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RESUMEN

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de cuatro cepas de Bacillus aisladas de
intestinos de camarones sanos en la supervivencia y desarrollo larvario de L. vannamei.
Esto incluy¢ aislamiento y caracterizacion de cada una de las cepas: ensayos de actividad
hemolitica, pruebas de antagonismo a vibrios patdgenos, capacidad de adhesion y
crecimiento en moco intestinal. Asi mismo, se determino el efecto en la modulacién de la
comunidad bacteriana intestinal en juveniles de L. vamnamei y su resistencia a una
infeccion por V. parahaemolyticus. Se realizd un bioensayo con juveniles de 8+1 g de L.
vannamei, con la adicion diaria de los probidticos (20 dias) con toma de muestra de
intestinos cada 5 dias. PCR-SSCP fue realizado a partir de los ADN extraidos directamente
de los intestinos. En una segunda etapa se realizO un reto contra el patdgeno V.
parahaemolyticus (168h después de la ultima aplicacién de los probioticos) el cual fue
inyectado en 20 pL de un inoculo a una concentracién de 2.5 x 10° UFC g de camarén,
con toma de muestra de hemolinfa para cuantificar los niveles relativos de expresion de
algunos genes especificos (toma de muestra a las 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48h), relacionados a
proteinas envueltas en la defensa inmune en invertebrados dirigido a produccion de
melanina, adhesién celular, encapsulacién y fagocitosis en hemocitos de camaron
Litopenaeus vannamei, en exposicion aguda a la bacteria patogena mediante qPCR y toma
de muestra de intestinos para el analisis de la comunidad bacteriana durante el reto con la
técnica SSCP. Los resultados mostraron actividad antagénica contra Vibrio campbelli, V.
vulnificus, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus asi como un incremento en la
supervivencia larval, el andlisis de la microbiota intestinal de los juveniles de camarén
demostré que ambos probioticos influyen en la modulacién de la comunidad bacteriana y
presentan la mayor diversidad de especies al menos durante los primeros 10 dias de
inoculacién. Flavobacteria y o-proteobacteria (Wandonia haliotis haldis, Donghicola
eburneus y Maribius salinus) fueron las bacterias presentes en los tres tratamientos
pudiendo ser consideradas como bacterias comensales del intestino del camardn.
Resultados del analisis de la comunidad bacteriana durante el reto confirmd la presencia de
V. parahaemolyticus en control positivo corroborando la infeccidon bacteriana y la ausencia
de especies de Vibrio en organismos tratados con Bacillus mix revalidando su proteccion.
Asi mismo, se observo una mejora en la supervivencia después del reto bacteriano (Bacillus
33%, Control + 9% de supervivencia), y un aumento en la concentracion de hemocitos
circundantes a las 48h pos infeccidon. Niveles de expresion de siete genes relacionados con
respuesta inmune fueron analizados, resultados sugieren un aumento en los niveles de
expresion para los genes PAP (Proteina activadora de la fagocitosis), Lysozima y
Penaeidina 2 durante las primeras 3 horas pos infeccion; a las 12 h pos inyeccion un
aumento en los genes CP (proteina de coagulacién) y proPO (Profenoloxidasa), teniéndose
los niveles mas altos de expresion a las 48h para Peroxinectina (PE). Los resultados de este
estudio demostraron un efecto protector por parte de Bacillus mix al influir en la
modulacién de la microbiota al menos durante los primeros 10 dias de inoculacion
presentando la mayor diversidad de especies e incrementar la respuesta inmune celular y
humoral en los organismos tratados, confirmando su efectividad como probidtico.



ABSTRACT

In this study was evaluated the effect of four strains of Bacillus isolated from gut of
healthy shrimp in the survival and larval development of L. vannamei. This involved
isolation and characterization of each of the strains: hemolytic activity assays, evidence of
antagonism to vibrios pathogenic, adhesion and growth capacity in mucus. Also, the effect
was determined in the modulation of intestinal bacterial community in juvenile L.
vannamei and its resistance to infection by V. parahaemolyticus. Bioassay was conducted
with juvenile 8 + 1 g, with daily addition of probiotics (20 days) with sampling every 5
days gut. PCR-SSCP was made from the DNA extracted directly from the guts. In a second
stage, a challenge against pathogenic V. parahaemolyticus (168 h after the last application
of probiotics) which was injected into 20 pl of an inoculum at a concentration of 2.5 x 105
CFU g-1 shrimp with hemolymph sampling to quantify the relative levels of expression of
genes (0, 1, 3, 6, 12, 24 and 48h), related to proteins involved in immune defense intended
invertebrates melanin production, adhesion cell phagocytosis and encapsulation of
haemocytes, in acute exposure to pathogenic bacteria by qPCR and intestines sampling for
analysis of the bacterial community during the challenge with the SSCP technique. The
results showed antagonistic activity against Vibrio campbelli, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus and V. alginolyticus and increased larval survival, analysis of the
microbiota of juvenile shrimp showed that both probiotics influence modulating the
bacterial community and have the greatest diversity of species at least during the first 10
days of inoculation. Flavobacteria and a-proteobacteria (Wandonia haliotis Haldis,
Donghicola eburneus and Maribius salinus) bacteria were present in the three treatments
may be considered as commensal bacteria in the gut of the shrimp. Analysis of the bacterial
community during the challenge confirmed the presence of V. parahaemolyticus in positive
control corroborating bacterial infection and the absence of Vibrio species in organisms
treated with Bacillus mix revalidating their protection. Bacillus mix was enhancement
survival after bacterial challenge (33% Bacillus, Control + 9% survival), and increased the
concentration of hemocytes at 48h post infection. Seven expression genes related to
immune response were analyzed, the results suggest an increase in expression levels for
genes PAP (phagocytosis activating protein) Penaeidin Lysozime and 2 during the first 3
hours after infection, at 12 h post injection increased CP genes (protein coagulacién) and
proPO (prophenoloxidase), taking the highest levels of expression at 48h for Peroxinectina
(PE). The results of this study demonstrate a protective effect by Bacillus mix to influence
the microbiota modulation at least during the first 10 days of inoculation presenting the
greatest diversity of species and increase cellular and humoral immune response in the
treated organisms, confirming its effectiveness as a probiotic.
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1. Introduccion

1.1 Produccion acuicola

La acuicultura ha sido uno de los sistemas de produccién de alimento de mas rapido
crecimiento en las ultimas tres décadas. Esta actividad no solamente se ha extendido sino
también se ha diversificado, intensificado y avanzado tecnologicamente, de tal forma que
su contribucion a la produccién de alimento, generacion de divisas, seguridad alimentaria e
inocuidad alimentaria, se ha incrementado de manera altamente significativa (Chavez-
Sanchez e Higuera-Ciapara, 2003).

El principal abastecimiento en la produccion pesquera ha sido representado en la
ultima década por la industria acuicola, asociada en gran parte al fortalecimiento de las
medidas de control sanitario para la prevencion de enfermedades y epizootias en la
acuicultura, la incorporacion de nuevas areas de cultivo, y al manejo mas eficiente en los
sistemas de cultivo implementados. Cifras de produccidén para el afio 2011 alcanzd un

volumen total de 184, 124 toneladas en peso vivo, presentando una tasa media de

crecimiento anual de la produccion en los tltimos 10 afios del 6.24% lo cual se debe al

20,987
42,187

crecimiento de dicha actividad (Figura 1).
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Figura 1. Serie histérica de produccion de camaron 2002-2011 en México (Conapesca,
2011).

De esa cifra, la produccion proveniente de la actividad acuicola representd el 59.64%

del volumen total con 109,816 toneladas; la produccion de camardn de aguas marinas



represento el 17.03% con 31,359 toneladas y la produccion de esteros y bahias participd
con el 23.33% con 42,950 toneladas (Conapesca, 2011).

Sin embargo esta actividad estd expuesta a una amplia diversidad de elementos que
pueden afectar su produccion. Entre los factores que intervienen mads frecuentemente son:
agua y suelo de mala calidad, introduccion de patdgenos, obligando al uso de agentes
quimicos y/o tratamientos terapéuticos y contaminantes, asi como, toxinas provenientes del
medio ambiente (Chavez-Sanchez e Higuera-Ciapara, 2003).

La aparicion y diseminacion de organismos patogenos causantes de enfermedades
que afectan a los organismos en cultivo han ocasionado serias pérdidas en este sector.
Dentro de los patdégenos de origen viral reportados para camardn se encuentran el virus de
la mancha blanca (WSSV), el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética
(IHHNV) y el virus del sindrome del Taura (TSV) (Aguirre-Guzman y Ascencio-Valle,
2001). Las bacterias principalmente las del genero Vibrio, son consideradas como
patdgenos oportunistas, localizadas principalmente en el tracto digestivo, branquias y
cuticula de camarones penaeidos y ocasionalmente en hemolinfa, en presencia de factores
estresantes, pueden desencadenar el desarrollo de infecciones en los organismos tales como
Vibriosis, hepatopancreas edematoso y necrético con un alto grado de vacuolizacion en las
células B tanto en larvas como en juveniles de camaron.

Vibriosis es una de las enfermedades que afectan los cultivos de camardn en México
y es causante de pérdidas econdmicas considerables (CESASIN, 2004) representadas
principalmente por las especies V. harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. penaeicida (Brock y Lightner, 1990; Ishimaru et al., 1995). Las especies
de vibrio son parte de la microbiota natural en los camarones silvestres y de cultivo
(Sinderman, 1990) y se convierten en patdgenos oportunistas cuando los mecanismos de
defensa natural estdn suprimidos (Brock y Lightner, 1990). Ellos estdn usualmente
asociados con multiples agentes etiologicos. Sin embargo, algunas especies de Vibrio han
sido identificadas como patdgenos primarios (Owens y Hall-Mendelin, 1989; Owens et al.,
1992; Lavilla-Pitogo et al., 1990; de la Pefia et al., 1995). Las cepas patogénicas de V.
harveyi, V. vulnificus y V. parahaemolyticus han causado epidemias masivas en Tailandia

(Nash et al., 1992) y Filipinas (Lavilla-Pitogo et al., 1990). V. harveyi luminiscente parece



liberar exotoxinas (Liu et al., 1996) y puede causar del 80-100% de mortalidad en los

laboratorios de produccion larval de P. monodon (Harris, 1995).

1.2 Métodos profilacticos (probidticos)

Hoy en dia, varios métodos preventivos inocuos para el medio ambiente se estan
desarrollando para controlar este tipo de enfermedades y mantener un ambiente microbiano
sano en los sistemas acuaculturales, tales tratamientos son los probidticos,
inmunoestimulantes, péptidos antimicrobianos, analisis quorum sensing, etc. (Vadstein,
1997, Verschuere et al., 2000a; Bachére, 2003; Defoirdt et al., 2005).

El uso de estas bacterias antagonicas como una medida precautoria en contra de los
microorganismos patogenos que ocasionan estas enfermedades ha recibido ultimamente
atencion.

Actualmente, el término probidtico usualmente se refiere a un suplemento bacteriano
de un cultivo o la mezcla de cultivos de bacterias seleccionadas. De acuerdo con Gatesoupe
(1999) propone una clasificacion tentativa del uso de bacterias o preparaciones microbianas
en acuicultura, en donde el término "Probiodticos” es reservado a cepas transitorias o
residentes en el tracto digestivo (Tannock, 1997), "biocontrol” implica solamente que la
cepa es antagonica a patdgenos (Maeda et al., 1997) y "bioremediacién” se refiere a la

eliminacion de residuos contaminantes por los microorganismos (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion tentativa de tratamientos microbianos usados en acuicultura.

Fuller, (1989) definio a los probidticos como “Microorganismos vivos que al ser
consumidos afectan benéficamente al consumidor al mantener un balance adecuado de la

microbiota intestinal”.

Estas bacterias son adicionadas a los sistemas de produccion acuicola para modificar o
manipular las comunidades microbianas en el agua y sedimento, para reducir o eliminar a
las especies patdgenas seleccionadas, y para mejorar el crecimiento y supervivencia de las
especies acuaticas en cultivo (Jory, 1998).

Entonces, los tratamientos con probidticos pueden ser considerados como métodos de
control bioldgicos y por ello se les ha llamado organismos de biocontrol, los cuales limitan
o eliminan plagas por la introduccién de organismos adversos, parasitos libres o patdgenos
especificos.

Muchos mecanismos tuvieron que ser postulados por los cuales los probioticos
incrementan la salud del organismo huésped. Estos mecanismos incluyen la creacion de un
ambiente hostil para patéogenos por la produccion de compuestos inhibitorios

(bacteriocinas, lisosinas, proteasas y perdxido de hidrégeno), competicion por nutrientes



esenciales y sitios de adhesion, suministro de nutrientes y enzimas; resultando en el
incremento nutricional de animales cultivados, absorcion directa de materia organica
disuelta por bacterias y la modulacion de las interacciones con el medio ambiente asi como
el desarrollo de la respuesta inmune. (Gatesoupe, 1999; Gomez-Gil et al., 2000; Irianto y

Austin, 2002; Balcazar et al., 2006a).

En este sentido, los probioticos se presentan como una alternativa potencial y efectiva,
tanto como promotores de crecimiento asi como sustancias que previenen la proliferacion
de enfermedades en los sistemas de cultivo, ya sea provocando modificaciones en la
microbiota intestinal, lo cual influye positivamente en numerosos procesos incluyendo la
digestion, la inmunidad y la resistencia a enfermedades, de tal manera que funcionan

adecuadamente como promotores de crecimiento (Vaughan et al., 2002).

1.3 Efecto de probiéticos en la microbiota intestinal

La microbiota intestinal de organismos acudticos, representa un importante factor en el
mantenimiento de la salud del organismo ya sea por la prevencion de la colonizacion de
patogenos, degradacion de los alimentos, produccion de compuestos antimicrobianos,
produccion de nutrientes y manteniendo la mucosa normal inmunitaria (Escobar-Briones et
al., 20006).

Otra importante funcion tuvo que emerger en los recientes afios sugiriendo que el
efecto de la microbiota comensal influencia procesos como son el metabolismo de lipidos
del huésped asi como el desarrollo de la respuesta inmune. La inter-relacién entre la
microbiota y el huésped son claramente importantes en relacion a la salud y el desbalance
entre estos sistemas ocasiona el desarrollo de enfermedades.

En la Figura 3 se muestra los mecanismos potenciales por los cuales los probioticos
influyen sobre la microbiota intestinal. El consumo de probidticos puede modular la
microbiota o cambiar sus propiedades metabdlicas por competicidn por substratos
nutricionales y por alteracion de la dindmica de la utilizacion de carbohidratos por parte de
la microbiota intestinal. La aplicacion de métodos para determinar perfiles metabdlicos en

modelos animales han sugerido otra ruta indirecta por lo cual las bacterias probioticas



pueden impactar en la microbiota, ya sea por produccion de un microambiente diferente

debido a un rango diverso de rutas metabdlicas.
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Figura 3. Esquema donde se ilustra los mecanismos potenciales por los cuales bacterias
probidticas pueden impactar en la microbiota. Estos mecanismos incluyen (1) competicion
por ingredientes de la dieta con substrato de crecimiento, (2) bioconversion de productos
fermentados, por ejemplo, azucares con propiedades inhibitorias, (3) produccion de
substrato de crecimiento, por ejemplo Exopolisacaridos o vitaminas, para el uso de otras
bacterias, (4) antagonismo directo por bacteriocinas, (5) exclusion competitiva por sitios de
adhesion, (6) incremento de la funcidon de barrera, (7) reduccion de inflamacién, (8)
estimulacidn de la respuesta inmune innata (O Toole y Cooney, 2008).

IL-10

Asi mismo, algunas bacterias probidticas también producen vitaminas (Stanton et al.,
2005) y exopolisacaridos producidos por bacterias acido lacticas que sirven como substrato
para crecimiento de microorganismos comensales (O Toole y Cooney, 2008) (Figura 3). De
igual forma se ha demostrado que probidticos pueden impactar la microbiota general por
antagonismo directo y/o exclusion competitiva con bacterias probidticas que presenten la
capacidad de adhesion haciendo una exclusion de bacterias de la microbiota sobre el

epitelio. Ademas, el efecto de barrera al colonizar el epitelio logra evitar la adhesion de



microorganismos patogenos al hospedero siendo uno mas de los mecanismos de accién de
los probioticos.

