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RESUMEN

Meéxico ocupa el noveno lugar como productor mundial de camarén blanco Litopenaeus
vannamei. El Sindrome de la Moralidad Temprana (EMS) o Enfermedad de la Necrosis
Aguda del Hepatopdncreas (AHPND, por sus siglas en inglés) causada por Vibrio
parahaemolyticus (Vp) reduce el rendimiento de la produccién de camarén. Una
alternativa es el uso bacterias marinas antagénicas. El objetivo de este estudio fue evaluar
y caracterizar bacterias de ecosistemas marinos contra Vp. Para lograrlo, se evalud el
efecto antagoénico de aislamientos contra una cepa patégena de Vp usando las pruebas de
estria cruzada y la prueba de difusion en pozo, esta dltima con dos variantes; una el cultivo
de células bacterianas y otra el sobrenadante libre de células. 17 aislamientos bacterianos
mostraron zonas de inhibicion de 0.2 a 1.7 cm en la prueba de estria cruzada, por otro
lado, tres evidenciaron halos de inhibicién de 2.06 a 2.46 cm por la prueba de difusién en
pozo con cultivo de células bacterianas, mientras que 5 bacterias marinas mostraron
inhibicion de 1.76 a 3.66 por la prueba de difusion en pozo con sobrenadante libre de
células. Los aislamientos antagonistas se identificaron y se caracterizaron
morfolégicamente, de los cuales 10 fueron bacterias Gram negativas y 7 fueron Gram
positivas. La identificacion fenotipica (perfil bioquimico, con la galeria API BioMérieux),
y genotipica (por secuenciacion molecular), mostraron que los principales géneros

bacterianos antagonistas pertenecen a Bacillus sp., Shewanella sp. y Vibrio sp.
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ABSTRACT

Mexico occupies the ninth place as a world producer of white shrimp Litopenaeus
vannamei. The Early Morality Syndrome (EMS) or Acute Hepatopancreas Necrosis
Disease (AHPND) caused by Vibrio parahaemolyticus (Vp) greatly reduces white shrimp
yields. An alternative is the use of antagonistic marine bacteria. The objective of this study
was to evaluate and characterize marine ecosystem bacteria against Vp. To achieve this,
the antagonistic effect of isolates against a pathogenic strain of Vp was evaluated using
cross-streak tests and the well diffusion test, the latter with two variants; one with bacterial
cell culture and another the cell free supernatant. 17 bacterial isolates showed zones of
inhibition of 0.2 to 1.7 cm in the cross streak test, on the other hand, three evidenced halos
of inhibition of 2.06 to 2.46 cm by the well diffusion test with bacterial cell culture, while
5 bacteria Marine showed inhibition of 1.76 to 3.66 by the well diffusion test with cell-
free supernatant. Antagonist isolates were identified and morphologically characterized,
of which 10 were Gram negative and 7 were Gram positive bacteria. The phenotypic
identification (biochemical profile, with the BioMérieux API gallery), and genotypic (by
molecular sequencing), revealed that the main antagonistic bacterial genera belong to

Bacillus sp., Shewanella sp. y Vibrio sp.

17



INTRODUCCION

La produccién de camardén a escala mundial, tanto de captura como de cultivo, es de
aproximadamente 6 millones de toneladas, de las cuales alrededor del 60 % entra en el
mercado mundial (Flegel et al. 2008). Continuamente, la demanda de camardn estd en
aumento, mientras que la pesca global disminuye o permanece estética, debido a esto, con
el empleo de la acuacultura se ha logrado satisfacer esta demanda (Flegel et al. 2008;
Bondad-Reantaso et al. 2012). En términos monetarios y dentro del 4&mbito internacional,
el camarén es el producto pesquero comercializado mas importante (Gillett 2010), dado
que en las dltimas dos décadas ninguna actividad econémica ha alcanzado un crecimiento
tan acelerado como la camaronicultura, tanto en las areas tropicales como subtropicales
del mundo (P4ez-Osuna 2005). Un estimado a nivel mundial indica que alrededor de 1.25
millones de zonas costeras en promedio han sido convertidas en granjas camaronicolas,
principalmente en paises como China, Tailandia, India, Indonesia, Filipinas, Malasia,

Ecuador, Honduras, Panama, Nicaragua y México (Péez-Osuna 2001).

Meéxico se encuentra dentro de los principales paises productores del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Briggs 2005), ubicandose en el noveno lugar como productor
mundial de dicho crustidceo. En un informe de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) se notifico que la produccion de
camardn en el pais aumento en 65.5 % durante los dltimos cuatro afios, por lo que se ubica
a este crustdceo como el segundo en importancia entre los productos pesqueros del pais
(SAGARPA 2017). En México la produccion de camaron proviene principalmente de
cinco entidades federativas entre las cuales, el estado de Sonora, Sinaloa, Nayarit,
Tamaulipas y Baja California Sur, concentran més del 90 % de dicha produccion, estos
estados operan en su haber un amplio nimero de granjas semi-intensivas (Esparza-Leal
2012; Rosas et al. 2013; Martinez-Cordero et al. 2015; Torres y Méndez 2018). La
industria del camardn se ve afectada continuamente por patégenos oportunistas de tipo
viral, flngico, parasitario y de origen bacteriano, entre las enfermedades en la acuacultura,
la vibriosis, causa una alta mortalidad en las primeras etapas del desarrollo del crusticeo,
por lo cual se le atribuye como una de las principales pérdidas monetarias (Aguirre-

Guzman et al. 2001; Gémez et al. 2001). A la fecha, veinte especies del género Vibrio sp.
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han sido reportadas como patégenos del camardén peneido, L. vannamei, perteneciente a
la familia Penaeidae (Jayasinghe et al. 2010; Heenatigala y Fernando 2016). La bacteria
Vibrio parahaemolyticus es la principal especie causante de vibriosis en el camardn y es
reconocida como el agente causal del Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS, por sus
siglas en 1inglés) y actualmente conocida como Enfermedad de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND, siglas en inglés). A pesar de considerarse como una
enfermedad nueva y emergente del camardn (Zorriehzahra y Banaederakhshan 2015), ha
causado enormes pérdidas en masa dentro de la industria del camardn, esta surgié en China
(2009), y luego se dispersé a otros paises asidticos como Vietnam (2010), Malasia (2011),
Tailandia (2012) (Flegel 2012) y en 2014 se reportaron mortalidades en recientemente en
Meéxico (Soto-Rodriguez et al. 2015). Dicha enfermedad ocurre en promedio dentro de los
20-30 dias después de la siembra del camardn en estanques (NACA 2018) y la mortalidad
en masa puede superar el 70 % (Kongrueng et al. 2015). Las manifestaciones clinicas de
la enfermedad que pueden estar presentes en el camarén y que caracterizan a la
enfermedad son las siguientes: crecimiento lento, letargo, estdmago e intestino vacios,
ademds, de un hepatopdncreas palido y atr6fico a menudo con rayas negras (FAO 2013).
Debido a la presencia de vibrios patogénicos en los estanques camaroneros ha conducido
a que los productores de estos busquen eficientes medidas de control y seguimiento como
la terapia con antibidticos, sin embargo, el uso inapropiado y constante de los antibidticos
ha dado como origen el desarrollo de multiples cepas resistentes (Melo et al. 2011). Una
de las posibles soluciones a este problema es la busqueda de bacterias con actividad
antimicrobiana, en donde se emplea el uso de bacterias como un agente probidtico contra
la infeccidon del patégeno y de aqui radica la importancia de estas bacterias como una
alternativa a la resistencia que presenta el agente causal para lograr asi su posterior
erradicacién (Girija et al. 2018). Por lo anterior, el desarrollo de este trabajo de
investigacion permitird plantear una estrategia de control bioldgico, mediante la
evaluacion, en condiciones in vitro de la capacidad antagénica de aislados bacterianos de
ecosistemas marinos contra V. parahaemolyticus, agente causal de la AHPND en cultivos

de camaron.
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ANTECEDENTES

Taxonomia Litopenaeus vannamei

El camarén blanco L. vannamei se encuentra clasificado dentro del reino Animalia,
perteneciente al filum mds grande dentro de este, el Arthropoda, caracterizado por
presentar apéndices articulados y un exoesqueleto o cuticula que muda cuando crece de
tamafno, ademads, se comprende en el Subfilum Crustacea, dentro de la superclase
Multicrustacea, clase Malacostraca, subclase Eumalacostraca, perteneciente al superorden
Eucarida, orden Decdpoda, suborden Dendrobranchiata, dentro de la superfamilia

Penaeoidea, familia Penaeidae, siendo el género Liftopenaeus y especie L. vannamei

(Boone 1931).
Morfologia

Los camarones pertenecientes a la familia Penaeidae siguen un disefio corporal muy
similar al de la mayoria de los Malacostracos, es decir, son decdpodos alargados y
comprimidos lateralmente (Dall et al. 1990). La morfologia del camardn se divide en 2
partes, la cabeza, protegida por una cubierta llamada caparazon, y la seccidn del cuerpo;
la cabeza fusionada con el térax es llamado cefalotérax. Esta drea consta de 13 secciones,
de los cuales, 8 segmentos comprenden el térax y 5 segmentos la cabeza. La parte frontal
del caparazon, con forma cénica y curva, se le conoce como rostro (rostrum) donde en su
mayoria es prominente, con una cuchilla mediana alta que lleva dientes dorsales y, en
algunos géneros, dientes ventrales también. Otra seccion contenida en la cabeza incluye
un par de ojos compuestos que son lateralmente méviles y apéndices asociados con la
region de la cabeza como branquias contenidas debajo de la carcasa, estructuras
sensoriales conocidas como antenas y anténulas, mandibulas y dos pares de maxilas. Estos
decdpodos, ademds, se pueden distinguir de multiples crustdceos superiores, esto por
diferencias en sus apéndices a nivel tordcico. Los primeros tres pares de apéndices
tordcicos, llamados maxilipedos, son usados para la alimentacién, y los cinco pares
restantes que son conocidos como pereiépodos son los encargados del movimiento, de
esto surge el nombre de Decdpoda o diez patas. Los apéndices de los Peneidos de manera

tipica consisten en dos ramas o partes (birramo), unos llamados exopoditos y otros
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endopoditos. Estos dltimos estan acoplados a la parte del cefalotérax por una unién corta
denominada coxa. Las patas consisten en un nimero de secciones articuladas que van a
terminar en lo que se conoce como dactilus el cual puede ser quelado (primer, segunda y
tercer patas de movimiento) o simples (cuarta y quinta patas para el movimiento). Las
secciones que se localizan entre la coxa y el dactilus son conocidas como basis, isquium,
merus, carpus y propus. Este tipo de estructuras, como anteriormente se menciond, son
diversamente desarrolladas para el uso de las distintas actividades: alimentacion,
locomocidn, incluso excavacion, y asi facilitar el que el camardn prospere. El cuerpo y el
abdomen se componen de 6 segmentos, donde se disponen los primeros cinco con
pledpodos emparejados. La boca estd situada ventralmente y los apéndices cefdlicos que
la rodean, més el primer y segundo maxilipedos y, a veces, también el tercero, pueden
denominarse colectivamente como las "partes de la boca". Por otro lado, las patas de
natacion del sexto segmento cambian su forma en un ventilador de cola al que se le
denomina urépodo. Sobre éste, hay una cola que se estrecha en los bordes llamada telson.
El ano se situa en la superficie ventral del telson, hacia su base. Todas estas caracteristicas
son usadas para identificar las distintas especies de peneidos (Bell y Lightner 1988;
Shrimp Culture 2010; Fast y Lester 2013) (Figura 1).

adostral carina

hepatic carina
hepatic spine

compound eye

rostrum

antennule abdominal segment

! (walking leg) {swimming leg)

~urapod

antenna {lall fan)

Figura 1. Morfologia de la Gamba (crusticeo) del orden Decdpoda. Tomado de Sucharitha y Jyothi 2013.

