penetraciéon de los fagos
a través de la membrana del caparazén. Sin embargo, para el caso de nuestra investigacion,
gracias al microscopio electronico (Fig. 24 y 25) se observé que debido al tamafio del poro
presente en el cascardon (250 nm) es factible que los bacteriéfagos puedan penetrar al huevo y

ayudar a la descontaminacién bacteriana desde el interior. Asimismo, la mayor parte de los
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bacteriéfagos parecen encontrase en la superficie del huevo al estar presentes en las bacterias

gue por su tamafio, no pueden entrar por el poro del huevo.

Gary Richards (2014) establece que es dificil comparar los resultados de los diversos estudios
sobre el uso de fagos en acuicultura ya que no hay métodos estandarizados para la realizacion
del trabajo o para andlisis de muestra. Los reportes existentes brindan diferente informacién en
cuanto a la dosis de los fagos y bacterias, asi como su MOI o el estado general de salud de los
peces al inicio del estudio, asi como la edad y el tamafio de los organismos. Se deben realizar
pruebas para identificar dosis efectivas de fagos para los peces y patégenos especificos a tratar,
procedimientos de administraciéon, edades de los peces a tratar, especificad de fagos, reduccién
general de la enfermedad o mortalidad de los peces, asi como el costo de estos estudios. A su
vez el monitoreo de rutina para patégenos especificos de los organismos permitird que se
tomen acciones correctivas de manera oportuna. En la mayoria de los casos, el tratamiento
temprano puede ser la clave para reducir significativamente la morbilidad y la mortalidad.
Ademas, es necesaria investigacién para identificar riesgos ambientales y desarrollar

salvaguardas para mitigar dichos riesgos.

Considerando lo anterior, la evidencia presentada en revisiones bibliograficas muestra que la
terapia con bacteriéfagos administrada de manera adecuada es muy eficaz para el tratamiento y
prevencion de enfermedades infecciosas bacterianas, especialmente las causadas por bacterias
resistentes a multiples farmacos (Matsuzaki et al., 2005). Aunque se debe indicar que algunos
problemas aun no se han resuelto, muchos expertos opinan que la terapia con bacteriéfagos

encontrard un nicho en la medicina occidental moderna en el futuro.

Por otro lado, se han descrito una gran variedad de bacteriéfagos del medio marino, incluyendo
su tipo de morfologia y requerimiento de las concentraciones de NaCl del agua de mar para su
desarrollo y proceso de infeccion de bacterias patégenas (Zachary, 1974). La mayoria de los
bacteriéfagos suelen ser encontrados en las partes cercanas a la costa o en la superficie de

ambientes marinos, ya que por lo regular es el sitio en el cual se encuentran la mayoria de las
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bacterias patdégenas para humanos, peces y crustdceos, resaltando las del género Vibrio
(Spencer, 1963). Sin embargo, los bacteriéfagos mas activos en el presente trabajo fueron
aislados de un tiburén de profundidad contrastando con otros trabajos que especifican que los
mas activos son los encontrados en Bahias o zonas cercanas a la costa y en la superficie del
medio marino (Spencer, 1963; Zachary, 1974). Trabajos mas recientes indican que a pesar de la
gran abundancia de fagos en los oceanos, los cercanos a zonas costeras son menos activos

(Alonso-Saez et al., 2018).

En cuanto a los ensayos de tolerancia fisicoquimica in vitro, algunos autores coinciden que la
temperatura éptima de los vibriéfagos es de 30 °C permitiendo tener una actividad en un
periodo de 18 horas, mientras que el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 resistié una temperatura de
70 °C sin haber tenido una disminucidon en su actividad litica permaneciendo el efecto adn
pasadas las 48 horas (Matsuzaki et al., 1992). La salinidad al bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 no le
presentd alguna diferencia en su variacion, aun cuando se ha establecido que el éptimo es de 25
%o dado que en conjunto con temperatura éptima el tiempo de produccién de fagos es muy
rapida en agua de mar artificial, tal es el caso de Park et al., (2000) y Quiréz-Guzman (2005),

quienes aislaron bacteriéfagos con esta misma caracteristica de resistencia a la salinidad.

