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Palabras clave RESUMEN | Se realizd un estudio en juveniles de Crassostrea gigas para
Probioéticos investigar el potencial efecto probiotico de Streptomyces spp. (cepas V4, N7 y
Streptomyces RL8) y de una mezcla de Bacillus (BMix) teniendo como variable de respuesta
Bacillus su crecimiento. Las bacterias fueron adicionadas con el alimento vivo
Crassostrea gigas (microalgas), para ser ingeridas por los ostiones mediante filtracion. El disefio

experimental incluyd cuatro tratamientos bacterianos: [T1 (Streptomyces sp.
V4); T2 (Streptomyces sp. N7); T3 (Streptomyces sp. RL8); T4, una mezcla de
bacilos BMix (Bacillus tequilensis YC5-2, Bacillus endophyticus C2-2 y
Bacillus endophyticus YC3-B] y un tratamiento Control (T5) con solo
microalgas como alimento. Estas cepas potencialmente probidticas fueron
suministradas a una concentracion final de 1 x 10° UFC mL™ y las microalgas
(Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en proporcion 1:1) a una densidad
de 70-80 x 10° células mL™). Los tratamientos T1y T3 (Streptomyces spp. V4 y
RL8, respectivamente), incrementaron significativamente el area y el didmetro
tedrico de la concha de C. gigas. Esto sugiere que la adicién Strepromyces spp.
V4 y RL8 puede mejorar el crecimiento de C. gigas durante el proceso de
preengorda de semillas en laboratorio.

ABSTRACT | A study was conducted in juveniles of Crassostrea gigas to

Keywords . . . - .

Probiotics investigate the potential probiotic effect of Streptomyces spp. (strains V4, N7
Streptomyces and RL8) and a mixture of Bacillus (BMix) having as a response variable its
Bacillus growth. The bacteria were added with the live food (microalgae), to be ingested

by the oysters by filtration. The experimental design included four bacterial
treatments: [T1 (Streptomyces sp. V4); T2 (Streptomyces sp. N7); T3
(Streptomyces sp. RL8); T4, a mixture of BMix bacilli (Bacillus tequilensis
YC5-2, Bacillus endophyticus C2-2 and Bacillus endophyticus YC3-B) and a
Control treatment (T5) with only microalgae as food. Those potential probiotic
strains were supplied at a final concentration of 1 x 10° CFU mL™ and
microalgae (Isochrysis galbana and Chaetoceros calcitrans in a 1: 1 ratio) at a
density of 70-80 x 10° mL™ cells). Treatments T1 and T3 (Streptomyces spp. V4
and RLS8, respectively), significantly increased the area and the theoretical
diameter of the C. gigas shell. It suggest that the addition Strepromyces spp. V4
and RL8 can improve the growth of C. gigas during the process of spat nursery
and hatchery seed production.

Crassostrea gigas
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INTRODUCCION

El cultivo de moluscos bivalvos ha contribuido de manera importante en la producciéon mundial de
alimentos por medio de la acuicultura. El afio 2018 la produccién mundial de estos organismos filtradores
alcanzé los 17,1 millones de toneladas (USD $ 29 200 millones), representando aproximadamente el 27%
del total de la produccién acuicola (FAO, 2018). El ostion japonés o del Pacifico Crassostrea gigas, es una
de las especies mas importantes en la produccién acuicola, debido a su rapido crecimiento, alta resistencia a
enfermedades y gran adaptabilidad a diversos ambientes (Wang et al., 2012).

La acuicultura intensiva implica el manejo de altas densidades de organismos por unidad de area o
volumen, lo cual, en el caso de los laboratorios productores de juveniles (“semillas”) de moluscos, implica
condiciones de estrés y el medio de cultivo ideal para la proliferacién de agentes patdgenos y sus
enfermedades asociadas. El uso excesivo de los antibiéticos en la acuicultura, particularmente bajo
condiciones de cultivo intensivo, favorece el desarrollo de bacterias acuéticas cada vez mas resistentes a
diversos agentes antimicrobianos que podrian contaminar los productos comercializados para el consumo
humano (Cabello et al., 2013; Ryu et al., 2012). Los mismos patrones de resistencia incrementada
observados en la cria de animales terrestres se encuentran presentes en la acuicultura (Done et al., 2015) y
en funcién de esa realidad, se ha hecho un llamado a realizar un uso racional en su aplicacién acuicola.

Los probidticos tienen un efecto benéfico en los procesos digestivos, promoviendo el consumo de
nutrientes y vitaminas (Ringg y Gatesoupe, 1998). La aplicacion de bacterias probioticas a los sistemas de
produccion promueve beneficios directos sobre la digestion y el sistema inmunoldgico de los organismos;
promueve mejoras significativas en la calidad del agua, lo cual se ve reflejado en la salud y a su vez en la
supervivencia de los organismos (Verschuere et al., 2000).

