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Resumen

El sector acuicola enfrenta actualmente una de sus mayores problematicas, principalmente
adversidades sanitarias derivadas del surgimiento de patdégenos que amenazan la
productividad, calidad y supervivencia de los cultivos. En este contexto, el uso de bacterias
probidticas ha cobrado gran relevancia para mejorar dichos aspectos, por lo que el presente
trabajo investigd la caracterizacion de la cepa Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01, aislada
originalmente de cultivos de pejelagarto (Atractosteus tropicus), con el objetivo de evaluar su
aplicacion y efecto en un cultivo de juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Los
anadlisis fenotipicos, realizados mediante técnicas convencionales, revelaron que la cepa
presenta movilidad activa en medios liquidos y semisélidos, destacando la ausencia total de
actividad hemolitica, un indicador fundamental de seguridad. Los estudios de crecimiento
mostraron que su desarrollo depende de las condiciones ambientales, con un rango éptimo
de temperatura y salinidad entre 30-35 °Cy 1% de NaCl, alcanzando su maximo entre las 2—8
horas post infeccién, con una densidad de 8.8 Log UFC/mL. El analisis filogenético, basado en
la Identidad Nucleotidica Promedio (ANI), mostré un 96.7% de similitud con Exiguobacterium
profundum, superando el umbral del 95% para la delimitacion de especies. En los bioensayos
con tilapia, no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, con
tasas de supervivencia entre 93.3% y 100%. Los resultados respaldan el potencial probiético
de Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01 en sistemas de cultivo de tilapia, dada su seguridad,
adaptabilidad y compatibilidad. No obstante, se recomiendan estudios complementarios para
evaluar sus efectos a largo plazo y su impacto en la acuicultura comercial.

Palabras clave: Caracterizacion, Exiguobacterium, Tilapia nilética, Probidtico y Salud acuicola.
ORCID: 0000-0003-3698-1296
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Summary

The aquaculture sector is currently facing one of its greatest challenges, primarily health-
related adversities stemming from the emergence of pathogens that threaten the
productivity, quality, and survival of cultured species. In this context, the use of probiotic
bacteria has gained significant relevance to improve these aspects. Therefore, this study
investigated the characterization of the bacterial strain Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01,
originally isolated from tropical gar (Atractosteus tropicus) cultures, with the objective of
evaluating its application and effect on a juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) culture.
Phenotypic analyses, performed using conventional techniques, revealed that the strain
exhibits active motility in both liquid and semisolid media, with a notable absence of hemolytic
activity a key safety indicator. Growth studies showed that its development is dependent on
environmental conditions, with optimal temperature and salinity ranges between 30-35 °C
and 1% NaCl, reaching peak growth between 2-8 hours post-infection, with a maximum
density of 8.8 Log CFU/mL. Phylogenetic analysis based on Average Nucleotide Identity (ANI)
showed 96.7% similarity with Exiguobacterium profundum, exceeding the 95% threshold
established for bacterial species delimitation. The bioassays with Nile tilapia showed no
significant differences among the experimental groups, with survival rates ranging from 93.3%
to 100%. The results support the probiotic potential of Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01 in
tilapia farming systems, given its safety, adaptability, and compatibility. However,
complementary studies are recommended to assess its long-term effects and its impact on
commercial aquaculture systems.

Keywords: Characterization, Exiguobacterium, Nile tilapia, Probiotic, and Aquatic health.
ORCID: 0000-0003-3698-1296

P

/7

P g
F ///'
vy 1 V.
[ %77 /%]

7 77
Vo.Bo D/éduardo Quiroz Guzman.
Co-Director de Tesis.




Dedicatoria

A mi prometida Laura Elena Cota Ortega, quien estuvo a mi lado desde el primer dia, quien
siempre brindo su mano y apoyo para continuar aun cuando el mundo parecia venirse abajo.
Tus palabras y amor fueron siempre una razén mas para continuar mi vida, porque sin ti,
definitivamente esto no hubiera sido posible, agradezco progresar y crecer a tu lado. Gracias
por todos tus consejos, dedicacion y sobre todo gracias por ser mi companera de vida y de

aventuras. Te amo.

A mi familia, mi mama Leonor Romero y mi hermana Melissa Guadalupe Contreras Romero,
quienes vivieron junto a mi esta experiencia, siempre me escucharon y brindaron su mejor
consejo. Gracias mama por todos sus sacrificios y su amor, porque sin usted y su hermosa
manera de educarme, no estaria hoy en donde me encuentro. A mi papd, Agustin Eduardo
Contreras Avilés, quien siempre me preguntd como iba en mi trabajo y brindo sus mejores

consejos. Los amo.

A mi perrita Moly, quien hoy me ve desde el cielo de los perritos, pero compartio toda su vida
a milado, brinddndome siempre besos y carifos incondicionales, porque siempre estaba para
mi cuando la necesitaba, quien siempre me escucho y quien fue mi mejor amiga. Gracias por
ensefiarme a ser mas fuerte y saber soltar cuando mas lo necesitaba, te amo y te extrafio mi
gordita hermosa.

A todos mis seres queridos, quienes siempre preguntaron por mi trabajo, por saber que era lo

gue hacia en el CIBNOR y sobre todo que se alegran de que hoy este terminando esta etapa.

A todos mis amigos, que formaron parte del proceso, con quienes nunca faltaron dias de risas

y carcajadas en los cubiculos y quienes hicieron de la maestria un momento lindo.

Esto es de todos nosotros, un logré que fue gracias a ustedes. Quiero que lo disfrutemos y

gocemos, porque nos costé mucho. Los amo.



Agradecimientos

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C (CIBNOR) y a la Direccion de Estudios
de Posgrado y Formacién de Recursos Humanos, por permitirme realizas mis estudios de
posgrado y hacer uso de sus instalaciones y recursos, ademds de todo el apoyo vy
consideraciones que tuvieron hacia mi persona, pues nunca me dejaron solo y abrieron las
puertas de sus oficinas cada que lo requeria.

A la Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacién (SECIHTI) por la beca
otorgada (N0.829137).

A mi Co-Director, el Dr. Eduardo Quiroz Guzman y a mis revisores, el Dr. José Arturo Sanchez
Paz y Dr. José Luis Balcazar Rojas, quienes brindaron su apoyo y experiencia para lograr que
este trabajo de investigacién culminara de manera exitosa.

Al Laboratorio de Biotecnologia de Bacteriéfagos y Microalgas el CIBNOR por proporcionarme
los insumos y herramientas necesarias para esta investigacion.

A mis amigos y maestros de Laboratorio, Dra. Irais Ramirez Sdnchez y Dr. Bernardo Veyrand
Quiros, por todo su apoyo y orientacién en mi fase experimental, asi como para la obtencién
de resultados.

A la M.C. Karla Guadalupe Aguilar Rendén, M.C. Maria del Carmen Bolan Mejia y MVZ Rodolfo
Lozano Olvera, por su valioso apoyo, orientacion y disposicion para ayudarme siempre de la
mejor manera.

A mi prometida Laura Elena Cota Ortega, por todo su apoyo en esta travesia llena de bajadas
y subidas, por siempre estar a mi lado y brindarme siempre tu apoyo en todo momento, por
desvelarte conmigo. Por todo tu amor, carifio y comprension en todo esto. Sin ti, no hubiese
sido posible.

A mi familia, mi mama Leonor Romero y mi hermana Melissa Guadalupe Contreras Romero,
quienes fueron parte de este proceso, vivieron y apoyaron en esta nueva etapa. Sin ustedes,
no seria posible.



Contenido
=T U] 3 = o TSP i
Y VT 1310 1 I TV PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRt ii
(0T [ -1 o] o T- TR PR iii
ABrad@CIMIBNTOS.......oeiiiiiiieiiiieee e e e e e st e e e st e e e e s s bte e e e s sbaeeeeeabaeeeearaeeeeenns iv
070141 =T T« o U PURURRNt v
LiSta d@ fIBUIAS .....oooiiiiii e e e e e e s e s e e e e raaee s vii
LiSta de tablas ............ooviiiiiiiie e e e e e e e et e e viii
L. INTRODUCCION ...ttt ettt st e e e et ete et sae e et saeatssessssesesseaeensna 1
2. ANTECEDENTES .......oooiiiiiiee ettt e e e et e e e etre e e e e e tbaeeeeaataeeeeeensaseeeennsseeeeanreeeeennseens 3
2.1 Aislamiento de bacterias con potencial probidtico......cccccccuviiiiriiiiiiiiciieeecee e, 3
2.2 DescripCion de EXiQUOBDGACTEIIUM ..........ccccuueeieieiiiieeeeiiiee e scitee e eetee e e sae e e e saae e s e eaeaeeeeans 4
2.3 Descripcion gendmica de EXiGUODACLEIIUM ..........coccuueeeeeiiiieeeeiiieeeeecieeeeseieee e esareee e 6
2.4 Importancia de Exiguobacterium en aCuUiCUltUura .........coeevcvieeiiriiiee e eeeeee e 7
2.5 Ore0Chromis NITOLICUS ..........ccccueiiiieee e ettt e e e e seetre e e e e e eer e ee e e e e sessnsaeaeeeaeeeessannes 8
BUJUSTIFICACION ...ttt ettt sttt ettt et et se st eeeeenaeeas 10
B HIPOTESIS........coouivieieeiiecte ettt bbbt s st s st s s ae s bbb bbb s b s tesans 11
DL OBIETIVOS. .. ...ttt et e e e e e e ettt e e e s eaate e e e eaasaeeeeaasaeeesaasaeeeeeansaeeeeasseeaeennnees 12
TN IO o T[4 Vo I =T o 1] - | PSSP 12
5.2 Objetivos PartiCUIGrES.....cuiii e e e e e e e e e e rrer e e e e e e s eennraaaeeeeeaeeas 12
6. MATERIALY IMETODOS ..ottt ettt sttt ettt n s e 13
6.1 Caracterizacion fenotipica de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01)......ccccccvueeeevirneeennnns 13
6.2 Movilidad, Indol y Ornitina (IMIO) ......coociiiii e e e e e e e e e e 13
6.3 CItrato de SIMMONS ....viiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e seeanbaeeeaeeaaeeas 14
Lo 2o ol o [T 4 T=1 o | Lo TSRS 14
6.5 CUINVA de CreCiMIENTO ... ciiii it e e e e e e e e e e e e e e s eearraeeeeeaeeeeas 14
SN =T 0 a1 o 1] £ 1 (U] - IO PP PUPTPPPRN 15
oI 1111 Lo =T RSP 16
oS3 o =T 0 o 1] RSP 16
6.9 Sensibilidad antimicrobiana ........cccuuiiiiiiiie e e 17
6.10 Pruebas de motilidad: Swimming, Swarming y TWiching.......ccccccvvveeeeeeeiieciiinreeeneeeenn, 17
6.11 Aislamiento de ADN gendmico Y SECUENCIACION .....cccuvvveeeeeeeeeeiiirreeeeeeeeeeenrrreeeeeee e 18
6.12 Ensamble y andlisis EENOMICO ...uuveviiiieiiiiiiiieeee et e e e enbrreee e e e e e 18
6.13 Desafio de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 en tilapia.....cccceevvvreeeeeieeiiiciinnneenneeeenn, 19
(20 701 Yol 10 o - | =Y T T SRR 19
6.13.2 Preparacion de iNOCUIO .......c.uvvveiiee et e e e e e s eaaraa e e e e e e eean 20
5.13.3 DESAIO ceieee e e e e e e e e e e e e earees 21
6.13.3.1 Inoculacion INtraperitoN@al..........ccoieeccireeeeiieiiecccireeee e e 22
T T8 7 [ ' 41T Y [ o USRS 23
6.13.3.3 UFCs en fondo de columna de agua y fondo de acuarios........cccceeeeeveennvnnen. 23
7. RESULTADOS ...ttt ettt e e et e e e et e e e s e et e e e e e nsaeaeeasnsaeeeeensaeeeeansaeeeeannseeasennnenes 24
7.1 Pruebas bioquimicas Y NeMOIISiS........cciiiiiiiiiiieiiec e 24
728 0 R =Y 3 Vo 1SS 24
7.2 Concentracion minima inhibitoria......cccoccciiiiieiec e 25
7.3 Motilidad Swimming, Swarming y TWIChiNgG.......cccovvuiiiiiiiiiie e 26
7.4 Cinética de crecimiento bacteriano..........cccvvviiiiii i 27
7.5 Temperatura Optima de CreCcimiento ......uveeiviiieeieciee e 28

7.6 Salinidad Optima de creCcimiento.......civviiiee e e 29



7.7 Infeccion intraperitoneal de O. niloticus con Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 ........ 31
7.8 Densidad de bacterias durante el bioensayo por inmersion .......ccccocceeeevviveeeinciveeennns 32
7.9 ldentificacién gendmica y relacion filogenética de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01)
.............................................................................................................................................. 36
7.10 Mapa gendmico de EXiQUODACTEIiUM ..........cccueeeeeiuieeiieiiieeeeiiieeeescvee e ssieee e ssvaeeeeaes 37
7.11 Analisis de similitud eNntre @SPECIES.....cuuiiiiiiiieei ettt e e 38

7.12 Andlisis gendmico de clisteres de genes potencialmente asociados con la biosintesis
de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en Exiguobacterium sp. nov....41

8. DISCUSION ...ttt s s s st 43
9. CONCLUSIONES .........ooiitiieiiee ettt ete e e s e e st e e st e e e sateeessteeessteeenseeesnsaeeanseeesnseeessseeensseennns 51
10. LITERATURA CITADA ...ttt eetee ettt e ettt e et e e e aae e e at e e e saae e ebaeesnaaeesnseeessbeeesnseeensseeennses 52
1 230 L PR 59
ANEXO A. Concentraciones finales de antibidticos puestos en placa de 96 pocillos para
Exiguobacterium sp., en prueba de sensibilidad antimicrobiana. ........ccccccceeeiieiiiniennnnnn, 59
ANEXO B. Concentracién minima inhibitoria (MIC) en ug/ml de Enrofloxacina; Furazolidona;
Florfenicol; Oxitetraciclina en Exiguobacterium Sp. NOV........cccccuuveeeeeeeecccciiieeeeee e e eecvveneeas 59

ANEXO C. Cinética de crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., en medio de cultivo TSB a



vii

Lista de figuras

Figura 1. Prueba de Hemolisis a Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01......ccccccvvveeeinireeeennnnen. 25
Figura 2. Curva de crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 evaluada durante 26 h a
30 °C en medio de cultivo TSB. Las barras indican la desviacidén estandar. N=3 ..................... 27