Dado que el bacteriéfago vB_Pd_PDCC-1 resistid una alta exposicién a radiacidon UV, asi como
hasta un 10 % de cloroformo en su medio se estima que presenta una gran resistencia por parte
de su capside. Esto podria deberse al ser aislado de un medio de profundidad, por lo que podria
tratarse un bacteriéfago termdfilo con una estructura funcional con la presencia de HNH

endonucleasa (Zhang, et al., 2017).

Los resultados de este estudio sugieren fuertemente que el fago vB_Pd_PDCC-1 puede proteger
a los huevos y larvas de Seriola rivoliana contra infecciones de P. damselae. Donde los huevos
tratados con el fago obtuvieron un 80 % siendo incluso mejor que el control obteniendo un
aumento 30 % en supervivencia larvaria. Este comportamiento de fagos en cultivos larvarios

puede observarse en otros trabajos donde con la utilizaciéon de diversos fagos como el VP-2
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protegieron larvas de peces contra infecciones de Vibrio, y observaron que las larvas infectadas
con V. anguillrum resultaban en una baja supervivencia (17 %), mientras que la supervivencia de
las infectadas en presencia de fago incrementaba significativamente (Silva et al., 2014).
Asimismo, el fago vB_Pd_PDCC-1 no mostré efectos de alteraciones morfolédgicas en las larvas
por lo que fue necesario realizar una secuenciacién de genoma para observar la presencia de
genes que codificaran endotoxinas o antigenos bacterianos.

La distribucidn general de los taxa mas dominantes para las muestras de huevos de S. rivoliana
oscila en su mayoria en clases pertenecientes a los phyla de Proteobacteria, asi como
Gammaproteobacteria (Figura 30). En un estudio realizado previamente en huevos de salmdn
del Atlantico Salmo salar, se encontré que sus phyla mas dominantes fueron Actinobacteria,
Firmicutes y Proteobacteria, coincidiendo con nuestro trabajo en abundancia para
Proteobacteria, aunque para Actinobacteria y Firmicutes en huevos de S. rivoliana no se
encontré una abundancia relativa dominante (Nguyen et al., 2020). Sin embargo, en el tiempo
final del grupo del fago vB_Pd_PDCC-1 (FDP1 y FNP1) se puede observar un aumento en la

abundancia de Actinobacteria y Firmicutes a diferencia de los demas tratamientos (Figura 30).

Esto podria coincidir también con el trabajo de huevos de salmén, donde se observaron valores
altos de OTUs exclusivamente en muestras sanas, especialmente en taxones de
Streptomycetaceae, Microbacteriaceae y Micrococcaceae pertenecientes al grupo de

Actinobacterias (Liu et al., 2014; Nguyen et al., 2020).

Los OTUs que fueron significativamente mdas abundantes en las muestras con excepcidn de
FDP1 pertenecian a Gammaproteobacteria, phyla a la que se encuentra la familia Vibrionacease
(Figura 31), grupo al cual pertenecen bacterias patégenas oportunistas, resaltando las especies
Vibrio spp. y Phtobacterium spp (Frans et al., 2011; Liu et al., 2014). Esto se observa también en
la disminucién de carga de CFU mL" de Vibrio al utilizar el fago vB_Pd_PDCC-1 (Tabla 3). Para el
caso de FDP1 se puede observar que al eliminar Vibrio hay una sucesién ecoldgica que da como
resultado un aumento en la abundancia relativa de OTUs por parte del phyla Alpaprotobacteria

(Figura 32); en este grupo se observa en abundancia la familia Sphingomonadaceae, la cual
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comprende todas las Sphingomonas. Algunas especies son capaces de producir esfingolipidos,
los cuales intervienen en tejidos nerviosos para la transmisién de sefiales entre células
individuales, a lo que podria atribuirse una eclosién mas rdpida, asi como una mejor movilidad
en la larva por un mejor desarrollo en el sistema nervioso (Figura 29b) (Madigan et al., 2006;
Acton, 2012). Para el caso de Liu et al. (2014) el grupo de Sphingobacterias presenté un bajo

nimero de OTUs significativos en huevos de salmén.