En particular, la morfologia distintiva de la especie L. vannamei que lo puede diferenciar

de otras especies es, entre otras cosas su rostro que se curva ligeramente hacia abajo tiene

21



de 8-9 dientes dorsales y de 1-3 diente ventrales; en general un camarén de un color blanco

con patas blancas o pélidas (Shrimp culture 2010).
Hepatopancreas

Dentro de los distintos 6érganos que presentan los camarones, ademds del estomago, y el
aparato digestivo, que consta de regiones divididas del intestino hasta llegar a una regién
posterior que corresponde el ano, uno de los principales 6rganos monitores de la salud de
los organismos en cultivo es la hepatopdncreas (Vogt et al. 1985). La morfologia de la
hepatopédncreas del camardn ha sido descrita en sus inicios por distintos investigadores a
principios del siglo XX y se ha ido complementando con el paso de los afios (Dall et al.
1990), ademads, Bell y Lightner. (1988) emplearon técnicas fotograficas avanzadas para
proporcionar fotografias a detalle referente a la histologia de los peneidos, incluido la
hepatopancreas. Esta glandula digestiva o hepatopédncreas es el 6rgano mds importante del
sistema digestivo de los decdpodos e interviene en diversas funciones metabolicas tales
como sintesis, absorcion, secrecion y metabolismo de lipidos e hidratos de carbono. Es un
organo glandular grande, compacto y emparejado que ocupa una porcién sustancial de la
cavidad cefalotordcica. Se encuentra revestido por una delgada membrana de tejido
conjuntivo denominada tinica propia. La hepatopancreas se compone de diversos tubulos
que terminan ciegamente unidos entre si por cordones de tejido conectivo basofilo que
proporcionan un drea de superficie aumentada para la digestion y la absorcién. Cada
tibulo tiene una luz en el centro, que esta revestida por un epitelio y una distinta gama
celular, excepto en el extremo ciego distal (Gibson y Barker 1979). Se han identificado
cinco tipos de células en el epitelio del tubulo hepatopancredtico que participan en el
proceso de digestion, con un ciclo de 24 h en los peneidos (Al-Mohanna 1983), estas son:
las células E (embrionarias), células F (fibrilares), células B (tipo blister o Blastozellen),
células R (resorcidn/absorcion o Restzellen) y las células M (midget) (Al-Mohanna et al.

1985).
Zoogeografia

Referente al género Litopenaeus sp. se puede decir que tiene una amplia distribucidn,
abarca aguas tanto tropicales como subtropicales alrededor del mundo y comprende un

gran rango de latitud alrededor de 40° Norte hasta los 40° Sur. En la siguiente tabla se
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pueden observar las distribuciones geograficas y los respectivos hébitats de 8 especies de

camarones tanto etapa juvenil como etapa adulta (Fast y Lester 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribuciones geograficas de camarén a nivel mundial

Especie Distribucién Habitat
Penaeus chinensis Indo-Pacifico Occidental: China, Marino; profundidad 90-180 m.
Hong Kong y Corea.

Penaeus indicus

Indo-Oeste del Pacifico: Este y
Sureste de Africa; al Sur de
China, Indonesia, Nueva Guinea;
Norte y Noreste de Australia.

Fondo: barro o arena; adultos en
marino; juveniles en estuarino;
profundidad 2-90 m.

Penaeus japonicus

Indo-Oeste del Pacifico: desde el
Mar Rojo, Este y Sureste de
Africa hasta Corea, Japén, hacia
el sur hasta Indonesia, Norte y
Noreste de Australia y hacia el
este de Fiji. Esta especie ha
ingresado al Mar Mediterraneo
oriental a través del Canal de
Suez hasta la costa sur de
Turquia.

Fondo: arena o barro arenoso;
marino; profundidad 0-90 m,

Penaeus merguiensis

Indo-Oeste del Pacifico: desde el
Golfo Pérsico a Tailandia; Hong
Kong, Filipinas, Indonesia,
Nueva Guinea, Nueva
Caledonia; Norte, Este y Oeste
de Australia.

Fondo: barro; estuarino y
marino; profundidad 10-45 m.

Penaeus monodon

Indo-Oeste del Pacifico: Este y
Sureste de Africa y de Pakistdn a
Japdn, hacia el sur a Indonesia y
Norte de Australia.

Fondo: barro o arena; adultos en
marino; juveniles en estuarino;
profundidad 0-162 m.

Penaeus stylirostris

Pacifico oriental: del Norte de
México a Peru.

Fondo: barro, arcilla o barro
arenoso; marino; adultos en
marino; juveniles en estuarino;
profundidad 0-27 m.

Penaeus vannamei

Pacifico oriental: desde el Norte
al Sur de México y hasta el norte
de Peru.

Fondo: barro; adultos en
marino; juveniles en estuarino;
profundidad 0-72 m.

Metapenaeus ensis

Indo-Oeste del Pacifico: desde
Sri Lanka y Malasia al Sureste de
China, Japén, hacia el sur a
Indonesia, Nueva Guinea, y
Oeste, Norte y Este de Australia.

Fondo: barro; marino y
estuarino; profundidad 18-64 m.

Seis de estas especies se encuentran comprendidas en la regién Indo-Pacifica, abarcando

las aguas tropicales del océano Indico, el océano Pacifico occidental y central, y el mar

que conecta los dos en el drea general de Indonesia (figura 2). En tanto que los otros dos

restantes son endémicos del Pacifico oriental (Spalding et al. 2017).
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Figura 2. Mapa mundial de la regién biogeografica del Indo-Pacifico.

Los camarones peneidos de estas especies ocasionalmente los encontramos a una
profundidad por debajo de los 180 metros y de manera peculiar habitan aguas costeras, en
tanto que los de etapa juvenil se encuentran en forma general en habitat costeros bajo

proteccion (Fast y Lester 2013).
Distribucion en México

Referente al peneido, L. vannamei, se sabe que es proveniente de la Costa Oriental y
pertenece al Océano Pacifico, abarca desde el Norte de México, desde el estado de Sonora,
hacia Centro y Sur de América hasta Pertl, normalmente en aguas en donde su temperatura
es superior a los 20°C en promedio durante todo el afno, encontrandose de esta manera en

zonas marinas tropicales (Briggs 2005).
Produccion de camaroén a nivel mundial y en México

Una de las industrias que anualmente genera millones de ganancias monetarias debido a
los grandes ingresos de exportacion es la referente al cultivo del camarén asidtico (Flegel
2012). Consistentemente durante un lustro las especies cultivadas como Penaeus
monodon 'y L. vannamei son las especies primordiales dominantes en el mercado mundial
(Martinez-Cérdova et al. 2009). No obstante, en Asia la principal temporada referente al

cultivo de este crusticeo, terminé antes de lo esperado. En su mayoria los paises
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productores finalizaron en el mes de noviembre del afio 2016, los cuales tuvieron una
produccion a nivel mundial muy lenta. Esto se vino en contra de todo prondstico, debido
a que vinculaban un aumento de la produccién en dicho afio, sin embargo, las
enfermedades que afectaban al camarén estaban en aumento y afectaron el sistema de
produccion. En México las enfermedades que atacaban al camardn impactaron de manera
directa y de forma negativa el aumento de volumen de produccién (FAO 2017). Es de
suma importancia tener en cuenta que el cultivo de camarén comprende la principal linea
de produccién acuicola presente en México, este crusticeo es perseguido por mercados
internacionales, un ejemplo son las exportaciones de México a Estados Unidos de
América las cuales ascendieron para el afio 2016 con respecto a un afio anterior. Las
empresas dedicadas al &mbito camaronicola que se encuentran ubicadas en los estados de
Sonora, Sinaloa, Baja California Sur y Nayarit no dejan de lado los retos que tienen que
enfrentar referentes a distintos patégenos que pueda presentar el camarén (Téllez 2016).
En paralelo a este tipo de producciones, se prende la alarma debido al incremento de
enfermedades infecciosas en los cultivos de camaroén, esto debido a que la dltima década
tiene como relevancia la presencia de una elevada prevalencia de enfermedades tanto de
origen bacteriano como viral en cultivo de camar6n, mismas que han generado
mortalidades elevadas en las granjas camaronicolas (Prieto y Rodriguez 1993; Martin et
al. 2004; Morales-Covarrubias 2004; Varela 2007; Morales y Cuellar—Angel 2008; Soto
et al. 2010; Varela y Pefia 2013; Varela y Pefia 2014).

AHPND

La Enfermedad de la Necrosis Hepatopancredtica Aguda (AHPND, por sus siglas en
inglés) fue reportada como una enfermedad de irrupcién espontdnea o de causa
desconocida en camarones juveniles pertenecientes a granjas en China por primera vez en
el afio 2009, las especies reportadas de camaron fueron P. monodon y L. vannamei. Al
pasar los afios siguientes y sin identificacion del agente etioldgico, dicha enfermedad se
propago a paises cercanos como Vietnam en 2010, Malasia en el afio 2011, Tailandia
durante el 2012 (NACA 2012; FAO 2013; Lightner et al. 2013; Sriurairatana et al. 2014)
y Filipinas el mas recientemente reportado (Leobert et al. 2015). Referente al continente

americano, la AHPND se report6 en el afio 2013, esta enfermedad ocasioné elevadas
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mortalidades y una disminucién en masa de la produccién de camarén en México, en
especial los estados afectados fueron Sonora, Sinaloa y Nayarit (Lightner et al. 2013;
Nunan et al. 2014; Pantoja y Lightner 2014; Sanchez et al. 2014; Sirikharin et al. 2015).
Dicha enfermedad presenta signos clinicos especificos que terminan en la muerte del
crustdceo. Estos signos asociados a la presencia de la enfermedad incluyen un crecimiento
reducido del camardn, ataxia, textura blanda y una cuticula dspera, anorexia, nado erratico,
bajo contenido intestinal y sobre todo una palidez de la hepatopdncreas, lo que genera un
aumento de la mortalidad en masa de camarén a los treinta o cuarenta dias posteriores

(Lightner et al. 2013; Pantoja y Lightner 2014; Hong et al. 2016).