Figura 3. Crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 evaluada a distintas temperaturas
de prueba en medio de cultivo TSB durante 24 horas. Las barras indican la desviacion estandar
y los asteriscos (*) las diferencias significativas entre tiempos. N=3. ........ccccoveiiriiieeececnnennnn. 29
Figura 4. Crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 a diferentes porcentajes de NaCl,
N=3y los asteriscos (*) las diferencias significativas entre tiempos. ......c.cccceeeeeerceeerceeennenn. 30
Figura 5. Porcentaje de supervivencia de O. niloticus durante la infeccién por inoculaciéon
intraperitoneal con UNa P=0.47. N=3 ... e e e e s 32
Figura 6. Promedio de la densidad de bacterias heterétrofas totales (UFC/mL) del control
negativo registradas en muestras de la columna de agua durante el bioensayo de inmersién,
las barras indican la desviacion estandar. N=3 ........ccccoviiiiiiiiniieenieeseeee e 33
Figura 7. Promedio de la densidad de bacterias heterdtrofas totales y colonias con fenotipo
anaranjado (UFC/mL) en TSA, registradas en muestras de la columna de agua durante el
bioensayo de inmersién, las barras indican la desviacién estdndar en cada uno de los conteos
realizados, con UNa P=0.011 Yy N=3 ..ot e e e e e s e e e e e s e eanraeeeeas 33
Figura 8. Densidad de colonias heterdtrofas totales registradas en muestras de agua en el
fondo del estanque de control positivo durante el bioensayo de inmersién. Con una P=0.006

Figura 9. Densidad de colonias color naranja registradas en muestras de agua tanto de Ila
columna de agua como del fondo del estanque durante el bioensayo de inmersion (control
POSITIVO). N3 .ot e e e e e e e e b e e e e s ebsaeeeeaasaeeeeeaabaeeeeessaeeeeansseeeeennnens 34
Figura 10. Mapa gendémico de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01. De adentro hacia afuera se
representa la posicién genédmica, el GC Skew, el contenido de GC, las secuencias codificantes
en cada hebra de ADN y finalmente la posicidn de los genes de resistencia. ........cccceeeeeeennnns 38
Figura. 11. Mapa de calor de acuerdo del porcentaje de ANI del genoma correspondiente a
Exiguobacterium sp. nov. en comparacion con distintas especies del género Exiguobacterium.
Las especies mas similares presentaran tonalidades rojizas mas intensas, a diferencia de la
gama de azules, que refleja una menor similitud entre Si......coccceeeeeeeeieciiiveeeee e, 41
Figura 12. Posicion gendmica de los genes de Exiguobacterium sp. nov. Del cluster de sintesis
de terpenos. del cluster determinado en Exiguobacterium sp. (parte superior) directamente
con cluster de bacterias registradas en NCBI, mostrando una mayor similitud con Halobacillus
NGIOPRIIUS. ...ttt e e et e e e e e s et b e e e e e e e eessstsraeaeeeeessesnstaaaeneaeseens 42
Figura 13. Comparacion entre el cluster de genes asociados a los terpenos en Exiguobacterium
sp. nov. (primera linea) con el presente en otras especies de bacterias del género
EXIQUODGCTEIIUIM . ......cccccevvvveeee e e e eeeeciitreee e e e ee st e e e e e e e s sbabaeeeeeseesenastbeseessessessstsraaseeeeessannnnes 42



viii

Lista de tablas

Tabla 1. Tratamientos utilizados en desafio por inoculacién intraperitoneal...........cccccuuueee.. 21
Tabla 2. Resultados de pruebas bioquimicas de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01............. 24
Tabla 3. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en pg/mL de enrofloxacina; furazolidona;
florfenicol; oxitetraciclina en Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 ..........cccccvviveeeeeeeeeeccnnnneen, 25
Tabla 4. Resultados de movilidad mediante Swimming, Swarming y Twiching de
Exiguobacterium sp. NOV., UJAT-01......cuuiiiiiiieeiiiiiieeeritee s ssireee e sstee e s ssvae e e s ssaaeeesssseeessnaneens 26
Tabla 5. Diferencias significativas entre grupos correspondiente a las temperaturas analizadas
.................................................................................................................................................. 29
Tabla 6. Diferencias significativas entre grupos correspondiente a las salinidades analizadas.
.................................................................................................................................................. 31
Tabla 7. Tasas de supervivencia de Oreochromis niloticus: Grupos homogéneos segun la
[T AUT=] o 1o [T U1 = 2RSSR 32
Tabla 8. Aislados bacterianos obtenidos tras la fase experimental de inoculacién
intraperitoneal @ INMEISION. ........uiiii i e e e e e e e e e e e ara e e e e eanees 35
Tabla 9. Identificacion d& ESPECIES. .....ciiecuiiee e et e e e e aaeee e 37
Tabla 10. Analisis de calidad del ensamblaje gendmico utilizando SPAdes, SKESA y A5-miseq.
.................................................................................................................................................. 37

Tabla 11. Especies del género Exiguobacterium utilizadas para el anadlisis comparativo
(= oToT =T = 1 =Y o TN 1V 2 RSP 39



1. INTRODUCCION

La acuicultura, como sector en constante crecimiento, enfrenta desafios significativos
relacionados con la aparicion de diversos patégenos en los cultivos (Lopez-Marin y Solis-
Mufioz, 2024). Entre las herramientas mds importantes desarrollada en los ultimos afios para
contrarrestar los efectos negativos de estos agentes, se encuentra el uso de bacterias
benéficas. Estas bacterias desempefian un papel crucial en diversos aspectos de la acuicultura,
contribuyendo al éxito de las operaciones acuicolas mediante el aumento de la productividad

y la mejora en la calidad de los organismos (Das, 2019).

Un ejemplo de la aplicacidon de las bacterias en el cultivo de especies acuicolas es su
participacién en la degradacién de desechos organicos, lo cual ayuda a mantener la calidad
del agua y prevenir la acumulacidon de compuestos téxicos (Austin, 2020). Ademads, algunas
bacterias pueden establecer simbiosis benéficas con los organismos acudticos, promoviendo

su salud y crecimiento (Gatesoupe, 2007).

Los probidticos son suplementos alimenticios disefiados para ser ingeridos via oral y que estan
compuestos por diferentes cepas de bacterias no patégenas vivas. Los probidticos son de
interés en acuicultura ya que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren
beneficios a la salud del hospedero (Verschuere et al., 2000; FAO/OMS, 2001). Estas bacterias,
como por ejemplo los géneros Lactobacillus y Bacillus, poseen la capacidad de mejorar la
digestion, aumentar la resistencia a enfermedades e incrementar la calidad del agua en
entornos acuicolas (Zorriehzahra et al., 2016). Sin embargo, para que estas bacterias puedan
ser consideradas probidticas, deben cumplir ciertos estandares establecidos. Asi, en humanos
se considera principalmente la ausencia de factores de virulencia, poseer la capacidad para
sobrevivir al transito gastrico (tolerancia a los acidos gastricos y bilis), y de adherirse y
colonizar el epitelio intestinal, ademads de estabilizar la microbiota saludable e inhibir el
crecimiento y colonizacién de patégenos (Kapsea et al., 2018). En organismos acuaticos, como
peces, los estandares para considerar una bacteria como probidtica incluyen caracteristicas
especificas adaptadas a su entorno, estas bacterias deben ser capaces de adherirse al epitelio
intestinal para impedir o limitar la colonizacién de patégenos, ademas de contribuir al
fortalecimiento del sistema inmunitario del hospedero y mejorar la absorcidon de nutrientes,

asimismo, es fundamental que sean viables en condiciones de almacenamiento y compatibles



con procesos tecnoldgicos como la liofilizacidn. El proceso de seleccion de las bacterias que se
utilizardn como probidticos contempla evaluar su seguridad, capacidad para competir con
patdgenos, efectos positivos en el organismo hospedero y la relacidon costo-beneficio de su
uso. Dependiendo del sistema, los probidticos pueden administrarse a través de alimento
vivo, bafios, incorporacion al agua de cultivo o en dietas artificiales, asegurando asi su eficacia
y adaptacion al entorno acudtico (Balcazar, 2006; Butt et al., 2021). Los probidticos pueden
competir con patdégenos por recursos y espacio, contribuyendo asi a un microbioma
equilibrado y una microbiota intestinal saludable en los organismos acudticos. Esto crea un
entorno microbiano Unico en cada una de las etapas de desarrollo que presenten los

organismos (Gomez y Balcazar, 2008; El-Saadony et al., 2021).

Un candidato que ha despertado interés en acuicultura son las bacterias que pertenecen al
género Exiguobacterium, bacterias extremofilas que ha demostrado tener una amplia
adaptabilidad a condiciones ambientales adversas, como alta salinidad y variaciones de
temperatura (Vishnivetskaya et al., 2000). Estudios recientes han revelado los efectos
positivos de Exiguobacterium sp., debido a que la administracién de esta bacteria puede
modular la microbiota intestinal de los organismos acuaticos (Artemias, camarones e incluso
peces), promoviendo la diversidad microbiana y la estabilidad del ecosistema intestinal,
aumentando la resistencia a enfermedades y mejorando el crecimiento (Etyemez et al., 2018;
Delgado et al., 2023). Ademas, se ha explorado la funcionalidad de Exiguobacterium en la
degradacion de desechos orgdnicos y la mejora de la calidad del agua en sistemas acuicolas

(Kim et al., 2022).

De igual forma Exiguobacterium ha mostrado efectos benéficos en la respuesta inmune de
Penaeus vannamei, aumentando su resistencia ante patégenos y enfermedades (Kasana y
Pandey, 2018). Adicionalmente, debido a su resistencia y adaptabilidad, Exiguobacterium ha
atraido la atencidn en el ambito biotecnolégico, ya que estudios recientes han demostrado su
capacidad para producir enzimas y metabolitos de interés industrial, como enzimas
termoestables, biosurfactantes y compuestos con actividad antimicrobiana y antioxidante
(Sun et al., 2023). Esta capacidad de sintesis de productos de interés biotecnoldgico tiene
aplicaciones potenciales en la industria alimentaria, farmacéutica y de biorremediacién. Por
ello, en el presente trabajo se propone evaluar el efecto de Exiguobacterium sp. nov., como

un potencial probidtico en el cultivo de Oreochromis niloticus.



2. ANTECEDENTES

2.1 Aislamiento de bacterias con potencial probidtico

El termino probidtico proviene del griego pro y bios que significa “a favor de la vida”, este
término ha cambiado con el paso del tiempo, adentrandose a diversas areas de aplicacion,
actualmente se toma mucho en cuenta en la acuicultura, en donde se define como
microorganismos vivos administrados mediante el alimento o el agua, capaces de mejorar el
equilibrio microbiano y beneficiar la salud de los organismos acudticos (Gatesoupe, 1999;
Verschuere et al.,, 2000; Amoah et al., 2019; Azad et al., 2019). De manera general y de
acuerdo con FAO (2006), un probidtico es un microorganismo vivo que, cuando se administra
en cantidades adecuadas, confiere un beneficio a la salud del huésped. En la acuicultura, se
propone el uso de probidticos como alternativa para el control y prevencién de enfermedades
(Wang et al., 2018), demostrando su eficacia en la reduccién de patégenos, la estabilizacién
de la microbiota y la inmunidad que pudiera conferir de los propios organismos (Gomez-Gil et
al., 2000; Sotomayor y Balcdzar, 2003). Entre los mecanismos de accién mds reconocidos se
encuentra la estimulacién del sistema inmune, la produccidén de compuestos antagonistas que
confieren un efecto probidtico y la exclusién competitiva de nutrientes, o espacio (Balcazar et
al., 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008). En la actualidad, de la mano con el creciente interés
de la microbiota y la salud de los organismos de cultivos acuicolas, los probidticos son uno de
los objetos de estudio de mayor peso e impacto, ademas, su alcance y aplicaciones se amplia,
subrayando la importancia de seleccionar cuidadosamente los microorganismos utilizados,
asegurando no presentar riesgos para el sistema productivo (Idrees et al., 2022). Aunado a lo
anterior, la acuicultura ha presentado grandes retos en sus cultivos, principalmente
enfermedades, una baja productividad y un deterioro ambiental, lo cual ha generado una gran
alarma en la busqueda de alternativas sustentables a estas problematicas como el uso de
probidticos. Su primera aplicacién ocurrié en 1986, enfocado a mejorar el crecimiento de
hidrobiontes, después, se emplearon con la finalidad de mantener un control de infecciones
bacterianas y mejorar la calidad del agua en cultivos. Actualmente, existe evidencia sobre su
capacidad para optimizar la digestibilidad de nutrientes, aumento en tolerancia al estrés,
mejorar y estimular la reproduccion, asi como reforzar la salud general de organismos

acuaticos. Diversos productos comerciales basados en bacterias como Bacillus, Lactobacillus,
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Enterococcus, Carnobacterium y la levadura Saccharomyces cerevisiae se utilizan bajo

lineamientos de manejo responsable (Martinez-Cruz et al., 2012).

Ntiantiasi y Lianou (2023) realizaron un aislamiento de bacterias probidticas a partir de
diversas fuentes, incluyendo alimentos fermentados y organismos acuaticos como el camardn
de rio Macrobrachium tenellum. Este estudio puso de manifiesto el potencial de estas
bacterias para su uso en acuicultura, destacando su papel en la promociéon de la salud de

especies cultivadas y en la prevencién de enfermedades.

En 2024, Golnari et al.,, llevaron a cabo un trabajo enfocado en la identificacién y
caracterizacion de bacterias probidticas mediante secuenciacion del gen 16S rDNA y andlisis
bioquimicos. Su estudio destaco la capacidad de estas cepas para resistir condiciones adversas
del tracto gastrointestinal, como la exposicién a acidos gastricos y sales biliares, ademas de
formar biopeliculas protectoras. Estos hallazgos subrayan la importancia de las bacterias

probidticas en la mejora de la salud intestinal y la respuesta inmunitaria del hospedero.

Lathief y Alphonsa (2024), identificaron que las bacterias probidticas producen compuestos
bioactivos, como vitaminas y sustancias antimicrobianas, que no solo fortalecen la salud
intestinal, sino que también contribuyen al desarrollo de alimentos funcionales al mejorar la
digestion y la absorcidon de nutrientes. Ademas, enfatizaron el papel crucial de estas bacterias
en la sustitucidon de antibidticos en sistemas acuicolas, promoviendo practicas mas sostenibles

y seguras.

2.2 Descripcion de Exiguobacterium

Vishnivetskaya et al., (2000) documentaron la capacidad de Exiguobacterium para subsistir en
ambientes extremos, como alta salinidad, temperaturas extremas y pH acido o alcalino, lo que
abrid nuevas lineas de investigacion sobre sus adaptaciones a entornos hostiles. Estos
hallazgos fueron fundamentales para entender las estrategias de supervivencia de
Exiguobacterium en condiciones extremas, lo que generd un interés considerable en su
potencial uso biotecnoldgico. Posteriormente, Vishnivetskaya et al., (2009) llevaron a cabo la
identificacion y caracterizacién de diversas especies del género Exiguobacterium,

proporcionando una vision mas profunda de sus capacidades metabdlicas y de adaptacion.



Este trabajo marcd un hito en la comprension de cémo estas bacterias pueden prosperar en
ambientes dificiles y sentd las bases para explorar sus aplicaciones practicas en campos como

la biotecnologia y la acuicultura.