En nuestro experimento con larvas de S. rivoliana, en el momento de la eclosidn, la longitud de
las larvas resulté de 1.77 £ 0.10 mm para el grupo de control y de 1.87 + 0.04 mm para el grupo
tratado con el fago vB_Pd PDCC-1, siendo las longitudes menores a las previamente
informadas. Por ejemplo, Teles et al. (2017; 2019) observaron larvas de S. rivoliana con
longitudes que van desde 2.6 + 0.12 a2 2.98 + 0.14 mm después de la eclosién. Asimismo, Dopico
(2010) y Burgoin (2015) reportaron longitudes de 2.54 y 2.47 mm luego de la eclosién en larvas

de S. rivoliana cultivadas a 23-24 ° C.

Para el AGR, se obtuvo un incremento de 0.08 y 0.15 mm dia™ en los grupos control y tratado a
los 12 DDE, siendo valores inferiores a los obtenidos previamente para S. rivoliana hasta 0.37
mm dia™ a los 30 DAD, ademds se observé un aumento en la SGR de 3.42% dia™ en el grupo
control, mientras que se obtuvo un 5.52% dia™* en el grupo tratado, con valores superiores a los

reportados previamente para S. rivoliana (Teles et al., 2017; 2019).

Respecto a la supervivencia final a los 12 DDE, los valores en el grupo control (0.8 + 0.01%)
fueron similares a los encontrados por Roo et al. (2014) y Teles et al. (2019), quienes obtuvieron
una supervivencia de 0.5% y 0.7%, respectivamente, utilizando condiciones y densidad de
cultivo larvario similares. Sin embargo, se encontrd una supervivencia final mas alta de 1.8 +
0.15% (supervivencia 2.5 veces mayor que el control) en el grupo tratado. Se han reportado
tasas de supervivencia entre 0.5 y 2.5% para esta especie en otros lugares, como Ecuador y
Hawai (Blacio et al., 2003; Laidley et al., 2004), asi como en otras especies de Seriola, como S.

lalandiy S .dumerili (Tachihara et al. 2007; Papandroulakis et al. 2005; Hamasaki et al. 2009). La
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mayor mortalidad larvaria se registrdé a los 8 y 12 DDE, cuyos valores fueron similar a los

descritos en el trabajo de Roo et al. (2014).

Los fagos se han propuesto como una alternativa para mejorar el desarrollo biolégico, ya que no
solo se utilizan contra bacterias patdgenas resistentes, sino también como inmunizacién pasiva
y modulacién de la respuesta inmune (Krut y Bekeredjian-Ding, 2018). Al igual que los
probidéticos o inmunomoduladores, los fagos pueden eliminar cepas de Vibrio dentro del
ecosistema intestinal de organismos marinos, cuyos restos celulares (células bacterianas
muertas) pueden ayudar a combatir y proteger contra otras infecciones debido a respuestas

inmunes inespecificas (Alagappan et al. 2010; Alagappan y Deivasigamani, 2016).

Los estudios sobre inmunoestimulantes han demostrado un efecto positivo sobre el
crecimiento, la supervivencia y la respuesta inmune en diferentes especies de peces, incluso a
nivel larvario (Lobo et al. 2010; Garcia de la Banda et al. 2012; Guzman-Villanueva et al 2014).
Ademas, los inmunoestimulantes pueden promover cambios en la microbiota intestinal, que
participa en la regulacion de la expresion de genes que van desde la proliferacion del epitelio

hasta una mejor respuesta inmune (Rawls et al. 2004; Merrifield et al, 2010).

En cuanto a la zona de pigmentacidn de los ojos, las larvas tratadas con fago presentaron un
mayor rango de cobertura en comparacion con las encontradas en el control. Sin embargo, no
fue hasta el dia 3 DDE, cuando mostraron pigmentos visibles. Se ha informado que, al momento
de la eclosion, el ojo de larvas de peces es indiferenciado, compuesto por el cristalino y una
retina indiferenciada (Pefia y Dumas 2007; Yufera 2018; Viader-Guerrero 2019). Los foto-
receptores se activan en el momento de la primera alimentacién (2 DDE), de acuerdo con la

aparicion de pigmentos a 3 DDE (Yufera 2018).