Diversos trabajos enlistan los beneficios que aportan estos probidticos a los organismos
de cultivo, sin embargo, son pocos los trabajos que estudian el tipo de modulacién que se
realiza a la microbiota intestinal y sus efectos en la salud del organismo huésped. El interés
de investigar la microbiota intestinal estd basado en la necesidad de un mejor entendimiento
de como los probidticos pueden influenciar en la composicion bacteriana. Este tipo de
estudios han sido ampliamente realizados en vertebrados (Brikbeck, 2005; Austin, 2006;
Escobar-Briones et al., 2006; Bakke-McKellep, 2007), pero en invertebrados estd muy
limitado (Johnson et al., 2008).

1.4. Respuesta inmune en invertebrados

En crustaceos decapodos, los hemocitos circulantes son generalmente clasificados en
tres tipos, hialinos, semigranulares y granulares. Los hemocitos estan involucrados no solo
en la coagulacion sino también en la produccidon de melanina via el sistema profenoloxidasa
(proPO), los cuales juegan un importante role en la defensa contra patdogenos. Ambos
hemocitos granulares y semigranulares llevan a cabo funciones como son de
reconocimiento y defensa. La presencia de compuestos microbianos en el sistema inmune
pueden activar directamente las funciones celulares de defensa tales como fagocitosis,
melanizacion, encapsulacion y coagulacion; las proteinas reconocedoras presentes en el
plasma amplian ese estimulo. Estas proteinas son LPS-binding protein, peptidoglycan-
binding protein, and LPS- and b-1,3-glucan-binding protein (LGBP), y PGRP presente en
el plasma (Chiu et al., 2007).

El sistema proPO puede ser activado en forma natural por componentes microbianos, como
los b-glucanos de hongos, los peptidoglicanos y los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos
(Figura 4). Los cuales se unen a estas proteinas de reconocimiento desencadenando la
liberacion del contenido granular, donde la proPO es convertida a PO mediante una serin-
proteinasa, llamada enzima activadora de la profenoloxidasa (EaproFO). La PO promueve

la oxidacion de fenoles a quinonas, que se polimerizan de manera noenzimatica formando



depdsitos insolubles de melanina, que pueden ser observados como manchas obscuras en el
caparazon de los camarones (Campa-Coérdova et al., 2002) (Figura 3). Ademas de su papel
en la melanizacion, el sistema proPO estd involucrado en algunas reacciones celulares de
defensa como son, la fagocitosis, la formacién de nddulos, la encapsulacion, la adhesion y

la locomocion de hemocitos (Vargas-Albores, 1995).
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Asi mismo, la peroxinectina (PE), una proteina asociada a el sistema proPO, esta
sintetizada y almacenada en los hemocitos granulares y semi-granulares en una forma
inactiva, respondiendo a estimulos por algin elemento extrafio. PE tienen multiples
funciones como son adhesion celular, opsonificacion, degranulacion, actividad peroxidasa e
incremento de la encapsulacion.

Después del proceso de invasion por microorganismos patogenos, los hemocitos migran a
los sitios de infeccion generando una respuesta inflamatoria, en estos sitios ocurre entonces
la fagocitosis de los microorganismos y/o formacion de agregados celulares que envuelven
a las particulas invasoras, con la subsecuente liberacion de moléculas inmuno-efectoras que
neutralizan y degradan a los patdgenos. Durante el proceso de Fagocitosis, el patdgeno es
envuelto e interiorizado dentro de un fagosoma, que luego se funde con las
vesiculas/granulos presentes en el citoplasma en vacuolas fagociticas intracelulares que se
unen con los granulos lisosomales, estos se caracterizan por un pH acido y por la presencia
de una amplia variedad de enzimas hidroliticas, capaces de matar y degradar al patdgeno.
Debido a la fagocitosis puede ocurrir la liberaciéon del contenido enziméatico de los
lisosomas hacia el plasma, a partir de la degranulacion de los hemocitos granulares. Entre
las enzimas liberadas se destaca la lisozima, capaz de romper polisacaridos complejos o
peptidoglicanos (PGs) aunado a esta destruccion por las enzimas lisosomales, se presenta la
produccion de moléculas altamente toxicas, que ocurre con el aumento en el consumo de
oxigeno a nivel intracelular (Choque respiratorio) que resulta en la produccién de una
variedad de radicales intermedios altamente reactivos, tanto de oxigeno (ROIs) como de
nitrogeno (RNIs) (Barracco et al., 2008). Los ROIs son radicales de oxigeno que poseen
electrones libres o no pareados en su drbita mas externa, lo que les confiere una elevada
capacidad de reaccion con las estructuras y compuestos proximos, tales como membranas
celulares, proteinas y acidos nucleicos, esta produccion de radicales estd ligada a la
activacion de un complejo enzimatico denominado NADPH oxidasa, localizado en la
membrana celular y en la superficie de los grdnulos lisosomales y es activado por
lipopolisacaridos, lipoproteinas de bacterias y -glucanos de hongos. Esta activacion resulta
en la reduccion del oxigeno molecular al aniénsuperoxido (O,-) subsecuentemente inicia la

produccion de peroxido de hidrogeno (H,O,) y otros compuestos reactivos como son
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radical hidroxilo (-OH) y en aniones hidroxilo (OH-) por la reaccién Haber-Weiss o, luego
de la disminucién en H,O,, en acido hipocloroso (HOCL), oxigeno singlet (‘O ,) y en
cloraminas por la accién de la mieloperoxidasa (MOP) (Bogdan et al., 2000; Chiu et al.,
2007) (Figura 5). El anion superdxido es el primer producto libre del choque respiratorio y
juega un importante rol en la actividad microbicida (Barracco et al., 2008).

De igual forma, las proteinas y péptidos antimicrobianos o AMPs son componentes
esenciales del sistema inmune innato, pudiendo presentar una actividad microbicida rapida
y potente contra un amplio espectro de microorganismos (Barracco et al., 2008). El
mecanismo de accion de los AMPs es a nivel de membrana del patégeno, provocando su
desestabilizacion, ocasionado por una actividad detergente, a través de la interaccion
electrostatica con los fosfolipidos anionicos de la membrana, llevando a un desequilibrio de
sus funciones (Barracco et al., 2008). También pueden insertarse en la bicapa lipidica,
formando grandes poros, lo que lleva a un flujo incontrolado de solutos del contenido
citoplasmatico, resultando en la muerte del organismo. En penaeidos, tres familias de
AMPs fueron descritas y caracterizadas a partir de los hemocitos: peneidinas (Destoumieux
et al, 1997); crustinas (Gross et al., 2001; Bartlett et al., 2002) y factores anti-
lipopolisacaridos (ALFs) (Gross et al., 2001; Supungui et al., 2002).

Las peneidinas son péptidos antimicrobianos de 5 a 8 kDa; moléculas altamente cationicas,
compuestas por una region N-terminal rica en residuos de prolina y una region C-terminal
conteniendo seis residuos de cisteina unidos por tres puentes disulfidicos (Destoumieux et
al., 1997). Las peneidinas estan subdivididas en varios subgrupos (peneidinas 2 a 5) siendo
que cada una contiene varias isoformas distintas (Gueguen et al., 2006), son expresadas en
forma constitutiva en los hemocitos y presenta una actividad potente contra bacterias Gram-

positivas y hongos filamentosos (Destoumieux et al., 1999; 2000).
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2. Antecedentes

Hoy en dia los probiodticos son usados como control bioldgicos en la prevencion de
ataques bacterianos representando una opcion para mejorar la salud y el crecimiento de los
organismos contra patdogenos potenciales en la acuicultura (Gatesoupe, 1999, Iriato y
Austin, 2002). La mayoria de los probidticos que se han propuesto para uso en la
acuicultura pertenecen al grupo de las bacterias acido lacticas y a los géneros Vibrio,

Bacillus y Pseudomonas ademas de Levaduras (Balcazar et al., 2007).

Burgenst et al. (2004), probaron un suplemento alimenticio a base de levaduras
(Diamond V XP Yeast Culture) en el cultivo de juveniles de Litopenaeus vannamei
observando que con la administraciéon de este suplemento los organismos presentan
resistencia a enfermedades bacterianas principalmente ocasionadas por Vibrios. De igual
forma, Ziaei-Nedja et al. (2005) Observaron el efecto de un Probidtico comercial a base de
Bacillus en la actividad enzimatica digestiva de Fenneropenaues indicus durante el
desarrollo larvario y preengorda encontrando mejoras en cuanto crecimiento y

supervivencia en los tratamientos con el probiético.

2.1. Habilidad competitiva contra patégenos

Para seleccionar microorganismos posiblemente probidticos es necesario conocer su
potencial de colonizacién, habilidad de competencia con patdgenos, produccion de
substancias antimicrobianas y su capacidad para incrementar la resistencia a las

enfermedades (Balcazar, 2002).

Numerosos estudios se han encaminado a conocer el efecto inhibitorio, tal es el caso de
Nakayama et al. (2009) quienes investigaron el efecto de Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis y B. megaterium en términos de produccién de toxinas e inhibicion de Vibrio
harveyi, concluyendo que B. subtilis inhibe el crecimiento de Vibrios; B. licheniformis y B.

megaterium suprimen la actividad hemolitica de Vibrio.
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Vaseehram y Ramsamy (2003), encontraron que el crecimiento del patogeno Vibrio harveyi
es controlado por el probidtico B. subtilis BT23 tanto en condiciones in vitro como in vivo.
De manera similar, Rengpipat et al. (2000), reportaron que la inoculacién con BacillusS11,
el cual habia sido reportado previamente presenta efecto inhibitorio in vifro contra V.
parahaemolyticus 'y V. harveyi incrementa la supervivencia de P. monodon. Asi mismo,
Balcazar et al. (2007) observaron que B. subtilis UTM 126 inhibe el crecimiento de
patdgenos como V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 'y V. harveyi tanto en condiciones in
vitro como in vivo. Ochoa y Olmos (2006) reportaron que B. subtilis y B. megaterium
presentaron alta degradacion de ingredientes comuinmente usados en alimentos del
camarén. Ziaei-Nejad et al. (2006), examinaron un probiotico comercial a base de Bacillus
(i.e. B. subtilis, B. licheniformis, B. polymyxa, B. laterosporus y B. circulans) observaron
un incremento en la actividad enzimatica (Amilasa, Lipasa y proteasa total) durante el
proceso de digestion y crecimiento de Fenneropenaeus indicus en varios etapas
ontogénicas. Guo et al. (2009) sugieren que la inoculacién del probidtico B. fusiformis en el

cultivo larvario de L. vannamei incrementa la supervivencia y metamorfosis.
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2.2. Colonizacion bacteriana y su efecto en la microbiota intestinal

La microbiota intestinal de organismos acudticos ha mostrado una alta dependencia de la
colonizacion bacteriana durante el desarrollo temprano, condiciones ambientales y cambios
en la dieta (Ringe et al., 1995, 2006a; Ringe y Birkbeck, 1999; Olafsen, 2001). Por tal el
conocer el impacto que genera los probidticos en la modulacién de la microbiota intestinal
ha sido estudiado en vertebrados pero en invertebrados ha sido limitado. Tal es el caso de
Li et al. (2007) quienes determinaron el efecto de fructooligosacaridos de cadena corta en la
microbiota intestinal de L. vannamei, demostrando que el prebiotico altera la composicion
de la microbiota GI asi como incrementa la concentracion de hemocitos totales (THC) y el
estallido respiratorio. Asi mismo, Johnson et al. (2008) analizaron la microbiota de agua de
estanques e intestino del camardn blanco Litopenaeus vannamei observando que la
microbiota presente en el estanque es la que aportaba mayor concentracion de lipidos a los
organismos de cultivo en comparacién con el alimento formulado. Asi mismo, el andlisis de
la microbiota intestinal presente en diversos decdpodos como Fenneropenaues chinensis
(Liu et al., 2011), larvas de Litopenaeus vannamei (Pangaastuti et al., 2010), Rimicaris
exoculata(Durand et al., 2010). Sin embargo solo dos trabajos se han enfocado en analizar
el efecto de Bacillus en la microbiota intestinal de crustaceos tal es el caso de Daniels et al.
(2010) quienes evaluaron el efecto de Bacillus spp. y de prebidticos en el desarrollo
larvario, morfologia intestinal y microbiota intestinal, observando una reduccién en la
diversidad de las especies. Asi mismo, Liu et al. (2011) analizaron la comunidad bacteriana
del camarén Kuruma (Marsupenaeus japonicus) y determinaron que Bacillus ejerce un
efecto en la microbiota normal de camardn, que posiblemente tenga efectos benéficos en el
organismo pero esto no fue evaluado.

Por tales razones, el presente trabajo tiene como finalidad obtener bacterias con
caracteristicas probioticas y determinar el efecto en la supervivencia larval del camarén
blanco, asi como conocer el efecto en la modulacion de la microbiota intestinal y respuesta

inmune que genera en juveniles de L. vannamei.
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3. Justificacion

La acuicultura es una actividad de gran importancia econémica debido a la cantidad de
divisas que genera. Sin embargo esta activadad se ha visto expuesta a la aparicién y
diseminacion de enfermedades que han ocacionado serias perdidas en su produccién. El uso
de preparaciones microbianas como medida precautoria en contra de los microorganismos
patogenos que ocacionan este tipo de enfermedades ha sido estudiado. Diversos trabajos
enlistan los beneficios que aportan estos probidticos a los organismos de cultivo, sin
embargo, son pocos los trabajos que estudian el tipo de modulacion que se realiza a la
microbiota intestinal y sus efectos en la salud del organismo huésped. Esta informacién es
considerada un apoyo para una mejor comprencion de los mecanismos de accion ejercidos

por cepas probioticas.

4. Hipotesis

Las cepas de bacterias aisladas del tracto digestivo de L. vamnamei con actividad
inhibitoria in vitro sobre Vibrios patogenos, favorecera la supervivencia en cultivos
larvarios del mismo organismo y promovera el mejoramiento de la respuesta inmune

debido a la modificacién de la microbiota intestinal del camaron blanco.
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5. Objetivo general.

Obtener cepas bacterianas con caracteristicas probiodticas y evaluar su efecto en la
modulacién en la microbiota intestinal y el tipo de respuesta que genera (respuesta inmune

y resistencia a bacterias patégenas) en el camardn blanco Litopenaeus vannamei.

5.1 Objetivos especificos.

1. Obtener cepas bacterianas con caracteristicas probidticas aisladas de intestino de

organismos adultos de L. vannamei.

2. Determinar el efecto de las cepas de probioticos aisladas en la modulacion de la

microbiota intestinal de juveniles de camaron blanco L. vannamei.

3. Cuantificar mediante qPCR los niveles relativos de expresion de genes especificos,
relacionados a la respuesta inmune en invertebrados, dirigido a la produccion de
melanina, adhesion celular, encapsulacidon y fagocitosis en hemocitos de camaron

Litopenaeus vannamei, en exposicion aguda al patdégeno Vibrio parahaemolyticus.
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6. Materiales y métodos

Para la obtencion de las cepas bacterianas se utilizaron organismos adultos de
Litopenaeus vannamei los cuales fueron mantenidos en el laboratorio de nutricion
experimental del CIBNOR (La Paz, B.C.S.), hasta el momento de la extraccion de los

intestinos.

6.1. Aislamiento bacteriano

De cada muestra de intestino se realizaron aislamientos bacterianos en Agar Marino
(Difco, 2216), Agar YPD y Agar Mann Rogosa y Sharp (Agar MRS, difco) mediante la
utilizacion de la técnica de dilucidn seriada y extension en superficie para aislar colonias de
bacterias marinas y levaduras. La incubacion se realizé a 30°C por 24 h.

Las colonias aisladas de los cultivos se observaron al microscopio mediante tincién
Gram para observar la morfologia de las colonias; siendo seleccionadas aquellas células
con formas de bacilos. Las cepas aisladas se transfirieron a caldo YPD, caldo Marino y
Caldo MRS con 15% de glicerol y se almacenaron a -80°C hasta el momento de su

utilizacion.

6.2. Cultivo bacteriano

La cepa de prueba preservada a —80 °C fue descongelada y cultivada en caldo soya
tripticasa (CST) incubando a 30°C por 24 h. El cultivo se centrifugo a 5000 x g durante 10
min, se elimino el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendié en una solucion
estéril de NaCl al 2.5%. Se determind la densidad dptica (540 nm) en un espectrofotometro,
la cual se ajusto a 1 para obtener una concentracion de 1 x 10° células/mL (Determinado
por cuenta viable). A partir de la muestra con densidad de 1.0 se hicieron las diluciones

requeridas para los bioensayos in vitro e in vivo.
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6.3. Cultivo de bacterias patéogenas

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. vulnificus V. campbelli
pertenecen a la coleccion de Microorganismos de Importancia Acuatica (C.A.I.M., siglas en
ingles) pertenecientes al Centro de Investigacion para la Nutricion y Desarrollo, Unidad
Mazatlan para Acuicultura y Manejo Ambiental, las cuales se almacenaron a —80°C en
caldo de soya tripticasa (CST) con 2.5% de NaCl y 15% glicerol, hasta el momento de su
utilizacion.