En cuanto a la adaptacién de Exiguobacterium a condiciones extremas, varios estudios han
destacado sus capacidades Unicas, por ejemplo, Galvan et al., (2025) demostraron que la cepa
Exiguobacterium sp., S17 posee un robusto resistoma UV, con 113 genes relacionados con la
resistencia a la radiacién UV, lo que le permite sobrevivir en ambientes con alta radiacién UV.
Liu et al, (2021) informaron que especies como E. gingdaonense pueden prosperar en
condiciones salinas extremas, creciendo en ambientes con hasta un 14% de NaCl, lo que refleja
su capacidad halotolerante. Mishra et al., (2024) también encontraron que Exiguobacterium
sp., tiene un gran potencial en la degradacién de microfibras de poliéster, alcanzando una
pérdida de peso de la fibra tratada con la cepa bacteriana seleccionada de 19.2% en
condiciones optimizadas, lo que resalta la capacidad de esta cepa para la biodegradacién de

fibras sintéticas.

Ademas, Cavanaugh et al., (2021) identificaron que algunas cepas de Exiguobacterium, como
Exiguobacterium sp., RIT 452, producen compuestos antibiéticos eficaces contra bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas, lo que subraya su potencial en la produccién de
compuestos bioactivos. Sin embargo, a pesar de este potencial en areas como la
biorremediacién y la produccién de antibiodticos, las funciones e interacciones ecolégicas
dentro de las comunidades microbianas de Exiguobacterium aun son areas que requieren mas

investigacion.

Vishnivetskaya et al., (2009) contribuyeron sobre la identificacién y caracterizacién de
Exiguobacterium, estableciendo una mejor comprension de sus estrategias de supervivencia,
abriendo nuevas perspectivas para su aplicacién en biotecnologia y acuicultura, estos avances
cientificos han sentado las bases para explorar el uso de Exiguobacterium en una variedad de
campos, consolidandose como un recurso valioso para abordar desafios ambientales y de

salud.



2.3 Descripcion gendmica de Exiguobacterium

Desde su primer aislamiento por Collins et al., (1983) a partir de residuos del procesamiento
de papa, Exiguobacterium ha sido objeto de estudio, y actualmente cuenta con 27 especies
registradas en NCBI (2024). Srivastava et al., (2020) han destacado la notable diversidad
gendmica y metabdlica del género Exiguobacterium, lo que le permite prosperar en una
variedad de ambientes. En su estudio, el genoma de la cepa PHM11 de E. profundum, que
comprende aproximadamente 2.92 Mb y 3,033 genes codificantes de proteinas, mostré gran
similitud con otras especies de este género, lo cual respalda la existencia de un nucleo
gendmico conservado con funciones adaptativas clave, util para inferir el potencial funcional
de nuevas cepas. Ademas, el andlisis pan-gendmico reveld 3,806 grupos de genes entre
diversas cepas, con 2,723 clusteres compartidos, lo que sugiere un alto grado de conservacion
genética (Srivastava et al., 2020). Si bien, la similitud entre las mismas es esperada debido a
que pertenecen al mismo género bacteriano, el analisis gendmico podria identificar funciones
que estén siendo conservadas a través de las etapas evolutivas, evidenciando informacién
valiosa para respaldar la adaptabilidad del propio género y posibles funciones que pudieran

ser aplicadas a diversas areas.

Por su parte, Zhang et al., (2021) informaron que las especies de Exiguobacterium tienen la
capacidad de utilizar diversos polisacaridos y proteinas, lo que les permite sobrevivir en
habitats con diferentes condiciones ambientales. Esta capacidad de adaptarse a condiciones
extremas, como altas temperaturas o salinidad, resalta la plasticidad metabdlica del género,
lo que lo convierte en un recurso valioso para aplicaciones biotecnoldgicas y ambientales

(Zhang et al., 2013).

Rincén-Rosales et al., (2023) detallaron el genoma completo de la cepa TSS-3 de E. profundum,
revelando que esta tiene un cromosoma de 2.8 Mb, un plasmido de 4.6 Kb, genes como la
cardiolipina sintetasa y operones involucrados en la funcion del antiportadores de Na*/H que
le ayudan a crecer en condiciones salino-alcalinas extremas. Ademds, cepas como
Exiguobacterium sp., S17 han mostrado resistencia a radiacién UV y arsénico, lo que sugiere
estrategias gendmicas especificas para su supervivencia en ambientes extremos (Galvan et al.,
2025). Los analisis filogenéticos han clasificado a Exiguobacterium en dos grupos genéticos,

con 27 especies putativas, incluidas algunas nuevas. La cepa HF60T, recientemente



identificada, muestra un 97.2% de similitud con E. sibiricum, lo que destaca las estrechas
relaciones genéticas dentro del género (Meng et al., 2020). Aunque la adaptabilidad de
Exiguobacterium esta bien documentada, los efectos ecolégicos de su distribucién
generalizada plantean interrogantes sobre su competencia en nichos y el impacto de los

cambios ambientales en sus diversas especies (Zhang et al., 2021; Zhang et al., 2018).

2.4 Importancia de Exiguobacterium en acuicultura

Vishnivetskaya et al., (2009) analizaron diversas bacterias, entre las que se incluian cepas de
Exiguobacterium, en diversos entornos extremos, como el permafrost siberiano y las aguas
termales de Yellowstone, destacando su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales
y su potencial para influir en el crecimiento y la salud de las plantas. Aunque el estudio no se
relaciona con la acuicultura, sus resultados arrojaron interés sobre el potencial de algunas
cepas de Exiguobacterium para fomentar el desarrollo y la salud de organismos vivos en
sistemas bioldgicos. Estos hallazgos proporcionaron valiosa informacidn sobre las capacidades
de Exiguobacterium para actuar como promotores del crecimiento y agentes protectores
contra enfermedades en diversos entornos bioldgicos, lo que podria tener implicaciones
relevantes en la acuicultura para mejorar la salud y el rendimiento de los organismos

acuaticos.

Villamil y Esguerra (2017) identificaron cepas con potencial probiético a partir del intestino de
tilapia, destacando su actividad antibacteriana contra patégenos relevantes, adherencia al
mucus intestinal y buen perfil de crecimiento. Las cepas seleccionadas (Exiguobacterium sp.
19, Enterococcus faecalis 115 y Myroides odoratimimus 119) mejoraron el crecimiento y la
supervivencia de los peces tras un desafio con Edwardsiella tarda, sin causar mortalidad
durante su administracion. Estos resultados refuerzan su aplicacion como promotores de

crecimiento y agentes preventivos en piscicultura.

Aparte de su funcidn como potencial probidtico, Exiguobacterium puede intervenir
positivamente en la calidad del agua en sistemas acuicolas (Kim et al., 2022). De acuerdo con
Zhang et al., (2013) algunas cepas de Exiguobacterium han demostrado habilidades para
descomponer materia organica y compuestos nitrogenados, esta capacidad de degradacion

contribuye a preservar la calidad del agua al reducir la carga de contaminantes organicos e



inorganicos. Tomando en cuenta lo anterior, y de acuerdo con Akhter et al., (2015) se minimiza
el riesgo de contaminacidn en los sistemas acuicolas y partiendo de la importancia de los
probidticos como una alternativa para disminuir la dependencia de la industria acuicola a los
antibidticos. Los probidticos deben ser un suplemento alimenticio microbiano vivo que
interfiera de manera benéfica al animal hospedero y mejorar el equilibrio microbiano,
generando asi, mediante diferentes mecanismos de accién, efectos benéficos tanto al
hospedero como a su entorno, es decir al sistema de cultivo acuicola (Lazado y Caipang, 2014).
Una de las aplicaciones mads recientes reportadas para Exiguobacterium es el estudio de Kim
et al., (2022), en el que se evalud el uso de Salipiger thiooxidans y Exiguobacterium aestuarii
como probidticos en agua de cultivo del camardn blanco Penaeus vannamei. Este estudio
demostré que ambas especies bacterianas mejoraron significativamente la calidad del agua
en comparacion con el control negativo; sin embargo, E. aestuarii destacé por generar un
mayor aumento en peso y una mejor tasa de eficiencia alimenticia en P. vannamei. Estos
hallazgos sugieren el potencial de Exiguobacterium como una herramienta efectiva para el
manejo y mejora de la calidad del agua en la acuicultura, con beneficios importantes tanto
para la salud de los organismos acuaticos como para la sostenibilidad ambiental de las

operaciones acuicolas.

Una de las caracteristicas mas destacadas del género Exiguobacterium es su capacidad de
adaptarse y prosperar en ambientes extremos, lo que ha generado interés en sus aplicaciones
biotecnoldgicas y ecoldgicas, estos hallazgos subrayan el valor de Exiguobacterium no solo
como modelo de estudio para la adaptacidon microbiana, sino también como recurso valioso
en aplicaciones biotecnoldgicas que incluyen la seguridad alimentaria y la mejora de la calidad

ambiental.

2.5 Oreochromis niloticus

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie de pez omnivora, con una gran
adaptabilidad y de rapido crecimiento, lo cual, lo convierte en una excelente opcién para la
acuicultura en regiones de climas ya sean tropicales o subtropicales. Su resistencia a diversas
condiciones ambientales, como bajos niveles de oxigeno y altas densidades en cultivos
acuicola (Ashouri et al., 2023), contribuyen de manera general a la alta eficiencia de cultivo y

desarrollo, produciendo mas de 6 millones de toneladas a nivel mundial cada afio. En México,



resulta ser de gran importancia, predominando estados como Chiapas, Veracruz y Tabasco,
crucial para las economias locales y la seguridad alimentaria. Este organismo, al presentar
dieta omnivora puede prosperar con dietas diversas propiciando la mejora en su crecimiento,
adaptabilidad y buena tasa de conversién alimenticia, apto para sistemas de acuicultura tanto

extensivo como intensiva (Ashouri et al., 2023; Murphy et al., 2024).

A nivel mundial es la especie de pez mas cultivada, siendo China e Indonesia los productores
mas importantes (Murphy et al., 2024), aunque esto, conlleva grandes problematicas, como
enfermedades bacterianas y estrés por un exceso en las densidades de poblacién en cultivo,
lo que lleva a una mayor utilizacidon de antibidticos para contrarrestar dichas problematicas
(Ashouri et al., 2023). Una de las alternativas que resaltan mas en las Ultimas décadas es la
utilizacidn de bacterias probidticas para mejorar la salud de los peces y reducir la dependencia
de antibidticos, con resultados positivos para mejorar el crecimiento y la salud (Ashouri et al.,

2023).

Con base en estas propiedades y lo anterior mencionado, el presente trabajo se enfoca en la
caracterizacion fenotipica y gendmica de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, explorando su

potencial probidtico y su inocuidad en juveniles de tilapia nildtica Oreochromis niloticus.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades son un problema recurrente en la acuicultura, y las soluciones tradicionales,
como el uso de antibidticos, suelen ser insuficientes. El uso excesivo de estos antibidticos
genera efectos adversos, como la resistencia antimicrobiana, que afecta la salud de los
organismos acudticos. Por esta razon, ha crecido el interés en investigar el potencial de
microorganismos con propiedades probidticas, como Exiguobacterium, un género bacteriano
con aplicaciones prometedoras en este campo. Exiguobacterium ha sido utilizado en
organismos como Artemia, camarén y tilapia, destacdndose por su capacidad para adaptarse
a condiciones extremas y producir compuestos antimicrobianos como bacteriocinas vy
metabolitos secundarios, ademads, ha demostrado ser un eficaz promotor del crecimiento y
fortalecer el sistema inmunitario de los organismos, pues su capacidad para generar
compuestos bioactivos antimicrobianos le otorga una ventaja sobre otros probidticos, ya que
no solo favorece el desarrollo de los organismos acuaticos, sino que también reduce la carga
patégena en el entorno. En este contexto, la presente investigacién se centra en la
caracterizacion de una cepa aislada en el sureste de México, Exiguobacterium sp. (UJAT-01),
no descrita previamente en la literatura cientifica. Se realizé una evaluacién de sus
propiedades fenotipicas, gendmicas y funcionales, tanto in vitro como in vivo, con el objetivo
de explorar su potencial como probidtico en tilapia. Este enfoque busca aportar nueva

informacién sobre cepas nativas y su posible aplicacién en acuicultura local.
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4. HIPOTESIS

Las caracteristicas fenotipicas de la cepa Exiguobacterium so. Nov., UJAT-01 inducen un efecto
benéfico sobre juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) durante el cultivo,

incrementando asi su supervivencia y mejorando su estado de salud.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar la cepa Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 y evaluar su efecto en la supervivencia

de juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus) durante un experimento de desafio.

5.2 Objetivos particulares

a) Caracterizar fenotipicamente a Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 mediante su

determinacién morfolégica y pruebas bioquimicas.

b) Determinar la presencia o ausencia de genes de virulencia y resistencia a antibiéticos

en el genoma de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01.

c) Evaluar el efecto de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 en la supervivencia de juveniles

de tilapia (Oreochromis niloticus) durante un experimento de desafio.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Caracterizacion fenotipica de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01)

Con la finalidad de determinar la seguridad, funcionalidad y eficacia como probidtico de
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 previo al cultivo de Oreochromis niloticus se llevd a cabo
su caracterizacion morfoldgica y bioquimica empleando metodologias generales propuestas
por MacFaddin (2003). La cepa Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 fue donada por la
Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, especificamente del Departamento de
Microbiologia de la Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas (DAC-Biol), responsable del

aislamiento bacteriano a partir de un cultivo de pejelagarto (Atractosteus tropicus).

6.2 Movilidad, Indol y Ornitina (MIO)

Se determind la motilidad, la produccién de indol y la actividad de ornitina descarboxilasa
(MI0O) de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 en medio semisoélido. Para esto, se utilizé el medio
comercial MIO semisélido (Difco™), Becton Dickindon) que se prepard disolviendo 30.5 g del
medio deshidratado en 1 L de agua destilada, ajustando el pH a 6.5 antes de la esterilizacion
con la finalidad de expresar adecuadamente la actividad de la enzima ornitina descarboxilasa
y se pueda observar con claridad el cambio de color en presencia del indicador. El medio fue
esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min y se distribuyé en tubos de ensaye (5-7 mL
por tubo), manteniéndolos en posicidn vertical para conservar la consistencia semisélida. La
motilidad se estima mediante una nubosidad en el crecimiento extendido desde la linea de
inoculacidn realizada con una puncién en el centro del agar (TSA) utilizando un aza estéril, con
la cual se realizd previamente un raspado a una muestra de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-
01, los tubos inoculados se incubaron a 30 °C durante 24 h en condiciones estdticas. La
actividad de ornitina descarboxilasa se define por el cambio de color del medio de amarillo
(acido) a purpura (alcalino), lo que indicaria que esta bacteria posee la enzima para catalizar
la descarboxilacion del aminodcido ornitina, y sintetizando putrescina, una diamina que puede
influir en la salud intestinal (Hissen et al., 2023). tras la incubacién se afiadieron
cuidadosamente 5 gotas de reactivo de Kovac (Difco™) a la superficie del medio para
detectarla produccion de indol, por consecuencia, la formacién de un anillo rojo en la capa
superior resultaria positivo, indicando la presencia de enzima triptofanasa. (Ederer y Clark,

1970).
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6.3 Citrato de Simmons

Esta prueba permite evaluar si una bacteria es capaz de utilizar el citrato como Unica fuente
de carbono para su crecimiento y producir compuestos benéficos, como acidos organicos y
diacetilo, que pueden influir en la microbiota intestinal y la salud digestiva. Para esto se
empled el agar citrato de Simmons (7.8 mM citrato de sodio, 6.7 mM fosfato de amonio, 85.5
mM cloruro de sodio, 1.23 mM cloruro férrico, agar (15.0 g/L) y 128 mM azul de bromotimol
pH 6.9). Para ello, se inoculé el medio de cultivo con la ayuda de un asa recta en el medio
citrato de Simmons, el cual se incubd a 30 °C durante 24 h. Como indicador de pH, se utilizd
azul de bromotimol, que en presencia de alcalinidad cambié a color azul, indicando resultados
positivos. Ante la ausencia de cambio de color ni crecimiento, se considerd una prueba

negativa (MacFaddin, 2003).