Se conoce que las bacterias pueden afectar de forma negativa los diferentes tejidos del
organismo. En el caso de ojos en peces afectados, estos pueden presentan hipertrofia e

hiperplasia afectando simultaneamente el érgano. Sin embargo, en trabajos donde tratan a los
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peces con probidticos, prebidticos o simbidticos se ha observado que no presentan estos dafios,
atribuyéndole un incremento en la respuesta inmune del pez, volviéndolo resistente al dafo
(Evans et al., 2006; Hardi, 2011; Agatis y Campus, 2015). Las larvas tratadas con fago podrian
presentar una mejor vision debido a la pigmentacién ocular, lo que les ayudara a absorber mas
fotones de luz, asi como los conos se estimularan facilmente, lo que puede ayudarles a

encontrar mejor su alimento (Yoseda et al.2008; Yufera 2018; Viader-Guerrero 2019).

La pigmentacion deficiente es un problema comun en la produccién comercial de peces y una
causa comun de pérdidas en la industria acuicola (Akyol y Sen 2012; Purchase et al. 2002;
Macieira et al. 2006). Uno de los principales factores de la mala pigmentacién de los peces es la
alimentaciéon, donde una buena alimentacién se considera un aspecto fundamental para

mejorar la pigmentacién en las especies de cultivo (Naess y Lie 1998; Izquierdo y Koven 2011).

En nuestro estudio, el grupo tratado mostré una diferencia significativa (p <0.05) con respecto
al grupo control, demostrando un mayor grado de pigmentacién en su tegumento. Esto puede
deberse a un mejor desarrollo larvario asociado a la presencia del fago vB_Pd_PDCC-1, lo que se
refleja en un mejor desarrollo del tamafio de ojos y boca, teniendo un mejor desempefio para la
caza de presas vivas. Ademads, estas observaciones pueden estar respaldadas por un mayor

consumo de Artemia en el grupo tratado, en comparacion con el grupo de control.

El metabolismo del crecimiento se correlaciona con otros factores que pertenecen a receptores,
como el caso de vitaminas, los cuales fungen como receptores naturales y son moduladores
importantes para lograr un crecimiento éptimo, un desarrollo éptimo y una pigmentacién

adecuada en peces marinos. (Rainuzzo et al., 1997; Panigrahi et al., 2005; Avella et al., 2010).

Existen estudios, donde presentan diferencias significativas (p<0.05) en pigmentos de peces,
obteniendo valores mas altos en los que fueron tratados con dietas con probidticos e
inmunoestimulantes como el caso de carotenoides. Obteniendo una relacién entre los

pigmentos y la cantidad de estos en sangre. (Teimouri et al., 2013: Safari et al., 2015). También
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se ha observado que esto mejora la coloracion del filete en especies como salmdn del Atlantico
(Salmo salar), y trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Hynes et al., 2009; Safary et al., 2015;

Rodriguez-Ramirez, 2016).

Las larvas de peces marinos en cautiverio, generalmente no se alimentan de una dieta artificial
durante las primeras etapas de desarrollo, ya que requieren alimentos vivos como alternativa
en su dieta diaria (Picchietti et al. 2009). Las larvas en nuestro estudio ya contaban con las
caracteristicas anatdmicas requeridas para el inicio de la primera alimentacién exdgena, las
cuales estan relacionadas con la ubicacién de la presa como los ojos y otros dérganos
qguimiosensoriales, la boca y aletas para atrapar presas, y el sistema digestivo para la ingestién y
digestion (Yufera y Darias 2007). A pesar de abrir la boca a los 2 DDE, se observo alimentacion
de presas vivas hasta los 3 DDE cuando comenzaron a observarse rotiferos en su tracto
digestivo. Sin embargo, cuando se observd la ingestidn de Artemia por las larvas tratadas con el
fago al comienzo de las 12 DDE, no hubo evidencia de ingestion de presas en el grupo de

control, por lo que no tuvieron una nutricién adecuada.