Cuando se requirid, las cepas fueron descongeladas y cultivadas en CST con 2.5%
de NaCl e incubadas a 30°C por 24 h. El cultivo se centrifugé a 5000 x g durante 10 min, se
elimin6 el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendid en una solucion estéril
de NaCl al 2.5%. Se determind la densidad 6ptica (600nm) en un espectrofotometro, la cual
se ajusto a 1.0 para obtener una concentracién de 1 x 10° células/mL. A partir de la muestra

con densidad de 1.0 se hicieron las diluciones requeridas para las pruebas de antagonismo.

6.4. Actividad inhibidora in vitro

El efecto bactericida de cada cepa aislada se probd in vitro contra V. alginolyticus y
V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. vulnificus y V. campbelli usando el método de Dopazo
et al. (1988), en el cual placas con agar soya tripticasa (AST) preparado con 2.5% de NaCl,
fueron inoculadas puntualmente con 10 puL. de un cultivo de 24 h de cada cepa bacteriana.
Después de una incubacion de 24 h a 30°C, las células bacterianas se mataron con vapor de
cloroformo durante 45 min. Las placas se recubrieron usando 6 mL de AST con 2.5% NaCl
y 0.9% de agar, conteniendo 0.1 mL de una diluciéon 1/10 de un cultivo de 16 h de las cepas
patogenas. Las placas fueron leidas a las 24 h de incubacion a 30°C y cada cepa que mostrd
una zona de inhibicién de al menos 5 mm se considerd con inhibicién positiva para los

patdgenos probados.
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Otra prueba de inhibicion fue realizada de acuerdo a la técnica descrita por Balcazar
et al. (2007); Donde cepas patdgenas fueron inoculadas en TSA suplementadas con 2.5%
de NaCl. Pozos de 3 mm de didmetro fueron hechos en el agar solidificado, fueron
adicionados 10 uL de un cultivo de cada una de las cepas candidatas a probioticos a probar.
Las placas fueron incubadas a 30°C y zonas de inhibicidn alrededor de los pozos fueron

medidas después de 24 horas.

6.5. Actividad hemolitica

Para determinar la actividad hemolitica de las cepas candidatas a probidticos se
utilizo agar base sangre (DIFCO) al que se le adiciond 5% de sangre estéril y 2.5% de
Cloruro de Sodio (Koneman, 2001). Cada cepa bacteriana fue inoculada en cajas Petri
preparadas con Agar Base Sangre y se incubaron a 30°C en condiciones aerobias de
acuerdo a los requerimientos de cada bacteria (Tabla I). Asi mismo, se probo la actividad
hemoliticade las cepas en hemocitos de camarén, de acuerdo a la técnica descrita por
Chang et al., 2000, donde 1 mL de hemolinfa obtenida de camarones sanos fue
inmediatamente transferida en un tubo estéril conteniendo 133 pL 3% (w/v) de Rosa
Bengal (disuelto en buffer citrato-EDTA). Esta mezcla fue adicionada a un medio basal
que contenia 10 g Bacto peptona, 5 g de cloruro de sodio y 15 g de Agar disueltos en 1000
mL de agua destilada este medio fue autoclaveado y enfriado a 45-50°C. Fue adicionada 1

mL de hemolinfa por cada 15 mL de medio.

Tabla 1. Patrén de hemolisis bacteriana

Tipo de hemolisis Caracteristicas

Alfa (o) Se deduce a partir de una zona parda a verdosa alrededor de las colonias

Beta (B) Las bacterias sintetizan una hemolisina que origina una zona de lisis transparente alrededor de
las mismas

Gamma (y) Algunas bacterias crecen en agar sangre sin producir ningtin cambio en los glébulos rojos. No
hemolisis.

Sin crecimiento Algunas especies bacterianas no son capaces de crecer en este medio.
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6.6 Ensayo de Dot-Blot para cepas bacterianas seleccionadas aisladas de intestino de

camaron de L. vannamei

6.6. 1. Extraccionde moco

El moco fue extraido de las paredes del intestino de reproductores de camaron blanco de L.
vannamei utilizando una espatula de hule pequefia previamente esterilizada, resuspendiendo
el moco obtenido en buffer Hepes-Hanks (HH) pH7.4 frio. El extracto crudo de moco fue
centrifugado a 11,000 rpm por 10 min a 4°C con el fin de eliminar la mayor cantidad
posible de particulas y células epiteliales. El sobrenadante fue colocado en un tubo limpio y
centrifugado nuevamente a 11,000 rpm a 4°C por 30 min, fueron almacenados a -20°C
hasta su utilizacion. Se cuantifico la concentracion de proteina del extracto crudo de moco

con la utilizacidon del método BCA (BCA Protein Assay Kit).

6.6.2. Marcado Enzimatico

A alicuotas de moco previamente congeladas se les adiciond un inhibidor de proteasas
Na,EDTA hasta una concentracion final de 1 mM. El moco fue dializado contra un buffer
de carbono de sodio 0.1 M a un pH 9.5 y 4°C toda la noche. Por separado se disolvieron 5
mg de peroxidasa (Horse Radish Peroxidase), HRP en 2.5 mL de agua destilada y se afiadi6
a la mezcla 500 pL de peryodato de sodio 0.1 M recién preparado. La mezcla se agito
suavemente por 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se dializo contra un
buffer de acetatos 0.0001 M con pH 4.4 toda la noche a 4°C.

Una vez dializada la enzima se afiadié 20 puL de buffer de carbonatos 0.1 M, pH 9.5. Se
procedié a mezclar 1 mL de la enzima tratada con 1 mL del extracto crudo de moco
preparado a una concentracion de 4 mg/mL de proteina. La mezcla se conservo a
temperatura ambiente por 2 h mezclando ocasionalmente y se afiadié a la misma 100 pL de
una solucidn recién preparada de Borohidruro de sodio para reducir enzimas libres. La

mezcla se dializé finalmente contra un buffer de boratos 0.1 M pH 7.4 durante toda la
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noche a 4°C. El moco marcado fue mezclado con volimenes iguales de glicerol al 80% y se

almaceno a -20°C.

6.6.3. Preparacion del Cultivo

Se analizaron 7 cepas bacterianas que presentaron efecto inhibitorio in vitro en contra de
los vibrios patdgenos. Cultivos primarios crecidos por 24 h en LDM (Conway y Kjelleberg,
1989), fueron resembrados en 5 mL de medio fresco LDM y se incubaron hasta que el
cultivo se encontr6 al final de la fase de crecimiento logaritmico, posteriormente, se
cosecho 1 mL del cultivo el cual fue centrifugado y se le adiciond 1 mL de buffer Hepes
Hanks (HH) pH 7.4 centrifugando a 1570 x g durante 5 min a 4°C, resuspendiendo el pellet

en HH y ajustando la densidad dptica a 1 de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

6.6.4. Preparacion de la membrana

Una membrana de teflon (Inmobilon, Millipore), fue cortada e hidratada por 2 s en metanol,
posteriormente fue enjuagada en agua destilada por 5 min y equilibrada en buffer HH
procediendo a colocarla sobre una cama humeda de papel filtro para evitar la

deshidratacidn.

6.6.5. Inmovilizacion del cultivo y Ensayo de Dot-Blot

Suspensiones bacterianas (10 pL) fueron inmovilizadas sobre la membrana equilibrada,
colocando por triplicado fue incubada por 20 min a temperatura ambiente y agitacion suave
pero constante. La membrana con las muestras cargadas y aun himedas, fue bloqueada con
10 mL de una solucién al 3% Albumina de Suero Bovino (ASB), incubando durante 30 min
con agitacion suave para evitar que las células se despeguen de la superficie de la
membrana, se realizaron tres lavados con 10 mL de Buffer HH por intervalos de 10 min

entre cada lavado y a temperatura ambiente, ya bloqueada la membrana fue incubada con
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una solucidon que contenia 10 mL de buffer HH y 100 pL. de moco previamente marcado,
por un periodo de 2 h a temperatura ambiente y manteniendo agitacion suave y constante.
La membrana fue lavada en tres ocasiones con buffer HH. Para llevar a cabo el desarrollo
de color, la membrana fue enjuagada brevemente con 10 mL de una solucion de acetato de
sodio 0.1 M, pH=5.1, afiadiendo enseguida 10 mL de la misma solucion que contenia 3.5
mg de diaminobenzidina que sirvié como cromdgeno y 2.5 puL de perdxido de hidrogeno,
como sustrato de la enzima. Una vez desarrollado el color, la reaccion se detuvo

enjuagando la membrana con agua destilada estéril.

6.7 Crecimiento en moco evaluado mediante cuenta viable en Agar Marino

6.7.1. Preparacion del moco

Para realizar las cuentas viables de las bacterias inoculadas en moco intestinal de camaron,
diluciones de moco fueron hechas hasta obtener una concentraciéon de 4 mg/mL en HH.
Posteriormente se transfirieron 3 mL de moco diluido a cajas petri y fueron expuestos a la

luz U.V. por 8 min.

6.7.2. Preparacion del cultivo

Cepas seleccionadas fueron cultivadas por 24 h a 37°C en medio LDM, posteriormente fue
inoculado moco estéril con 5000 células por cada 200 pL. de moco, se realizaron cuentas
viables de los cultivos asi como toma de muestras de moco cultivado con las bacterias para

realizar las tinciones con naranja de acridina para determinar crecimiento en moco.

6.7.3. Tincion con Naranja de Acridina

A partir de los cultivo de moco inoculado con las bacterias, se tomaron 200 uL por
duplicado, posteriormente fue centrifugado a 3500 rpm durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante fue eliminado y el pellet fue lavado con 200 uLL de PBS y se le adicion6 50

uL de una solucion al 0.01% de Naranja de Acridina e incubadas a temperatura ambiente
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durante 30 min, después de este periodo de incubacidn se realizaron 2 lavados con agua
destilada estéril. Preparaciones fueron hechas para observarlas en un microscopio de

fluorescencia marca Olympus BX41 y un filtro B-2A (EX470-490, DM 585).

6.8. Efecto de Bacterias candidatas a probidticos en la supervivencia larvaria de L.

vannamei

Una vez seleccionadas in vitro las cepas probioticas, fue evaluado in vivo su efecto
protectoren larvas de camarén blanco. Fueron utilizados nauplios de L. vannamei
procedentes del laboratorio de Acuicultura Mahr S.A. ubicado en la ciudad de la Paz,
B.C.S., grupos de 225 nauplios/L fueron cultivados en tanques de cultivo con capacidad util
de 40 L a 29+ 1°C, salinidadde 36 ppm, con aireacion constante y agua de mar filtrada a 1
um y esterilizada por luz UV. Larvas fueron alimentadas con 2 x 10° células/mL de
Chaetoceros calcitrans e Isochysis galbana (proporcion 1:1). Después de mysis I, fueron
alimentadas con nauplios de Artemia salina precocidos, diariamente se realizaban
recambios de agua del 25 %.

Un primer bioensayo fue realizado, un total de 4 cepas bacterianas (YC3-B, C2-2,
YC5-2 y YC2-a) que demostraron su efectividad in vitro fueron inoculadas diariamente a
una densidad de 1 x 10° UFC/mL, asi como una mezcla bacteriana (YC3-B, C2-2,
proporcion 1:1 a una concentracién de 1 x 10° UFC/mL), el antibidtico comercial
(oxitetraciclina) a 4 mg/L y los probiodticos comerciales EPICIN (1.5 ppm) y ALIBIO
(Zoea I: 1 ppm, Zoea II: 2 ppm, Zoea III: 3 ppm, Mysis: 4 ppm y Postlarva: 5 ppm),a partir
de zoea I hasta obtener postlarvas de L. vannamei,con nauplios no tratados como control.

En orden para observar el efecto de las tres bacterias que resultaron mejores en
términos de supervivencia larvaria un segundo bioensayo fue realizado donde larvas fueron
tratadas con una mezcla de las cepas bacterianas (Bacillus mix: YC3-B, C2-2 y YC5-2 a
una proporcion 1:1:1 a una concentracién de of 1 x 10° UFC/mL) asi como el probidtico

comercial ALIBIO y un grupo sin tratamiento como control.
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6.9. Efecto de Bacterias candidatas a probidticos en el desarrollo larvario

Con el fin de demostrar el efecto de los probidticos, se monitorearon diariamente el
avance del desarrollo de los organismos, y estos datos se usaron para el calculo del indice

de desarrollo (I.D.) de acuerdo a Villegas y Kanazawa (1979):

LY

n

en donde: 1 = El valor absoluto atribuido a cada estadio larvario (3: Zyy; 4: My; 5:
My; 6: My y 7: PL;). nj = numero total de larvas en el estadio i. n = nimero total de

organismos analizados.

6.10. Identificacion de las cepas bacterianas

Para la identificacion de las cepas candidatas a probioticos, se procedid a la extraccion
del ADN gendémico con el uso del kit Promega Wizard Genomic DNA purification Kit
(Promega, USA). Se realiz6 la amplificacion del gen 16S rRNA (=1.5 Kb fragmentado de
ADN) de cada cepa por PCR con el uso de los primers universales pA y (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y pH* (5- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3),

como fue descrito por Broda et al., 1999.
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6.11. Efecto de probidticos en la microbiota del tracto digestivo del camaron blanco

Litopenaeus vannamei

6.11.1. Bioensayo

Se realizé un bioensayo que tuvo una duracion de 27 dias con juveniles de camaron
blanco con un peso promedio de 8 + 0.1 g; fueron colocados en tanques de cultivo con
capacidad util de 80 L a una densidad de siembra de 21 organismos/tanque donde se
inocularon diariamente los probidticos manejando los siguientes tratamientos: Bacillus mix
(cepas YC3-B, C2-2 y YC5-2) a una concentracién de 1 x 10° UFC/mL; probidtico
comercial Alibio a una concentracién de 1x 10° UFC/mL (Figura 6a y 6b); juveniles no
tratados como control, se realizaron muestreos cada 5, 10, 15 y 20 dias tomando 1 camar6n
de cada tratamiento y del control por quintuplicado. De igual forma, se realiz6 toma de
muestras de intestino al tiempo 0, 12y 48h durante la prueba reto contra V.
parahaemolyticus, extrayendo el intestino y colocandolo en 1 mL de Etanol absoluto para

precipitar el ADN; ya en el laboratorio se elimino el etanol y el intestino fue congelado a -

80°C hasta el momento de su utilizacidon (Figura 6¢).

Figura 6. Cultivo de L. vannamei para toma de muestra de intestino.

6.11.2. Prueba reto

Se realiz6 una prueba reto contra la cepa patogena Vibrio parahaemolyticus (CAIM

170). Juveniles previamente tratados con los probidticos fueron divididos en dos grupos, un
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grupo designado para la determinacién de la expresion génica y un segundo grupo
designado para determinar supervivencia (Figura 6). Ambos grupos fueron inyectados en
el tercer segmento abdominal con una suspension bacteriana a una densidad de 2.5 x 10°
UFC/g de camaron, se realizaron toma de muestras de hemolinfa antes de la prueba reto
(To)alal,3, 6, 12,24 y 48h pos inyeccidn, para cuenta de hemocitos totales y para realizar
la extraccion del RNA total y cuantificacion de genes de respuesta inmune con el uso de la

técnica de PCR en tiempo real (Figura 7).

Control + (Camarones Canteal: (CamaTanes

i ibri Alibio + Vibrio tratad tad no tratado y no .
Mix + Vibrio no tratado y retados) retados] Expresion
@ @ @ [
Control -
Control + (Camarones no
Alibio + Vibrio (Camarones no tratado y no

Mix + Vibrio tratado y retados) retados
@ @ @ @ —Supervivencia

Figura 7. Prueba Reto contra Vibrio parahaemolyticus.
6.11.3. Extraccion de Hemolinfa

La hemolinfa fue extraida en la base del pledpodo del primer segmento abdominal cerca del
poro genitalutilizando una jeringa de 3.0 mL conteniendo 600 pL de una solucion
anticoagulante pre-enfriada a 4°C (dependiendo de la hemolinfa colectada, se calculd el
factor de dilucién respecto a los 600 puL. de anticoagulante (450 mM NaCl, 10 mM KCI,
10mM EDTA-Na,, 10mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm kg') (Vargas-Albores et al., 1996).