6.4 Rojo de metilo

La prueba de rojo de metilo es cualitativa para la producciéon de acidos estables a partir de la
fermentacion de la glucosa. Para ello, se inoculé un cultivo de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-
01 de 24 h en caldo rojo de metilo a 30 °C durante un minimo de 48 h. Posteriormente, se
afadieron 5 gotas de indicador de pH rojo de metilo. Si el resultado es positivo, el medio se
mantiene rojo brillante (pH 4.4 — 4.2); si es amarillo, indica un resultado negativo (pH 6.0), y
si el color es naranja, indica una reaccién tardia, por lo que es necesario repetir la prueba
(MacFaddin, 2003). Esta prueba es importante para evaluar la capacidad de la cepa UJAT-01
de Exiguobacterium sp. nov., para fermentar glucosa y producir acidos en cantidad suficiente
para reducir el pH del medio. Un resultado positivo sugiere que la bacteria es capaz de
fermentar glucosa, lo que puede contribuir a un ambiente acido en el tracto intestinal de los
peces. Sin embargo, la produccién de acidos no siempre implica una ventaja en la microbiota
intestinal o que la bacteria sea capaz de tolerar las condiciones acidas del intestino, y no todas

las bacterias fermentativas son probidticas.

6.5 Curva de crecimiento

El crecimiento bacteriano se llevd a cabo a partir de la toma de muestra de una asada
correspondiente a Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, en TSB incubando durante 24 h a 30 °C.
Transcurrido este tiempo, se realizé el lavado celular para eliminar residuos del medio de

cultivo, estandarizar el indculo y evitar que metabolitos acumulados afectaran la fase
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experimental sometiendo el inoculo a centrifugacién de 2,224 x g durante 15 min a 4 °C en
una centrifuga (Eppendorf™ modelo 5430R), para sedimentar las células bacterianas y poder
llevar la decantacién necesaria para finalmente obtener el pellet celular para resuspenderlo
en PBS (solucidn salina fosfatada) estéril, esta misma se ajustd a una densidad éptica de 1
(medida a 600 nm) igual a 1.09x10° UFC/mL. Se distribuyeron 100 pL de la suspensién
bacteriana en tubos de cristal de 30 mL, utilizando un volumen total de 15 mL de medio TSB
en cada uno, asegurando que todos los tubos contenian la misma cantidad y densidad
bacteriana, posteriormente se incubaron todos los tubos en agitacién a 150 rpm a 30 °C. La
toma de muestra se llevé a cabo en las horas 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 26 h post-incubacién. Para
cada intervalo se tomod una alicuota de 100 pL del cultivo y se realizaron diluciones seriadas
previamente calculadas (h0=107, 102, 103; h2=103, 104, 10>; h4=104, 10>, 10%; h6=10%, 10
%, 10%; h8=10"%, 10°, 10®%; h12=10%, 10, 107; h24=10%4, 10, 10% h26=10%, 10, 10°). Cada
muestra se sembrd por triplicado en placas de TSA mediante el método de extension de
superficie utilizando un rastrillo o aza de cristal en condiciones estériles evitando
contaminacién. Las placas se incubaron durante 24 h y tras este tiempo de realizé el conteo
colonial formado en cada una de las placas para poder determinar el nimero de unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) en cada tiempo establecido.

6.6 Temperatura

Para determinar el rango de crecimiento 6ptimo de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se
ajusté la densidad dptica (DO) a 0.1 a 600 nm (DOeoonm = 0.1) antes de iniciar el ensayo. Para
ello, se afiadieron 10 mL de caldo soya tripticaseina (TSB) y 1 mL de una suspension bacteriana
previamente ajustada a la misma DO. Se utilizaron tubos con capacidad de 30 mL, pero se
emplearon solamente 10 mL por tubo. Estos tubos se mantuvieron con agitacién continua a
100 rpm durante 24 h a distintas temperaturas (4, 15, 25, 30, 35, 40y 45 °C), tomando lecturas
cada hora durante el ensayo. Las mediciones de densidad dptica se realizaron al instante, es
decir, cada hora de lectura, los tubos estuvieron fuera de las incubadoras solo 30 s, para evitar
alterar las temperaturas entre mediciones. Previo a cada lectura, se limpié cuidadosamente
cada tubo, asegurandose de que no tuviera marcas o interferencias que pudieran alterar la
medicién, tomando lecturas cada hora durante el ensayo con la ayuda de un biofotémetro
(Eppendorf, Merck Darmstadt, Alemania). Para cada temperatura, se utilizaron tres réplicas
independientes (tres tubos por temperatura) y un tubo con solo medio como control negativo,

sumando un total de 28 tubos. Cada lectura se tomd sin abrir los tubos, para asegurar la
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integridad de las mediciones, sin interrumpir las condiciones de la prueba. Para evaluar el
efecto de la temperatura en el crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se realizé
un ANOVA de una via, considerando la temperatura como el Unico factor independiente y la
densidad bacteriana (Abs 600 nm) como variable de respuesta. Posteriormente, se aplicd una
prueba post hoc de Tukey HSD para identificar diferencias significativas entre los grupos

analizados.

6.7 Salinidad

La evaluacién del efecto de diferentes salinidades (0.5, 1, 2.5, 3, 6, 8, 10 y 13%) sobre el
crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se realizd en tubos de ensayo con 10 mL
de caldo soya tripticaseina (TSB), manteniendo agitacién continua a 100 rpom durante 24 h a
30 °C. Se tomaron lecturas de absorbancia a 600 nm cada hora durante el ensayo, utilizando
un biofotémetro (Eppendorf, Merck Darmstadt, Alemania). Cada medicién de densidad dptica
se realizo al instante, con los tubos fuera de las incubadoras solo 30 s para evitar alteraciones
en la temperatura. Previo a cada lectura, los tubos se limpiaron cuidadosamente para
asegurarse de que no tuvieran marcas o interferencias que pudieran alterar la medicién. Se
utilizaron réplicas independientes para cada concentracion de NaCl, con controles negativos
(solo medio) para cada condicién. En total, se utilizaron 32 tubos (8 concentraciones de Nacl,
cada una con 3 réplicas y 1 control negativo). Durante el ensayo, los tubos se mantuvieron
cerrados herméticamente para evitar cualquier tipo de contaminacién o variacién en las
condiciones internas. En cuanto a la manipulacidn, se evitd al maximo abrir los tubos, lo que
garantizd que no se alteraran las condiciones de temperatura y salinidad. Posteriormente, se
realizé un ANOVA de una via, considerando la salinidad como el Unico factor independiente y
la densidad bacteriana (Abs 600 nm) como variable de respuesta. Por ultimo, se aplicd una
prueba post hoc de Tukey HSD para identificar diferencias significativas entre los grupos

analizados.

6.8 Hemolisis

La prueba de hemdlisis se llevd a cabo utilizando un medio de cultivo comercial de agar sangre,
suplementado con sangre desfibrinada de bovino (Procedentes de Laboratorio de Analisis
Especiales y Diagnostico Microbiolégico, La Paz, BCS). El uso de sangre bovina en el agar sangre
es esencial para cultivar bacterias de dificil proliferacion, ya que proporciona nutrientes y

factores de crecimiento que favorecen el desarrollo bacteriano, permitiendo la diferenciacién
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segln sus propiedades hemoliticas (Barboza et al., 2002; Egwuatu et al., 2014). El tipo de
hemolisis se interpreté de acuerdo con el procedimiento estandar que se basa en la coloracién
que se produce alrededor de la estria después del periodo de incubacidn de 24 horas a 30 °C.
La coloracion verde-grisacea se interpretd como hemdlisis alfa y la coloracién amarilla como

hemolisis beta, con base en la degradacion parcial o total de los eritrocitos, respectivamente.

6.9 Sensibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad a antibidticos se realizaron mediante el método de
microdilucién en TSB segun las directrices del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2007). Para determinar las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de Exiguobacterium
sp. nov., UJAT-01, se ensayaron cuatro tipos de antibiéticos: enrofloxacina (ENR), furazolidona
(FZD), florfenicol (FLF) y oxitetraciclina (OXI). Para esto, se prepard un stock inicial de 500 plL
de cada antibidtico, en medio de cultivo (TSB), asegurando su esterilidad mediante filtraciéon
con filtros de 0.22 um. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas al 50%, comenzando
con una alta concentracion del antibiético para obtener una serie de concentraciones
decrecientes (1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 ug/mL). Finalmente, en una placa de
96 pozos se afiadieron 10 pL del indculo bacteriano, 70 uL de medio de cultivo y 70 uL de las
diluciones del antibiético a cada pocillo, con sus respectivos controles de Exiguobacterium sp.
nov., UJAT-01 (TSB+bacteria) y de esterilidad (TSB). La placa se incubd a 30 °C durante 24 h en
agitaciéon a 200 rpm. Posteriormente, se midié la absorbancia (nm) de cada pocillo para
determinar el crecimiento bacteriano mediante un lector de placa Multiskan™ GO. Vale la
pena mencionar que, tras la dilucidon en los pocillos al afiadir el medio TSB y la suspension
bacteriana, las concentraciones finales de las soluciones con los antibiéticos fueron de 478,

239,119, 60, 30, 15, 7,4, 2, 1y 0.5 ug/mL (Anexo A).

6.10 Pruebas de motilidad: Swimming, Swarming y Twiching

Para determinar el tipo de motilidad que presenta la cepa UJAT-01 de Exiguobacterium sp.
nov., se utilizaron placas con caldo soya tripticaseina (TSB) con diferentes porcentajes de agar:
0.3% para swimming, 0.6% para swarming y 1% para twitching. En el caso de swimming y
swarming cada placa se inoculd superficialmente (sin llegar al fondo de la placa) y de manera
profunda (llegando al fondo de la placa) en el caso de twitching con ayuda de un palillo estéril.
En el caso de swarming, se siguid la metodologia propuesta por Rashid y Kornberg (2000). Las

placas se incubaron a 30 °C (swimming y swarming) y 36 °C (twitching) durante 24 h.
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Finalmente, se determind de manera positiva o negativa la presencia de alguno o todos los
movimientos bacterianos. Por lo que, las pruebas de motilidad son fundamentales para
evaluar la capacidad de movimiento de esta bacteria, lo cual podria influir en su efectividad

como bacteria benéfica y mejorar la interaccion con su entorno.

6.11 Aislamiento de ADN gendémico y secuenciacion

El ADN gendmico de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 se extrajo utilizando el kit QlAamp
DNA microbiome en el Laboratorio de Bacteriologia del Centro de Investigacidn en
Alimentacidn y Desarrollo, A.C., Subsede Mazatlan (CIAD) en Acuicultura y Manejo Ambiental,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del ADN se evalué mediante
electroforesis en geles de agarosa (1%, p/v), mientras que su concentracion se midié
utilizando el espectrofotémetro NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, EE.
UU.). El genoma de esta cepa se secuencio en la plataforma Illumina Miniseq en el Laboratorio
de Gendmica Microbiana del Centro de Investigaciéon en Alimentacion y Desarrollo AC.,
subsede Mazatlan. La secuenciacion fue pareada, por lo que las secuencias de esta plataforma
tenian secuencias pares de unos 150 pares de bases (bp) tanto para las lecturas de Forward

(Fw) y Reverse (Rv).

6.12 Ensamble y andlisis genomico

El andlisis del genoma incluyd un pretratamiento de las secuencias mediante un filtrado de
calidad con el software Cutadapt v3.4, utilizando los parametros predeterminados del
programa (Martin, 2011). Posteriormente sé realizé el ensamblaje del genoma utilizando tres
programas de software: SPAdes v3.12.0 (Prjibelski et al., 2020), donde se utilizaron tres
valores de k-mer para el ensamblaje: 21, 33 y 55; se establecié un umbral de cobertura de 10
(--cov-cutoff) y se empled un esquema de puntuaciéon Phred con un desplazamiento de 33.
Para A5-miseq (pipeline), se fijé un umbral de cobertura de 10 (--cov-cutoff) y un tamafio
minimo de contig de al menos 500 nucleétidos; ademas, se seleccionaron tres valores de k-
mer para el ensamblaje: 21, 31 y 55, utilizando el mismo esquema de puntuacién Phred con
un desplazamiento de 33. Por ultimo, para el software Skesa v2.14, se utilizé un valor del 1%
para las secuencias consideradas contaminantes (--vector_percent), se establecié un tamafio
minimo de contig de 200 pb (--min_contig_lIgth) y una cobertura minima requerida de x3 (--
min_contig_cov). La correccion de errores se llevd a cabo en los tres programas mencionados

como parte integral del proceso de ensamblaje.
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Las pruebas de calidad detalladas se realizaron utilizando el software QUAST v5.1.0 con
parametros estandar, incluyendo un tamafio de genoma estimado de 4,000,000 pb (--est-ref-
size), un porcentaje minimo de identidad del 95.0 (--min-identity) y una longitud minima de
contig de 500 pb. Se dividieron los andamios (--split-scaffolds) y se especificé el uso de un
genoma grande (--large). Una vez obtenidos los archivos de salida, se compararon las métricas
de cada ensamblaje, incluyendo el nimero de contigs, contigs fragmentados, N50, L50 y sus
longitudes, determinando que el pipeline A5-miseq proporciond los mejores resultados en el

analisis, con un menor nimero de contigs, contigs mas largos y un valor de N50 m3s alto.

Posteriormente se realizd la anotacion del genoma mediante el software Prokka (Seemann,
2014) y la visualizacidon del genoma ensamblado y anotado se realizé con la plataforma
Proksee (Grant et al., 2023). Se calculé el porcentaje de contenido GCy se realizd la anotacién
para identificar genes de resistencia y proteinas presentes en todos los genomas utilizando el

pipeline del NCBI (Tatusova et al., 2016).

La deteccién de profagos se realizé mediante tres herramientas distintas: VirSorter, Phigaro y
PHASTER (Arndt et al., 2016). La busqueda de genes de resistencia a antimicrobianos se llevo
a cabo con RGI (Resistance Gene Identifier) utilizando la base de datos CARD (Comprehensive

Antibiotic Resistance Database), con parametros de alta calidad.