Al tiempo que impactaron los primeros brotes de AHPND, se sospechaba de su posible
naturaleza, sin embargo, los analisis realizados para identificar el posible agente causal no
fueron certeros. En tanto que, en el afio de 2013 a través de ensayos en el drea de
acuacultura fue posible establecer la identidad etioldgica, la cual fue de origen bacteriano

(Lightner et al. 2013; Tran et al. 2013; Nunan et al. 2014; Pantoja y Lightner 2014).
Agente causal de AHPND

Las especies reportadas como una de las causas principales de grandes pérdidas
econdmicas en la produccién de camardn de cultivo son las del género Vibrio, debido a
que este grupo de bacterias puede originar mortalidades hasta del 100 % (Trujillo et al.
2005). Conforme a las investigaciones realizadas se ha demostrado la existencia de una
amplia variedad de cepas patogénicas de V. parahaemolyticus las cuales generan grandes
mortalidades en diferentes estadios de distintas especies de camardn, por ejemplo, P.
monodon, L. stylirostris y L. vannamei (Trujillo et al. 2005). Esta especie patégena, V.
parahaemolyticus es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia Vibrionaceae,
de caracteristicas halotolerantes por lo que puede desarrollarse y diseminarse en estuarios,
ambientes marinos y costeros (Su y Liu 2007; Nelapati et al. 2012; Ceccarelli et al. 2013;
Zhang y Orth 2013). Dicho agente corresponde a una cepa virulenta de V.
parahaemolyticus, la cual porta un plasmido especifico que contiene una toxina que esta
compuesta de dos elementos que le confieren la patogenicidad (Lightner et al. 2013; Tran
et al. 2013; Nunan et al. 2014; Han et al. 2015). La bacteria se introduce por medio de via

oral por los detritos encontrados en el agua y fondos de estanque, de esta manera coloniza
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tracto digestivo y mediante la accion de la toxina se produce una fase aguda de disfuncién
celular en la hepatopancreas, ademds de una necrosis marcada en este 6rgano del camarén

peneido (Cuéllar—Angel et al. 2012).
Alternativas de prevencion y control

La amplia busqueda de una alta variedad de soluciones ante los problemas relacionados
con las pricticas de acuacultura ha generado resultados potencialmente peligrosos y
dafiinos contra la materia prima pesquera. Productos y procedimientos tales como
cloracién, uso de antibidticos, insecticidas, pesticidas y larvicidas se han tenido como
remedios para evitar los posibles problemas en los distintos criaderos y granjas de cultivo
de camar6n. A pesar de que ciertos productos mejoren la condicién de cultivo y de cierta
forma anulan a los diversos portadores de enfermedades, se tiene verificado que un uso

indebido de estos empeora el problema existente (Reid et al. 2003).

Para esto, una alternativa a lo ya convencional como el uso de antibidticos seria la
implementacién de probidticos (Reid et al. 2003). Con el paso del tiempo se han puesto
en practica diferentes mecanismos a través de los cuales estos probidticos favorecen la
salud del hospedero. Tales mecanismos buscan la manera de crear un ambiente que sea
hostil para los diferentes patégenos ya sea con la produccién de compuestos inhibidores
(metabolitos, enzimas y bacteriocinas), competencia por la utilizacién de nutrientes
esenciales, ademds de competir por el sitio de adherencia y un desarrollo de la respuesta
inmune que sea beneficioso, todo esto con el fin de poner en prictica el uso de
microorganismos como control biol6gico (Gatesoupe 1999; Gémez et al. 2000; Irianto y

Austin 2002; Balcazar et al. 2006).
Control biolégico

El control bioldgico es definido como el uso de organismos vivos con el fin de llegar a
impactar a un organismo patdgeno especifico, lo cual lo hace menos dafiino o logra una
disminucién de éste (Eilenberg et al. 2001). Con base a este contexto, los distintos
microorganismos como bacterias, hongos, pardsitos y los virus se consideran como

agentes de control biolégico (Kloepper 1996; Pal y McSpadden 2006), cuyo objetivo es
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lograr una diminucién en la incidencia y la gravedad de enfermedades (Kloepper y Ryu

2006).

El llamado control biolégico emerge como una de las alternativas a las ya establecidas
para conducir las enfermedades causadas por diversos patégenos. Es considerado como
uno de los métodos a resaltar para recuperar el equilibrio de ecosistemas y para aprovechar
la capacidad que tienen ciertos microorganismos de un potencial antagonismo natural

contra patégenos (Avendafio et al. 2006).

Dicho potencial antagénico, si lo aplicamos en la microbiologia, seria definido como las
actividades que van a poseer los microorganismos para evitar que otro se desarrolle o
prolifere, generalmente esto se da a través de ciertas sustancias o metabolitos que son
producidos y liberados en el medio y que si poseen las propiedades especificas e

inhibitorias pueden erradicar diferentes patdgenos (Iracheta-Villarreal 2017).
Aislados bacterianos y su actividad antagénica

Se conocen dos tipos de metabolismos relacionados a la actividad metabodlica bacteriana:
metabolismo primario, que se encuentra asociado a procesos tanto de crecimiento como
de proliferacion celular de cultivos especificos, y metabolismo secundario que tendra
lugar en la fase estacionaria una vez que haya cesado el crecimiento de la materia
cumulada en el microorganismo, ademds se producirdn distintos tipos de compuestos
llamados metabolitos secundarios (Parés y Juarez 1997), los cuales los encontramos
cominmente en microorganismos marinos (Kelecom 2002). A manera general, los
metabolitos secundarios son moléculas de bajo peso molecular entre 1.500-2.000 Da, ya
sea que se encuentren constituidos parcial o totalmente por péptidos. Normalmente su
produccion se da cuando algun nutriente del medio en el que estdn es limitante y de esta
forma se altera la produccién de los metabolitos primarios lo que origina la sintesis de
enzimas que dardn lugar a los metabolitos secundarios. Parés y Juarez (1997) puntualizan
que la actividad antagénica de los metabolitos secundarios originados por bacterias estd
respaldada por la capacidad que tienen estas de inhibir proceso metabdlicos primarios que

son esenciales en otras bacterias y asi dominar el ambiente donde se encuentren.
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Desde el punto de vista de Geovanny et al. (2007) las bacterias antagonistas utilizadas
como probidticos surgen como importantes alimentos complementarios en un dmbito de
profilaxis. Se ha visto que ciertos metabolitos obtenidos de bacterias marinas tienen
efectos antagénicos contra otras bacterias marinas de importancia, por ejemplo, inhibir el
crecimiento de éstas (Armstrong et al. 2000; Long et al. 2005; Zapata et al. 2007, Castillo
et al. 2008; Zhang et al. 2009). De los primeros estudios relacionados a bacterias aisladas
de ambientes marinos como productoras de sustancias antimicrobianas fueron los
realizados por Rosenfeld y Zobell (1947), los cuales informaron que géneros como
Bacillus sp. y Micrococcus sp. presentaron efectos antagonistas en contra de cepas no

marinas.

En el trabajo de Lobos (2014), aislaron de Concholepas concholepas, dos bacterias con
actividad antagoénica, una de ellas Bacillus pumilus y otra perteneciente a Vibrio sp. con

actividad inhibidora en contra de una cepa patégena de V. parahaemolyticus.

Los investigadores Le y Yang (2018), examinaron bacterias de d4cido lactico que
pertenecian al género Lactobacillus sp., fueron aisladas de camarén y las retaron contra

V. parahaemolyticus, las cuales presentaron zonas de inhibicién importantes.

Se han realizado estudios que mostraron la actividad antagonista de un extracto libre de
células de B. licheniformis contra V. parahaemolyticus, en donde obtuvieron distintas
medidas de inhibiciOn representativas, esto lo compararon con un probidtico comercial de
Lactobacillus acidophilus, el cual no fue tan efectivo comparado con la bacteria a retar

(Girija et al. 2018).
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JUSTIFICACION

Meéxico es uno de los principales paises productores de camarén blanco Litopenaeus
vannamei a nivel mundial; sin embargo, esta producciéon se ha visto afectada por la
Enfermedad de la Necrosis Hepatopancredtica Aguda, causada por Vibrio
parahaemolyticus. Un método alternativo para controlar al agente etiolgico de la
enfermedad es la utilizacion de bacterias aisladas de ecosistemas marinos, las cuales
confieren actividad antagoénica frente al agente causal. La prevencidn y el control de dicha
enfermedad evitaria grandes pérdidas en los cultivos de camarén lo cual impactaria
econdmicamente en los distintos sectores dedicados a la produccién y distribucion de este

crustdceo en el pais.
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HIPOTESIS

Las bacterias aisladas de ecosistemas marinos presentan actividad antagdnica in vitro en

contra de Vibrio parahaemolyticus.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar y caracterizar bacterias aisladas de ecosistemas marinos en contra de Vibrio
parahaemolyticus agente causal del AHPND, y su uso potencial como aditivo alimenticio

profilactico y terapéutico en camarén blanco Litopenaeus vannamei.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar el efecto antagonista in vitro de bacterias obtenidas de ambientes y
especimenes marinos (algas, almejas, caracoles, jaibas, agua y sedimento) contra una cepa
patégenas de V. parahaemolyticus de importancia acuicola.

2) Identificar mediante caracterizacién morfoldgica, bioquimica y molecular a las

bacterias con actividad antagénica.
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METODOLOGIA

Lugar de trabajo

Esta investigacion se llevé a cabo en dos universidades: la primera en el Laboratorio de
Andlisis en Sanidad Acuicola del Instituto Tecnoldgico de Sonora en la ciudad de
Obregodn, Sonora, y la segunda en el Laboratorio de Patologia Molecular y Experimental

en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Lugar de muestreos
Los muestreos de organismos acudticos y sedimentos, tanto agua de mar como suelo, se
llevaron a cabo en el Estado de Sonora en las siguientes localidades: Gudsimas

(27°53'09"N 110°34'54"0) y Yavaros (26°42'17"N 109°31'07"O) (Figura 3).

*® \Yavaros

g i3 ', Google

Figura 3. Vista satelital de la localidad de Gudsimas y Yavaros en el estado de Sonora, México.

Toma de muestra

Para llevar a cabo el aislamiento del microbiota bacteriano de distintos organismos
acudticos, se procedié de manera aleatoria a colectar un numero entre 15-25 especimenes
por localidad, éstos se transportaron, ya sea, en bolsas Ziploc o bolsas estériles Nasco
Whirl Pak (Parada et al. 2017) y se trasladaron de inmediato en cubetas con agua y hielo
al laboratorio para su posterior identificacion (Leon et al. 2016). Para la colecta de

sedimento, asi como macroalgas, guano, raices y agua marina (INVEMAR 2005; Sanchez
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et al. 2011) se transportaron en bolsas estériles Nasco Whirl Pak y de igual manera directo

al laboratorio para su debido procesamiento (Uprety et al. 2017).