La hemolinfa fue colocada en tubos eppendorft de 1.5 mL y colocados en un bafio de hielo.
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6.11.3.1. Cuantificacion de hemocitos

Elconteo de los hemocitos circulantes se realizé conforme a la técnica descrita por Campa-
Cordova et al., 2002, en donde a 50 pL de hemolinfa se les aplicaron 200 pL de
formaldehido al 10%. Los hemocitos fueron cuantificados con el uso de un
hematocitometro (Neubauer) en un microscopio 6ptico binocular (Olympus CX21, USA) a
un aumento de 10x.

El nimero de hemocitos se determina en células por mililitro. Para ello, se dividid el
nimero de células contadas entre el nimero de cuadrantes leidos (8) x 10,000 x el factor de
dilucion con la solucién fijadora (5) x el factor de dilucion con la solucién anticoagulante

(2.5).

6.11.4 Analisis estadisticos

Porcentajes de supervivencia obtenidos a partir de los bioensayos fueron transformados al
arcoseno para su posterior analisis.Valores de supervivencia transformados fueron
analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via y en caso de existir diferencias
significativas (p< 0.05), se hizo una comparacion de medias mediante la prueba de rangos
multiples de Tukey HSD P<0.05. Analisis estadisticos fueron realizados usando en software

Statistica 6.0.

6.12. Analisis de comunidad bacteriana con el uso de la técnica SSCP (Single Strand

Conformation Polymorphism)

6.12.1. Amplificacion por PCR

Para la identificacion de la microbiota asociada al tracto digestivo de adultos de L.
vannamei, se utilizoéla técnica SSCP con previo aislamiento de ADN de los tractos
digestivos.Se procedi6 a realizar una PCR anidada utilizando oligonucledtidos para el gen

16S, con la utilizacién de los oligonucledtidos pA: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
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y pH*: 5~ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’, que fueron descritos por Broda et al.
1999.

Cada reaccion contenia 25 ng de ADN, 2.5 puL de buffer taq 10x, 1.5 mM de MgCl,,
0.2 mM de ANTP’S, 0.5 uM de cada oligonucledtido, 1U de taq polimerasa (Invitrogen) y
agua mili Q para tener un volumen final de 25 pL. Las reacciones se llevaron a cabo en un

termociclador Peltier Thermal Cycler de BIO RAD con el programa descrito en la tabla II.

Tabla II. Programa de PCR para la amplificacion del gen 16S.

Temperatura Tiempo

95°C 4 min

94°C 45s } 35 ciclos
56°C 45 s

72°C 1 min

72°C 5 min

4°C 00

Se realiz6 una segunda PCR utilizando como templado la primera PCR pero como
oligonucleédtidos Com 1 5"CAG CAG CCG CGG TAA TAC 3" y Com 2ph 5'CCG TCA
ATT CCT TGG AGT TT 3’, que amplifican las regiones variables V4 y V5 del gen 16S,
cada reaccion contenia 250 ng de ADN (5 ng/uL), 5 uL de buffer taq 10x, 1.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTP’S, 0.5 uM de cada oligonucledtido, 2.5 U de taq polimerasa
(Invitrogen) y agua mili Q para tener un volumen final de 50 pL. Las reacciones se llevaron

a cabo en un termociclador Peltier Thermal Cycler de BIO RAD con el programa descrito

en la tabla III.
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Tabla III. Programa de PCR para la amplificacion de las regiones variables del gen 16S

TEMPERATURA TIEMPO
94°C 3 min
94°C 1 min 30 Ciclos
50°C 1 min
72°C 1.10 min
72°C 5 min
4°C o

6.12.2. Preparacion de cadena sencilla de DNA

Los productos de PCR fueron purificados mediante el Kit PCR Purification Kit
(QIAGEN), una vez purificados fueron tratados con Lambda exonucleasa (BioLabs) para
eliminar la hebra conteniendo al primer fosforilado: la reaccién contenia 2.5 pg del
producto de PCR, 2.5 U de Lamda exonucleasa y 4 puL de buffer 10X para tener un
volumen final de 30 pL. Los tubos conteniendo la mezcla de reaccidn se agitaron en vortex
por 10s y se incubaron a 37°C por 45 min. Transcurrido este tiempo se llevo a cabo la
purificacion del ADN de cadena sencilla mediante el kit de purificacion Minielute
(QIAGEN). EI ADN de cadena sencilla fue mezclado con un volumen igual de solucion
desnaturalizante (formamida 95%, NaOH 10 Mm, azul de bromofenol 0.25%, cianol-xileno
0.25%). Las muestras fueron desnaturalizadas a 95°C por 2 min y posteriormente se
transfirieron a un bafio con hielo por 2 min antes de ser cargadas en el gel de acrilamida

(Tabla IV).
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Tabla IV. Preparacion del gel de acrilamida al 0.625%.

Reactivo Volumen (mL)
MDE 6.240
TBE 10X 2.000
Persulfato de amonio 40% 0.020
TEMED 0.008
H,0 milli Q 11.752

La electroforesis se llevd a cabo a 260 V, 65 mA, durante 18h a una temperatura de
14°C. Al término del programa de corrida los geles fueron visualizados mediante tincién

con plata.

6.12.3. Tincion de geles de SSCP con Nitrato de Plata

Los geles fueron fijados con solucidn fijadora (acido acético 10%) durante 30 min a
temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion se recupero la solucidn fijadora y se
procedi6 a realizar 3 lavados con agua milli Q durante 5 min cada uno. Posteriormente los

geles se sumergieron en la solucion de tefiido (AgNO3 0.1%, formaldehido 0.05%) por 30

min y se lavaron con agua milli Q por 2 min. Las bandas fueron visualizadas en solucion de
revelado (Na,COj; 2.3%, formaldehido 0.075%, NaS,;04 0.002%) hasta la aparicion de las
bandas (Figura 8).

Figura 8. Electroforesis y tincion de plata de geles de SSCP
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Finalmente, los geles fueron documentados en un scanner (UMAX, Powerlook 2100
XL) en formato TIFF con una resolucién de 300 dpi necesarios para el andlisis de datos con

el software Gel Compare II (Applied. Maths. Inc).

6.12.4. Elusion y re-amplificacion de bandas seleccionadas

Antes de cortas las bandas de interés, los geles de SSCP fueron previamente hidratados con
agua milli Q estéril, una vez hidratados, se procedié a cortar las bandas con el uso de un
bisturi estéril. Bandas fueron colocadas en tubos de 1.5 mL previamente etiquetados y se
les adicioné 50 pL de buffer “Crush and Soak™ (acetato de amonio 0.5 M, acetato de
magnesio 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0 y SDS 0.1%) fragmentando la acrilamida con una
punta de micropipeta estéril. Los tubos se incubaron por 3 h a 37°C y 800 rpm en un
termomix, se centrifugd a 12, 000 g por 1 min a temperatura ambiente y se transfirié 40 uL
de sobrenadante a un tubo nuevo. A este tubo se le adiciond 2 volimenes de alcohol
absoluto y se incub6 toda la noche a 4°C para precipitar el ADN. Tubos fueron
centrifugados a 12,000 g por 15 min a 4°C, para finalmente eliminar el sobrenadante y
secar el pellet para posteriormente ser resuspendido en 10 uL de Tris-HCI (10 mM, pH
8.0), se realiz6 una reamplificacion del ADN obtenido de cada una de las bandas utilizando
los oligos Com 1 y Com 2ph (Schwieger y Tebbe, 1998). Los productos se visualizaron en
geles de agarosa al 2% en TAE tefiidos con SIBRsafe y fueron mandados a secuenciar a la

empresa Genewiz (NJ, USA).

6.12.5. Analisis estadisticos de curvas densitométricas de los geles de SSCP

Para determinar la diversidad en la comunidad microbiana correspondiente a los perfiles de
bandeo obtenidos de los geles de SSCP, fue utilizado los siguientes indices: (1) Shannon’s
diversity index H' = X [pi(Inp;)], el cual refleja la diversidad de la comunidad microbiana;
(2) Shannon’s equitability index E' = H'/In(S), donde S es el numero de OTU’s

(presumiblemente especies) y p; es la proporcion de la intensidad de la banda (Dethlefsen et
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al., 2008). Para determinar la similitud entre los tratamientos se utilizaron las curvas
densitométricas obtenidas de cada una de las muestras las cuales fueron exportadas a una
matriz binaria (PAST software). El andlisis de componentes principales (PCA) se realizé a
partir de las matrices de correlacidon generados a partir de una matriz binaria, que se expreso
como un valor de coeficiente de similitud de Pearson (Fromin et al., 2002). PCA fue

realizado con el software Statistica 6.0.

6.13. Analisis de la expresion de genes de respuesta inmune por qPCR en tiempo real

6.13.1. Primers

Todos los primers fueron sintetizados por Sigma. Para confirmar la especificidad de cada
uno de ellos, se realizaron PCR de punto final con un set de muestras de cada uno de los
tiempos muestreados, la visualizacion se realizé en un gel de agarosa al 2%. Las secuencias

de los primers utilizados se presentan en la Tabla V.
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Tabla V. Secuencia de primers utilizados para cuantificacion de genes de respuesta inmune

por qPCR.
Gen clave Secuencia Referencia

Peroxinectina PE-F 5'TGGACCTCGCGGGAGAT 3’ Wang et al., 2007
PE-R 5'"GACCGATAGCCACCATGCTT 3°

LPS, p-glucan LGBP-F 5"ACCGCAGCATCAGTTATACC 3’ Wang et al., 2007

binding protein
LGBP-R 5'"GTCATCGCCCTTCCAGTTG 3’

Penaeidina 2 PEN 2-F 5'TCGTGGTCTGCCTGGTCTT 3’ Wang et al., 2010
PEN 2-R 5'"CAGGTCTGAACGGTGGTCTTC 3’

Clotting protein ~ CP-F 5S'TCTTTGCGCAGTTGGTGATC 3’ Wang et al., 2010
CP-R S'TGAGGTGACCGAGTGCAAAA 3’

Lysozima Lyso-F 5'TTCCGATCTGATGTCCGATGA 3’ Jietal., 2009
Lyso-R S'TTGCTGTTGTAAGCCACCCAG 3’

Profenoloxidasa ProPO-F 5'"GAGATCGCAAGGGAGAACTG 3 Wang et al., 2010
ProPO-R 5'"CGTCAGTGAAGTCGAGACCA 3’

Proteina LV-PAP-F 5 CTAGCCCCCTATCAAAGGAACTGC 3" Palomec-Antonio,

activadora de la 2010

fagocitosis
LV-PAP-R 5'GGATGCCAACATAGACTGATGCAC 3’

Proteina L8-F S'TAGGCAATGTCATCCCCATT 3’ Goémez-Anduro et

ribosomal L8 al., 2006
L8-R S'TCCTGAAGGAAGCTTTACACG 3’

B-actina Lv-Act-F 5’ATCCTCACCCTGAAATACCCCATC 3"  Palomec-Antonio,

2010
B-actina Lv-Act-R S'TCTGTGTCATCTTCTCGCGGTTAG 3’
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6.13.2. Caracterizacion cualitativa por PCR punto final, estandarizacion de la

reaccion por PCR cuantitativo y analisis de los genes de referencia.

6.13.2.1. Extraccion de RNA

Hemolinfa de camardén de cada uno de los organismos muestreados fue centrifugada a 800
g /10 min para separar los hemocitos del plasma. Un total de 98 muestras para cada uno de
los tiempos (tiempo 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h) se les realizd extraccion de RNA total
utilizando el método de TriPure Isolation Regent (Roche Applied Science) siguiendo la
metodologia descrita por el proveedor, en un volumen final de 30 pL; donde a cada tubo
que contenia hemocitos se le agregd 200 mg de perlas de vidrio asi como 1 mL de TriPure
y fueron mezclados por vortex por 20 s, fueron centrifugados a 12,000 gx10 min a 4 °Cy
se dejé reposar 5 min a temperatura ambiente; se recuperd el sobrenadante en un tubo
limpio y se le agregé6 200 pL de cloroformo fue mezclado por vortex durante 15 s e
incubado a temperatura ambiente por 10 min después fue centrifugado a 12,000 % 15 min a
4°C obteniéndose la separacion de RNA, DNA vy proteinas, se procedié a recuperar la fase
superior y colocarla en un tubo limpio agregando 1 uL de RNA de transferencia y 500 pL
de etanol absoluto; se incubd por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 g
% 10 min a 4°C, se procedio a realizar un lavado con etanol al 75% (con H,O DEPC), se
centrifugd a 7,500 g x 5 min a 4°C. El pellet fue puesto a secar por 10 min a temperatura
ambiente y fue resuspendido en 30 uLL de H,O DEPC ¢ incubado a 60°C por 15 min, este
fue precipitado con etanol almacenado a -80°C hasta su utilizacion.

RNA obtenido de las muestras de camardon fueron digeridos con DNAsa con la

siguiente reaccion:
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Tabla VI.Tratamiento con DNAsa I (Promega): Preparar mezcla maestra

Solucion Reaccion 1x
Agua DEPC 2.0 uL
10X buffer para DNAsa I 6.5 uL
RNAsin 0.5 pL
DNAsal 6.0 uL
Volumen total 15.0 uL

Se agreg6 15 pL de la mezcla de reaccidon a cada tubo que contenia 5 uL de RNA
de las muestras de camardén, fueron incubados a 37°C durante 30 min, después de este
tiempo se le afiadio 6.5uL de LiCl a una concentracion 4M y 65 pL de fenol /cloroformo y
se mezclo vigorosamente. Se centrifugé a ~ 12,000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente, sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y fue precipitados con 2.5
volumenes de etanol absolutos durante toda la noche a -20°C. Se centrifugd a ~ 12,000 rpm
durante 15 min a 4°C y el sobrenadante fue descartado, pellet fue lavado con 500 pL de
etanol al 70%, se centrifugd a ~ 12,000 rpm durante 15 min a 4°C, fue descartado el

sobrenadante y se resuspendio el pellet en 20 pl de agua DEPC y almacend a -20°C.

6.13.2.2. Sintesis cDNA con Go Script Reverse

Se Mezclaron 5 uL de RNA y 1 uL de Oligo dT, se incubaron a 70°C durante 5 min
inmediatamente después los tubos fueron colocados en hielo, se procedié a centrifugar a

maxima velocidad y se regreso al hielo, se prepard la siguiente mezcla de reaccion.



Tabla VII. Mezcla de reaccion para sintesis de cDNA.
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Solucion Reaccion 1x
Agua DEPC 6.5uL
Buffer 5x Go Script 4.0 uL
dNTP’s 10mM 1.0 uL
MgCl, (1.5 mM) 1.2 uL
RNAsin 0.5 pL
Enzima Go Script 0.8 pL
Voélumen Total 14.0 uL

Se afiadi6 14 pL a cada tubo de la mezcla de reaccion y se incubd a 25°C durante 5

min, después a 45°C durante 1 hora y a 70°C durante 15 min.

6.13.2.3. PCR cuantitativo (qPCR)

La PCR en tiempo real fue realizada con el uso de la enzima SSoFast Eva Green supermix. Las

reacciones fueron efectuadas en el equipo C1000 CFX 96 Real time system (Bio-Rad) mediante

el uso del software CFX Manager 2.1 (Bio-Rad). Los volumenes de reaccion se detallan a

continuacion y el programa de amplificacion.



Eva Green (Bio-Rad)

Tabla VIII. Preparacion de mezcla maestra
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Solucion Reaccion 1x

Agua libre de nucleasas 1.9 uL

Eva Green Stper Mix 2x 2.5 uL

Primer F 0.05 uL

Primer R 0.05 uL

cDNA 0.5 pL

Volumen total 5 pL
Tabla IX.Condiciones de PCR:

Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 30 seg 1
95°C 5 seg 40
60 °C 20 seg

65-95°C 5 seg Incrementos de 0.5 °C

6.13.2.4. Analisis de expresion

El equipo proporciono los valores de Cq de los 9 genes (PE, PEN2, Lyso, ProPO,

CP, PAP, LGBP, L8 y Actina), los cuales fueron exportados a una hoja de calculo de Excel

para su analisis correspondiente. Para el andlisis de la expresion relativa se utilizo el

método de 22T (Livak et al., 2001).