El calculo del porcentaje de identidad promedio (ANI, Average Nucleotide Identity) entre las
secuencias se realizé con el software PyANI (v. 0.2.13.1) (Larralde et al., 2025). Los datos
obtenidos se utilizaron para construir un heatmap mediante un script en Python (v. 3.13.2). El
analisis de factores de virulencia se realizé6 empleando la base de datos Virulence Factor
Database (VFDB, versién 6.0), utilizando los siguientes parametros: e-value < 1e-5, % de
identidad > 80 y % de cobertura > 60. Finalmente, la busqueda de metabolitos secundarios se

efectud con el software antiSMASH (v.8.0 beta) (Medema et al., 2011).

6.13 Desafio de Exiguobacterium sp. nov., UJIAT-01 en tilapia
6.13.1 Aclimatacidn
Juveniles de tilapia con un peso promedio de 0.74 g se mantuvieron en aclimatacion en

tanques circulares de 600 L, con 450 L de agua durante tres semanas, esto con la finalidad de

evitar algun evento de mortandad y realizar observaciones de los signos clinicos para
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identificar algun tipo de enfermedad. Durante el tiempo de aclimatacion los juveniles se
mantuvieron a una temperatura de 24 °C y a una salinidad de entre 0.5 y 1 ppm. Los
organismos fueron alimentados a saciedad dos veces al dia con dieta comercial Winfish®
Zeigler (55% de proteina,15% de grasa y 30% carbohidratos), manteniendo limpieza del fondo
de los tanques por sifoneo diario para evitar una sobrecrecimiento bacteriano y recambios de

agua de un 50% del volumen total.

Previo al bioensayo, se evaluaron individualmente los organismos a utilizar, siguiendo criterios
de inclusién y exclusion especificos. Los criterios de inclusidn consideraron organismos con un
peso promedio requerido (0.5 - 1 g), buen consumo de alimento, busqueda y consumo activo
del mismo, nado activo y normal sin comportamientos anormales (nado erratico, flotar en la
superficie, nadar de lado), libres de lesiones y pardsitos visibles. En cuanto a los criterios de
exclusién, se descartaron organismos con lesiones visibles, coloraciones anormales, mal
funcionamiento de aletas y érganos sensoriales, interacciones sociales inadecuadas, falta de
alerta y sensibilidad a estimulos externos, asi como sintomas de anorexia, letargia, ojos

saltados o cualquier comportamiento anormal.

6.13.2 Preparacion de inoculo

La cepa UJAT-01 de Exiguobacterium sp. nov., se cultivé en caldo soya tripticaseina (TSB) a 30
°C durante 24 h con una velocidad de rotacién de 150 rpm. Posteriormente, las bacterias se
recolectaron mediante centrifugaciéon a 2224 g durante 15 min a 5 °C. Las células se lavaron
tres veces en PBS (buffer de fosfato salino) y se resuspendieron hasta alcanzar una densidad
Optica de DO=1,0 (DOsoo Nm). Una vez determinada la densidad bacteriana, se realizaron los
respectivos ajustes para obtener suspensiones de 10%, 10°y 10° UFC/g de peso (Tabla 1). Para
calcular la concentracién bacteriana necesaria en la suspension de indculo, se utilizd la
relacion entre la carga bacteriana deseada en los organismos, su peso promedio y el volumen
de inyeccidn. La densidad celular de la suspension se obtuvo mediante la siguiente férmula:

(1)

UFC/gr x peso del pez (gr)

UFC/mL =
/ Volumen inyectado (mL)

Donde UFC/mL representa la concentracién requerida en la suspension, UFC/g deseadas es la

carga bacteriana final esperada en el organismo, peso del pez (g) es el peso promedio de los

individuos experimentales, y Volumen inyectado (mL) corresponde al volumen administrado
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a cada pez. La concentracidn final de UFC fue verificada antes de la inoculacién para asegurar
la dosis establecida. Posteriormente, las suspensiones fueron inoculadas a los organismos por
via intraperitoneal y por el método de inmersién. En ambos casos se empled como referencia
la cepa E. coli ATCC 25922 a una densidad de 108 (Escherichia coli Seattle 1946 es una cepa de
control de calidad secuenciadas con el genoma completo que no produce verotoxina) misma
que fue verificada previo a inoculaciéon para asegurar a dosis establecida, misma que fue
proporcionada desde el cepario bacteriolégico del CIAD (Unidad Mazatlan), utilizada

Unicamente dentro de las instalaciones de la misma institucidn (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos utilizados en desafio por inoculaciéon intraperitoneal

Organismos
No. Tratamiento Réplicas
por réplica
1 Control negativo (sin bacteria) 3 10
Testigo (E. coli) 10°
2 3 10
UFC/gr
Exigubacterium sp. nov., UJAT-01
3 3 10
10 UFC/gr
Exigubacterium sp. nov., UJAT-01
4 3 10
10° UFC/gr
Exigubacterium sp. nov., UJAT-01
5 3 10
10% UFC/gr
Total de organismos 150

6.13.3 Desafio

Se realizaron dos desafios utilizando dos métodos de inoculacidn: intraperitoneal e inmersién.
Previamente a los desafios intraperitoneal y por inmersién se llevé a cabo el protocolo de
sedacién, en donde los organismos en grupos de 10 fueron anestesiados con Eugenol (Sigma-
Aldrich, aceite de clavo pureza >98.5%) a una concentracion de 1.04 gr/mL durante 90-120 s,
con la finalidad de evitar el estrés, reducir el manejo y poder realizar las inoculaciones con el

mayor cuidado posible sin dafiar a los peces.
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6.13.3.1 Inoculacion Intraperitoneal

Este procedimiento se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por Soto-Rodriguez et al.,
(2018). Se desinfectaron 15 acuarios de plastico de 25 L con alcohol al 70% vy cloro al 10%,
correspondientes a las réplicas experimentales. Ademads, se desinfectaron 150 especimenes
juveniles de O. niloticus (peso promedio: 2.91 g + 0.5) aplicando alcohol al 70% en la region
ventral, con la finalidad de evitar contaminacién cruzada y no infectar a los peces por algun
agente patégeno que pudiera adherirse durante el proceso de manipulacién y preparacion.
Se utilizaron cinco tratamientos experimentales, cada uno con tres réplicas de 10 peces (Tabla
1): control negativo: los peces fueron inoculados con 50 pL de solucién tampdn salino fosfato
(PBS) estéril a pH 7; Testigo (E. coli): peces inoculados con 50 pL de células lavadas de la cepa
Escherichia coli American Type Culture Collection (ATCC 25922) en PBS a una densidad de 10°
UFC/g, y controles positivos: Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01: peces inoculados con 50 pL
de células lavadas con PBS con dosis de 10°, 10°, 10* UFC/g respectivamente de la cepa
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01. Todos los organismos se inspeccionaron visualmente para
detectar signos clinicos que sugirieran algun tipo de afectacidn, como nado erratico, flotar en
la superficie, no alimentarse, etc., cada hora en los primeros 2 dias, posteriormente cada 3-4

h hasta que se finalizé el bioensayo (8 dias).

Una vez finalizado el bioensayo, se evalud la capacidad de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
para colonizar diferentes érganos de los peces (higado, bazo, rifién, cerebro e intestino), con
la finalidad de determinar la inocuidad, ya que la presencia de esta cepa en drganos internos
podria indicar algin impacto adverso en la salud del organismo. Para esto se seleccionaron
aleatoriamente dos organismos de cada tratamiento para realizar el analisis bacteriolégico de
dichos drganos. Cada muestra de érgano fue macerada y diluida en 1 mL de solucién PBS. La
inoculacién en agar soya tripticaseina (TSA) se llevd a cabo debido a que este medio nutritivo
es ideal para el crecimiento de diversas bacterias, incluyendo Exiguobacterium sp., lo que
facilita el aislamiento, crecimiento y conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en los
organos. La identificacion y cuantificacion precisa de bacterias anaranjadas (posible
Exiguobacterium sp. nov.) se realiza observando colonias con tonalidad naranja y forma

caracteristica, incubando las placas durante 24 h a 30 °C para el conteo de UFC/g.
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6.13.3.2 Inmersion

El desafio por inmersién se llevd a cabo siguiendo los criterios de inclusion y exclusion
mencionados en el apartado 6.14.1, en donde se seleccionaron 48 juveniles de O. niloticus de
5.60 g divididos en dos grupos experimentales por triplicado, el primer grupo fue el control
negativo (Unicamente PBS), con 8 organismos cada uno, el segundo grupo fue el tratamiento
con Exiguobacterium con 8 organismos, inoculados a una densidad final de 107 UFC/mL,
manteniendo en ambos tratamientos una temperatura de 28 °C con aireacion continua, sin
alimentacion y sin recambio de agua durante 165 h. Durante el bioensayo los peces fueron
revisados por cualquier signo clinico anormal que indicara algun tipo de afectacién, como
nado errdtico, flotar en la superficie, no alimentarse cada hora en los primeros 2 dias,

posteriormente cada 3-4 h hasta que se finalizé el bioensayo (7 dias).

Una vez finalizados los bioensayos, se siguié el protocolo de sacrificio descrito por McFarland
y Klonts (1969), utilizando una sobredosis de aceite de clavo al menos tres veces mayor a la
establecida para una sedacidon normal (100 pL/L) con un tiempo de exposicidn prolongado (20-
25 min), asegurando que los peces perdieran la conciencia completamente, sin movimiento

opercular. Y se evalud de igual forma que en el apartado 6.14.3 inciso (1).

6.13.3.3 UFCs en fondo de columna de agua y fondo de acuarios

Para realizar los conteos de UFC en el agua de los acuarios, se tomaron muestras a las 0, 7, 20,
28, 43, 49, 67, 91 y 118 horas post-inoculacidon (h.p.i.). En el caso de la columna de agua, se
extrajeron muestras con cuidado para evitar perturbar excesivamente el agua, asegurandose
de tomar Unicamente el agua suspendida, lejos de las paredes y el fondo del acuario. Para el
fondo, se raspo ligeramente el lecho del acuario al mismo tiempo que se tomaba la muestra
de agua, con el objetivo de recolectar posibles crecimientos bacterianos presentes en el
fondo. Posteriormente, cada muestra se sembro por triplicado en placas de TSA utilizando el
método de extensidn superficial con un rastrillo o aza de cristal en condiciones estériles para
evitar cualquier contaminacion. Las placas se incubaron durante 24 h vy, transcurrido ese
tiempo, se realizd el conteo de las colonias formadas en cada placa, lo que permitid
determinar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). La identificacion vy
cuantificacion precisa de las bacterias de tonalidad naranja (posible Exiguobacterium sp. nov.)
se realizé observando las colonias con su color y forma caracteristica, asi como el conteo de

bacterias heterdtrofas totales tanto en la columna de agua como en el fondo de los acuarios.
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7. RESULTADOS

7.1 Pruebas bioquimicas y hemolisis

Durante estas pruebas se observd que Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, presentd resultado
positivo en la motilidad y negativo para las pruebas de indol, ornitina, crecimiento en el medio

de citrato de Simmons y una nula reaccidn en la prueba de rojo de metilo (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de pruebas bioquimicas de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01

Prueba Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01.
Motilidad Positivo
Indol Negativo
Ornitina Negativo
Citrato de Simmons Negativo
Rojo de metilo Negativo
Hemodlisis Negativo

7.1.1 Hemdlisis

En el caso de la prueba de hemolisis se observd que Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
presentd una hemdlisis gamma (y). Este resultado en especifico sefiala la ausencia de actividad
hemolitica, indicando que la bacteria no secreta enzimas o factores que propicien la ruptura
o lisis de los eritrocitos, ni la liberacion de hemoglobina. Esta falta de hemdlisis se refleja
visualmente como un area sin zonas de claridad o cambios en la tonalidad alrededor de la

colonia bacteriana. (Fig. 1).
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Figura 1. Prueba de Hemolisis a Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01

7.2 Concentracion minima inhibitoria

La Tabla 3 muestra la susceptibilidad antibidtica de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
mediante la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), expresada en
ug/mL, frente a los antibioticos oxitetraciclina, enrofloxacina, florfenicol y furazolidona. Los
valores de MIC obtenidos fueron 64 pg/mL para oxitetraciclina y furazolidona, 128 pg/mL para
florfenicol y 256 pug/mL para enrofloxacina. De acuerdo con los puntos de corte clinicos
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), estos valores indican el
grado de resistencia o susceptibilidad de la cepa a los antibidticos evaluados. Se observé que
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 mostré una mayor MIC para enrofloxacina, lo que sugiere
una menor susceptibilidad a este antibiético. En comparacién, los demds antibidticos
evaluados presentaron MIC mas bajas. Ademas, la respuesta bacteriana a los antibidticos

mostrd una tendencia de inhibicién mas gradual y consistente (Anexo B).

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) en ug/mL de enrofloxacina; furazolidona;
florfenicol; oxitetraciclina en Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01

Concentracion de Concentracion final en
Antibidtico
antibidtico (pug/mL) microplaca (pg/mL)
Oxitetraciclina 64 30
Enrofloxacina 256 120
Florfenicol 128 60

Furazolidona 64 30
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7.3 Motilidad Swimming, Swarming y Twiching

Durante este andlisis, se evalud la capacidad de movilidad de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-
01 en diferentes medios de cultivo, observandose variaciones en el patrén de crecimiento
dependiendo del tipo de motilidad analizada. En la prueba de swimming, se evidencié un
crecimiento radial alrededor de la puncidn, indicando una motilidad positiva en medios
semisoélidos. En la prueba de swarming, el crecimiento se limité a la zona de inoculacién sin
expansion detectable, lo que sugiere un resultado negativo para este tipo de motilidad. Por
otro lado, en la prueba de twitching, se observaron pequefias extensiones de crecimiento
alrededor del drea de puncion, lo que confirma la capacidad de desplazamiento en medios
semisélidos a sdlidos. Cabe destacar que la interpretacion de la motilidad se basé
exclusivamente en la extensidon del crecimiento bacteriano, ya que otros factores, como
variaciones en la coloracién, podrian estar relacionados con la produccion de metabolitos o

diferencias en la densidad celular, sin representar necesariamente un indicador de movilidad.

Tabla 4. Resultados de movilidad mediante Swimming, Swarming y Twiching de
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
Prueba Resultado Imagen

Swimming Positivo

Swarming Negativo
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7.4 Cinética de crecimiento bacteriano

Durante esta prueba, Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 presentd una fase de adaptacion en
las primeras horas de incubacién. Posteriormente, se observd la fase exponencial entre las 2
y 8 h, alcanzando su pico maximo de crecimiento a las 8 h con una densidad de 8.8 Log
UFC/mL. Después de este punto, la bacteria entré en la fase estacionaria, seguida de una fase
de declive que se extendio hasta el final del analisis (26 h), donde se registré una disminucién

en la densidad celular (Anexo C).