En el primer muestreo realizado en la localidad de Gudsimas, se colectaron 31 diferentes
muestras entre organismos marinos, agua y sedimento. En la segunda colecta, llevada a
cabo en la localidad pesquera de Yavaros, se colectaron 62 ejemplares de los antes
mencionados (Tabla 2). Ejemplares de los organismos marinos, agua y sedimento (Figura

4).

Tabla 2. Muestras marinas colectadas en dos localidades del estado de Sonora, México

Agua, sedimento y

Lugar de muestreo organismos marinos
colectados
Guasimas 31
Yavaros 62
Total 93

Figura 4. Muestras marinas colectadas. Dentro de las cuales se obtuvieron: agua marina,
sedimento de mar, algas y diferentes especimenes marinos.
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Procesamiento de muestra
Se colectaron los siguientes especimenes marinos, asi como agua y sedimento donde se
agrupan con base a la localidad del cual fueron colectados, nombre cientifico y nombre

comun del especimen bioldgico (Tabla 3).

Tabla 3. Organismos marinos, agua y sedimento colectados segtn su localizacién

Organismo marino,

Localidad . Nombre comiin
agua y sedimento
Callinectes arcuatus Jaiba azul
. Rhizophora mangle Manglar rojo
Gudésimas
Lodo de manglar Lodo de manglar
lliochione subrugosa Almeja china
Sedimento costero Sedimento costero
Salicornia bigelovii Salicornia
Sargassum sinicola Alga parda
Enteromorpha compressa Alga verde
Yavaros
Clibanarius panamensis Cangrejo ermitafio

Petrochirus californiensis ~ Cangrejo ermitafio
Sedimento salino Sedimento salino

Agua de mar Agua de mar

Especimenes

Referente al aislamiento del diverso microbiota bacteriano de los organismos acudticos
colectados, se procedi6 a realizar la diseccion de cada uno de estos, con ayuda de pinzas
previamente estériles y un bisturi, ademds uso de guantes y cubrebocas (Stelling et al.
2019). Posterior a la diseccion, se adicionaron 20 ml de solucién salina estéril al 2 % a un
mortero y con ayuda de un pistilo se llevé a cabo la maceracion de cada uno de los
organismos por separado (Abasolo-Pacheco 2015). Una vez macerado lo requerido, se
llevaron a cabo diluciones seriadas (Cullen y Maclntyre 2016). Se adicion6é 1000 pl del
resultante con ayuda de una micropipeta y se coloco en tubo de ensayo con taparrosca 16
x 150 mm que contenia 9 ml de solucién salina estéril al 2 %, por lo que se obtuvo la
dilucién 1:10, posteriormente se tomaron 1000 pl de esta dilucién y se pasé a otro tubo

con 9 ml de solucidn salina al mismo porcentaje, dilucion 1:100, y por dltimo se tomaron
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1000 pl de esta Giltima y se vertieron en un tubo con 9 ml de solucién salina estéril al 2 %
de igual manera para obtener asi la dilucién 1:1000 (Abasolo-Pacheco 2015; Le6n et al.
2016). Se optdé por tener esta diluciéon debido a que se quiere llegar a reducir la
concentracion de bacterias de las muestras y asi llegar a ser (til para la obtencién de
resultados mas manejables y ademds un mejor nimero de colonias definidas al momento
de cultivar (Gorse y Colin 2019). Una vez realizadas las diluciones seriadas de cada
espécimen, se tomaron 100 pl (0.1 ml) y se sembraron, con ayuda de una varilla de vidrio,
por extension (Ledn y Garcia-Tello 1988; Abasolo-Pacheco 2015) en placas Petri con
diferentes agares: Agar Soya Tripticaseina (TSA, BD Difco, México) + 2 % de NaCl,
Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS, BD Difco, México) y Agar Marino (AM,
BD Difco, USA). Posterior a esto se incubd en condiciones de aerobiosis entre 30-32 °C

durante 24 h (Dopazo et al. 1988; Carbon6 y Cuan 2017).

Agua, sedimento y algas
De las muestras de agua, se tom6 1 ml y se realizaron diluciones seriadas hasta 1:100 y de
esta dltima dilucién se tomaron 100 pl y se sembraron por el método de dispersion en

placa con ayuda de una varilla de vidrio (Carbon6 y Cuan 2017; Justo et al. 2016).

Respecto al sedimento y algas, con la ayuda de una espatula se tomd y se pes6 1 g de la
muestra a seleccion y se realizaron diluciones seriadas hasta la dilucién 1:1000, posterior
a esto y de igual forma se tomaron 100 pl para realizar la siembra por el método de
dispersion en placa en los diferentes agares antes mencionados (Suérez et al. 2015). El

tiempo de incubacion fue de 24 h a 30-32 °C (Parada et al. 2017).

El tiempo transcurrido entre la colecta de especimenes marinos y el procesamiento de

muestras no debe ser mayor de 24 h (Le6n et al. 2016).

Aislamiento bacteriano

Una vez obtenido el crecimiento masivo de las diferentes colonias bacterianas por el
método de siembra por extension en los diferentes medios de cultivo, que fueron los pasos
previos, se procedié a aislar cada una de estas de manera individual para obtener asi un

cultivo aislado y proceder a las evaluaciones antagénicas (Csuros 2018).
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Cepas de referencia
Para las evaluaciones in vitro de la actividad antagénica de las diferentes colonias
bacterianas obtenidas, se utiliz6 una cepa patégena de camardn, la cual fue Vibrio

parahaemolyticus aupnp identificada con clave MC32 proporcionada por el ITSON.

Evaluaciones in vitro

Para la realizacién de este procedimiento, se utilizé el Agar Mueller-Hinton (M-H, BD
Difco, USA) + 2 % de NaCl para las pruebas de antagonismo en placa Petri (Karami et al.
2017; Kumar et al. 2017). Ademads, se utilizaron medios de enriquecimiento como el Caldo
Tripticasa Soya (TSB, BD Difco, México) al 2 % de NaCl para la reactivaciéon de cepas

bacterianas y la preparacion de in6culos (Marshall 1992).

Evaluacion de las pruebas de antagonismo de los aislamientos bacterianos frente a

Vibrio parahaemolyticus MC32.

Prueba de estria cruzada

Se opt6 por la prueba de estria cruzada en placas con Agar Mueller-Hinton (M-H, BD
Difco, USA) al 2 % de NaCl (Leyton et al. 2014) para la evaluacion del efecto antagénico
(Balouiri et al. 2016). Para esta evaluacion se utiliz6 la cepa previamente descrita en el
apartado de cepas de referencia. De las bacterias aisladas previamente se tomaron de 2-3
colonias bacterianas y se procedié a realizar suspensiones de 0.5 McFarland (1x10®
UFC/ml) y con la ayuda de un hisopo estéril se tomo muestra para realizar la estria en la
placa y se incub6 a 30-32°C por 48 h. Posteriormente, se prepard de igual forma una
suspension de McFarland 0.5 pero ahora con V. parahaemolyticus MC32, para colocar
con un hispo estéril y evaluar la actividad antagénica de la bacteria a retar
(Lertcanawanichakul y Sawangnop 2011; Velho-Pereira y Kamat 2011). Se incub¢ a las
condiciones de 30-32 °C por 24 h para poder observar el efecto inhibitorio de la zona de
cruce de los aislados (Balouiri et al. 2016). Una vez transcurrido el periodo de incubacion,
se midieron las diferentes zonas de inhibicién en centimetros (cm) con ayuda de una regla

graduada.

Prueba de difusion en pozo
De las bacterias candidatas de la prueba de estria cruzada, se seleccionaron las que

presentaron inhibicién en contra del patégeno, de las cuales se realizaron dos variantes, la
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primera variante corresponde a un cultivo liquido con células bacterianas en caldo soya
tripticaseina (TSB, BD Difco, México) + 2 % de NaCl de cada una de las bacterias; y una
segunda variante con el sobrenadante libre de células bacterianas en las mismas
condiciones de cultivo (Carrillo et al. 2010; Aristizabal y Marin 2012). Para esto, se
procedid a realizar la prueba de difusion en pozo, del cultivo de V. parahaemolyticus
MC32, se tomaron 100 pl (inéculo de prueba 1x10® UFC/ml) y se vertieron por separado
en placas con agar Mueller-Hinton al 2 % NaCl, luego se procedi6 a distribuir con ayuda
de una varilla de vidrio hasta ser impregnado el indculo en la placa Petri con el agar antes
mencionado (Jorgensen y Turnidge 2015). Después, con la ayuda de tubos de ensayo
Durham se realizaron 4 excavados (pocillos) en cada una de las placas Petri con agar,
después de-esto, se anadieron 100 pl, por triplicado, de cada una de las bacterias a retar en
cada pocillo (ambas variantes) y en el pocillo 4 se utilizé medio sin inocular como control
negativo (Balouiri et al. 2016). Las placas se incubaron a 30-32°C por 24 h y con ayuda
de una regla graduada en centimetros (cm) se registraron los resultados de los halos de

inhibicion por parte de las diferentes bacterias a retar (Saviano y Lourenco 2018).

Caracterizacion morfoldgica de aislados bacterianos con actividad antagénica

De toda la variedad de organismos marinos colectados se aislaron las diferentes colonias
bacterianas que presentaron actividad antagonista en contra del patégeno esto en Agar
Marino (AM, BD Difco, USA) y Agar Soya Tripticaseina (TSA, BD Difco, México) al 2
% de NaCl las cuales se incubaron en las siguientes condiciones a 30-32°C por 18-24 h
(Santana y Rolando 2015). Transcurrido este tiempo, se procedié a su caracterizacion
morfoldgica, tanto microscopica mediante tincion de Gram (Moyes et al. 2009) y

macroscOpica mediante morfologia colonial (Sousa et al. 2013).

Caracterizacion bioquimica de bacterias antagonistas

Ademas de la caracterizacion morfoldgica antes mencionada, los organismos bacterianos
antagonistas se caracterizaron por pruebas bioquimicas con ayuda de las diferentes
galerias del sistema API BioMérieux. Se utiliz6 el sistema API 20 NE para bacterias Gram
negativas (Amornchai et al. 2007) y el sistema API 50 CHB para bacterias Gram positivas
(Boyd et al. 2005). Este sistema se basa en un set de ensayos seleccionados para un grupo

bacteriano especifico los cuales mediante una plataforma en internet llamada APIWEB
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provee un perfil bioquimico completo para una intuitiva identificacion bacteriana

(Wootton et al. 2016).
Ademads, se realizaron las pruebas de oxidasa (OXI) y catalasa (CAT) (Justo et al. 2016).