En la actualidad existen muy diversos productos comerciales que se emplean como probi6ticos (Ferreira
et al., 2017; Javadi y Khatibi, 2017); no obstante, el aislamiento y caracterizacién de nuevas cepas
bacterianas benéficas y potencialmente probidticas constituye un campo de investigacién muy dinamico, en
particular cuando los microorganismos son aislados del ambiente y/o del hospedero de interés (Franco et
al., 2016a; Franco et al., 2016b).

Entre los probidticos cominmente utilizados en la acuicultura se incluyen bacterias acido lacticas Gram
positivas de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, bacterias Gram positivas como
Enterococcus y Bacillus y bacterias Gram negativas como Vibrio y Pseudomonas (Martinez Cruz et al.,
2012).

Las actinobacterias marinas son bacterias Gram positivas y filamentosas que se reconocen como
importantes productores de metabolitos secundarios (Procopio et al., 2012). Entre las Actinobacterias, el
género Streptomyces es un poderoso productor de metabolitos funcionales con una amplia gama de
actividades farmacéuticas como la actividad antimicrobiana, antitumoral, antiviral y probiética (Sathish y
Kokati, 2012; Naine et al., 2015). Hoy en dia, algunos estudios consideran a las actinobacterias marinas
como posibles probioticos en la acuicultura ya que estas cepas marinas pueden inhibir el crecimiento de
Vibrio spp. (Das et al., 2010; You et al., 2017). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto
probidtico de las cepas de Streptomyces spp. y de una mezcla de Bacillus sobre el crecimiento de juveniles
de C. gigas, un ostreido de alto valor nutritivo y comercial.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas

Las cepas de Streptomyces spp. (V4, RL8 y N7) fueron seleccionadas a partir de estudios previos in
vitro e identificadas por medio de técnicas moleculares, segun resultados obtenidos por Garcia-Bernal et al.

(2015). La mezcla de Bacillus, denominada BMix, fue formulada con las cepas Bacillus tequilensis (YC5-
2), B. endophyticus (C2-2) y B. endophyticus (YC3-b) en proporcion 1:1:1, pertenecientes a la coleccion de
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microorganismos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) y con probada
actividad probiotica en estudios in vitro e in vivo (Luis-Villasefior et al., 2011).

Cultivo de microorganismos

Todos los microorganismos se cultivaron en caldo triptona soya (Difco) suplementado con NaCl 3%; los
actinomicetos se incubaron con agitacion a 30 °C durante siete dias y los bacilos con los cuales se prepar6
la mezcla BMix, se incubaron a 35 °C durante 24-48 h. Después del tiempo de incubacion, los cultivos se
centrifugaron a 4 696 x g a 4 °C durante 10 min, eliminando el sobrenadante y lavando dos veces con agua
de mar estéril. La biomasa resultante se resuspendio con agua de mar estéril, en la proporcién requerida
para obtener una densidad Optica equivalente a 600 nm para los actinomicetos (Gopalakrishnan et al., 2014)
y a 540 nm para bacilos (Luis-Villasefior et al., 2015), a fin de obtener una concentracion final de trabajo de
1 x 10° UFC mL™. Las suspensiones resultantes fueron ajustadas a 1 x 10° UFC mL™ para cada tratamiento
y fueron correlacionadas con el conteo de UFC (unidades formadoras de colonias), usando diluciones de
1/10 y sembrando en placas con agar triptona soya (Difco).

Evaluacion de actinomicetos y bacilos en funcién del crecimiento

Se utilizaron juveniles de ostion del Pacifico C. gigas con una talla promedio inicial de 2.5 mm,
producidas en el laboratorio de la empresa Acuacultura Robles, La Paz, B.C.S., México. Después de su
aclimatacién durante una semana, los juveniles fueron mantenidos durante 30 dias en unidades
experimentales de plastico de 4 L de capacidad, con agua de mar filtrada a 1 um vy esterilizada por luz
ultravioleta, salinidad de 37 ups y aireacion constante. Las unidades fueron dispuestas en tanques de fibra
de vidrio con sistema tipo bafio maria recirculante, para mantener una temperatura constante de 29°+1 °C.
En cada unidad experimental se colocaron 100 organismos, para conformar cinco tratamientos, con tres
réplicas cada uno, incluyendo las tres cepas de actinomicetos: (T1) Streptomyces sp., V4; (T2) Streptomyces
sp., N7; (T3) Streptomyces sp., RL8; (T4) mezcla de bacilos BMix (B. tequilensis YC5-2, B. endophyticus
C2-2 y B. endophyticus YC3-B; en proporcion 1:1:1) y un grupo Control C (sin adicion de bacterias). Los
juveniles fueron alimentados con una mezcla de las microalgas Isochrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans en proporcién 1:1, a una densidad de 70-80 x 10° células mL™. Se realizaron cambios de agua
eliminando el 50% cada 24 h y los tratamientos de agregaron directamente al agua de cultivo, a una
concentracion de 1 x 10° UFC mL™. El bioensayo tuvo una duracién de 30 dfas.