UFC/mL (Log10)
~N

5 T T T T T T T T T T T T 1
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Tiempo (Horas)

Figura 2. Curva de crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 evaluada durante 26 h a
30 °C en medio de cultivo TSB. Las barras indican la desviacién estandar. N=3
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7.5 Temperatura optima de crecimiento

En cuanto a la temperatura éptima de crecimiento, Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
presento un crecimiento dependiente de la temperatura, pues mientras mas alta sea la
temperatura entre 25 — 44 °C (grupo B) se puede observar (Fig. 3) que mayor sera la densidad
bacteriana, presentando una diferencia significativa (P<0.001) en comparacién con
temperaturas bajas 4 y 8 °C (grupo A), en donde el crecimiento fue limitado (Abs 0.249 —
0.264). Dentro del grupo B, no existieron diferencias significativas entre las temperaturas
evaluadas (25, 30, 35 y 44 °C), si bien se observa que a 30 — 35 °C se registré el maximo
crecimiento inicial (Abs 0.879) entre 5-6 h, a 44 °C se registré un aumento entre 18-19 h (Abs
0.857), sugiriendo mecanismos de adaptacion a altas temperaturas. Adicionalmente, se
evalué el impacto del tiempo y su interaccion entre las temperaturas, por lo que se
determinaron diferencias significativas P<0.05 (representadas con asteriscos en la fig. 3) en
diversos puntos del ensayo, especificamente a 6 h (entre 4y 30 °C), 18 h (entre 8 y 44 °C) y 21
h (entre 44 y 30 °C). Por otro lado, aunque esta especie a 4 y 8 °C (Grupo A) mostré un
crecimiento inicial bajo, se registré un aumento progresivo, indicando un lento pero constante
crecimiento ante ambientes frios. Estos resultados, demuestran la versatilidad térmica de la
cepa, con respuestas diferenciadas entre los grupos A y B, particularmente recuperar el

crecimiento a temperaturas extremas (Fig. 3).
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Figura 3. Crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 evaluada a distintas temperaturas
de prueba en medio de cultivo TSB durante 24 horas. Las barras indican la desviacion estandar
y los asteriscos (*) las diferencias significativas entre tiempos. N=3.

Tabla 5. Diferencias significativas entre grupos correspondiente a las temperaturas analizadas
Temperatura Media de densidad Diferencias significativas

(°C) bacteriana (Abs) entre grupos
4 0.264 A

8 0.249 A

25 0.819 B

30 0.879 B

35 0.819 B

44 0.857 B

7.6 Salinidad éptima de crecimiento

El crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 muestra una dependencia de Ia
concentracion de NaCl, pues se observa (Fig. 4) que a bajas salinidades (0.5-1 % NaCl) se
registraron las maximas densidades bacterianas (Abs 0.519-0.730) durante las primeras 6
horas de incubacidn, indicando un crecimiento optimo en estas condiciones. Concentraciones

moderadas (2.5 — 8 %NaCl Grupo B) presentaron un crecimiento reducido (Abs 0.193- 0.257),
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pero similar entre si a partir de la hora 14, sugiriendo un umbral de tolerancia en donde el
crecimiento se estabiliza. A diferencia de salinidades elevadas (10-13 %NaCl grupo C) que
inhibieron casi por completo el crecimiento, manteniendo una densidad bacteriana cercana
al valor inicial (Abs 0.102-0.110), lo que refleja un estrés osmético severo. Adicionalmente, se
evalud el efecto del tiempo sobre los tratamientos, registrandose en las horas 6y 17. A las 6
h se observaron diferencias entre salinidades de grupo A (0.5 y 1 %) frente a la de los grupos
subsecuentes, aunque estadisticamente los grupos B y C no mostraron diferencias entre si. En
la hora 17, las diferencias fueron notorias entre los grupos B y C, reflejando una mayor

separacion entre los rangos de salinidad analizados.
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Figura 4. Crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 a diferentes porcentajes de NaCl,
N=3 y los asteriscos (*) las diferencias significativas entre tiempos.
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Tabla 6. Diferencias significativas entre grupos correspondiente a las salinidades analizadas.
Salinidad Media de densidad Diferencias significativas

(%) bacteriana (Abs) entre grupos
0.5 0.730 A
1 0.519 A
2.5 0.275 B
3 0.224 B
6 0.205 B
8 0.193 B
10 0.110 C
13 0.102 C

7.7 Infeccion intraperitoneal de O. niloticus con Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01

Se observé que los organismos de O. niloticus inoculados con PBS (control negativo) tuvieron
una supervivencia del 100% durante el ensayo (Fig. 5), mientras que para el grupo testigo
(inoculados con E. coli) la supervivencia fue de 96.6%. Para el tratamiento con una densidad
de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, de 10°, la supervivencia fue ligeramente menor (93.3%)
registrandose solo dos muertes en total (se realizd un andlisis bacterioldgico a uno de los
organismos que murieron) (Tabla 8). Para el tratamiento con una densidad de
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 a 10° se observd una supervivencia del 100%, mientras que
para el tratamiento con una densidad de 10* la supervivencia fue de 96.6%. Los resultados de
diferencias entre las tasas de supervivencia de los distintos tratamientos se presentan en la
Tabla 7, con una P = 0.47, lo que indica que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados. Durante este ensayo, ningln organismo que murié presento signos
clinicos de enfermedad, como lesiones cutaneas visibles, ulceras, manchas o descamacion, de
acuerdo con lo registrado visualmente, los organismos sufrieron eventos de estrés durante la
manipulacién durante la inoculacion por lo que la agresividad y canibalismo entre ellos fue
algo que se presentd, debido a lo anterior esta puede ser una de las razones por la cual ciertos

organismos murieron.
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En el caso de los analisis de bacteriologia se observaron aislados bacterianos con tonalidades
naranja a lo largo de los bioensayos, coloracién tipica de las colonias de Exiguobacterium sp.,
en medio TSA ademads de ser bacilos cortos, Gram positivos (Tabla 8).

100

98

96

94

Area de trazado

Porcentaje de supervivencia

92 P=0.47

——Exi. 10 Exi. 10° —— Exi. 10 ——E. coli 105——Control

90
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Tiempo (horas post-infeccion)

Figura 5. Porcentaje de supervivencia de O. niloticus durante la infeccién por inoculacién
intraperitoneal con una P=0.47. N=3

Tabla 7. Tasas de supervivencia de Oreochromis niloticus: Grupos homogéneos segun la
prueba de Tukey.

Media de Diferencias
Tratamiento
supervivencia significativas
Exi.10° 93.3% A
Exi.10° 100.0% A
Exi.10% 96.6% A
E. coli 10° 96.6% A
C. negativo 100.0% A

7.8 Densidad de bacterias durante el bioensayo por inmersién

Durante el bioensayo por inmersion, se observé que en los controles negativos (inoculacién
con PBS estéril) presentaron un crecimiento nulo de colonias con coloracion naranja que

pudiera representar a las colonias de Exiguobacterium (Fig. 6). Mientras que en los
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tratamientos donde se inoculé Exiguobacterium se observé que a las 20 h.p.i., se registré una
densidad de 4.21 Log UFC/mL el cual disminuyé a una densidad de 0.66 UFC a las 50 h.p.iy

con un conteo practicamente de 0 UFC/mL a las 90 h.p.i (Fig. 7).
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Figura 6. Promedio de la densidad de bacterias heterétrofas totales (UFC/mL) del control

negativo registradas en muestras de la columna de agua durante el bioensayo de inmersidn,
las barras indican la desviacion estandar. N=3
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Figura 7. Promedio de la densidad de bacterias heterdtrofas totales y colonias con fenotipo
anaranjado (UFC/mL) en TSA, registradas en muestras de la columna de agua durante el
bioensayo de inmersion, las barras indican la desviacién estandar en cada uno de los conteos

realizados, con una P=0.011 y N=3

En el caso de muestras del fondo del acuario (Fig. 8), se observa que tanto bacterias
heterotrofas totales y naranjas, presuntivamente Exiguobacterium, presentaron una

disminucion de 4.54-5.25 UFC/mL (Log 10) a 3.24-4.15 UFC/mL (Log 10), respetivamente,
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entre las 20 h manteniéndose asi hasta el término del ensayo (118 h.p.i); sin embargo, las

colonias de color naranja se mantuvieron por debajo de las heterétrofas totales UFC

respectivamente. En la Fig. 9 se observa la comparacidn entre colonias anaranjadas

(presuntivamente Exiguobacterium sp. nov.) tanto de columna como de fondo de los acuarios.
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Figura 8. Densidad de colonias heterdtrofas totales registradas en muestras de agua en el
fondo del estanque de control positivo durante el bioensayo de inmersién. Con una P=0.006

y N=

UFC/mL (Log10)
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Figura 9. Densidad de colonias color naranja registradas en muestras de agua tanto de la
columna de agua como del fondo del estanque durante el bioensayo de inmersién (control

positivo). N=3
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inoculacion

Tabla 8. Aislados bacterianos obtenidos tras la fase experimental de
intraperitoneal e inmersién.
Numero Tratamien
Muestra h.p.i Gram Morfologia
y ensayo to
1-1P Control (-) Bazo 124 Negativa. Bacilo largo
2-1P Control (-) Bazo 124 Positivo. Cocos
3-1P Control (-) Rifidn 124 Negativo. Bacilo largo
4-1P Control (-) Intestino 124 Negativo. Bacilo largo
5-1P Control (-) Intestino 124 Negativo. Bacilo largo
Escherichi
6-1IP Intestino 124 Negativo. Bacilo largo
a coli
Positivo (Afin a
7-1P T1 (109 Rifidn 124  Exiguobacterium Bacilo corto
sp).
Positivo (Afin a
8-1P T1 (10° Cerebro 124  Exiguobacterium Bacilo corto
sp).
9-1P T2 (10°) Rifion 124 Negativo. Bacilos largos
Positivo (Afin a
10-1P T3 (10%). Cerebro 124  Exiguobacterium Bacilo corto
sp).
11-1P T3 (10%). Cerebro 124 Negativo. Bacilo largo
12-1P Inmersién CA 124 Negativo. Bacilo corto
Positivo (Afin a
Exigubact
13- 1IN AFD 0 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.
sp).
Positivo (Afin a
Exigubact
14 - IN AFD 6 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.
sp).
Positivo (Afin a
Exigubact
15-IN CA 38 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.

sp).
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Positivo (Afin a

Exigubact
16 - IN AFD 38 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.
sp).
Positivo (Afin a
Exigubact
17 -IN AFD. 91 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.
sp).
Positivo (Afin a
Exigubact
18 - IN AFD 91 Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp.
sp).
T. con Positivo (Afin a
19-IN Exigubact AFD 118  Exiguobacterium Bacilo corto
erium sp. sp).

Notas: h.p.i= Horas Post Infeccion; IP: inoculacidn intraperitoneal; IN: inoculacion por inmersién; AFD: Agua de Fondo de
acuario; CA: Columna de agua.

7.9 Identificacion gendmica y relacion filogenética de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01)

Debido a la baja similitud del genoma completo de la cepa UJAT-01, comparado con otros
genomas del género Exiguobacterium (96.6% de similitud segin BLAST), el analisis realizado
en este estudio resalta que los organismos comparados pertenecen a una misma especie
(Tabla 9). Los analisis de hibridacion gendmica y ANl mostraron una alta relaciéon con
Exiguobacterium profundum, con valores del 96.67 y 95.41% en EZBioCloud, y 80.28% vy
59.62% en GGDC 4.0, marcando la cercania con posibles diferencias taxondmicas. Los valores
de ANI en BLAST y MIGA (96.77 y 95.41%) confirmaron esta relaciéon. Para los analisis
comparativos, se utilizé la secuencia de E. profundum TSS3 debido a su relacién con UJAT-01,
ya que el analisis filogenético las ubicd en el mismo clado. Ademas, en estudios gendmicos se
recomienda emplear secuencias de RefSeq de NCBI, y E. profundum TSS3 estd reportado como
genoma completo, a diferencia de E. profundum C10, que solo cuenta con un ensamble en
contigs y no estd en RefSeq. Su genoma fue obtenido mediante secuenciacion hibrida con
tecnologias de lecturas cortas y largas, lo que permite una reconstruccién mds precisa.
Ademas, la identidad nucleotidica superior al 96% sugiere que ambas cepas pertenecen a la
misma especie. Durante el ensamblaje del genoma de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01), se
usaron SPAdes, Skesa y A5-miseq para evaluar su eficiencia en la reconstruccion gendmica.

Como se muestra en la Tabla 10, Skesa resulté el mas eficiente al reducir el nimero total de
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contigs y ensamblar el contig mas grande, logrando una representacion mas completa y

menos fragmentada del genoma de Exiguobacterium sp. nov. (UJAT-01).

Tabla 9. Identificacidn de especies.

Plataforma Especie % de hibridacion

EZBioCloud Exiguobacterium profundum (TSS-3) 96.67
Exiguobacterium profundum (10C) 95.41
Exiguobacterium aestuarii 87.44
Exiguobacterium flavidum (HF60) 70.08
Exiguobacterium indicum 69.86
Exiguobacterium mexicanum 77.90

GGDC4.0 Exiguobacterium profundum (TSS-3) 80.28% (DDH>70%)

Exiguobacterium profundum (10C) 59.62% (DDH>70%)

Identidad Promedio de nucleétidos

BLAST Exiguobacterium profundum 96.77
Exiguobacterium mexicanum 95.86

Exiguobacterium flavidum 86.47

Exiguobacterium aurantiacum 77.56

MiGA Exiguobacterium profundum (10C) 95.41
Exiguobacterium marinum 88.44

Exiguobacterium aestuarii 87.73

Tabla 10. Andlisis de calidad del ensamblaje gendmico utilizando SPAdes, SKESA y A5-miseq.

Software No. Contigs Contigs mas largo (pb)
SPAdes 27 597 684
Skesa 19 902 840
A5-miseq 19 597 872

7.10 Mapa genémico de Exiguobacterium

El andlisis del genoma de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 reveld la presencia de dos clusters

importantes asociados con la resistencia antimicrobiana: el gen vanY en el Cluster vanA vy el
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gen vanW en el Cluster vanB. Ademas, la identificacidon reveld la presencia de genes de
relevancia para las aplicaciones probidticas, codificantes para las enzimas amilasa alfa (a) y
amilasa beta (B), clave en la descomposicién del almiddn. Estas enzimas son de interés por su
potencial en la mejora de la digestibilidad de alimentos en organismos acuaticos. El andlisis de
profagos y factores de virulencia a lo largo del genoma no reveld resultados positivos con los

softwares utilizados (Fig. 10).
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Figura 10. Mapa genémico de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01. De adentro hacia afuera se
representa la posicién genémica, el GC Skew, el contenido de GC, las secuencias codificantes
en cada hebra de ADN y finalmente la posicidén de los genes de resistencia.

7.11 Andlisis de similitud entre especies

Para determinar la especie a la que pertenece la bacteria aislada primero se realizé el célculo
del ANl comparando el genoma de la bacteria aislada, con los genomas de la totalidad de las
cepas reportadas en NCBI (Tabla 11). En el mapa de calor (Fig. 11) se observa, mediante un
gradiente de colores, la similitud que presentan las distintas especies del género
Exiguobacterium en comparacion con la cepa de estudio Exiguobacterium sp. nov., (UJAT-01).
Las especies que presentan los porcentajes de ANl mas altos en comparacién con la cepa
UJATO1 son: Exiguobacterium flavidum la cual refleja un 70.8% de similitud de ANI, y

Exiguobacterium profundum con un 96.7% de similitud de ANI.
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Tabla 11. Especies del género Exiguobacterium utilizadas para el analisis comparativo
reportadas en NCBI.