El tracto gastrointestinal en larvas recién eclosionadas, tiende a contener pocas bacterias. Las
bacterias que habitan posteriormente se adquieren cuando las larvas de peces abren la boca y
comienzan a pasar agua para controlar la osmorregulacion y luego el microbioma se diversifica
aun mads durante la alimentaciéon (Nayak, 2010; Banerjee y Ray, 2017). Sin embargo, varios
estudios han demostrado que la dieta inicial influye en la configuracién de la comunidad
microbiana intestinal y desde las primeras alimentaciones se produce una diversificacién

sustancial (Korsnes et al., 2006; Reid et al., 2009; Lauzon et al., 2010).

La presencia de fagos es un componente relevante para el equilibrio de la microbiota. Como
tratamiento se utiliza ampliamente para reducir bacterias patégenas y ha surgido como nuevo
método para modular la diversidad de la microbiota. Los fagos se seleccionan para infectar un
amplio espectro de bacterias especificamente resistentes. Entre las perspectivas sobre la

modulacion terapéutica, el uso de fagos puede manipular la poblaciéon bacteriana para
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reequilibrar la microbiota positivamente, disminuyendo Ila microbiota que produce

enfermedades (Paule et al., 2018; Richards et al., 2019; Zheng et al., 2019).

Aungue las presas vivas son esenciales para el mantenimiento de los organismos, esta practica
podria introducir patdgenos oportunistas en el sistema de produccién (Dehasque et al. 1991;
Ringo, 1999). En este estudio, a diferencia del grupo control, las larvas tratadas con el fago
vB_Pd_PDCC-1 mostraron la injesta de Artemia, lo que explicaria la alta carga de Vibrionaceae
(Balcazar et al.2010; Interaminense et al., 2014). El género Vibrio representa el grupo mas
comun de bacterias marinas. Por tanto, aunque se desinfectan los quistes de Artemia, se ha
observado que la carga bacteriana perteneciente al grupo Vibrionaceae puede aumentar
drasticamente en la etapa de nauplios, ya que este grupo bacteriano suele estar presente tanto
en el agua circulante como en el medio de enriquecimiento. Esto podria sugerir que los
miembros pertenecientes a la familia Vibrionaceae estarian presentes en el medio de
enriguecimiento, colonizando Artemia sp. después de la eclosién (Gomez-Gil et al. 1998; Riddle,

et al. 2013; Balcazar et al. 2010; Tkavc et al. 2011; Interaminense, et al., 2014).

Estudios anteriores han demostrado el efecto de los fagos para controlar cepas de Vibrio
patégeno y su aplicacidn para prevenir la infeccion bacteriana en larvas de pez cebra, bacalao y
lenguado (Silva et al.2014; Rgrbo et al.2018). Estos estudios han demostrado que dosis
repetidas de fagos benefician a los estanques de cultivo, aumentando la supervivencia de las
larvas y reduciendo la poblacion de patégenos (Vinod et al. 2006; Karunasagar et al. 2007; Silva
et al. 2014). Como el fago vB_Pd_PDCC-1 no se administré diariamente, el ultimo dia de
administracion no coincidié con Vibrio introducido a través de Artemia. Agregar una dosis mas
del fago podria reducir los niveles de Vibrionaceae asociados con la microbiota intestinal de las
larvas de jurel, como se ha demostrado previamente en larvas recién nacidas expuestas a este
fago (Veyrand-Quirds et al. 2020). Estudios anteriores también han informado que la aplicacién
de fagos para controlar las especies de Vibrio no tuvo un impacto negativo en la microbiota

asociada a los huevos y nauplios de Artemia. Ademas, una sola dosis redujo los niveles de
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especies de Vibrio a niveles indetectables (Quiroz-Guzmdn et al., 2018; Lomeli-Ortega, et

al.2020).