Para efectos de la evaluacion, se realizaron biometrias al inicio y al final del experimento mediante
fotografias que posteriormente fueron analizadas con ayuda de un microscopio 6ptico marca Olympus BX-
41y con objetivo 40X. Se realizaron las mediciones correspondientes utilizando el software Image Pro Plus
version 6.0 para determinar el diametro tedrico de la concha (Saout et al., 1999) y el area de la concha.

Se midieron 90 organismos por tratamiento, mismos que fueron seleccionados al azar. Dado que la
forma de la concha de C. gigas se desvia notablemente de un formato esférico, el didmetro teérico (DT) se
calcul6 a partir del area total (Ao) de cada concha mediante la siguiente formula:

DT = V4Ao/ « (Saout et al., 1999)
Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante anélisis de varianza segun disefio completamente aleatorizado. Antes
de aplicar el ANOVA se procedio a verificar la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk
y para la homogeneidad de la varianza se utiliz6 la prueba de Levene (Sokal y Rohlf, 1995). Para detectar
diferencias significativas entre los valores asociados al crecimiento en funcion de los tratamientos
(candidatos probiéticos suministrados) y el grupo control sin adicion de bacterias, se aplico la prueba de
rangos multiples de Tukey (1949). Para todos los analisis efectuados, el nivel de significacién fue de
P<0.05. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS versién 21 para
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Windows (SPSS Inc., Chicago 11).
RESULTADOS

Al concluir el bioensayo experimental se obtuvieron diferentes respuestas con relacion al area de la
concha de los juveniles de C. gigas cuando se trataron con tres cepas diferentes de Streptomyces y la mezcla
BMix (Fig. 1). Los ostiones de C. gigas tratados con T1 y T3 tuvieron un area significativamente mayor
(P<0,05) en comparacion con el grupo control, pero no con T2 'y T4 (P>0,05) (Fig. 1).
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Figura 1 Area de la concha de semillas de Crassostrea gigas, tratados con probiéticos. Los datos se expresan como
media + desviacion estandar. Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05) del grupo de
control.

El diametro tedrico de la concha de los juveniles de C. gigas presentd un comportamiento similar al area
de la concha de estos organismos. Los ostiones tratados con T1 y T3 presentaron un diametro teorico
significativamente mayor (P< 0,05) que los organismos del grupo control, no asi los ostiones de los
tratamientos T2 'y T4 (Fig. 2).
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Figura2 Diametro tedrico de la concha de semillas de Crassostrea gigas tratados con probidticos. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar. Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05)
del grupo de control.

DISCUSION

La aplicacion de probiéticos en la acuicultura se ha incrementado de manera continua como una
alternativa natural y eficiente, ante el uso y abuso de antibi6ticos y de diversos compuestos quimicos que
pueden afectar la salud del consumidor, ademas de que los probidticos pueden mejorar la calidad del agua
de cultivo e incrementar la supervivencia, desempefio y productividad de los organismos cultivados
(Balcézar et al., 2006; Villamil y Martinez- Silva, 2009). El uso de probidticos en la acuicultura se ha
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asociado con incrementos en la eficiencia de los procesos de digestion, absorcion y asimilacion del alimento
ingerido, debido a que estos microorganismos tienen la capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal del
organismo tratado, y secretar in-situ nutrientes y enzimas digestivas que mejoran los procesos metabdlicos
y las respuestas inmunoldgicas de los hospederos (Glinther y Jiménez-Montealegre, 2004; Balcazar et al.,
2006)

Al concluir el presente bioensayo, se determind que el area de la concha de los juveniles de C. gigas
tratados con T1 (Streptomyces sp. V4) y T3 (Streptomyces sp. RL8), fueron significativamente mas altas
con respecto al grupo control sin tratamiento bacteriano. Garcia-Bernal et al. (2019) evaluaron estos
microorganismos como probidticos en Crassostrea sikamea y C. corteziensis. Estos autores afirman que en
la especie C. corteziensis se observd un incremento en peso en los grupos tratados con la cepa RL8 de
Streptomyces y también con la mezcla de bacilos BMix, pero no con las cepas V4 y N7 de Streptomyces,
con respecto al grupo control. Para ambas especies de ostiones, no se encontraron diferencias con respecto
al incremento en talla, entre los grupos tratados con actinomicetos y el grupo control.