Especie bacteriana CEPA ID de NCBI
Exiguobacterium antarcticum AL19 PRJNA956816
Exiguobacterium soli DVS_3Y PRINA862670
Exiguobacterium undae KCTC 3810 PRINA316179
Exiguobacterium artemiae 9AN PRINA862670
Exiguobacterium sibiricum 255-15 PRINA10649
Exiguobacterium

JCM12280 PRINA218048
oxidotolerans
Exiguobacterium indicum RSA42 PRINA278187
Exiguobacterium acetylicum ZBG2 PRINA287868
Exiguobacterium enclense NIO-1109 PRIEB15474
Exiguobacterium enclense ASM145689v1 PRINA302095
Exiguobacterium flavidum HF60 PRINA459509
Exiguobacterium profundum TSS-33 PRINA887767
Exiguobacterium aestuarii AmN35-10 PRINA682484
Exiguobacterium marinum a-1 PRINA933108
Exiguobacterium

$82 PRINA644789

gingdaonense
Exiguobacterium sp. S126 PRINA644789
Exiguobacterium acuatico IMTB_3094 PRINA862670
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Figura. 11. Mapa de calor de acuerdo del porcentaje de ANI del genoma correspondiente a
Exiguobacterium sp. nov. en comparacién con distintas especies del género Exiguobacterium.
Las especies mads similares presentaran tonalidades rojizas mas intensas, a diferencia de la
gama de azules, que refleja una menor similitud entre si.

7.12 Analisis gendmico de clusteres de genes potencialmente asociados con la biosintesis de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en Exiguobacterium sp. nov

Durante el analisis gendmico, se identificd un cluster de genes relacionado con la biosintesis
de terpenos y carotenoides, compuestos conocidos principalmente por sus propiedades
antioxidantes. Este cluster muestra homologia con el encontrado en Halobacillus halophilus
(similarity score 0.49) (Fig. 12), lo que sugiere una relacién, aunque la similitud relativamente
baja podria implicar diferencias en los genes involucrados. Ademas, la presencia de este

mismo cluister en otras cepas de Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01 (Fig. 13) indica que estos
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genes podrian estar asociados con procesos biosintéticos similares en diferentes cepas de esta

especie.

Reference: BGC0000645: 0-7475

=]

c

[}

2
Reference & Similarity score Type Compound(s) Organism
BGCO000645 . 0.49 Terpene carotenoid Halobacillus halophilus DSM 2266
BGC0000647 0.36 Terpene carotenoid Rhodobacter sphaeroides
BGC0000650 |l 0.31 Terpene carotenoid Algoriphagus sp. KK10202C
BGC0000644 pum 0.25 Terpene carotenoid Dietzia sp. CQ4
BGC0000637 gy 0.23 Terpene carotenoid Corynebacterium glutamicum
BGC0000640 pum 0.20 Terpene carotenoid Enterobacteriaceae bacterium DC404
BGC0000484 g 0.20 RiPP glycocin F Lactobacillus plantarum
BGC0000636 pum 0.20 Terpene carotenoid Brevibacterium linens
BGC0000630 gy 0.19 Terpene (2R,35,3'S)-2-hydroxyastaxanthin Paracoccus haeundaensis
BGC0000646 gy 0.18 Terpene [B-carotein uncultured bacterium

Figura 12. Posiciéon gendmica de los genes de Exiguobacterium sp. nov. Del cluster de sintesis
de terpenos. del cluster determinado en Exiguobacterium sp. (parte superior) directamente
con cluster de bacterias registradas en NCBI, mostrando una mayor similitud con Halobacillus
halophilus.

Query sequence
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NZ_CP073755 (2120840-2141680): Exiguobacterium sp. PFWTO1 chromosome, complet... (100% of genes show similarity), terpene
S T B S e e O e

NZ_LDNY01000001 (2007154-2027994): Exiguobacterium sp. JLM-2 scaffold 00001, ... (100% of genes show similarity), terpene
S T e e e O e

NZ_CP109617 (2116578-2137418): Exiguohacterium profundum strain TSS-3 chromos... (100% of genes show similarity), terpene
S CO e T L e )

NC_012673 (2444875-2465718): Exiguobacterium sp. AT1b, complete sequence (100% of genes show similarity), terpene
S T e T (e O e

NZ_JADHZG010000001 (1948902-1969742): Exiguobacterium sp. KJ 601 193-1 scaffo... (100% of genes show similarity), terpene
S COT D e <L e )

NZ_KV917367 (790760-811600): Exiguobacterium sp. HVEsp1 Scaffold1, whole geno... (100% of genes show similarity), terpene
S T e T (e O e

NZ_LR733429 (19432-40272): Exiguobacterium sp. 8H isolate Exiguobacterium sp.... (100% of genes show similarity), terpene
[ S g g Sp—— R el L R

NZ_JACSJQ010000001 (64303-85104): Exiguobacterium sp. 575 scaffold0, whole ge... (100% of genes show similarity), terpene
[ S g g — L Spe—— el L R

NZ_JACSJZ010000001 (2085871-2106672): Exiguobacterium sp. 5162 scaffold0, who... (100% of genes show similarity), terpene
[ S g g Spe—— e el L R

NZ_MRSV01000001 (2536616-2557456): Exiguobacterium profundum strain PHM 11 sc... (100% of genes show similarity), terpene
[ S g f S Sp—— e ael L S

Figura 13. Comparacion entre el cluster de genes asociados a los terpenos en Exiguobacterium
sp. nov. (primera linea) con el presente en otras especies de bacterias del género
Exiguobacterium.
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8. DISCUSION

En la actualidad, la utilizacidn de bacterias benéficas o probidticos en los sistemas de cultivos
de organismos de importancia acuicola es una alternativa prometedora, ya que el uso de estas
promueve una mejora en la calidad de agua y altas supervivencias de los organismos de
cultivo. En el presente estudio se caracterizé e identificod la cepa Exiguobacterium sp. nov.,
UJAT-01 aislada de cultivos de pejelagarto (Atractosteus tropicus), originaria de la ciudad de

Villahermosa, Tabasco, México.

De acuerdo con las observaciones de morfologia colonial y celular realizadas a la cepa UJAT-
01 presenta caracteristicas comunes descritas para el género Exiguobacterium sp. nov., la cual
es Grampositiva de células mds alargadas que altas y de forma cilindrica, con una distintiva
curvatura o forma de bastdn, asi como un color violeta sobre todo el area celular. Dichas
caracteristicas de forma y tamafio coinciden con lo reportado por Rodrigues et al., (2006),
Garrity (2005) y Murray et al., (2020) quienes observaron que esta tonalidad morada o violeta
de este género se presenta debido a que las paredes celulares son gruesas y permite que la

tincidn quede atrapada dentro de la misma.

Otros aspectos importantes observados en la cepa UJAT-01 fueron su motilidad, ausencia de
indol y reaccién de ornitina, crecimiento en el medio de citrato de Simmons, y la falta de
reaccién en la prueba de rojo de metilo (la cual podria estar relacionada con las caracteristicas
metabdlicas de Exiguobacterium sp. nov., ya que este género no presenta una fermentacion
predominantemente lactica como Lactobacillus). Sin embargo, algunas especies de
Exiguobacterium han mostrado capacidades fermentativas, como Exiguobacterium
profundum, que puede producir acido lactico a partir de la fermentacion de carbohidratos,
generando principalmente L-lactato (Crapart et al., 2007). Ademas, Exiguobacterium
aurantiacum AN2 es capaz de realizar fermentacién celulolitica, produciendo
carboximetilcelulosa extracelular (Hagaggi, 2018). Estas fermentaciones, aunque diversas, no
se caracterizan por una acumulacién significativa de acidos que se detecten en la prueba de
rojo de metilo, esto podria explicar la falta de respuesta positiva en dicha prueba para
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 en las condiciones evaluadas. En cuanto al citrato de
Simmons, el resultado negativo es coherente con la variabilidad fenotipica entre distintos

microorganismos. Aunque muchas bacterias compartan el mismo filo, esto no implica que
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posean las mismas caracteristicas fenotipicas, lo que resalta la gran diversidad existente entre

ellas (Sonenshein, 2007).

En cuanto a la prueba de hemodlisis, se ha sugerido que esta puede contribuir a determinar la
patogenicidad de una bacteria (Sampathkumar et al., 1998). Sin embargo, no todas las
bacterias presentan esta propiedad, como se observé en el presente estudio, donde UJAT-01
no mostré hemdlisis. Este resultado concuerda con estudios previos, como el reportado por
Setiani et al., (2019), ya que el género Exiguobacterium es generalmente reconocido por su
baja patogenicidad (Setiani et al., 2019). De hecho, este género se clasifica principalmente
como hemolitico gamma, lo que significa que no induce hemdlisis, aunque en algunas
situaciones, como cambios de pH y baja disponibilidad de nutrientes, puede presentar
hemdlisis alfa, es decir, una actividad hemolitica minima, bajo lo que sugiere que las bacterias
pueden presentar diferente patrones hemoliticos de acuerdo a las nutrientes que se
presenten en el agar, en casos muy especificos los genes reguladores de la expresién de que
pueden provocar diferencias en la actividad hemolitica, en menor proporcién pero probable
pueden ser las interacciones de metabolitos secundarios, los cuales pueden incrementar o
inhibir la hemolisis (Misawa et al., 1995; Skalka y Votava, 1997; Kenny et al., 2006). En el caso
de una cepa con potencial probidtico, la ausencia de hemdlisis adquiere una importancia
particular, ya que sugiere que la bacteria no presenta efectos patégenos directos sobre el
hospedero, esta caracteristica es fundamental para garantizar la seguridad y eficacia de Ia
cepa en aplicaciones terapéuticas o preventivas, dado que las cepas probidticas deben ser no

patégenas para evitar efectos adversos en el organismo hospedero (Lee et al., 2022).

En relacién con las pruebas de motilidad, UJAT-01 mostré un comportamiento positivo en
medios liquidos, lo que sugiere la posible presencia de flagelos, los cuales le permitirian a la
bacteria desplazarse en entornos acuosos, una caracteristica clave para su dispersion vy
busqueda de nutrientes. Este mecanismo es comun entre las bacterias que buscan colonizar
nuevos ambientes o que responden a cambios en su entorno liquido (Kearns, 2010). Los
resultados obtenidos en el presente estudio también sugieren la presencia de mecanismos
alternativos de motilidad, como el twitching, dado que UJAT-01 mostré capacidad para
desplazarse en medios semi-sélidos. En particular, la motilidad por twitching es relevante para
la colonizacion de superficies y la formacion de biopeliculas, lo cual podria ser crucial para la

adaptacion y supervivencia de la bacteria en diferentes entornos (O'Toole y Wong, 2016). Esto
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sugiere que la capacidad de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, para moverse en diversos
medios resalta no solo su versatilidad, sino también su potencial para prosperar en

condiciones ambientales cambiantes.

Por otro lado, el crecimiento de la cepa UJAT-01 de Exiguobacterium sp. nov., durante las
primeras dos horas, en las que el aumento en la densidad celular es minimo, puede explicarse
como un proceso normal de adaptacién metabdlica. Este periodo corresponde a la fase de
latencia, durante la cual la bacteria ajusta sus sistemas metabdlicos y activa los mecanismos
necesarios para aprovechar los nutrientes disponibles en el medio (Mandel et al.,, 2024).
Aunque el crecimiento inicial es lento, este fendmeno es caracteristico de la fase de
adaptacion al nuevo entorno. Una vez transcurrido este tiempo, se inicia la fase exponencial,
en la que la bacteria, habiendo asimilado los componentes del medio, emplea sus reservas
energéticas para replicarse de manera acelerada y aumentar su densidad celular. El
crecimiento maximo de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se registré a las 8 h, lo que sugiere
que las condiciones del medio favorecieron un ambiente adecuado para su desarrollo,
posiblemente en términos de nutrientes disponibles y espacio para su crecimiento, este
aumento en la densidad celular también podria indicar que la bacteria ya se ha adaptado por
completo al medio, activando sus mecanismos metabdlicos necesarios para un crecimiento
mas eficiente (Caycedo et al., 2021). Finalmente, a partir de la hora 8, se observa una fase de
declive, atribuida a la escasez de nutrientes esenciales, como carbono, nitrégeno y minerales,
qgue limitan el crecimiento bacteriano, junto con la acumulacién de desechos tdxicos
generados por la actividad metabdlica y los cambios ambientales que afectan la replicacién

celular de manera eficiente (Caycedo et al., 2021).

Se observé un mejor desarrollo de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, entre 30 y 35 °C,
especialmente durante las primeras 17 h, cuando la actividad enzimatica es maxima y se
generan condiciones dptimas para la division celular (Jiménez-Delgadillo et al., 2018; White et
al., 2019). Sin embargo, el andlisis estadistico reveld diferencias significativas en el crecimiento
bacteriano entre las temperaturas evaluadas (P < 0.001), agrupandolas en dos categorias
distintas (Tabla 5). Cuando esta bacteria se sometio a temperaturas entre 4y 8 °C presentd un
desarrollo significativamente menor (Grupo A), mientras que a 25, 30, 35 y 44 °C mostrd un
crecimiento superior (Grupo B). En particular, a 44 °C se observd un mayor crecimiento

bacteriano, aunque con una fase inicial mas lenta debido a que esta temperatura supera el
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limite dptimo de las bacterias meséfilas (~40 °C). Este fendmeno podria estar relacionado con
la capacidad de adaptacién térmica de Exiguobacterium, lo que le permite desarrollarse en
temperaturas elevadas, una caracteristica distintiva del género (Vishnivetskaya et al., 2009
White et al., 2013; White et al., 2019). Finalmente, durante la evaluaciéon a distintas
salinidades, se ha reportado que la concentracién de sal influye en el crecimiento bacteriano
al afectar la osmolaridad y el equilibrio osmoético de las células (Remonsellez et al., 2018). Los
resultados muestran que Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, exhibe un crecimiento
significativamente mayor a una salinidad entre 0.5 y 1% (Grupo A), diferenciandose
estadisticamente de las demas condiciones evaluadas (P < 0.001) (Tabla 6). En particular, el
crecimiento a 0.5% fue significativamente superior al observado en 2.5, 3, 6 y 8% (Grupo B),
lo que indica que, si bien estas concentraciones permiten el crecimiento bacteriano, podrian
no ser las mas adecuadas para maximizar la homeostasis osmatica. Por otro lado, cuando la
bacteria se sometié a salinidades de 10 y 13% (Grupo C) presentd un crecimiento
significativamente menor en comparacién con el Grupo B, siendo estas las condiciones mas
limitantes. Aunque las salinidades elevadas suelen representar un desafio para muchas
bacterias, se observé que a concentraciones de 8 y 10%, el crecimiento bacteriano se mantuvo
hasta la hora 14, disminuyendo posteriormente. Esto sugiere una notable tolerancia a
condiciones de alta salinidad (Zhang et al.,, 2021), ya que, a pesar de la reduccion, el
crecimiento se sostuvo hasta el término de la prueba. Este fendmeno podria explicarse por la
capacidad de algunas bacterias para ajustarse gradualmente a condiciones hipersalinas,
favoreciendo su proliferacion y aumento de densidad, como se ha reportado en
Exiguobacterium chirighucha, Exiguobacterium sp., (Cepa SH31) y Exiguobacterium
acetylicum, especies capaces de habitar tanto en medios marinos como no marinos (Rosales
et al., 2005; Remonsellez et al., 2018; White et al., 2019; Zhang et al., 2021; Shen et al., 2024).
En cuanto a la resistencia antimicrobiana, en el presente estudio se observd que
Exiguobacterium sp. nov. UJAT-01, presentd distintos niveles de susceptibilidad a los
antibidticos evaluados, determinada mediante la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC). Los
resultados mostraron que la MIC mds baja se registro para oxitetraciclina y furazolidona (64 y
30 pg/mL en placa, respectivamente), mientras que cuando la bacteria se enfrenté a
florfenicol y enrofloxacina se observaron valores de MIC mas altos (128 y 256 pug/mL, 0 60y
120 pg/mL concentracion en placa, respectivamente). Estos hallazgos indican que
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 es mas sensible a oxitetraciclina y furazolidona, pero