En cuanto a la composicién y estructura de la comunidad bacteriana, el phylum mas abundante
presente en larvas de jurel S. rivoliana fue Proteobacteria. Estudios anteriores han revelado
resultados similares en otras especies de peces, donde, a diferencia de Bacteroidetes vy
Firmicutes, parece que Proteobacteria comprende hasta el 90% del microbioma intestinal de los
peces (Rombout et al.2011; De Paula Silva et al.,, 2011; Ghanbari et al., 2015; Estruch et
al.2015). Entre ellos, Alphaproteobacteria aparecié como grupo dominante en peces, siendo la

familia Rhodobacteraceae la mas abundante.

El grupo de las Rhodobacteraceae son bacterias ubicuas en ambientes marinos, que producen
compuestos antibacterianos contra varias especies, incluidos los miembros de la familia
Vibrionaceae. Estas observaciones podrian explicar en parte el aumento de Rhodobacteraceae
en detrimento de las poblaciones de Vibrionaceae en el grupo de control (Balcazar et al. 2007,
Balcazar et al. 2010). La disminucion de miembros pertenecientes al filo Proteobacteria puede
verse agravada por la administracion del fago vB_Pd_PDCC-1, ya que este fago tiene una amplia
gama de huéspedes contra las especies de Photobacterium y Vibrio. Cabe sefialar que el fago
vB_Pd_PDCC-1 pertenece a la familia Myoviridae, que utiliza bacterias Gram-negativas como

hospedadores naturales (Reyes et al. 2010; Mirzaei y Maurice, 2017).

A nivel de familias, se observé un aumento de Sphingomonadaceae en las larvas tratadas, que
incluye especies de Sphingomonas. Estudios previos han sugerido que estas especies pueden
producir esfingolipidos que son esenciales para el desarrollo y mantenimiento de la integridad
funcional del sistema nervioso y, en consecuencia, pueden contribuir al desarrollo y movilidad

de las larvas para cazar mejor (Babenko 2010; Babenko et al.2016; Sepahi et al.2016).



98

9. CONCLUSIONES

A manera de conclusiones por parte de la investigacion tenemos que:

1.

La administracion del fago vB_Pd_PDCC-1 tuvo un impacto positivo en la calidad de
eclosidn, supervivencia y desarrollo en larvas de jurel Seriola rivoliana. En larvas se
observé el efecto positivo en el crecimiento y talla respecto a su tasa de crecimiento
especifico y absoluto. Asimismo, las larvas tuvieron un impacto en la concentracién de
pigmentos en sus ojos y tegumento. Estas caracteristicas pueden atribuirse al fago, el
cual ademads de eliminar las bacterias patdogenas del medio, podrian actuar de manera

indirecta como un inmunoestimulante en el organismo de las larvas.

La administracion del fago vB_Pd_PDCC-1 demostré la eliminacién de bacterias
pertenecientes a la familia Vibrionacea a numeros no detectables en huevos,
modificando el resto de la microbiota dando una sucesién ecolégica en las demas
familias presentes. Sin embargo, para el caso de larvas transcurrido el experimento
larvario, no se obtuvo una eliminacion de Vibrio, al ser esta bacteria introducida en gran
cantidad por medio de la incorporacién de Artemia en el medio. Por lo que es necesario
adminsitrar otra dosis de fago en el sistema al alimentar, o ser tratados los quistes de

Artemia previamente con el fago activo.

Se recomienda darle seguimiento al estudio de la aplicaciéon del fago vB_Pd_PDCC-1 como

modulador del metabolismo e inmunoestimulante en larvas de peces marinos, por lo que es

necesario observar su efecto sobre la expresidn de genes de sistema inmune, asi como el

analisis de expresién y actividad de enzimas digestivas.
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11. ANEXOS
Anexo 1: Fijacion
Los tejidos se fijaron en solucidn Davidson para organismos marinos, durante 48 hr. Cambiar a

alcohol etilico al 70% transcurridas las 48hr.

Formulacion de la solucion Davidson (1 galdn stock)

REACTIVO CANTIDAD (ml)
Glicerina 400 ml
Formaldehido 800 ml

Alcohol etilico 95% 1200 ml
Agua de mar filtrada * 1200 ml
Acido acético** (1:9)

Stock: glicerina, formaldehido, alcohol etilico y agua de mar.