Identificacion bacteriana por métodos moleculares

Una vez aisladas las diferentes colonias bacterianas que uUnicamente presentaron
antagonismo en contra de la cepa patogena, se procedié a la identificacion de estas por
secuenciacion gracias al servicio y ayuda de la empresa Macrogen Inc Korea (Kang y
Ryoo 2019). El servicio consistié en el andlisis de secuencias de la regién 16S ADNTr,
donde se realiz6 una extraccion de ADNg, una amplificacion por la técnica de PCR, con
los primers 27F 5° (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3"y 1492R 5" (TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACT T)3” de los cuales se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 1500 nucleétidos; posteriormente, la purificacion del producto obtenido
de PCR y una secuenciacion bidireccional con los primers 785F 5° (GGA TTA GAT ACC
CTG GTA)3"y907R 5" (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3°, conjuntamente con el
reporte correspondiente de identificacion (Macrogen Inc 2018). Estos resultados se
compararon con el programa nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) para conocer el porcentaje de

similitud y su identificacion correspondiente (NCBI 2019).

Anadlisis de secuencias

Las secuencias se analizaron con ayuda del software MEGA X, una multiplataforma de
andlisis de alineamiento multiple enfocado a andlisis filogenéticos, donde se realizé la
construccion de un drbol filogenético por el método de Neighbor-Joining (Saitou and Nei

1987; Hall, 1999; Larkin et al. 2007; Tamura et al. 2007; Kumar et al. 2018).

Analisis estadistico

Los resultados de las pruebas antagénicas (prueba de estria cruzada, prueba de difusion
en pozo con variante 1 y 2) se realizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) con la
prueba de Kruskal-Wallis de muestras independientes, esto con ayuda del software
estadistico IBM SPSS Statistics 20 (Leyton et al. 2012; Velmurugan et al. 2013; Cleophas
y Zwinderman 2016).

39



RESULTADOS

De las dos colectas realizadas y de las muestras procesadas, se obtuvo un crecimiento
masivo de diferentes colonias bacterianas (figura 5). Un total de 258 colonias bacterianas

aisladas (Tabla 4).

Figura 5. Crecimiento masivo de colonias bacterianas en diferentes medios de cultivo.
Donde: TSA: Agar Soya Tripticaseina + 2 % NaCl; TCBS: Agar Tiosulfato Citrato
Bilis Sacarosa; AM: Agar Marino.

Tabla 4. Colonias bacterianas obtenidas de las diferentes muestras marinas
Colonias bacterianas

Localidad aisladas
Guasimas 17
Yavaros 14

Total 258
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Una vez obtenido el crecimiento masivo de toda la amplia gama de colonias presentadas
en los diferentes medios de cultivo, se procedié a aislar las colonias representativas
observadas (figura 6) para tener cultivos relativamente puros y proceder asi a las

evaluaciones in vitro correspondientes.

Figura 6. Aislamiento de microorganismos bacterianos. Recuperados en medio TSA y AM.

Evaluaciones in vitro

Prueba de estria cruzada

Se evaluaron las 258 colonias bacterianas aisladas por la prueba de estria cruzada. Del
primer muestreo, diversas bacterias a retar mostraron efecto antagénico en contra de
MC32, éstas fueron las bacterias con clave 38, 32a, H-A y 43 las cuales evidenciaron

diferentes zonas de inhibicién en contra del patégeno (Figura 7).
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Figura 7. Actividad antagonista in vitro en contra de Vp anpnp por prueba de estria cruzada.
Aislados que mostraron efecto antagénico etiquetados con clave 38, 32a, H-A y 43. Resultado
negativo o no-antagénico identificado como 34a. Las barras en negritas indican el inicio y el
término de la zona de inhibicién evidenciada. Donde: N: Negativo; Vp amenp: Vibrio
parahaemolyticus.

La tabla 5 muestra la clasificacion con base a la localidad donde estas bacterias fueron
aisladas, el organismo marino del cual proviene y la zona de inhibicion que presentaron
en mm, donde resalta la bacteria recuperada de una almeja china e identificada con clave

43 con la mayor actividad de inhibicién, 1.3 cm, para este muestreo (Tabla 5).
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Tabla 5. Procedencia de los aislados bacterianos con actividad
antagdnica frente a Vp

AHPND
Clave Zona de
Localidad Organismo marino del inhibicion
aislado (cm)
Callinectes arcuatus
(Jaiba azul) 38 0.3
Rhizophora mangle
. 32a 1.0
Guésimas (Manglar rojo)
Lodo de manglar H-A 0.7
lliochione subrugosa 43 13

(Almeja china)

De la segunda colecta, se obtuvieron 13 bacterias marinas con resultados de antagonismo

en contra de la bacteria patdgena con evidentes zonas de inhibicién (Figura 8).
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Y119

Figura 8. Actividad antagonista in vitro en contra de Vp anpnp por prueba de estria cruzada. Aislados de la localidad
de Yavaros que mostraron efecto antagénico rotulados con clave Y23, Y29, Y34, Y36, Y44, Y45, Y46, Y48, Y50,
Y78, Y80, Y100y Y119. Las barras en negritas indican el inicio y el término de la zona de inhibicién evidenciada.
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Con base a los resultados obtenidos, las bacterias con actividad antagénica se clasificaron
de acuerdo con el lugar de muestreo, al organismo del cual fueron aisladas y su zona de
inhibicién frente al patégeno, donde destaca la bacteria con clave Y45, recuperada de un

cangrejo ermitafio, con una zona de inhibicién mostrada de 1.7 cm (Tabla 6).

Tabla 6. Aislados con actividad antagdnica clasificados con base al origen de
colecta y organismo del cual se aisl6.

. . . Clave del Zona de
Localidad Organismo marino aislado inhibicién (cm)
Sedimento costero Y23 0.8
Sallcorn.la bzgelovzl Y29 1.0
(Salicornia)
Sargassum sinicola
(Alga parda) Y34 0.9
Enteromorpha
compressa Y36 0.7
(Alga verde)
Clibanarius
panamensis (Cangrejo Y44 1.3
ermitafio)
Clibanarius
panamensis (Cangrejo Y45 1.7
ermitafio)
Yavaros Clibanarius
panamensis (Cangrejo Y46 1.2
ermitafio)
Callinectes arcuatus
(Jaiba azul) Y48 0.9
lliochione subrugosa
(Almeja china) ¥s0 0.2
Petrochirus
californiensis Y78 1.2
(Cangrejo ermitafio)
Clibanarius
panamensis (Cangrejo Y80 1.0
ermitafio)
Sedimento salino Y100 1.1
Agua de mar Y119 0.3

45



Prueba de difusion en pozo

Se muestran los resultados de la primera variante de esta prueba (cultivo liquido de células
bacterianas de los 17 aislados anteriores) donde se evidencian zonas claras o halos de
inhibicién de las diferentes bacterias a retar en contra de Vp aupnp. De esta variante, solo

3 bacterias presentaron antagonismo frente al patégeno en curso, identificadas con clave

H-A, 43 y Y119 con halos de inhibicién de 2.06, 2.46 y 2.36 cm respectivamente (Figura
9).
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Y119

Figura 9. Actividad antagonista in vitro en contra de Vp aupnp por prueba de difusion en pozo. Aislados
que mostraron efecto antagénico rotulados con clave H-A, 43, Y119. Donde: C: control negativo (cultivo
liquido sin inocular); Vp: Vibrio parahaemolyticus. Los tres pocillos restantes corresponden al triplicado
de la bacteria a retar. Didmetro del pocillo: 1.2 cm.

De la segunda variante (sobrenadante libre de células) la prueba de difusién en pozo arrojé
resultados de inhibicion por parte de las bacterias a retar en contra del patégeno de interés,
donde se rescata la actividad de 5 bacterias etiquetadas como 32a, H-A, 43, Y100y Y119,
con zonas de inhibicién de 3.66, 2.46, 2.20, 1.76 y 1.90 cm respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Actividad antagénica in vitro en contra de Vp aupnp por prueba de difusion en pozo. Aislados
que mostraron efecto antagénico rotulados con clave 32a, H-A, 43, Y100 y Y119. Donde: C: control
negativo (cultivo liquido sin inocular); Vp: Vibrio parahaemolyticus. Los otros tres pozos corresponden
al triplicado de la prueba. Didmetro de pocillo: 1.2 cm.

A continuacidn, se muestran los resultados condensados de la técnica de difusion en placa,
con la clave del aislado y los halos de inhibicién mostrados por parte de las bacterias; se
obtuvieron un total de 5 bacterias con antagonismo, donde la bacteria con clave 32a mostré

el efecto inhibitorio mayoritario con 3.66 cm (Tabla 7).
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Tabla 7. Promedio de halos de inhibicién de bacterias marinas con antagonismo frente a Vp

Clave Halo de inhibicién Promedio
(cm) (cm)
Antagonismo H-A 2.0 2.3 1.9 2.06
con células 43 2.5 2.4 2.5 2.46
bacterianas Y119 22 2.8 2.1 2.36
32a 33 4.0 3.7 3.66
Antagonismo H-A 23 2.5 2.6 2.46
con 43 2.2 2.1 2.3 2.20
sobrenadante Y100 1.7 1.8 1.8 1.76
Y119 2.0 1.9 1.8 1.90

Caracterizacion de bacterias marinas con efecto antagénico

Caracterizacion morfolégica

Se muestra la morfologia colonial macroscdpica de las bacterias marinas seleccionadas
con actividad antagdnica en contra de la cepa patdgena, donde se muestra la placa Petri

de 17 colonias bacterianas diferentes (Figura 11).
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Figura 11. Morfologia colonial macroscépica de bacterias marinas con actividad antagénica. Donde:
A.M: Agar Marino; TSA: Agar Soya Tripticaseina + 2 % NaCl.

A continuacion, en la Tabla 8 se muestran las caracteristicas de la morfologia colonial de
cada uno de los aislados seleccionados, donde se destaca el tamafio similar entre las

colonias, las cuales fueron pequefas en su mayoria.
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Tabla 8. Morfologia macroscépica de bacterias antagonistas

Morfologia colonial bacteriana

Clave Tamaifio Forma Color Margen Elevacion Aspecto
38 Pequefia Irregular Blanca Entero Convexa Cremosa
32a Pequefia Irregular Blanca Entero Convexa Cremosa
H-A Pequefia ~ Puntiforme Blanca Entero Plana Opaca
43 Pequefia Circular Blanca Entero Plana Opaca
Y23 Pequefia ~ Puntiforme  Amarilla Entero Plana Opaca
Y29 Pequefia Circular Blanca Entero Convexa Cremosa
Y34 Pequeifia Circular Blanca Entero Lisa Cremosa
Y36 Pequefia ~ Puntiforme Blanca Entero Lisa Cremosa
Y44 Pequefia Circular Blanca Entero Plana Opaca
Y45 Pequefia Irregular Blanca Entero Convexa Cremosa
Y46 Pequefia Circular Blanca Entero Plana Opaca
Y48 Pequefia Circular Cobre Entero Elevada Opaca
Y50 Pequefia Circular Amarilla Entero Plana Opaca
Y78 Mediana Circular Amarilla Entero Plana Brillante
Y80 Mediana Circular Amarilla Entero Plana Cremosa
Y100 Pequefia Circular Blanca Entero Convexa Opaca