7. Resultados

7. 1. Aislamiento bacteriano
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Se aislaron 9 cepas bacterianas del tracto intestinal del camaron blanco Litopenaeus

vannamei. Fueron cultivadas en medio TSA y Agar Marino con 2.5% de NaCl, realizando

resiembras por estria cruzada para lograr cultivos puros. Se realizaron andlisis morfoldgicos

de las colonias aisladas para determinar Forma, Elevacidon, Margen, Coloracion y tamafio a

las 24 h de incubacion como primera identificacién asi como el tipo de hemolisis que

presentan para eritrocitos y hemocitos de camardn (Tabla Il y Tabla III).

Tabla X. Morfologia colonial de cepas bacterianas aisladas del intestino de camarones
adultos de L. vannamei.

Cepa Forma Elevacion Margen Color Tamafio Tipo de
(mm) 24 h  Hemolisis
YCI-A Irregular Monticular Ondulado Café-naranja 6 o
YC3-A Irregular Monticular Ondulado  Blanco-seco 8 o
YC5-2  Circular  Convexa Entero Amarillo 3 Y
YC2-A Irregular Monticular  Ondulado Blanca Y
C2-2 Circular Convexa Entero Crema 5 Y
YC3-B  Circular convexa entero Blanco 5 Y
Cremoso
YC3-C Irregular Umbilicada Lobulado  Blanco-seco 7 o
YC2-B  Circular Convexa Entero Crema 6 o
YC3-D Circular Convexa Lobulado Amarillo 3 o
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7. 2. Seleccion de cepas bacterianas.

7.2.1. Pruebas de antagonismo

Durante el proceso de seleccion y caracterizacion, fue determinado la habilidad para
inhibir el crecimiento de especies de Vibrio utilizando el método de doble capa descrito por
Dopazo et al. (1988). Solo dos aislamientos YC5-2 y YC2-a inhibieron el crecimiento de V.
campbelli (CAIM 333) y V. vulnificus (CAIM 157).

La prueba de difusion mostré que a las 24 h de cultivo las cepas inactivas YC5-2,
YC3-b, C2-2 y YC2-apresentaron los mayores halos de inhibicién (11-21.5 mm) para el
patdgeno V. parahaemolyticus (CAIM 170), V. harveyi (CAIM 1793) asi como sensibilidad
mas no inhibicidn para el patdgeno V. alginolyticus (CAIM 57) (Fig. 9, Tabla XI).

Figura 9. Halos de inhibicién utilizando la técnica de difusion.

Resultados con la técnica de difusion mostraron que las nueve cepas presentaron
efecto inhibitorio contra cuatro de las 5 especies de Vibrio (CAIM 170, CAIM 1793, CAIM
157 y CAIM 333) (Tabla XI).
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7. 3. Ensayo de adhesion a moco y mucina por el método Dot-Blot

La habilidad para adherirse a moco intestinal es considerado uno de los principales
criterios de seleccion de microorganismos probidticos como la adhesidén prolongada, su
permanencia en el intestino y por lo tanto ejercer un efecto saludable en el organismo
huésped (Apostolou et al., 2001). Durante la caracterizacion del potencial probidtico, se
estudio la habilidad de adherirse y colonizar el intestino de juveniles de camaron. Se realizd
un ensayo Dot-Blot basado en la formacién de un complejo entre compuestos promotores
de la adhesion localizados en la superficie celular de bacterias y el moco intestinal como
receptor etiquetado enzimaticamente, seguido por la visualizacién de ambos componentes
en un matriz de fase solida (Rojas et al., 2002).

Para determinar la capacidad de adhesion de las bacterias seleccionadas, se realizo
un ensayo de adhesion a moco tipo Dot-Blot, los resultados presentados en la tabla XII,
muestran que todas las cepas analizadas se adhieren en mayor o menor grado a moco

marcado y mucina, como control negativo se utilizé el buffer HH (Fig. 10, Tabla XII).

Tabla XII. Capacidad de adhesion de bacterias a moco intestinal de camaron blanco L.

vannameiy a mucina gastrica de cerdo.

Cepa Tipo de adhesion a Tipo de adhesion a
moco de camaron mucina
marcado

1.-YC3-b Media Media
2.-C2-2 Media Débil
3.-YC5-2 Media Media
4.-YC2-a Fuerte Fuerte
5.-YC3-a Fuerte Fuerte
6.-YC3-c Fuerte Fuerte

7.-YCl-a Fuerte Fuerte
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En la Figura 10 se muestran las membranas utilizadas para determinar la capacidad

de adhesién de cada una de las cepas a moco marcado en la tabla XII.

Moco Mucina

YC3-b C2-2 YC5-2 YC2-a YC3-b C2-2 YC5-2 YC2-a

YC3-a YC3-¢ YCl-a ()  YC3-a YC3-¢ YCl-a ()

Figura 10. Ensayo de adhesion a moco de camardn y mucina por el método de Dot-Blot.

7.4. Crecimiento en moco de bacterias seleccionadas.

Siete cepas fueron capaces de crecer en el moco intestinal a las 24h de haber sido
inoculadas; después de 48h el niimero de células viables disminuy6 alrededor del 50% para

las cepas YC5-2, YC3-a, YC3-c, YCl-a y YC2-a presentaron conteos entre 18x10°
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UFCmL ™' and 10x10° UFC mL™" a las 24h, con un decrementos a las 48h presentando
valores de 1.3 x10°UFC mL ™" y 0.126x10° UFC mL"', respectivamente.

La cuantificacion del crecimiento se llevo a cabo por la técnica de cuenta viable en
medio Agar Marino (Difco, 2216) partiendo de una inoculaciéon de 5000 células/200uL de
moco, los resultados obtenidos mostraron que las 7 cepas fueron capaces de crecer en moco
y continuar siendo viables después de 24h de incubacion pero a las 48h se observo un

decremento en la concentracion de UFC/mL (Tabla XIII).

Tabla XIII. Crecimiento en moco evaluado mediante cuenta viable en Agar Marino para

cepas seleccionadas.

UFC mL™'

Tiempo (h)
Cepas 24 48
YC3-b 1.9 x 10° 0.18 x 10°
C2-2 4.1 x 10° 0.18 x 10°
YC5-2 >10.0 x 10° 0.13 x 10°
YC2-a 18.0 x 10° 1.30 x 10°
YC3-a >10.0 x 10° 0.27 x 10°
YC3-c >10.0 x 10’ 0.84 x 10°
YCl-a >10.0 x 10° 0.54 x 10°
Control 0 0

Por otra parte, la evaluacidn cualitativa de crecimiento en moco fue evaluada por
microscopia de fluorescencia permitiendo determinar mediante observacion directa a las
cepas capaces de crecer en moco, observando esporas libres a las 48h de cultivo, tal como

se observa en lasFiguras 11y 12.
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24h C2-2 48 h

YC3-b

24h YC5-2 48 h

YC2-a

Figura 11. Cepas bacterianas creciendo en moco intestinal de camaron a las 24 y 48h de
cultivo, tefiidas con naranja de acridina. Crecimiento observado por microscopia de
fluorescencia a una magnificacion de 100X.
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24h YC1-A 48 h

YC3-A

YC3-C

CONTROL

Figura 12. Cepas bacterianas creciendo en moco intestinal de camaron a las 24 y 48h de
cultivo, tefiidas con naranja de acridina. Crecimiento observado por microscopia de
fluorescencia a una magnificacion de 100X.
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7. 5. Efecto de las cepas bacterianas en la supervivencia e indice de desarrollo larval.
Nauplios de L. vannamei fueron cultivados con una suspension bacteriana de las cepas
seleccionadas a una concentracién de 1x10° UFC/mL, con nauplios no tratados como
control; el probidticos comercial ALIBIO y un tercer tratamiento adicional que consistio en
el antibidtico Oxitetraciclina (OXT). En la Figura 13 se observa la supervivencia larval de
los organismos cultivados con los inoculos bacterianos. Los organismos tratados con la
bacteria YC5-2 presentaron un 67.26% de supervivencia final, mientras que las larvas de
camaron tratadas con los probidticos comerciales Alibio y Epicin se obtuvo 57.38% y

48.19%, respectivamente.

(%) Supervivencia larvaria

0'| T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias de cultivo

Figura 13.Porcentajes de supervivencia larvaria de L. vannamei inoculadas con las cepas
candidatas a probidticos: YC2-a (), YC5-2 (m), YC3-b (4), C2-2 ('V),probidticos
comerciales Epicin (O0) y Alibio (#); mezcla bacteriana Mix-1 (0) (cepas C2-2y YC3-b 1:1)
a una concentracion de 1x10° CFU ml”, antibidtico Oxitetraciclina (A) y organismos no
tratados como Control (e). *Diferencias significativas con respecto al control (p< 0.05)

El andlisis de varianza aplicado a los porcentajes de supervivencia convertidos a

arcoseno indicé diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). De igual forma la
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prueba de rangos multiples de Tuckey indico diferencias (p<0.05) en todos los tratamientos
con respecto al control, siendo los nauplios tratados con la cepa YC5-2 (Bacillus

tequilensis) la que obtuvo la mayor supervivencia larvaria.

En cuanto al crecimiento larval, resultados obtenidos demuestran que los
organismos tratados con la mezcla bacteriana (C2-2 y YC3-b (B. endophyticus))
presentaron el valor mas alto (6.88 = misis III avanzado-pL1) en comparacidon con el
control que fue de 6.00 teniendo diferencias significativas (p < 0.05) entre la Mezcla y los

demas tratamientos y el control (Tabla XIV).
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Dadas las caracteristicas observadas en el segundo bioensayo, donde se obtuvo el
porcentaje mas alto de supervivencia larval en el tratamiento YC5-2 y el indice de
desarrollo mas alto en el tratamiento Mezcla (YC3-B y C2-2), se procedi6 a realizar un
tercer cultivo larvario realizando la inoculacién de una mezcla compuesta por las tres
bacterias (YC3-B, C2-2 y YC5-2), asi como un segundo tratamiento el cual consisti6 de el
probidtico comercial Alibio, con nauplios no tratados como control, teniéndose una
supervivencia final de 30.5, 23.5 y 32.8% para Mezcla, Alibio y control, respectivamente.
El andlisis estadistico realizado a los datos reflej6 que no hay diferencias significativas

entre el control y mezcla pero si entre Mezcla y Alibio (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Porcentajes de supervivencia larvaria de L. vannamei inoculadas con las cepas
candidatas a probidticos: Mix-2(e, Cepas C2-2, YC5-2 y YC3-b, 1:1:1) a una
concentracién de 1x 10° UFC/mL, Alibio (o) a una concentraciéon de 1 x 10° UFC/mL, y
control (V).

Las determinaciones del indice de desarrollo larvario del segundo bioensayo
revelaron diferencias entre la mezcla (YC3-B, C2-2 y YC5-2) y ALIBIO con respecto al

control. Las pruebas de comparacion entre medias que se llevaron a cabo con los datos del

ndice de desarrollo, confirmaron que hay diferencias significativas entre los dos
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tratamientos y el control, teniendo un valor final de 7.00 para Mezcla y un valor de 6.35 y

5.76 para ALIBIO y Control, respectivamente. (Tabla XV).

Tabla XV. Indice de desarrollo de larvas de L. vannamei inoculadas con bacterias

DiA control alibio mezcla
1 1.00+0.00 1.00£0.00  1.00+0.00
2 1.98+0.04 2.00£0.00  2.00+0.57
3 2.00+0.00 2.04+0.04  2.18+0.36
4 2.63+0.32 2.71+0.34  2.92+0.09
5 3.00+0.06 2.99+0.07  3.25+0.21
6 3.23+0.34 3.52+0.13  3.724+0.33
7 3.74+0.42 3.88+0.29  4.11+0.14
8 3.82+0.45 4.14+0.19  4.46%0.07
9 4.81+£0.69 4.83+0.53  5.22+0.06
10 5.63+0.43 5.40£0.36  5.65+0.37
11 5.93+0.13 6.04+0.39  6.27+0.87
12 5.76+0.38"  6.35+0.22° 7.00+0.14°

7.6. Identificacion de las bacterias candidatas a probioticos.

La identificacion fue realizada con la amplificacién del gen 16S rRNA (=1.5 Kb
fragmentado de ADN) de cada cepa por PCR con el uso de los primers universales pA y
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y pH* (5- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3),
como fue descrito por Broda et al. (1999). Resultados de la identificacidon de las bacterias

se muestran en la tabla XVI.
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Tabla XVI. Identificacion de bacterias seleccionadas con la amplificacion y secuenciacion
del gen 16S rRNA.

Cepa Similitud (%) Especies
YC3-B 99.52 Bacillus endophyticus

C2-2 99.38 Bacillus endophyticus
YCS5-2 99.91 Bacillus tequilensis
YC2-a 99.59 Bacillus amyloliquefaciens
YC3-A 100.00 Bacillus licheniformis
YCI1-A 99.00 Bacillus licheniformis
YC3-C 99.00 Bacillus licheniformis

Identificacién de las relaciones filogenéticas fueron inicialmente corridas en el
programa BLAST (Altschul et al., 1997) y el programa megaBLAST (Zhang et al., 2000)
contra la base de datos de cepas procariotas (Chun et al., 2007). Andlisis de fragmentos
amplificados de 1.5 kb mostraron del 98-100% de identidad a secuencias de especies de

Bacillus previamente reportadas en base de datos (Fig. 15).
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Strain YC5-2

66 B. tequilensis Strain 10b
Strain YC2-2a

97
B. amyloliguefaciens Strain 19E2

B. atrophaeus Strain ATCC 51189

B. licheniformis Strain TCCC11009
Strain YC3-a
100 Strain YC1- a

Strain YC3-¢

B. subtilis Strain Ss6

100
97 B. subtilis Strain PSBS181R

B. circulans Strain ATCC 4513

93 Strain YC3-b
100 Strain C2-2
51 B. endophyticus Strain MMSSRFD469

V. cholerae Strain ATCC 14035T

Figura 15. Arbol filogenético de cepas probidticas basado en las secuencias parciales del
gen 16S rRNA construidos con el método neighbor-joining del programa MEGA. Los
nimeros en los nodos representan el porcentaje de frecuencia con el cual una rama dada
aparece en un analisis de “bootstrap” con 1000 replicas. Vibrio cholerae fue usado como
“outgroup”. No se considero a las frecuencias cuyos valores estuvieron por abajo del 50%.
La barra de escala corresponde a 0.1 substituciones por nucleotido.
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7.7 Efecto de probidticos en la modulacion de la microbiota intestinal de juveniles de
L. vannamei

Se generaron perfiles de bandeopara cada uno de los tiempos muestreados. El
analisis de cluster UPGMA de estos perfiles para el tiempo 5, indicaron que las muestras de
intestino de camarones tratados con Bacillus mix fueron similares entre si al menos en un
81 %, y para el caso de Alibio fueron similares en un 71% (A1-A4), sin embargo ambos
grupos solamente fueron similares en un 64.43%. Asi mismo, ambos gruposBacillus mix y
Alibio tuvieron un porcentaje de similitud del 31% con respecto al grupo control (C2-
C3),lo cual indica que el patron de bandas de ambos tratamientos tiene diferencias

significativas. (Figura 16).
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Figura 16. Dendograma obtenido al analizar los perfiles generados mediante SSCP de las
comunidades bacterianas presentes en las muestras de intestino del experimento 2 a los 5
dias de inoculacion. La escala del dendrograma representa el porcentaje de similitud entre
clusters, calculado por el método UPGMA con coeficiente Dice. Gel de SSCP de un
fragmento del gen 16S ARNr de bacterias de intestino de camaron tratados con los
probidticos. Mezcla de Bacillus sp.: carriles 3-7, probidtico comercial Alibio: carriles 9-13,
control: carriles 14-18. Bacterias de referencia B. licheniformis, R. trifoli, F. johnsoniae, R.
radiobacter: carriles 1, 18 y 21. Las bandas secuenciadas estan indicadas con flecha y se
muestra su respectiva clave.
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Las muestras de intestino a los 10 dias de inoculacion presento un patron de bandeo
distinto a la observada en el dia 5, sin embargo, se sigue observando la misma tendencia de
agrupamiento para cuatro de las 5 replicas, tanto para Bacillus mix como para Alibio
presentado un porcentaje de similitud del 72.66% para A1-AS5 y del 62.28% para M1-M2 y
del 82.79% para M4-M35, en los controles se observo una distribucion heterogénea teniendo
un porcentaje de 50. 56% para C1, C4 y de 77.35% de C3 con A2 y de 84.64% de C2 con
A4 (Figura 17).
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Figura 17. Gel de SSCP de un fragmento del gen 16S ARNr de bacterias de intestino de
camaron a los 10 dias de inoculacién con los probidticos y su andlisis de agrupacion.
Mezcla de Bacillus sp.: carriles 2-6, probidtico comercial Alibio: carriles 7-11, muestras de
intestino de camardn sin tratamiento (control): carriles 12-16. Bacterias de referencia
Bacillus endophyticus (YC3-B), Bacillus endophyticus (C2-2), Bacillus tequilensis (YC5-2)
carriles 1 y 17. Las bandas secuenciadas estan indicadas con flecha y se muestra su
respectiva clave. Andlisis de agrupacion de perfiles de SSCP de comunidades de bacterias
en intestino de camarones tratados con los diferentes probioticos. La escala del dendograma
representa el porcentaje de similitud entre clusters, calculado por el método UPGMA con
coeficiente Dice.