Campa-Cérdova et al. (2009), reportaron un incremento en el crecimiento de C. corteziensis, con una
dosis diaria de 5 x 10* UFC mL™ de Lactobacillus sp. (cepa NS6.1), aislado de almeja mano de le6n
Nodipecten subnodosus. Aguilar-Macias et al. (2010) reportaron un mayor crecimiento y supervivencia en
juveniles de la ostra perlera Pinctada mazatlanica, cuando se les administré diariamente 1 x 10° UFC mL™
de una cepa de Lactobacillus sp., que también fue aislada de N. subnodosus.

En un estudio realizado por Douillet y Langdon (1994) se informé que la tasa de crecimiento para el
ostion del Pacifico, Crassostrea gigas, aumentd cuando la bacteria probidtica Alteromonas sp. se
proporciond a razén de 0.1 millones de células mL™.

En una investigacién realizada por Subhash y Lipton, (2007) en la Ostra perlera (Pinctada
margaritifera), se demostr6 un efecto positivo del probiético Lactobacillus acidophilus, reflejado como
incremento en peso y longitud de este molusco, en comparacion con los individuos no tratados del grupo
control.

Alavandi et al. (2004) y Banerjee et al. (2010) encontraron que al adicionar bacterias lacticas en un
cultivo del camar6n Penaeus monodon, se mejoraron sus procesos de asimilacion del alimento ingerido y se
incremento la supervivencia de los camarones. Este caso es similar a lo reportado por Ismail y Soliman
(2010) quienes en el cultivo del langostino Macrobrachium rosenbergii, adicionaron al agua cepas de L.
acidophilus, Streptococcus cremoris y L. bulgaricus obteniendo una alta supervivencia.

Independientemente de los beneficios esperados en materia de produccion bioldgica, el impacto
favorable de los probiéticos en la acuicultura va mas all4 de un incremento en crecimiento. Kesarcodi-
Watson et al. (2008) demostraron que, en respuesta a un ambiente adverso, los probioticos pueden mejorar
el sistema inmunolégico de los organismos tratados, obteniendo ademas efectos positivos en la
supervivencia.

Otro de los parametros o variables de respuesta evaluados durante la presente investigacion, fue el
didmetro tedrico de la concha de los juveniles de C. gigas. Al respecto, los ostiones que recibieron los
tratamientos T1 y T3 alcanzaron un mayor didmetro tedrico de la concha que los del grupo control, no asi
los grupos T2 y T4. Esto significa que las cepas Streptomyces sp. (V4) y Streptomyces sp. (RL8) tienen la
mayor potencialidad para su aplicacion en juveniles de C. gigas. No obstante, se considera necesario
profundizar en nuevos estudios aplicando la mezcla de bacilos BMix (Bacillus tequilensis YC5-2, B.
endophyticus C2-2 y B. endophyticus YC3-B). Un estudio realizado por Ma et al. (2019) reveld que el uso
de Bacillus aquimaris T16 como probi6tico en el pectinido Japones Patinopecten yessoensis, mejoré el
crecimiento de estos bivalvos tratados, con respecto al grupo control.
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El modo de accién de los probidticos es diverso y pueden ser suministrados como complementos
nutricionales a una dieta de microalgas con calidad deficiente, pero también pueden mejorar la digestion de
esas mismas microalgas, una vez que son ingeridas por el organismo tratado (Douillet y Langdon, 1993;
Moal et al., 1996). Por ejemplo, algunas cepas bacterianas son ricas en acido pantoténico, una vitamina que
es deficiente en algunas dietas microalgales (Gu y Li, 2016).

Los resultados del presente estudio demuestran que las cepas Streptomyces spp. V4 y RL8 tienen una
accion benéfica en juveniles de C. gigas, ya que los ostiones tratados con V4 y RL8 tuvieron un mayor
crecimiento con relacion a los grupos y tratamientos restantes. Esto probablemente podria ser atribuido a la
accion positiva de las enzimas extracelulares (proteasas y amilasas) que son sintetizadas por estos
microorganismos (Garcia-Bernal et al., 2015)

CONCLUSIONES

Las cepas Streptomyces spp. V4 y RL8 ofrecen una accion benéfica en el cultivo de juveniles de ostion
japonés o del pacifico (Crassostrea gigas); tienen aplicabilidad potencial para mejorar su crecimiento e
incrementar su desempefio durante el proceso de produccion y preengorda de semillas en ambiente
controlado de laboratorio.
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