Y119 Pequefia Circular Blanca Entero Elevada Opaca




Ademds, se observa la tinciéon de Gram de cada una de las 17 bacterias (Figura 12),
registrdndose la morfologia microscopica observada de cada una de estas, donde se

aprecian bacterias Gram negativas 10/17 (58.82 %) y bacterias Gram positivas 7/17 (41.17

%), y los resultados de las pruebas de Oxidasa (OXI) y catalasa (CAT) en la Tabla 9.
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Y119

Figura 12. Morfologia microscdpica con tincién de Gram para diferenciar bacterias. En color rosa:
bacterias Gram (-); en color morado: bacterias Gram (+).
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Tabla 9. Morfologia microscépica de los aislados bacterianos antagonistas

Forma

Clave Gram microscopica Arreglo CAT OXI Referencia
38 -) Bacilo Simple + + Lee 1995
32a -) Bacilo Simple + + Lee 1995
H-A ) Bacilo Simple + +  Vermaetal. 2011
43 +) Bacilo Simple + + Cho et al. 2009
Y23 +) Bacilo Simple + - Ahirwar et al. 2019
Y20 () Bacilo Simple T * Masuyamaetal
Y34 +) Bacilo Simple + - Buczolits et al. 2008
Y36 ) Bacilo Simple + + Cho et al. 2009
Y44 ) Bacilo Simple + - Takeuchi et al. 1995
Y45 (-) Bacilo Simple + + Lee et al. 1995
Y46 (-) Bacilo Simple + + Balcazar et al. 2010
Y48 ) Bacilo Simple + +  Vermaetal 2011
Y50 () Bacilo Simple  * * Holmsuometal
Y78 ) Bacilo Simple + + Verma et al. 2011
Y80 ) Bacilo Simple + + Verma et al. 2011
Y100 +) Bacilo Simple + + Cho et al. 2009
Y119 +) Bacilo Simple + + Cho et al. 2009

Caracterizacion bioquimica

Se muestra a continuacion la identificacion de los géneros bacterianos aislados por sistema
API® BioMérieux de las bacterias Gram negativas (Tabla 10) y de las bacterias Gram
positivas (Tabla 11), se evidenci6 el porcentaje de identificacidn, con ayuda del software

de identificacién conocido como APIWEB™, de cada una de estas bacterias analizadas.

De las bacterias Gram negativas, 10/17 (58.82 %), se identificaron los géneros Vibrio sp.
5/10 (50 %), Shewanella sp. 2/10 (20 %) y el resto un perfil inaceptable 3/10 (30 %) los

cuales se observan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Identificacién por el sistema API 20 NE de bacterias Gram negativas antagonistas

Clave del
= Ao
bacteriano
MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE V8 0
Perfil 5430044
38 Nota {ID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION 1
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Vibrio vulnificus 99.7 0.64 |TRP 95% | CITa 91% | |
BAJA DISCRIMINACION
Galeria API20 NEVB.0
Perfil 3052144
32a Nota jlD.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |
Taxén significative % ID T Pruebas en contra
Vibrio alginolyticus 859 043 | GLU 93% | MNEa 18% | MANa 75% | GNTa 76%
EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API 20 NEVB.0
Perfil 1410154
H-A Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Shewanella putrefaciens group 99.9 1.0 | | |
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 4143105
Nota {ID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |
Y29 Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas putida GLU 1% | NAGa 2% | GNTa 97% | CAPa 99%
MLTa 100%
Pseudomonas fluorescens GLU 0% | MANa89% | GNTa 99% | CAPa 99%
MLTa 99%
EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API20 NEVB.O
Perfil 7470045
Y45 Nota jID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |
Taxon significative % ID T Pruebas en contra
Vibrio vulnificus 99.9 0.83 | GLUa 9%
Galeria API20 NE VB.0
Perfil 5030040
Nota jiD.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INGCUBAGION |
Y46
Taxén significativo % ID T Pruebas en contra
Vibrio vulnificus 83.7 01 TRP 95% |ESC 95% | CiTa 91% | OX 100%
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 5610110
Nota
Y48
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Shewanella putrefaciens group GLU 1% | URE 1% | MLTa 90% | OX 100%
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PERFIL INACEPTAELE

Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 4452605
Y50 Nota iID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Chrysecbacterium indologenes TRP 81% |GLU 1% [GNTa 1% |CITa 12%

EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria AP120 NEWVB.0
Perfil 1010154
Y78 Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Shewanella putrefaciens group 99.9 0.94 | | |

EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVE.0
Perfil 1410154
Y80 Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Shewanella putrefaciens group 99.9 1.0 |

Por otro lado, de las bacterias Gram positivas, 7/17 (41.17 %), destaca el género Bacillus
sp. 5/7 (71.42 %) y el resto un perfil inaceptable 2/7 (28.57 %), a continuacién, se

muestran estos resultados (Tabla 11).



Tabla 11. Identificacion por el sistema API 50 CHB de bacterias Gram positivas antagonistas

Clave del
= an
bacteriano
EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API 50 CHB V4.1
Perfil R S o I SR e LT T S Sy S
43 Nota
Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra
Bacillus pumilus 999 | 0.89 | | |
BUENA IDENTIFICACION
Galeria AP150 CHB V4.1
Perfit | oo e i S R o o R oo oo
Y23 Nota
Taxoén significativo % ID T Pruebas en contra
Bacillus pumilus 988 | 06 |LARA88%|[RIB 97% | |
BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO
Galeria AP150 CHB V4.1
Perfil B T s e o S L i
Nota
Y34
Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra
Bacillus megaterium 85.6 0.62 | GLY 80% |RIB 86% | MEL 90% | RAF 89%
Bacillus circulans 13.3 0.57 |RIB 80% | INO 20% | MEL 92% | RAF 96%
Galeria AP150 CHB V4.1
Perfil B i oI I S -t F-F--F-FF oo
Y36 Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Geobacillus stearothermophilus ERY 0% | LARA 4% | GAL 25% | LAC 10%
TRE 75% | DARL 0%
Galeria API 50 CHB V4.1
Perfil B B e e T
Mota POSIBILIDAD DE Bacillus megaterium
Y44
Taxon significativo Y 1D T Pruebas en contra
Geobacillus stearothermophilus 94.8 0.52 | LARA 4% | GAL 25% | FRU 98% | TRE 75%
MLZ 75%
Bacillus firmus 5.0 0.36 | LARA 4% | GAL 1% | MNE 11% | GLYG 3%
EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API 50 CHB V4.1
Perfil B T o s i . SRR S app——— oot
Y100 Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Bacillus pumilus 99.9 1.0 | | |
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MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 50 CHB V4.1
Perfil B R e e oo
Y119 Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Bacillus pumilus 99.9 0.69 | TRE 99% |

Caracterizacion por métodos moleculares (secuenciacion)

De las 17 bacterias con actividad antagénica, se realizé un cromatograma de cada una de
ellas con ayuda del NCBI, y con ayuda del nucleotide BLAST se obtuvo el porcentaje de
identidad de cada uno de estos aislados bacterianos antagonistas, donde Bacillus pumilus
4/17 (23.52 %), Shewanella indica 4/17 (23.52 %) y Vibrio alginolyticus 3/17 (17.64 %)
comprenden la mayoria de estos aislados identificados; mientras que, Pseudoalteromonas
shioyasakiensis 1/17 (5.88 %), Pseudoalteromonas piscicida 1/17 (5.88 %), Micrococcus
aloeverae 1/17 (5.88 %), Microbacterium paraoxydans 1/17 (5.88 %), Brachybacterium
conglomeratum 1/17 (5.88 %) 'y Vibrio sinaloensis 1/17 (5.88 %) los restantes (Figura
13-29).

(v

macrogen  Cromatograma de bacteria con clave 38

250 2a0 270 280 290
CAGUTUOGTOGT TG GAAATGT T GOGGTI TAAGT CCCGRAAUGAGC G,

AR A A WA W A

Figura 13a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero 38.

W =40 W40-50 M s0-80 B s0-200 M ==200
Query
| | | | | | |
1 150 300 450 600 750 900
. Max | Total Query E Per .
Deeciption Scere | Score  Cover value  Ident Accassion
Vibrio alginelyticus strain NBRC 15630 163 ribosomal RMA, partial sequence 1247 1247 67% 0.0 100.00% NR 1137811

Figura 13b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave 38 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBIL
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Humanizing Genomics

macrogen

Cromatograma de bacteria con clave 32a

250 Zal 2 280 290
VWGOTCGTGTTGTGAAAT GT TGGGTTAAGTCCC GCAACGAGCGC AN

A AW WA P

Figura 14a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero 32a.

B <40 Bl 40-50 B s0-80 B zo-200 =200
1 200 400 600 800 1000 1200
. ____________________________________________________________________________________________________|
i Max @ Total Query E Per. !
P Spen Score Score Cover value  Ident fioengien
Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA,_partial sequence 1589 1589 71% 0.0 99.65% NR 113781.1

Figura 14b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave 32a con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave 43

250 260 270 280 290
GTTAAGTCCUCGCAACGAGUGUAACCOCTTOATCOT TAGT T GUCA GC !,

oo A o M

Flgura ISa. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero 43

W <40 Il 40-50 B so0-80 M&o-200 M >==200
| I I I | I
1 200 400 600 800 1000

Description Max | Total Query E Per.

Accession
Score Score Cover value Ident

Bacillus pumilus strain NERL NRS-272 165 ribosomal RNA, pariial sequence

1365 1365 V3% 0.0 99.87% NR 1161911

Figura 15b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave 43 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave H-A

250 260 270 280 290
CTOGTCGTCAGECTCGT GTTGTGAAATGITGGOGTTAAGTCCCGUCAACGAGE G

| p " . I I-.. -II'-I, o / f ; |"| f | N I"' ||I|| af |.
A AN A A A A Y

Figura 16a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero H-A

B <40 B 40-50 B =0-80 B 20-200 =200
Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
I ———
I
S Max | Total | Query E Per. :

D t

L Score Score Cover value Ident Apreson
Shewanella indica strain KJW27 165 ribosomal EMA, partial sequence 1055 1055 62% 0.0 94.71% MR 1082991

Figura 16b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave H-A con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y23

260 270 280 200 300
TCAGCTCGTOGTCGTGAGATGI TGGOTT AAGTCCCGCAACGAGCGUAACCCTC

WA A A WA P R AR

Figura 17a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero Y23

B 40 B40-50 B s0-80 B eo-200 B ==200
Query

| | | | | |
1 250 500 /750 1000 1250
]
]

Descrintion Max | Total Query | E Per. )

s Score Score Cover value Ident Accession

Micrococcus aloeverae strain AE-6 165 ribosomal RNA,_partial sequence 1544 1544 66% 00 99.88% NR 1340881

Figura 17b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y23 con ayuda del

programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y29

250 260 270 280 290
CTCOTOTTGTGAGAT G TGOGTTAAGTCCCGUAACGAGUGUAAC

A'HMHNJ Hf\’ ﬂj W IIf"A'H*’ HM‘U “r“*’. ﬁrHMW\""’"M NWIJW

Figura 18a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero Y29

W =40 W :0-50 B s0-80 Bl s0-200 W =200
I | | I
1 250 500 750 1000 1250

Max | Total Query E Per.