Para el tiempo 15, se observaron mayores porcentajes de similitud en comparacion

con los tiempos 5 y 10 y un comportamiento mas homogéneo entre tratamientos,
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presentando un valor para el tratamiento Bacillus mix de al menos 86.85% para M1, M3 y
del 93.23% para M2-M4 y para el tratamiento Alibio de al menos 87.57% entre A2-A3 y
del 93.93% para Al, AS, sin embargo, se presenta solo la formacién de dos grupos con

porcentajes de similitud del 69.43% (Figura 18).
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Figura 18. Gel de SSCP de un fragmento del gen 16S ARNr de bacterias de intestino de
camaron a los 15 dias de inoculacién con los probidticos y su andlisis de agrupacion.
Mezcla de Bacillus sp.: carriles 3-7, probiotico comercial Alibio: carriles 10-14, muestras
de intestino de camaron sin tratamiento (control): carriles 15-19. Bacterias de referencia B.
licheniformis, R. trifoli, F. johnsoniae, R. radiobacter: carriles 1, 2 8, 9, 20 y 21. Las
bandas secuenciadas estan indicadas con flecha y se muestra su respectiva clave. Analisis
de agrupacion de perfiles de SSCP de comunidades de bacterias en intestino de camarones
tratados con los diferentes probioticos. La escala del dendograma representa el porcentaje
de similitud entre clusters, calculado por el método UPGMA con coeficiente Dice.

Porcentajes de similitud obtenidos al tiempo 20 indican que hay mayor similitud entre
los tratamientos, obteniéndose 89.94% hasta el 98.47% (Al-A2), indicando un
comportamiento mas homogéneo entre los tratamientos no teniendo diferencias

significativas (Figura 19).
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Figura 19. Gel de SSCP de un fragmento del gen 16S ARNr de bacterias de intestino de
camaron a los 20 dias de inoculacién con los probidticos y su analisis de agrupacion.
Mezcla de Bacillus sp.: carriles 2-6, probidtico comercial Alibio: carriles 9-13, muestras de
intestino de camaron sin tratamiento (control): carriles 14-18. Bacterias de referencia B.
licheniformis, R. trifoli, F. johnsoniae, R. radiobacter: carriles 1, 7 8, 19 y 20. Las bandas
secuenciadas estan indicadas con flecha y se muestra su respectiva clave. Andlisis de
agrupacidn de perfiles de SSCP de comunidades de bacterias en intestino de camarones
tratados con los diferentes probidticos. La escala del dendograma representa el porcentaje
de similitud entre clusters, calculado por el método UPGMA con coeficiente Dice.

7.8 Analisis de la composicion de la microbiota intestinal durante la inoculacion de los
probioticos

Un total de 119 bandas fueron seleccionadas, secuenciadas e identificadas a partir de 4
geles de SSCP. Secuencias obtenidas presentaron ~99% de similitud con secuencias del gen
16S rRNA de diversas cepas bacterianas. Los resultados demuestran que la mayoria de las
secuencias obtenidas a partir del gel de SSCP de las muestras de intestino de camarén a los
5 dias de inoculacion de los probidticos pertenecen a los grupos taxonémicos Flavobacteria,
y a-proteobacteria, siendo las bacterias Wandonia haliotis Haldis, y Maribius salinus, las

especie mas representativas en los tres tratamientos. La especie Donglicola eburneusestuvo
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presente solo en Bacillus mix y control. Rhodovulum sulfidophilum estuvo presente solo en
el tratamiento Alibio y Kordia algiciday Loktanella hongkongensis, solo se presentaron en
el control. Asi mismo, cabe destacar la presencia de bandas unicas presentes en el
tratamiento Bacillus mix que no pudieron ser identificadas (Uncultured bacterium).

Las secuencias obtenidas a los 10 dias de inoculaciéon de las bacterias probidticas
pertenecen a los grupos taxonomicos Flavobacteria, Fusobacteria Alphaproteobacteria y
con la aparicion de la clase y-proteobacteria. Para el tratamiento Bacillus mix se observo un
aumento en el nimero de especies, con la aparicién de bacterias que no se encontraban
presentes a los 5 dias como son: Flavobacterium sp. Propionigenium maris, Sebaldella
termitidisy Thalassobius gelatinovorus. Para el tratamiento Alibio se observd la misma
tendencia observdndose una modulaciéon de la microbiota con la disminucion y/o
desaparicion de poblaciones (Rhodovulum sulfidophilum y Maribius pelagicus) y el
aumento de nuevas poblaciones (Thalassobius mediterraneus, Thioprofundum
lithotrophica, Lutimaribacter saemakumensis, Donglicola eburneus, Tamlana crucinay
Roseobacter sp.). Para el control, se observola perdida de Loktanella honkongensis y
Kordia algicida las cuales fueron remplazadas por Ruegeria lacuscaerilensis y
Thioprofundim lithotrophica (Tabla XVII).

Analisis de las secuencias al tiempo 15 indican que para el tratamiento Bacillus mix
hubo una reduccion en el nimero de familias, teniendo como resultado solo a los grupos
taxondmicos  o-proteobacteria y  Flavobacteria  representadas por  Ruegeria
lacuscaerulensis, Octadecabacter arcticus, Loktanella fryxellensis y Meridianimaribacter
flavus. Para el caso del tratamiento Alibio pasé todo lo contrario, hubo un incremento en
los grupos taxonomicos con la aparicion de Sphingobacteria y Fusabacteria. Para el grupo
control casi no hubo variacidon solo con la aparicion de Shimia marina y Rhodovulum
iodosum(Tabla XVII).

Resultados demuestran que la mayoria de los morfotipos aislados a partir del gel de
SSCP el tiempo 20, pertenecen a los grupo taxonomico «, Yy-proteobacteria,
Sphingobacteria, Flavobacteria para los tres tratamientos teniendo pocas variaciones, para
el tratamiento Bacillus mix se tuvo la presencia del grupo taxondmico y-proteobacteria, en

comparacion con Alibio que estuvo ausente para este tiempo, sin embargo se tuvo la
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presencia del grupo Sphingobacteria, ambos grupos estuvieron ausentes en el tratamiento
control (Tabla XVII).

Maribius salinus 'y Donghicola eburneus (a-proteobacteria) y Wandonia haliotis
(flavobacteria) se pueden considerar como bacterias comensales del tracto digestivo de
juveniles de camardn debido a que estuvieron presentes en todos los tiempo y en todos los

tratamientos (Tabla XVII).

Tabla XVIl.Identificacion parcial de secuencias individuales de los perfiles de SSCP de
muestras de intestino de camaron blanco L. vannamei inoculados con los probidticos
(Mezcla y Alibio), M1-M5 (Mezcla de Bacillus sp.). A1-A5 (probiodtico comercial Alibio),
C1-C4 (camarones no tratados como control). a, b, ¢, d: posicidon de la banda en el carril.
T5 (o), T10 (@) T15 (@) y T48 (D).

OTU Similitud Identificacion Clasificacion
(%) taxonomica

T5

Mla 95.00 Uncultured bacterium clone

MIlb 90.16 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
Milc 96.00 Uncultured bacterium clone

M2a 90.39 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
M2b 98.89 Donghicola eburneus Alphaproteobacteria
M2c 90.19 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
M2e 96.00 Uncultured bacterium clone

M3a 98.62 Maribius salinus Alphaproteobacteria
M3b 90.16 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
M3c 97.00 Uncultured bacterium clone

MA4a 90.63 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
M5a 98.00 Donghicola sp. Alphaproteobacteria
M5b 99.45 Donghicola eburneus Alphaproteobacteria
Ala 90.68 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
Alb 83.00 Unidentified alpha proteobacterium

A2a 84.06 Maribius pelagius Alphaproteobacteria
A2b 90.25 Rhodovulum sulfidophilum Alphaproteobacteria
A2c 96.00 Uncultured bacterium clone

A3a 90.00 Uncultured Fusobacteria bacterium

A4a 90.66 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
A4b 94.00 Uncultured bacterium clone

Ada 90.44 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria
Cla 90.11 Wandonia haliotis Haldis-1 Flavobacteria

C2a 98.08 Maribius salinus Alphaproteobacteria
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7.9 Analisis componentes principales de geles de SSCP antes del reto

El andlisis multivariado de componentes principales permitid una ordenacidon y
simplificacion de las variables originales. Se generaron dos componentes que explican el
82.97% del total de varianza en los datos (PC1:64.966% y PC2:18.473%) (Figura 20). El
analisis de componentes arrojo las cargas factoriales de los dos componentes principales y
fueron considerados significativos aquellos valores mayores a 0.70. Diferencias
significativas en la comunidad bacteriana a los 5, 10, 15 y 20 dias fueron observadas en el

analisis de PCA, indicando una modulacion de la microbiota con respecto al tiempo.
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Figura 20. Analisis de componentes principales (PCA) usando Correlacion de Pearson de
los perfiles de bandeo generados a partir de los geles de SSCP asociados con las muestra de
intestino del camarén blancoL. vannamei inoculados con los tratamientos en cada uno de
los tiempo dia 5 (+), dia 10 (1)), dia 15 (%), y dia 20 (*). Cada punto representa un perfil de
SSCP de un solo camardén.
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7.10 Prueba reto (Vibrio parahaemolyticus CAIM 170)

Juveniles de L. vannamei fueron inoculados durante 20 dias con cepas probioticas
de Bacillus (Mezcla: YC5-2, C2-2 y YC3-B), un probidtico comercial (Alibio) y
organismos sin tratar como control, después de 168h fueron retados contra Vibrio
parahaemoltycus. La supervivencia final de los camarones tratados conBacillus mix fue
mayor a la presentada por el probidtico comercial y el control positivo (camarones no
tratados y retados), presentando un porcentaje de 33. 3, 21.1 y 9.5% para Mezcla (YC5-2,
C2-2 y YC3-B), Alibio (probiotico comercial) y control +, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Supervivencia de juveniles de L. vannamei retados con Vibrio
parahaemolyticus a las 48h de la infeccidon: Bacillus mix (Mix), Probiotico comercial
(ALIBIO), Camarones no tratados e infectados con V. parahaemolyticus (CONTROL +),
Camarones no tratados e inyectados con sol. Salina 0.9% (CONTROL -). * Diferencias
significativas con respecto al control (p<0.05)
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El conteo de hemocitos circulantes mostro la misma tendencia para los dos
tratamientos, después de 48h, el conteo de hemocitos de los camarones tratados con la
mezcla de Bacillus fue mayor que los otros tratamientos, presentando 320.6, 287.8, 188.1 y
167.3 x 10°/mL hemocitos para Mezcla, Alibio, control (+) y control (-), respectivamente

(Figura 22).
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Figura 22. Conteo de hemocitos circulantes de juveniles de L. vannamei retados con Vibrio
parahaemolyticus. Bacillus mix (Mix), Probiotico comercial (ALIBIO), Camarones no
tratados e infectados con V. parahaemolyticus (CONTROL +), Camarones no tratados e
inyectados con sol. Salina 0.9% (CONTROL -).
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7.11 Efecto de V. parahamolyticus en 1a modulacion de la microbiota intestinal

Para la identificacién de la microbiota asociada al tracto digestivo de camarones
adultos de L. vannamei durante una infeccidn bacteriana causada por V.
parahaemolyticusse utilizo la técnica SSCP. Se realizé un dendograma con los perfiles de
bandeo generados a partir de 3 geles de SSCP, se observo una clara modulaciéon de la
microbiota intestinal a las 12h post-infeccion (inicio de mortalidades) hasta las 48 h
(organismos recuperados), dividiéndose en dos cluster presentando un valor de 40.81% de
similitud a las 48 h con respecto al cluster que incluye al tiempo 0 y 12 h. Asi mismo, el
cluster conformado por el tiempo 0 y tiempo 12 tuvieron un porcentaje de similitud entre si
del 49.64%. Las muestras de inicio (inicio 1 e inicio 2) se presentaron dentro del mismo
cluster que el tiempo 48 con un 54% de similitud con respecto al tiempo 48; indicando una

recuperacion de la microbiota parecida a la inicial del bioensayo (Figura 23).
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Figura 23. Anélisis de agrupacion de perfiles de SSCP de comunidades bacterianas en el
intestino de juveniles de L. vannamei a las 12 h de ser retados contra Vibrio
parahaemolyticus CAIM 170 (tiempo 12). La escala del dendograma representa el
porcentaje de similitud entre clusters, calculado por el método UPGMA con coeficiente
Dice.
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7.12 Analisis de la composicion de la microbiota intestinal durante la infeccion con la
bacteria patogena Vibrio parahaemolyticus

Los resultados demuestran que la mayoria de las secuencias obtenidas a partir delos
geles de SSCP de las muestras de intestino de camardon antes y durante la infeccion
pertenecen a los grupos taxondmicos Flavobacteria, a,y-proteobacteria, cytophagia y
fusobacteriasiendo las bacterias Wandonia haliotis Haldis y Rugeria lacuscaerulensislas
especie mas representativas en los tres tratamientos durante la infeccion. La especie
Cytophaga fermentans solo estuvo presente en los organismos previamente tratados con
Alibio y Photobacterium damselae subs. Piscicidaestuvo presente solo en Bacillus mix,
Alibio, control negativo. Asi mimo, cabe destacar la presencia de Vibrio parahaemolyticus
y Vibrio sp. en control positivo,Control negativo y Alibio. Asi como bandas unicas
presentes en el tratamiento Bacillus mix que no pudieron ser identificadas (Uncultured
bacterium) y la presencia de las bacterias Nautella itdalica y Candidatus bacilluplasma
mollicute (Tabla XVIII).
Maribius salinus y Donghicola eburneus (o-proteobacteria) solo fueron detectadas en
Bacillus mix y control positivo. Wandonia haliotis Haldis se puedeseguir considerando
como bacteria comensal del tracto digestivo de juveniles de camarén debido a que
estuvopresentes en todos los tiempos y en todos los tratamientos (Tabla XVIII). Asi como
especies Unicas en control negativo como son: Thioprofundum lithotrophica, Sebaldella
termitidis, Elizabethkingia anophelis, Oceanicola sp. yThioclava pacifica. De igual forma

el géneroThalassobium sp.solo fue detectado en ambos controles.
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Tabla XVIIl.Identificacion parcial de secuencias individuales de los perfiles de SSCP de
muestras de intestino de camaron blanco L. vannamei inoculados con los probidticos y
retados contra V. parahaemolyticus, M1-M3 (Mezcla de Bacillus sp.). A1-A4 (probidtico
comercial Alibio), C1(-)-C3(-): camarones no tratados e inyectados con solucion salina
como control negativo; C1(+)-C3(+): camarones no tratados y retados. a,b,c,d: posicion de
la banda en el carril. TO (B), T12 (B) y T48 (O).