** Agregar una parte de acido acético por 9 del stock en el momento de usarse. (Por ejemplo

900 ml de stock mdas 100 ml acido acético). De preferencia almacenar a 4°C



Anexo 2: Técnica de Inclusion en Parafina

Deshidratacién

-Alcohol etilico 70% | y Il (una hora c/u) (larvas y huevos 30 min c/u.)
-Alcohol etilico 80° (1 hora para tejidos grandes ) (larvas y huevos 30 min.)
-Alcohol etilico 90° (1 hora) (larvas y huevos 30 min.)

-Alcohol etilico 96° | y Il (una hora c/u) (larvas y huevos 30 min.)

-Alcohol etilico 100 I, 11, 11l (1 hora en c/u) (larvas y huevos 30 min.)
-Mezcla de alcohol etilico absoluto-xilol (1:1) 20 minutos. (tiempo critico)
-Xilol absoluto (100 %) 5-10 minutos. (tiempo critico)

Infiltracién en parafina

-Parafina-xilol (1:1) 30 minutos (tiempo critico, no dejar mds tiempo)
-Parafina (Paraplast) | (1 a 2 horas)

-Parafina (Paraplast) Il (1 a 2 horas)

-Pafafina (Paraplast) 11l (1 a 2 horas)

-Parafina (Paraplast) IV (1 a 2 horas para tejidos muy grandes)

Corte en micrétomo de rotacion a 4 micras
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Anexo 3: Técnica de Tincion Hematoxilina Eosina

1.-Xilol I, Il'y 11I-(10 min en cada uno).

2.-Alcohol etilico 96% (2 min).

3.- Alcohol etilico 70% | y 70% |l- 2 min c/u

4.-Agua destilada 5 min.

5.-Hematoxilina de Harris 4 min (dependiendo del tipo de hematoxilina y del tiempo de uso del
colorante) (si se usa natural, 4 minutos, si es sintética 12 min)

6.-Agua corriente 5 min y agua destilada 5 min

7.-Alcohol acido 10-15 segundos (1 L alcohol 96% con 5 gotas de acido clorhidrico)

8.- Agua destilada 5 min

9.- Agua amoniacal (hidréxido de amonio, 5 gotas por caja de tincién)10-15 segundos
10.-Agua destilada 5 min

11.-Alcohol etilico 50% 2 min

12.- Alcohol etilico al 70% 2 min

13.- Eosina-Floxina alcohdlica- 3 min (dependiendo del tiempo del colorante)
14.- Alcohol 96% | y II, 1-2 min c/u

15.- Alcohol 100% I y II, 1 min c/u

16.- Citrisolv | I, II, Il (sustitito de xileno 6 Hemo-De) 5 min c/u.

17.- Montar en resina sintética o Entellan.

Resultados:

Nucleos- color azul a morado

Citoplasmas- naranja-rojo-rosa
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Anexo 4: Cronograma de Seguimiento de Actividades y Tomas de Muestra para el Cultivo
Larvario

Tabla 8. Cronograma de seguimiento de actividades y tomas de muestra para el cultivo larvario.

Lunes Mares Miercoles Jueves Viernes Sabado Domingo
Dia 0: . e . . Dia 65
Siembra de } Dia201 dpel: larua Dia4(3 Dia5S(4 dpel:
19 Dia 1 dpe): 5 abrela 22 dpe) 10 23 dpel): 15
huevas ; Muestreo
ShatFage rotiferasiml boca. RotlmL ratiml Fago (53]
< 10 rotimi e
Noviembre Dia 12011 D"f i %Z
Dia 76 Dia8(7 Diad(8 Dia 10 (3 Dia 11010 dpe): 15 z‘;{;l_
25 dpe) 26 dpe): 15 dpe): Fago 28 dpe): 15 23 dpe): 15 rotml: Fago F\rtemi‘a
ratiml: [54) ratiml ratfml: [S5). Artemia N
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