Description
Score Score Cover value Ident

Accession

Pseudoalteromonas shipyasakiensis strain SE3 165 ribosomal RNA_partial sequence 1528 16528 B8% 0.0 98.39% NR 1254581

Figura 18b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y29 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y34

250 260 270 280 290
CTCGTGTUCGTGAGATGTTGGOGT TAAGT CCUGUAACGAGUGUCAACCT

fl i A Ao fn o o I|'I . '

Figura 19a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y34

Ml <40 W 40-50 B 50-80 M c0-200 M ==200
| I I | | I
1 200 400 600 800 1000

Description Max | Total Query E Per. Y
Score Score Cover wvalue  Ident

Microbacterium paraoxydans sirain CF36 168 ribosomal RMA, partial sequence

1516 1515 72% 0.0 9929% NR 0255481

Figura 19b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y34 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y36

260 270 28D 290 300
GreAgUTCGTOTICGT GAGATGTTGOGGT TAAGT CCCGUAALGAGD G AATCT L]

Figura 20a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y36

B <40 BW40-50 B s0-80 Bl e0-200 Bl ==200
Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
. _____________________________________________________________________________________________________________________________________|
. ___________________________________________________________________________________________________________________|
____________________________________________________________________________________________________________|
— Max | Total Query E Per. !

esciintion Score Score Cover value Ident ARceson

Bacillus pumilus strain MRRL NRS-272 185 ribosomal RNA, partial sequence 1375 1375 70% 00 9947% NR 1161911

Figura 20b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y36 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y44

260 270 280 290 300
GOTCGTOGTCGT GAGAT G TGOGT T AAGT O UGRAACGAGUGUAACCCTTGT]

& . " l |'.'l ) . ,-'II . I" ll‘, ."|I il I. I.-ll r|| ) n ! "I P il
A A A A P A A

Figura 21a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y44

W <40 W 40-50 B s0-80 Ws0-200 W =200

Query
| I I

| |
250 500 /750 1000 1250

s

Description Max | Total Query E Per.

Accession
Score Score Cover value  Ident

Erachybacterium conglomeratum strain J 1015 165 ribosomal RNA,_parfial sequence 1528 1528 66% 00 99.06% NE 1046801

Figura 21b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y44 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y45

250 260 270 280 290
COTOTTOTGAAAT GTTGOGET TAAGT CUCGUAACGAGUGCAACCCT

. 1 I|"| . ¢ r" ! " " I IIlI n f y o I' . fy |'|I
D AW AR A

Figura 22a. Cromatograma de la secuencia de nucleé6tidos de la bacteria identificada con nimero Y45

B :-40 W 20-50 B s0-80 B s0-200 B ==200
Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
|
. ____________________________________________________________________________________________|
- Max  Total Query | E Per. :

D t

R Score Score Cover wvalue | [dent i
Vibrio alginolyticus strain NERC 15630 165 ribosomal RNA,_partial sequence 1219 1219 59%% 0.0 99.70% NR 1137811

Figura 22b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y45 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y46

250 260 270 280 290
TTGTGAAAT GI T GGOT TAAGT CUCGCAACGAGCGCAACCCTTATCUT

‘ |IH i | .l.' o N nl A [ h i
\II ll.' ll |IrlI "I ll'l !III II ll IIII I| Ilv.ll ll ll'l Iﬂl II |I II' |I II '-|I II Il.ll |I|I |III II IIIILI
! A i L

Figura 23a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y46

B 40 B40-50 B s0-80 B c0-200 Bl ==200
Query
| | | | | |
1 250 500 /50 1000 1250
]
]
D inti Max | Total Query E Per. :

o Score Score Cover value Ident AT

Vibrio sinalognsis strain CAIM 797 165 ribosomal RNA, parfial sequence 170 1170 51% 0.0 99.08% NR 0438581

Figura 23b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y46 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y48

250 260 270 280 290
TUAGUTCGTGETI TGO GAAAT GTT GUGET T AAGT CCCGUAACGAGUGUA

Y ' TR LN L S L SRR L R s o A .'~ o

Figura 24a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero Y48

B <40 B 40-50 B s0-80 B z0-200 B==200
Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
Description Max | Total |Query E Per. P
Score Score Cover value | Ident
Shewanella indica sirain KJW27 16S ribosomal RMA,_partial sequence 1600 1600 B81% 0.0 99.66% NR 1088991

Figura 24b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y48 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.

75



Humanizing Genomics

macrogen

Cromatograma de bacteria con clave Y50

260 270 280 2490 300
COTOTTGTGAGAT GTTGGGT TAAGTCOCCGCAACGAGCGUAAQCCCCT AT CCT

pda b (Al il e N

Figura 25a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y50

W <40 W 40-50 B s0-80 W 20-200 W:=200

Query
| | |

|
250 500 750 1000 1250

=

Max | Total Query E Per.

Accession
Score Score Cover walue Ident

Description

Pseudoalteromonas piscicida strain NERC 103038 165 ribosomal RMA, partial sequence 1564 1554 67% 0.0 9965% NR 1141901

Figura 25b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y50 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y78

250 26D 270 280 290
AATOTTOGGT TAAGTCCCGCAACGAGUGCAACCUCTATCCTTACT

oo .' l 2 .| i ) II‘I - h ll'.r Y

Figura 26a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero Y78

W 40 W 40-50 B s0-80 M s0-200 W =200
| | I | I
250 500 750 1000 1250

o

Max @ Total Query E Per.

Accession
Score | Score  Cover wvalus | Ident

Description

Shewanelia indica strain KJW27 165 ribosomal RNA, partial sequence 1554 1564 65% 00 99.76% NR 1088991

Figura 26b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y78 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y80

250 260 270 280 290
AAETCCUGUAACGAGUGUAACCUCTATCCT T ACT T GUCAGCGH

Figura 27a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y80

B <40 B 40-50 B 50-80 B s0o-200 B =200
Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
. _____________________________________________________________________________________________________________________________|
______________________________________________________________________________________________________________________|
Description Max | Total Query E Per. ,

. Score Score Cover value Ident AGEogn

Shewanella indica sirain KJW27 16S ribosomal RMNA, partial sequence 1581 1581 77% 00 9988% NE 1088901

Figura 27b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y80 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.
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Cromatograma de bacteria con clave Y100

280 270 280 290 300
GATGTTOGGT TAAGT CCCGRAACGAGUGUAACCCTTGAT CTTAGT TGU CAGH

\ 1 1 e . f - TR . f
A " ’ ! X N | ho| Mo .
\II III llj\'l I'.lII IIM ll:l I'.r uf IIS)‘\ HW“J \Ml 'JW\!\" N I'W W IJ\' f 'A Ilul ' "/\( W M I'N
. ) { R )

Figura 28a. Cromatograma de la secuencia de nucle6tidos de la bacteria identificada con nimero Y100

W <40 W 40-50 B s0-80 l=0-200 W =200

Query
| I | I I

I
1 200 400 600 800 1000

Max | Total |Query E Per.

Accession
Score Score Cover wvalue Ident

Description

Bacillus pumilus strain MNBRC 12092 165 ribosomal RNA,_pariial sequence 1531 15631 75% 0.0 9976% NR 1126371

Figura 28b. Andlisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y100 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBI.

79



Humanizing Genomics

macrogen

Cromatograma de bacteria con clave Y119

260 270 280 290 300
GITTOGOGTTAAGTCCCGULAACGAGUGU AACCUTTGATCTTAGTTGUCAGC A

. A \ o A o (Wi ot fopd ] . gl

Figura 29a. Cromatograma de la secuencia de nucleétidos de la bacteria identificada con nimero Y119

B =40 B 40-50 B s0-80 B so-z00 B ==200
Query

| | | | | |
1 250 500 750 1000 1250
. __________________________________________________________________________________________|
. ____________________________________________________________________________________________________________|

D ioti Max | Total Query E Per. :

A Score Score Cover valus Ident Agcession

Eacillus pumilus strain NRREL NRS-272 165 ribosomal RMNA,_parial sequence 1367 1367 58% 0.0 9960% NE 1161911

Figura 29b. Anilisis de identidad de la secuencia obtenida de la bacteria con clave Y119 con ayuda del
programa nucleotide BLAST del NCBL
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Comparacion de la identificacion bacteriana
A continuacién, se muestra en resumen la comparacién de los porcentajes obtenidos tanto

por el perfil bioquimico como por secuenciacién (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacion entre la identificacion bacteriana por secuenciacion y sistema API BioMérieux

CLAVE SECUENCIACION % 1D API 20 NE y 50 CHB % 1D
38 Vibrio alginolyticus 100 Vibrio vulnificus 99.7
32a Vibrio alginolyticus 99.65 Vibrio alginolyticus 85.9
H-A Shewanella indica 94.71 Shewanella 99.9
putrefaciens group
43 Bacillus pumilus 99.87 Bacillus pumilus 99.9
Y23 Micrococcus aloeverae 99.88 Bacillus pumilus 98.8
Y29 Pseu'doalterc')mo.nas 98.39 % i
shioyasakiensis
Y34 Microbacterium 99.29 Bacillus megaterium 85.6
paraoxydans
Y36 Bacillus pumilus 99.47 * -
ya4 Brachybacterium 99,06 % i
conglomeratum
Y45 Vibrio alginolyticus 99.70 Vibrio vulnificus 99.9
Y46 Vibrio sinaloensis 99.08 Vibrio vulnificus 83.7
Y48 Shewanella indica 99.66 * -
Y50 Pseudo.alt.e;jomonas 99 65 % i
piscicida
Y78 Shewanella indica 99.76 Shewanella 99.9
putrefaciens group
Y80 Shewanella indica 99.88 Shewanella 99.9
putrefaciens group
Y100 Bacillus pumilus 99.76 Bacillus pumilus 99.9
Y119 Bacillus pumilus 99.60 Bacillus pumilus 99.9

% 1D: Porcentaje de identificacion; * perfil inaceptable; - sin identificar

Anadlisis de secuencias

Se elabor6 un drbol filogenético con ayuda de las secuencias FASTA de las 17 bacterias
anteriores en el software MEGA X y se determind la longitud de las ramas internas de las
secuencias mas cercanas lo cual nos indica el cambio evolutivo entre estas, donde destaca
la relaciéon de cercania entre el género bacteriano Shewanella sp. y los géneros

Pseudoalteromonas sp. y Microbacterium sp. con un 99 % de relacion (Figura 30).
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I = Taxon Separation

F— = Branch Length

[ i = Tree Width

100% NR 108899.1 Shewanella indica strain KJW27 165 ribosomal RNA partial sequence(2)
&E NR 108899.1 Shewanella indica strain KJW27 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 108899.1 Shewanella indica strain KJW27 183 ribosomal RNA partial sequence(3)

MR 108899.1 Shewanella indica strain KJW27 165 ribosomal RNA partial sequence(4)
MNR 125458_1 Pseudoalteromonas shioyasakiensis strain SE3 165 ribosomal RNA partial sequence

100%

99%

99%

94% MR 025548_1 Microbacterium paraoxydans strain CF36 16S ribosomal RNA partial sequence
—— NR 134088.1 Micrococcus aloeverae strain AE-6 165 ribosomal RNA partial sequence
— NR 116191.1 Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272 165 ribosomal RNA partial sequence(3)
98% WE NR 116191.1 Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272 165 ribosomal RNA partial sequence(2)
78% NR 116191.1 Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272 165 ribosomal RNA partial sequence
97% |: MR 1141801 Pseudoalteromonas piscicida strain NBRC 103038 165 ribosomal RMA partial sequence
MR 043858.1 Vibrio sinaloensis strain CAIM 797 165 ribosomal RNA partial sequence
98% NR 113781.1 Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 16S ribosomal RNA partial sequence(3)
WE NR 1137811 Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630 163 ribosomal RNA partial sequence(2)
98% MR 1137811 Vibrio alginalyticus strain NBRC 15630 165 ribosomal RNA partial sequence
T NR 1126371 Bacillus pumilus strain NBRC 12092 165 ribosomal RNA partial sequence

97% L——— NR 104689.1 Brachybacterium conglomeratum strain J 1015 165 nbosomal RNA partial sequence

Figura 30. Andlisis molecular filogenético de bacterias con actividad antagénica. Método de Neighbor-
Joining que involucra 17 secuencias de nucledtidos. La imagen superior muestra la separacion del taxoén, la

longitud de la rama y el ancho del drbol.