Posicion
OTU % Similitud Identificacion taxonémica
Bacillus mix
TO
Mlb 96% Nautella italica a-proteobacteria
Mld 90% Candidatus bacilloplasma mollicute
Mlc 90% Wandonia haliotis Haldis Flavobateria
M2a 95% Maribius salinus a-proteobacteria
M2b 98% Donghicola eburneus a-proteobacteria
T12
M2a 84% Uncultured bacterium clone
M3a 97% Flavobacteriaceae bacterium
M3b 97% Flavobacteriaceae bacterium
M3c 97% Flavobacteriaceae bacterium
Photobacterium damselae subs. Y- proteobacteria
M3d 97% Piscicida
T48
M2a 94% Thalassobius gelatinovorus a-proteobacteria
M2c 93% Planktotalea frisia a-proteobacteria
M2d 98% Ruegeria lacuscaerulensis a-proteobacteria
M2h 99% Unidentified alpha proteobacterium
M2i 99% Uncultured bacterium clone
ALIBIO
TO
Ala 90% Wandonia haliotis Haldis Sflavobacteria
Alc 90% Cytophaga fermentans Cytophagia
Ald 90% Sebaldella termitidis
Ada 90% Wandonia haliotis Haldis Flavobacteria
A4b 90% Cytophaga fermentans Cytophagia
Photobacterium damselae subsp. y-proteobacteria
A4c 96% Piscicida
T12
Ala 97% Flavobacteriaceae bacterium

Alb 96% Flavobacteriaceae bacterium
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7.13 Analisis componentes principales de geles de SSCP después del reto

El andlisis multivariado de componentes principales permiti6 una ordenacion y
simplificacion de las variables originales. Se generaron dos componentes que explican el
100% del total de varianza en los datos (CP 1:66.63% y CP2:33.38%) (Figura 24). El
analisis de componentes arrojo las cargas factoriales de los dos componentes principales y
fueron considerados significativos aquellos valores mayores a 0.70. No se determinaron
diferencias significativas entre los tiempo 0 y 12h en los perfiles de bandeo, sin embargo es
clara la tendencia a separase los tiempos 0 y 12h de las 48h, resultados similares a los
obtenidos en el dendograma de similitud, indicando una modulacion de la microbiota a las

48h.
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Figura 24. Analisis de componentes principales (PCA) usando coeficiente Dice de los
perfiles de bandeo generados a partir de los geles de SSCP asociados con las muestra de
intestino del camaron blanco L. vannamei inoculados con los tratamientos y retados contra
V. parahaemolyticus en cada uno de los tiempo: Tiempo 0 (I), 12 h (E), 48 h (Bacillus
mix:(ﬂ), Alibio (@), control + (I) y control negativo ()). Cada punto representa un perfil
de SSCP de un solo camarén.
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7.14Efecto de probioticos en la respuesta inmune del camaron blanco expuesto a V.

parahaemolyticus

Para determinar el efecto protector de los probidticos a camarones infectados con V.
parahemolyticus se llevaron a cabo PCRq de varios genes implicados en respuesta inmune
(PE, Pen2, PAP, CP, ProPO, Lyso, BGLP). Los resultados se muestran como la relacion
entre la expresion de cada uno de los genes analizados con respecto a la expresion de la
media geométrica de los genes P-actina y L8, que actuaron como genes de referencia y

normalizados con respecto al control negativo (sin tratamiento y no infectados).

7.14.1 Peroxinectina (PE)

El PCR cuantitativo del gen Peroxinectina mostré que los tratamientos Alibio
yBacillus Mix incrementan los niveles de expresion del gen a las 48h de la inyeccidn con V.
parahaemolyticus. Los niveles de expresion del gen en camarones tratados con Bacillus
mix, Alibio y control (+) fue de 4.17, 20.98 y 1, respectivamente (Figura 25). En cuanto al
analisis de la expresion de PE, se observaron diferencias significativas (P<0.05) al tiempo 3
con una sub expresion del transcrito para los tratamiento MIX y Alibio; Al final del
experimento (48h) se di6 un aumento en los niveles de expresion del gen para los dos
tratamientos y el control (Figura 25). La sobreexpresion de Peroxinectina es considerada
por ser asociada con un incremento en la encapsulacion y actividad de fagocitosis para
incrementar la resistencia contra un patégeno (Kobayashi et al., 1990). Peroxinectina (PE)
es una proteina asociada del sistema proPO, es sintetizada y almacenada en los hemocitos
gradulares y semigranulares en su forma inactiva y es liberada en respuesta a un estimulo,
se activa afuera de las células para mediar el apego y propagacidon de hemocitos (Johansson

et al., 1988, Liang et al., 1992).
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Figura 25. Niveles de expresion del gen Peroxinectina (PE). El nivel de expresion fue
normalizado con el grupo control (-). *Diferencia significativa.

7.14.2 Penaeidina 2 (PEN 2)

En cuanto al analisis de expresion del gen Penaeidina 2 (PEN 2) en camarones
tratados con los probioticos y retados con V. parahaemolyticus, se observo un aumento en
los niveles de expresion para Bacillus mix y Alibio durante las tres primeras horas pos
infeccion, con un decremento a partir de las 6 h hasta el final del bioensayo. Diferencias
significativas (P<0.05) fueron observadas entre Bacillus mix, Alibio y control +, con

valores 7.99, 3.333 y 2.45, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. Niveles de expresion del gen PEN 2 (Penaeidina 2). El nivel de expresion
fue normalizado con el grupo control (-).*Diferencia significativa.

Penaeidinas son una familia de péptidos antimicrobianos (AMPs) que son
encontrados solo en camarones penaeidos. Se divide en tres subfamilias (PEN2, PEN3, y
PEN4), de las cuales son distribuidas de acuerdo a su secuencia de aminoacidos y a la
presencia de varios motifs (Barchere et al., 2004; de Lorgeril et al., 2008).

Se ha demostrado que peneidinas presentan actividad antibacteriana y antifingica
(Destoumieux et al., 1999). Diversos autores han sugerido que peneidinas no presentan
ningln efecto en bacterias gram-negativas tales como las Vibrionaceae (Destoumieux et
al.,1999). Sin embargo en nuestros resultados PEN2 fue significativamente sobre expresado
después de la inyeccion con V. parahemolyticus durante las primeras horas del reto

bacteriano.

7.14.3 Proteina activadora de la fagocitosis (PAP)

El PCR cuantitativo del gen PAP mostr6 que los tratamientos Bacillus mix y Alibio
incrementan los niveles de expresion. Se observo un incremento en los niveles de expresion

a partir de la primera hora después de haber sido inyectados, teniéndose el mayor nivel de
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expresion a las 3h para los camarones tratados con Bacillus mix (6.39) comparado con
Alibio (0.033) y control + (0.32). Para el caso del tratamiento Alibio el nivel mas alto de
expresion fue observado a las 24h con un valor de 14.06 comparado con Bacillus mix de

2.41 y control + de 0.64 (Fig. 4) (P<0.05) (Figura 27).
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Figura 27. Niveles de expresion del gen PAP (Proteina activadora de la fagocitosis). El
nivel de expresion fue normalizado con el grupo control (-). * Diferencia significativa.

7.14.4 Clotting protein (CP)

Coagulacion es un mecanismo de defensa esencial en crustaceos, los cuales atrapan
material extrafio y previene perdida de hemolinfa (Martin et al., 1991). La proteina que
constituye la coagulaciéon tuvo que ser nombrada Clotting protein (CP) (Kopacek et al.,
1993) y la proteina que inicia el proceso de coagulacion es la Transglutaminasa (TGase).

Niveles de expresion del gen CP fue significativamente mayor en Alibio (7.16)
comparado a Bacillus mix (1.39) y control + (0.67) a las 12h post-inyeccion con V.
parahamolyticus. Se observo una sub expresiona la 1, 3, 6, 24 y 48h post-inyeccion (Fig.

28). Cabe destacar que la mayor mortalidad durante el reto fue observada a las 12 h.
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Figura 28.Niveles de expresion del gen CP (Clotting protein). El nivel de expresion fue
normalizado con el grupo control (-).* Diferencia significativa.

7.14.5 Profenoloxidasa (proPO)

Para el gen profenoloxidasa ambos tratamientos (Mix y Alibio) presentaron una
expresion muy baja sin que se encontraran diferencias significativas. Sin embargo, aunque
estadisticamente no se reflejaran diferencia, es importante notar la tendencia que muestra su
perfil de expresion a las 12 y 48h post-inyeccion con un aumento en el nivel de expresion

(Fig. 29). El pico mas alto de mortalidad fue a las 12h pos infeccion.
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Figura29. Niveles de expresion del gen proPO (Profenoloxidasa). El nivel de expresion
fue normalizado con el grupo control (-).

7.14.6 Lysozima (Lyso)

Resultados obtenidos para Lysozima reflejaron un aumento en los niveles de
expresion del gen a las 3, 6 y 12h. Diferencias significativas (P<0.05) fueron observadas
para el tratamiento Mix teniéndose el pico mas alto en el nivel de expresion a las 3h (5.16)
comparado con Alibio (4.323) y control + (1.12) (Fig. 30). Estos resultados son
consistentes con reportes previos donde se ha evidencias el incremento en la expresion del
transcrito después de ser retados con Vibrios (V. campbelli y V. alginolyticus en L.
vannamei y F. merguiensis) (Burge et al., 2007; Mai et al., 2009). Lysozima hidroliza los
enlaces [-glycosidicos de peptidoglicanos, resultando en la disrupcion de células

bacterianas y fungicas (Simser et al., 2004).
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Figura 30. Niveles de expresion del gen Lyso (Lysozima). El nivel de expresion fue
normalizado con el grupo control (-).*Diferencia significativa.

7.14.7 LGBP (LPS-and B-glucan binding protein)

Resultados obtenidos en cuanto al gen LGBP muestran solo expresion del transcrito
en tres diferentes tiempos (3, 6 y 12h) para los tratamientos Mix, Alibio y Control +, lo cual
concuerda con la funcidn del gen, el cual es de reconocimiento de patégenos asi como con
la activacion del sistema ProPO, comunicacion en los hemocitos y produccion de melanina
(Wang et al., 2010). Diferencias significativas (P<0.05) fueron observadas en la expresion
relativa del gen al tiempo 3 para el tratamiento Alibio con un valor de0.0038, comparado
con Mix de 0.0012 y Control + de 0.0014. No fue detectado en Control negativo
(camarones no infectados). De igual forma solo se observo la expresion del gen en el
Control + en la primer hora post inyeccidon, probablemente debido a que los camarones no
tratados con los probidticos fueron mas sensibles a la infeccion (Figura31l). Proteinas de
reconocimiento especifico, incluyendo -1.3-glucan-binding protein, LPS-binding protein,
peptidoglycan-binding protein y LPS and  1,3-glucan binding protein (LGBP), los cuales

reconocen y responden a la presencia de elementos extrafios.
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Figura 31. Niveles de expresion del gen LGBP (LPS-and B-glucan binding protein). El
nivel de expresion fue normalizado con el grupo control (-).*Diferencia significativa.
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8. Discusion.

Bacillus, Lactobacillus, Vibrio, Streptococcus, Alteromonas, Aeromonas 'y
Nitrosomonas son los géneros bacterianos comunmente utilizados para el control de
vibriosis en el cultivo del camardn (Gatesoupe, 1994; Rengpipat et al., 2000; Venkat et al.,
2004; Balcazar et al., 2007a; Aly et al., 2008). Bacterias Gram-positivas tales como
Bacillus se presentan como una alternativa para el uso de antibioticos, estas bacterias son
comunmente encontradas en sedimentos marinos y forman parte de la ingesta natural de los
camarones de cultivo (Moriarty, 1999). El proceso en la seleccion de cepas con capacidad
probiodticas, requiere de aislar y caracterizar microorganismos presentes en el intestino de
camarones adultos de L. vannamei considerando que los mismos estaran adaptados a crecer
y multiplicarse en este 6rgano. Una ruta comun para la seleccién de probidticos es el
realizar pruebas de antagonismo in vitro; sin embargo, este criterio no puede ser usado para
predecir un posible efecto in vivo (Balcazar et al., 2006). Por tal, es esencial el conocer el
origen de la cepa para que pueda sobrevivir y colonizar en el tracto gastrointestinal del
organismo huésped (Vine et al., 2004). Algunos especies de Bacillus producen hemolisinas
las cuales pueden ser de riesgo para el organismo (Liu et al., 2009b). En este estudio, la
actividad hemolitica fue negativa para las cepas que fueron seleccionadas, indicando que
estos aislamientos no representan un riesgo a la salud del hospedero. En lo que respecta a
las pruebas de antagonismo estas mostraron que cepas probidticas fueron capaces de inhibir
el crecimiento de bacterias patdgenas como son V. harveyi (CAIM 1793), V.
parahaemolyticus (CAIM 170), V. campbelli (CAIM 333), V. alginolyticus (CAIM 57), y
V. vulnificus (CAIM 157). Resultados similares fueron obtenidos por Balcazar et al.
(2007a), quienes observaron que B. subtilis UTM 126 fue capaz de inhibir el crecimiento
de V. parahaemolyticus PS-107. Nakayama et al. (2009) encontraron que liquido
sobrenadante de cultivo de B. subtilis, B. liqueniformis y B. megaterium inhiben el
crecimiento de V. harveyi por un tiempo de 24h. Decamp et al. (2008) administraron B.
subtilis y B. licheniformis en el cultivo larvario de L. vannamei y Penaeus monodon
observando una inhibicion del crecimiento de diversas cepas de Vibrio e incrementando la
supervivencia del camaron. Los posibles efectos inhibitorios del genero Bacillus pueden ser

atribuidos a varias razones: alteraciones del pH en el medio de cultivo, uso de nutrientes
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esenciales y produccion de compuestos volatiles (Guillian et al., 2004; Chaurasia et al.,
2005; Yilmaz et al., 2006). Asi mismo, Bacillus spp. también produce polipeptidos
(bacitracina, gramicidina S, polimixina y tirotricina) los cuales son activos contra un
amplio rango de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, lo cual explica su efecto
inhibitorio contra Vibrios patdgenos (Morikawa et al., 1992; Perez et al., 1993; Drablos et
al., 1999). Durante la caracterizacion del potencial probidtico, se determino la habilidad
para adherirse y colonizar el intestino del camaron. Cepas bacterianas adhesivas
proliferaron lo que fue visible por microscopia de epifluorescencia, confirmando que las
cepas fueron capaces de adherirse a la mucosa intestinal y mucina gastrica del camardn L.
vannamei.De igual forma, el nimero de células viables incremento en el moco a las 24h
con una subsecuente disminucién a las 48 h, mostrando abundantes esporas libres (Figuras
11 y 12). Estudios similares reportaron que cepas de Bacillus spp. son capaces de crecer en
agua y colonizar el tracto digestivo de camarones; esta habilidad esta relacionada con una
exclusion competitiva entre cepas de Bacillus contra otras bacterias patogenas por
nutrientes, espacio o produccion de bacteriocinas (Moriarty, 1998; Rengpipat et al., 1998;
Verschuere et al., 2000). Duc et al. (2004) reportaron que esporas de Bacillus pueden
germinar en el tracto digestivo de humanos y animales. En la actualidad, no se sabe si
células o esporas de Bacillusson responsables de la exclusion competitiva y los efectos
probidticos que se atribuyen a varias especies de Bacillus que les permitan transitar con
éxito en el tracto digestivo de animales y suelos (Patterson y Burkhoder, 2003; Sanders et
al., 2003).

Resultados obtenidos en el cultivo larvario indicaron que la mayor supervivencia
fue proporcionada por las larvas tratadas con la cepa YC5-2 (B. tequilensis), sin embargo la
mayor tasa de desarrollo de las larvas se obtuvo con el Mix-2 (C2-2: B. endophyticus, YC3-
b): B. endophyticus y YC5-2: B. tequilensis). La diferencia en la supervivencia entre los dos
bioensayos se puede explicar por la variabilidad genética de los reproductores de camaron y
su procedencia. Ademas, la baja supervivencia en el grupo control (5%) del segundo
bioensayo refuerzan el punto de vista que los probidticos son altamente efectivos para
incrementar la supervivencia larval. Srinivas et al. (2009) encontraron que practicas

tradicionales (recambios largos de agua, aplicacidon de desinfectantes y antimicrobianos o
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ambos) son requeridos para completar exitosamente el ciclo larval, por lo tanto, la baja tasa
de supervivencia larval del grupo control era de esperarse. Debido a que los brotes de
enfermedades causan pérdidas econdmicas importantes, una amplia gama de agentes
quimioterapéuticos se ha utilizado para reducir enfermedades bacterianas. Oxitetraciclina
(OXT) es el antibiotico comunmente utilizado en la larvicultura en el noroeste de México
para evitar la vibriosis por V. alginolyticus y V. harveyi (Uno et al., 2010). En este trabajo,
larvas tratadas con OXT tuvieron mayor supervivencia y desarrollo en comparacién con el
grupo control; sin embargo OTX no fue tan eficaz como algunas de las cepas probidticas.