muestra mayor tolerancia a florfenicol y enrofloxacina. Lo anterior concuerda con lo descrito
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por Yang et al., (2014) quienes observaron la capacidad de resistencia en especies del género
Exiguobacterium, como Exiguobacterium sp. S3-2, que mostré resistencia a varios antibidticos
en condiciones similares. Ademas, Exiguobacterium acetylicum ha mostrado propiedades
antimicrobianas prometedoras contra diversas bacterias patégenas, lo que sugiere que,
ademas de su capacidad para resistir antibidticos, podria tener un potencial terapéutico en el
tratamiento de infecciones (Aliabadi et al., 2014; Keerthana y lllanjiam, 2024). En particular,
los resultados del presente estudio resaltan la susceptibilidad variable de Exiguobacterium sp.
nov., UJAT-01, frente a antibidticos especificos. Esta variabilidad podria estar asociada con la
presencia de genes relacionados con mecanismos de resistencia previamente identificados en
su caracterizacion gendmica, como los genes VanB, VanA, VanY y VanW, implicados en
resistencia a glicopéptidos. Por otro lado, se ha reportado que E. acetylicum inhibe el
crecimiento de patdégenos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus mediante la
produccién de compuestos bioactivos (Aliabadi et al., 2014). Esto sugiere que, a pesar de los
mecanismos de resistencia observados, las especies de Exiguobacterium también podrian
tener la capacidad de producir metabolitos con potencial antimicrobiano. Los resultados de
susceptibilidad obtenidos ofrecen informacién relevante sobre las propiedades de
Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, tanto en su resistencia como en su posible rol en terapias

alternativas.

En la actualidad, la secuenciacidon masiva de ADN es una herramienta fundamental para la
correcta identificacion y clasificacion de microorganismos (Paul et al., 2020). En este estudio,
se utilizé el analisis del porcentaje de identidad a nivel de nucledtidos (ANI) para confirmar
que la cepa Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 pertenece al género Exiguobacterium. Los
resultados obtenidos revelaron un 96.7% de homologia entre Exiguobacterium sp. nov.
UJATO1 y Exiguobacterium profundum, un valor ligeramente superior al umbral del 95%
sugerido para la delimitacion de especies (Goris et al., 2007; Lindsey et al., 2023). Este nivel
de similitud, aunque cercano al limite, junto con la caracterizacién fenotipica y gendmica
detallada, plantea la propuesta de que la cepa Exiguobacterium sp. nov., UIATO1, corresponde
a una posible nueva especie dentro del género Exiguobacterium. Para confirmar esta relacién,
se compararon los resultados de hibridacion obtenidos mediante diversas plataformas de
andlisis gendmico, como EZBioCloud y GGDC (Tabla 9). La homologia con Exiguobacterium
profundum fue de 96.67% y 80.28%, respectivamente, lo que respalda la cercania genética de

la cepa aislada con esta especie. En particular, los resultados de EZBioCloud revelaron un alto
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porcentaje de hibridacidn con varias especies del género Exiguobacterium, lo que refuerza la
hipdtesis de que Exiguobacterium sp. nov., UJATO1 pertenece a un clado cercano a E.
profundum. Al comparar con otra cepa, Exiguobacterium profundum 10C, se observa un
cambio en el porcentaje de hibridacion, lo que indica que, aunque ambas cepas (TSS-3 y 10C)
corresponden a E. profundum, presentan diferencias genéticas. Estos resultados, contrastados
con los obtenidos por EZBioCloud, muestran que las cepas TSS-3 y 10C tienen un 96.67% y
95.61% de hibridacién, respectivamente. Ademas, los andlisis de ANI realizados con las
herramientas BLAST y MiGA también confirmaron estos hallazgos, mostrando una identidad
genética de 96.77% y 95.41%, respectivamente, con E. profundum (Tabla 9). Estos resultados
son consistentes con los obtenidos en el analisis de hibridacién, lo que sugiere una alta
similitud genética con E. profundum, aunque la cepa Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01
presenta diferencias genémicas significativas que apoyan su propuesta como una nueva

especie.

Es probable que esta relacion se deba a un origen jerarquico comun, donde especies como E.
profundum y Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, comparten un ancestro reciente, pero han
seguido caminos evolutivos diferenciados que les han permitido desarrollar caracteristicas
gendmicas Unicas. Por otro lado, el analisis del contenido genético de la cepa aislada mostré
ausencia de profagos y plasmidos, lo que sugiere una menor probabilidad de transferencia
horizontal de genes debido a la falta de estos elementos genéticos méviles (Horne et al.,

2023).

El andlisis del genoma de Exiguobacterium sp., (UJAT-01), reveld la presencia de genes
relacionados con la resistencia a la vancomicina. En particular, el gen VanW, perteneciente al
cluster vanB, desempenfia un rol fundamental en conferir resistencia a este antibiotico (Sanakal
y Kaliwal, 2011). Aunque su funcion precisa aun no esta completamente definida, se sabe que
estos genes actuan modificando los precursores del peptidoglicano, transformando la D-
alanil-D-alanina en D-alanil-D-lactato, lo que impide que la vancomicina se una
adecuadamente al sitio activo (Hill et al., 2010). La regulacién del clister VanB estd mediada
por el sistema de dos componentes VanSR, en el cual VanS actla como una quinasa sensora
que detecta la presencia de vancomicina y activa la transcripcion de los genes de resistencia
(Rotsides et al.,, 2022). Las cepas que contienen clUsteres como vanB pueden mostrar

resistencia inducible o constitutiva, dependiendo de mutaciones en los genes reguladores que
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modulan su expresion (Riccardi et al., 2021). Desde una perspectiva clinica, la vancomicina es
un antibidtico crucial para tratar infecciones graves causadas por bacterias Grampositivas. En
este contexto, la deteccion del gen VanB en Exiguobacterium sp. nov., UJATO1, resalta la
necesidad de realizar estudios experimentales para confirmar su resistencia fenotipica a este
compuesto, especialmente considerando que los antibidticos evaluados en el contexto de la
acuacultura no incluyeron la vancomicina. Aunque estudios previos realizados para el género
Exiguobacterium no han identificado genes de resistencia a antibiéticos cominmente
utilizados en acuacultura, la presencia del gen VanB no parece tener implicaciones inmediatas

en este entorno, ni interferir con la susceptibilidad frente a la aplicacién de otros farmacos.

El analisis gendmico también identificd dos genes de relevancia en las bacterias usadas como
probidticas, los cuales codifican para las amilasas alfa (a) y beta (B), las cuales, son enzimas
clave en la descomposicion del almidén, cada una con funciones y aplicaciones diferenciadas.
La a-amilasa facilita la ruptura del almidén en maltosa y glucosa al hidrolizar los enlaces
glucosidicos a,1-4, desempefiando un papel destacado en varias industrias, como la
alimentaria, farmacéutica y textil (Singh et al., 2022). Ademds, tiene un papel relevante en el
sistema nervioso, donde colabora en la degradacion del glucégeno, influyendo en los procesos
de formacidon de la memoria (Byman et al, 2021). Por su parte, la B-amilasa actua
principalmente sobre el almiddn, generando maltosa e isomaltosa, siendo esencial tanto para
el metabolismo de las plantas como para diversas aplicaciones industriales, especialmente en
la elaboracion de alimentos. Su capacidad para inhibir la retrogradacion del almiddn
contribuye a mejorar la calidad de los productos alimentarios (Das y Kayastha, 2018). Bajo
este enfoque, en la acuicultura, los genes que codifican para las amilasas a y B tienen
implicaciones clave, ya que podrian mejorar la digestion de los piensos, optimizando la
absorcién de nutrientes y favoreciendo un crecimiento mas eficiente en los peces. La a-
amilasay la B-amilasa podrian tener un impacto en la reduccién de residuos en el agua, lo que
ayudaria a mejorar la calidad del entorno acuicola. Ademas, estas enzimas podrian influir en
la salud intestinal y en la resistencia a enfermedades, lo que subraya su potencial como
probidticos en acuicultura, contribuyendo a un ambiente mds saludable y sostenible.
Finalmente, el analisis gendmico de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01 reveld un clister de
genes potencialmente involucrado en la sintesis de terpenos. Se ha reportado que estos
compuestos poseen propiedades antimicrobianas y pueden influir en la viabilidad de cepas

probidticas, como se ha observado en otros microorganismos (Shipradeep et al., 2012).
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Ademas, algunos aceites esenciales que contienen terpenos han sido asociados con un
aumento en la supervivencia de bacterias probiéticas en productos fermentados, como el
yogur, aunque estos hallazgos en la literatura sugieren posibles aplicaciones, el papel
especifico de los terpenos en Exiguobacterium sp. nov. requiere estudios adicionales para

comprender su funcién en este género (Asli et al., 2017).

Durante el reto de inmersidon de juveniles de tilapia con UJAT-01, se observd un mayor
crecimiento bacteriano en las muestras obtenidas del fondo del tanque, donde el crecimiento
se mantuvo hasta el final del ensayo, con 2.95 Log UFC/mL (118 h). En contraste, las muestras
de la columna de agua mostraron una disminucion considerable de la presencia bacteriana
después de las primeras 50 h. Esta diferencia podria estar relacionada con las caracteristicas
y afinidades que presentan ciertos grupos bacterianos por los fondos benténicos, los cuales
proporcionan un sustrato para la adhesion, favoreciendo asi la estabilidad del entorno y el
acceso a recursos nutricionales (Wang et al., 2022; y Molina et al., 2020). Se ha reportado que
algunas especies de Exiguobacterium pueden formar biopeliculas en ambientes extremos,
como el Salar de Huasco (SH) (Pavez et al., 2023). Esta capacidad no solo contribuye a su
tolerancia a condiciones adversas, sino que también favorece su adhesion a fondos
bentdnicos, facilitando su adaptacién a entornos con alta salinidad, radiacién UV y metales
pesados. Esto resalta el papel fundamental de la formacién de biopeliculas y la presencia de
mecanismos de resistencia especificos en la supervivencia y persistencia de estos

microorganismos en ambientes hostiles (Pavez et al., 2023).

En el analisis del porcentaje de supervivencia de O. niloticus, se observd que, aunque se
registraron muertes en algunos tratamientos (T1, T3 y E. coli), estas no estuvieron
directamente relacionadas con los tratamientos en si, sino con factores externos como el
estrés, el canibalismo o el manejo de los organismos. Dado que la mortalidad fue baja (1 0 2
organismos), se sugiere que Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, no causa efectos adversos en
las tilapias. El canibalismo es una conducta comun en peces bajo condiciones de estrés y
representa una de las principales causas de mortalidad en piscicultura. Este comportamiento
suele estar asociado con factores como la falta de alimento, la competencia y las diferencias
de tamafio entre individuos (Atencio-Garcia y Zaniboni-Filho, 2006; Sepulveda-Quiroz et al.,
2022). En este contexto, la influencia del canibalismo debe evitarse al evaluar la supervivencia,

ya que puede afectar significativamente los resultados obtenidos.
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9. CONCLUSIONES

Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se caracterizd como un bacilo Gram positivo, con
motilidad activa en medios liquidos y sdlidos, sin capacidad hemolitica, y con
crecimiento éptimo entre 30-35°C y a una salinidad de 1%, destacandose por su

preferencia por habitats benténicos.

El andlisis gendmico de Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, reveld la presencia de
genes asociados con la resistencia a glicopéptidos (VanY, VanA, VanW y VanB).
Ademas, se identificaron genes que codifican para amilasas a y b, lo que sugiere un

potencial probidtico vinculado a procesos metabdlicos digestivos.

La evidencia gendmica obtenida en este estudio confirma que Exiguobacterium sp.
nov., UJAT-01, pertenece a la especie Exiguobacterium profundum, descartandose su
reconocimiento como una nueva especie. No obstante, se sugiere realizar estudios
gendmicos complementarios que permitan consolidar con mayor precisién su posicién

taxondmica.

Debido a su perfil genédmico, la ausencia de hemdlisis y la falta de efectos patolégicos
en peces, Exiguobacterium sp. nov., UJAT-01, se podria considerar para futuras
aplicaciones como un candidato potencial para su desarrollo como probidtico en
acuicultura, particularmente para tilapia (Oreochromis niloticus), recomendandose la

realizacion de pruebas adicionales de funcionalidad probidtica in vivo.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Concentraciones finales de antibidticos puestos en placa de 96 pocillos para
Exiguobacterium sp., en prueba de sensibilidad antimicrobiana.

Concentracion final en microplaca (pg /

Concentracion de antibiético (ug / mL)

mL)
1024 478
512 239
256 120
128 60
64 30
32 15
16 7.5
8 3.7
4 1.8
2 0.9
1 0.45

ANEXO B. Concentracion minima inhibitoria (MIC) en pg/ml de Enrofloxacina; Furazolidona;
Florfenicol; Oxitetraciclina en Exiguobacterium sp. nov.

Concentracion de antibidtico (ug / mL)

Antibiéticos 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Oxitetraciclina -0.02 -0.031 -0.021 -0.008 | 0.01 |0.025 0.049 0.054 0.063 0.091 0.145

Enrofloxacina -0.008 -0.013 | 0.005 | 0.018 0.028 0.049 0.063 0.061 0.085 0.09 0.099
Florfenicol -0.047 -0.041 -0.036 | 0.016 | 0.019 0.022 0.024 0.029 0.03 0.032 0.025
Furazolidona -0.043 -0.042 -0.023 -0.011 | 0.01 |0.015 0.024 0.04 0.075 0.098 0.141

Controles (-/+) 0.095 0.221
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ANEXO C. Cinética de crecimiento de Exiguobacterium sp. nov., en medio de cultivo TSB a
30°C. La columna "hora" indica el tiempo transcurrido en horas desde el inicio del
experimento, mientras que la columna "UFC/mL" representa la concentracion de unidades
formadoras de colonias por mililitro en log10.

Hora UFC/mL (Log10)
0 6.15439919
2 6.79491908
4 8.25369596
6 8.4117849
8 8.66845643
12 8.50306751
24 8.13068549
26 8.03680532