De acuerdo con Jones et al. (1997) el inicio de la alimentacidon exogena de las larvas
de penaeidos es una fase critica en la supervivencia, crecimiento y desarrollo debido a que
el intestino de las larvasestd expuesto a microorganismos del medio que los rodea durante
la transicion de nauplio V a Zoea 1. En este trabajo B. tequilensis (cepa YC5-2), B.
endophyticus (cepa C2-2 y YC3-b), y B. subtilis (cepa YC2-a) aumentaron
significativamente la supervivencia de las larvas en cultivo. Diversos autores indican que el
uso de probidticos se presenta una modificacidon de las comunidades bacterianas presentes
en el agua de los tanques de cultivo mejorando la supervivencia de larvas de crusticeos
(Nogami y Maeda, 1992; Garriques y Arévalo, 1995; Balcazar y Rojas, 2007b, Gomez et
al., 2008; Guo et al., 2009).

Los beneficios de los probidticos en la acuicultura han sido demostrados, sin
embargo, las aplicaciones de estos tratamientos deben basarse en la comprension de los
mecanismos involucrados y las consecuencias putativas. Una parte esencial de ese
entendimiento se puede proporcionar con estudiar el funcionamiento de las interacciones
huésped-microorganismo y las consecuencias de su modulacion. Andlisis de perfiles de
bandeo obtenidos a partir de los geles de SSCP indicaron una modulacién de la microbiota
durante por primeros 10 dias de inoculaciéon después de este tiempo, no hubo cambios
significativos en la microbiota intestinal de camarones tratados conBacillus mix. Perfiles de
bandeo de Bacillus mix y Alibio fueron muy similares entre réplicas, presentando
diferencias con respecto al control. En este trabajo, la mayoria de los OTU’s (Unidad
Taxonomica Operativa) identificados mediante geles de SSCP tratados con los probidticos

pertenecen a la clase filogenéticaa,y-proteobacteria, Flavobacteria, Shingobacteria y
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Fusobacteria. En comparacion con otras especies de invertebrados, tal es el caso de
Feneropenaeus chinensis donde la microbiota estuvo representada por las clases o,y,e-
proteobacteria (Liu et al., 2011), o el camardn tigre Penaeus monodon por Fusobacterias y
y-proteobacteria (Chaiyapechara et al., 2011) o en Rimicaris exoculata con la microbiota
compuesta por derribacteres, mollicutes, y-g-proteobacteria, una pequefia fraccion de
firmicutes, cytophaga-flavobacter-bacteroides, verricomicrobiae y [.d-proteobacteria
(Durand et al., 2010). Asi mismo, juveniles expuestos a Bacillus mix y Alibio presentaron
la mayor diversidad bacteriana, en comparacion con los controles (numero total de OTU's,
alto indice de diversidad de Shannon (H") y de uniformidad (E")).Resultados demostraron
que comunidades bacterianas fueron dominadas por o-proteobacteria y Flavobacteria
durante todo el cultivo en todos los tratamientos estando representadas por Maribius
salinus, Donghicola eburneus (o-proteobacteria) y Wandonia haliotis (Flavobacteria) en
todos los tratamientos y en todos los tiempo. Estos resultado difieren con lo encontrado por
Liu et al. (2011) quienes observaron un dominio de y-proteobacteria en la comunidad
bacteriana de Fenneropenaeus chinensis, similares resultados fueron obtenidos por Payne
et al. (2007) en la langosta Panulirus ornatus; Durand et al. (2010) en Rimicaris exoculata;
Daniels et al. (2010) en la langosta Homarus gammarus y Chaiyapechara et al.(2011) en
Penaeus monodon.

Demsey et al. (1989) sugiere que solo uno o dos grupos filogenéticos dominan el
intestino del camardn presentando muy baja diversidad; estos reportes se han basado
principalmente en cultivos dependientes por técnicas microbioldgicas, en comparacion con
técnicas moleculares indican que del 10-50% de la poblacion es cultivable (Holzapfel et al.,
1988). En el presente trabajo bandas representadas por Bacillus mix no fueron detectadas,
sin embargo esto puede ser debido a que la técnica SSCP visualiza solo a las poblaciones
bacterianas predominantes en una muestra, datos proporcionados por Gelsomino et al.
(1999) sugieren que solo especies abundantes generan una banda debido al limite de
deteccion de bacterias en DGGE debe de ser superior a 10° células, en este trabajo se probo
la concentracion de 10° células, lo cual podria ser la causa de la no deteccion. Analisis de
secuencias a los 5 dias de inoculacion indican una modulacion de la microbiota intestinal

en los organismos tratados conBacillus mix presentando una alta diversidad de especies. A
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los 10 dias, las secuencias muestran un efecto de los probidticos en la modulacion de la
microbiota intestinal, resultados similares fueron obtenidos por Liu et al. (2010), donde
Bacillus sp.incremento la variacion individual y la diversidad de especies enMarsupenaues
Jjaponicus. Comunidades microbianas a los 15 y 20 dias fueron mas estables con pocas
variaciones y mayor similitud. Resultados parecidos fueron obtenidos por Daniels et al.
(2010), quienes reportaron que con la adicion del prebidtico mannanoligosacaridos y de
Bacillus se logro la estabilizacion de la poblacidon microbiana enddgena y en cierta medida,
suprime las variaciones y la afluencia de nuevas especies en la langosta Europea Homarus
gammarus.

Vibriosis es una enfermedad comun en organismos marinos asociados con altas
mortalidades alrededor del mundo (Egidius, 1987; Lightner, 1994; Estes et al., 2004). Cerca
de 20 especies pertenecientes al género Vibrio, incluidas V. parahaemolyticus, V. cholerae,
V. vulnificus 'y V. anguillarum han sido reportadas como patégenos oportunistas en
animales acuaticos (Prayitno y Latchford, 1995; Hameed et al., 1996; Vandenberghe et al.,
1998). Resultados de la infeccion bacteriana contra V. parahaemolyticus demostrd el mayor
porcentaje de supervivencia se produjo con los camarones tratados con Bacillus mix
(~33%), seguido por Alibio (~21%) y control positivo (~9%). Sin embargo, elanalisis de
los perfiles de bandeo de cada uno de los geles de SSCP realizados durante el reto contra V.
parahaemolyticus indican un aumento en el numero de bandas presentes a las 12 h post
infeccidbn con una subsecuente disminucion a las 48h. Resultados similares fueron
obtenidos por Zhou et al. (2011) quienes observaron que al infectar tilapia (Oreochromis
sp.) con Aeromona hydriphila previamente tratadas con prebidticos mostraron una
reduccion en su recuento total de bacterias intestinales asi como en la diversidad y
uniformidad de especies, atribuyendo este efecto a la presencia del patdgeno. Cabe destacar
que no existen estudios sobre el efecto de patdgenos en la microbiota intestinal de
invertebrados y en vertebrados estd muy limitado con excepcion del estudio realizado por
Zhou et al. (2011).

Diversos estudios indican que la comunidad microbiana intestinal del camaron esta
principalmente compuesta por los géneros Aeromonas, Plesiomonas, Photobacterium,

Pseudoalteromonas, Pseudomonas y Vibrio (Dempsey et al., 1989; Moss et al., 2000;
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Oxley et al., 2002). En este estudio, especies de Vibrio fueron detectadas en control
positivo (Vibrio parahaemolyticus, Vibrio sp.) asi como en control negativo (Vibrio
mediterrani) y Alibio (Vibrio sp.) confirmando la infeccion; en contraste en el tratamiento
Bacillus mix no se observo la presencia del patdgeno lo que podria indicar algin tipo de
proteccidn por parte del probidtico a los organismos en cultivo, evitando asi la presencia de
Vibrio en la microbiota; sin embargo, si se tuvo la presencia de especies consideradas
patégenas como son Photobacterium damselae subs. piscicida la cual fue detectada en
todos los tratamientos. Vibriosis y photobacteriosis son causados por bacterias de la familia
Vibrionaceae, (Benediktsdottir et al., 1998; Eguchi et al., 2000), donde se pueden incluir las
especies V. alginolyticus, V. anguillarum, V. carchariae, V. salmonicida, V. damsela, V.
ordalii, V. parahaemolyticus y V. vulnificus los cuales son causantes de infecciones
importantes en especies de peces (Hanna et al., 1991; Sung et al., 1999). Photobacteriosis
es causada por Photobacterium damselae subsp. Piscicida (anteriormente Pasteurella
pisicicida) que es una bacteria altamente patdogena que no parece tener especificidad de
huésped, infectando a una gran variedad de especies de peces (Toranzo et al., 1991; Noya et
al., 1995). Vandenberghe et al. (1999) demuestran que las infecciones por V.
parahaemolyticus 'y P. damselae se producen en juveniles y adultos de Litopenaeus
vannamei.

En el presente estudio camarones que recibieron Bacillus mix y el probidtico
comercial presentaron un incremento en la respuesta inmune resultando en una mayor
resistencia a la infeccion con V. parahaemolyticus, indicando un incremento en los niveles
de expresion del transcrito de los genes Lysozima, Proteina activadora de la fagocitosis
(PAP) y Penaeidina tipo 2 (PEN 2), proteina de coagulacion (CP), y Peroxinectina (PE) asi
como, la proteina de reconocimiento LGBP. Asi mismo,el conteo de hemocitos circulantes
(THC) de camarones inoculados con los probioticos fue significativamente mas alto que el
grupo control negativo a las 48h de haber realizado la infeccion. Es bien sabido que el ciclo
de vida, alimentacion, enfermedades, contaminantes, y estrés afectan la cantidad de
hemocitos circulantes en crustaceos, tanto en cantidad como en calidad (Persson et al.,

1987; Cheng y Chen, 2001). Un incremento en el THC provee una mejor respuesta inmune
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durante periodos de estrés (Truscott, 1990) ademds de proporcionar resistencia a
enfermedades en crustaceos (Le Moullac et al., 1998).

Resultados obtenidos por Burge et al. (2006) demuestran que organismos inyectados
con V. campbelli producen un decremento en la sefial transcripcional en hemocitos
circulantes y tejido perimetral a las 4h post-inyeccion. Asi mismo, notaron un aumento en
la concentracion de lysozima en el musculo, sugiriendo una migracion de los hemocitos al
sitio de inyeccion durante las primeras 4h, después de este periodo de tiempo se incrementd
la sefial en los hemocitos y disminuyd la expresion en tejido.Resultados obtenidos en este
trabajo indican una sobre expresion a las 3h post inyeccidn probablemente atribuido al
efecto del Bacillus mix al estimular el sistema inmune contra una infeccion bacteriana.
Wang et al. (2010) observaron un aumento en los niveles de expresion del gen lysozima a
las 36 hpi con Vibrio harveyi en juveniles de L. vannamei, indicando que este gen es un
componente esencial en la respuesta inmune contra bacterias Gram-negativas. Ji et al.
(2009) observaron un aumento en los niveles de expresion del transcrito a las 6h, teniendo
el pico mas alto de expresion a las 24h post inyeccidon con LPS. En lo que respecta con la
Proteina activadora de la fagocitosis (PAP) diversos autores han demostrado un incremento
en los niveles de expresion de este gen ante la presencia de un patdégeno o un estrés, tal es el
caso de Watanabe (1998) encontré que RPL 26 (PAP) en P. japonicus fue expresado
durante el ciclo de muda. RPL 26 fue encontrado al ser sobre expresado en respuesta a la
activacion de macrdfagos en ratdn cuando fueron tratados con LPS, silica e IFNy (Segade
et al., 1996). Ademas, se ha observado que este gen incrementa la actividad fagocitica de
los hemocitos cuando son incubados con la proteina glutathione-s-transferasa-PAP (GST-
PAP) observando una sobreexpresion del gen RPL 26 (PAP) a las 6 y 72h pos inyeccion
con VIH (V. harveyi, inactivo) WSSV (Inactivado con formalina) y fucoisan (Deachamag
et al., 2006).

De igual forma, peneidinas presentan una actividad antibacteriana y antifungica
(Destoumieux et al., 1999), la actividad antibacteriana es predominantemente dirigida
contra bacterias gram-positiva; un efecto bactericida de las peneidinas tuvo que ser
observado contra las bacterias Bacillus megaterium, Micrococcus luteus y A. iridansasi

como hongos filamentosos como Fusarium oxysporum. Sin embargo en nuestros resultados
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PEN2 fue significativamente sobre expresado después de la inyeccion con V.
parahemolyticus durante las primeras horas del reto bacteriano. Similares resultados fueron
obtenidos por Wang et al. (2010), quienes observaron un incremento en los niveles de
expresion de PEN2 y PEN4 a partir de las 18 h pos infeccion con V. harveyi, indicando que
ambos péptidos antimicrobianos pudieran estar relacionados con la limitacion en la
invasion por el patogeno.

Por otro lado, la proteina de reconocimiento de lipopolisacaridos y B-1,3 glucano
(LGBP) y la proteina de adhesion celular, peroxinectina (PE), son moléculas relacionadas
con el sistema proPO. En este estudio ambos genes presentaron un incremento en los
niveles de expresion en los organismo tratados con el probiotico comercial sugiriendo que
un incremento de PE puede incrementar la actividad bioldgica de adhesion celular,
opsonizacidn, degranulacion, peroxidasa y encapsulacion en camardn tratados con el
probidtico (Johansson y Soderhill, 1988; Thornqvist et al., 1994; Johansson and Soderhill,
1989; Johansson et al., 1995; Kobayashi et al.,, 1990). Resultados similares fueron
obtenidos por Liu et al. (2005) quienes observaron una sobreexpresion de transcrito del
mRNA peroxinectina a las 24h pos infeccion con V. alginolyticus. Asi mismo, Chiu et al.
(2007), observaron un incremento en los niveles de expresion del transcrito de
peroxinectina en Litopenaeus vannamei a las 168h de haber sido inoculados con el
probidtico Lactobacillus plantarum.

En lo que respecta a la proteina de cuagulacion (CP), Wang et al. (2010) observaron
que niveles de expresion de mRNA de TGasa y CP fueron alterados después de la infeccion
con V. harveyi. En Marsupenaeus japonicus, Cheng et al. (2008) demostraron que el
RNAm correspondiente a CP es expresado en el hepatopancreas de los camarones y en
varios otros tejidos, con excepcion de los hemocitos y de los musculos; siendo el tejido
epidérmico sub cuticular de M. japonicus el principal sitio de la sintesis de CP, esto
comparado con nuestro trabajo podria justificar el nivel bajo de expresion en los tiempos
muestreados con excepcion del tiempo 12.

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa que protege al hospedero en
las primeras horas y dias después de la infeccion (Lee y Soderhill, 2002). La primera fase

distintiva de respuesta inmune en camarones es aproximadamente a las 12h después de un
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reto con patdgenos (Bachére et al., 2004). Basados en esta informacion y considerando que
el registro de mayor mortalidad fue a las 12h postinfeccion y al incremento en los niveles
de expresion de genes de respuesta inmune (PAP, Lysozima, PEN 2) antes de las 12h nos
indican que los camarones previamente tratados con los probioticos poseen una fuerte
habilidad de defensa que los llevo a tratar de combatir la infeccion contra V.
parahaemolyticus.

En resumen este trabajo demuestra que Bacillus mix mantiene una comunidad
bacteriana equilibrada y natural que mejora la produccion larval que se ve reflejada en la
tasa de desarrollo, ademas, modula y reduce la diversidad de las comunidades bacterianas
del intestino e incrementa la respuesta inmune de tipo celular y humoral influyendo en la

salud del organismo huésped ante una posible infeccion.
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9. Conclusiones

1. El tratamiento Mix compuesto por Bacillus, aceleran la metamorfosis larvaria hasta
con 1 dia de diferencia en comparacion con el control y los otros tratamientos. Asi
mismo, protege a juveniles de L. vanmnamei ante la infeccion por Vibrio
parahamolyticus ademés de incrementar el numero de hemocitos circulantes a las
48h post-infeccion.

2. Ambos probidticos influyen en la modulacion de la microbiota y presentan la mayor
diversidad de especies al menos durante los primeros 10 dias de inoculacién. La
presencia de V. parahaemolyticus en control positivo confirmo la infeccion
bacteriana y la ausencia de especies de Vibrio en Bacillus confirma su proteccion.

3. Bacillus mix estimula la expresion de los genes PAP, Lyso y PEN2 durante las
primeras 6 horas pos infeccion.

4. Alibio estimula la expresion de los genes PE, CP y PAP a las 12, 24 y 48h post-
infeccion.

5. Flavobacteria y a-proteobacteria (Wandonia haliotis haldis, Donghicola eburneus 'y
Maribius salinus) fueron las bacterias presentes en los tres tratamientos pudiendo
ser consideradas como bacterias comensales del intestino del camardn.

6. En conclusion Bacillus mix fue benéfico en términos de resistencia a V.
parahaemolyticus e incrementa la respuesta inmune celular y humoral confirmando
su efectividad como probidtico.
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