Analisis estadistico

La Hipoétesis nula (Ho) formulada para esta investigacion fue: No hay diferencias
significativas en las zonas de inhibicion presentadas de acuerdo con las diferentes pruebas
de antagonismo bacteriano (p < 0.05). Para esto, se tuvo una variable cuantitativa, que
fueron las zonas de inhibicibon en cm; y una variable cualitativa, de muestras
independientes, que fueron las pruebas de antagonismo, como resultado, esta variable tuvo
mas de dos grupos, en este caso 3 para ser exactos. Lo primero que se realizé fue

identificar si se cumplen los supuestos de normalidad.

A continuacién, se muestra el resumen del procesamiento de los casos (Tabla 13), los

estadisticos descriptivos (Tabla 14) y las pruebas de normalidad (Tabla 15) de las pruebas
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utilizadas para medir la inhibicion por parte de los 17 aislados bacterianos en contra del

patégeno utilizado.

Tabla 13. Procesamiento de los casos

Casos
Walidos Perdidos Total
FRIEEA M Porcentaje Porcentaje I Porcentaje
IMHIBICIOM  Prueha de estria cruzada 17 100.0% 0.0% 17 100.0%
Prueha de difusidn en 17 100.0% 0.0% 17 100.0%
pozo con celulas
bacterianas
Prueba de difusion en 17 100.0% 0 0.0% 17 100.0%
pozo con sobrenadante
libre de celulas
Tabla 14. Estadisticos descriptivos
PRUEBA Estadistico | Errortip.
INHIBICION  Prueba de estria cruzada Media 8176 09596

Intervalo de confianza Limite inferior 7142

parala media al 35% Lirmite superior 1.1211

Media recortada al 5% A1

Mediana 1.0000

Yarianza 57

Desy. tip. 39566

Minimo .20

Maxirmo 1.70

Ranga 1.50

Amplitud intercuartil 50

Asimetria -.251 A50

Curtosis 031 1.063
Prueha de difusidn en Media 4047 21829
pozo con celulas Intzrvalo de confianza Limite inferior -.0602
hacterianas . ;

parala media al 95% Lirnite superior BEYE

Media recortada al 5% 3130

Mediana 0000

Yarianza 818

Desv. tip. 0417

Minimo .00

Maximo 2,46

Rango 246

Amplitud intercuartil .00

Asimetria 1.894 A50

Curtosis 1.840 1.063
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Prugba de difusidn en Media 7047 287495
ﬁgfxe‘j’;:ﬁ;g”ada”m Intervalo de confianza Limite inferior 10943
paralamedia al 55% Lirite superior 1.3151
Media recortada al 5% ATAT
Mediana .0000
Yarianza 1.410
Desv. tip. 118723
Minirmo .00
Maximo 366
Rango 166
Amplitud intercuartil 1.83
Asimetria 1.407 850
Curtosis 790 1.063
Tabla 15. Prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk
PRUEEBA Estadistico ql Sig. Estadistico ql Sig.
INHIBICION  Prueba de estria cruzada A28 17 200 G54 17 526
Prueha de difusidn en 486 17 000 484 17 .00o0

pozo con celulas
hacterianas

Prugha de difusidn en 429 17 000 G50 17 000
pozo con sobrenadante
libre de celulas

* Este es un limite inferior de |3 significacidn verdadera.
a. Correccidn de la significacidn de Lilliefors

La prueba de normalidad Kolmogérov-Smirnov (K-S) indica que NO se cumple el
supuesto de normalidad (Estadisticos entre 0.129 y 0.496, gl 17 y p> 0.05), por lo tanto,

se rechaza el supuesto de normalidad.

Para estos casos, se utiliz6 la prueba No Paramétrica de Kruskal-Wallis (K grupos
independientes) la cual nos arrojo los siguientes resultados. En primera instancia, se

muestra un resumen de la prueba de Hipétesis, donde se muestra la significacia menor a

0.05 (Tabla 16).

Tabla 16. Sinopsis de prueba de hipétesis

Hipodtesis nula = Test o 5ig.$ Decision™

Frueba Kruskal-

La distribucion de INHIBICION es la 0270 ~ FRechazarla
1 misma entre las categorias de I;{L“I;Stl,;*é 003  hipotesis
FRUEBA. - nula.

independientes

Se muestran las significancias asintoticas. El nivel de significancia es .05,
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En segunda instancia, se observa un diagrama de cajas con la variable dependiente de
inhibicién bacteriana en el eje de las Y, por otro lado, la variable de prueba en el eje de
las X, donde se pueden observar las discrepancias en las medias de inhibicién de las

diversas pruebas empleadas (Figura 31).

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

4.00]
z 3.00]
3 ¥
=] |
£ 200 *
=

1.00]

0.00

T T T
Prueha de estria cruzada Prueba de difusion en pozo Prueba de difusion en pozo
con celulas bacterianas  con sobrenadante libre de
celulas

PRUEBA

Figura 31. Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes representado con un diagrama de cajas.

En tercera instancia, una vez que se ha determinado que existen diferencias entre las
medias, se analizaron las pruebas de rango post hoc para visualizar entre qué grupos se

establecen las diferencias (Figura 32).

Comparaciones por parejas de PRUEBA

Prueha de estria cruzadg
35.00
@

Prugha de difusidn en pozo con celulas bacterianas
956

;'guﬁua de difusidn en pozoman sohrenadante libre de celulas|

Figura 32. Gréfico de nodos entre comparaciones por parejas de prueba. Los nodos representan una prueba
y el numero el valor de rangos medios. Lineas amarillas: significativas; linea negra: no significativa.
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Por ultimo, se muestran los valores exactos de comparacion entre las pruebas. Donde, la
primera fila de la tabla muestra que no hay diferencia significativa entre las medianas de
la prueba de difusién en pozo con células bacterianas y la prueba de difusién en pozo con
sobrenadante libre de células. Sin embargo, las otras dos parejas de pruebas, filas 2 y 3 de
la tabla, muestran nivel de significancia por debajo de 0.05, por lo tanto, si existen

diferencias significativas entre estas pruebas (Tabla 17).

Tabla 17. Comparacién de pruebas y nivel de significancia

Muestral-Muestra? Prueba - Error == Desv. Prueba:-

o A 2
estadistica  tipico = estadistica sl Rk e

Prueba de difusion en pozo con
celulas bacterianas-Prueba de
difusion en pozo con
sobrenadante libre de celulas

-3.882 4748 -.818 414 1.000

Prueba de difusion en pozo con

celulas bacterianas-Prueha de 15.441 4,748 3.252 001 003
estria cruzada

Prueba de difusion en pozo con
sobrenadante libre de celulas- 11.559 4,748 2.434 015 045
Prueha de estria cruzada

Cada fila prueba la hipdtesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son las
mismas.

Se muestran las significancias asintdticas (pruebas de 2 caras). El nivel de significancia es .05,

Decision: debido al valor resultante de significancia menor a 0.05 en dos parejas de
pruebas, se rechaza la Ho, considerar que si existen diferencias significativas entre los
grupos (prueba de pozo con células bacterianas- prueba de estria cruzada y prueba con

sobrenadante- prueba estria cruzada) en cuanto a las zonas de inhibicién resultantes.
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DISCUSION

Al verse incrementado el consumo de mariscos, dentro de los cuales destaca el camarén
blanco, la aparicién de enfermedades de igual forma presenta una problematica al alza
(Ferndndez-Piquer et al. 2011; Xu et al. 2014). Diversos microorganismos de origen
bacteriano son habitantes de ecosistemas marinos, donde destaca el patégeno Vibrio
parahaemolyticus distribuido en diversos ambientes acudticos y ampliamente en zonas
marinas (Aranda et al. 2012; Touraki et al. 2012; Zarei et al. 2012; Yu et al. 2013; Wu et
al. 2014; Feichtmayer et al. 2017). En la actualidad, diversas bacterias se utilizan como
un sistema de biocontrol para las diversas enfermedades que permanecen en la
acuacultura. Se han presentado reportes acerca de la actividad antagdénica de bacterias en
contra de diferentes cepas de Vibrio sp. por lo que esta actividad se sigue utilizando como
estrategia alterna de diversos agentes quimicos y antibidticos para poder controlar al
patégeno en el &mbito de la camaronicultura (Makino et al. 2003; Planas et al. 2006; Bacon

et al. 2012; Chahad et al. 2012; Zokaeifar et al. 2012).

En este estudio, se evaluaron dos localidades del estado de Sonora. En primera instancia,
el sitio denominado Gudasimas, Sonora, donde se obtuvieron cuatro bacterias marinas con
efecto antagonista in vitro en contra de V parahaemolyticus anpnp (MC32). La primera
identificada con clave 38 proveniente del organismo Callinectes arcuatus (Jaiba azul) y
otra con clave 32a de procedencia Rhizophora mangle (Manglar rojo), las cuales al
resultado de identificaciéon molecular por secuenciacion la 38 fue identificada como Vibrio
alginolyticus 'y por identificacion bioquimica con el sistema API 20 NE como Vibrio
vulnificus; por otro lado, la bacteria 32a como Vibrio alginolyticus tanto por secuenciacion

como por el perfil bioquimico.

Rogers et al. (2015) mencionan la prevalencia de microorganismos de origen bacteriano
en cangrejo/jaiba azul (Callinectes sp.), en este caso, cierto nimero de cangrejos
presentaban bacterias del género Vibrio spp. en su organismo (Rogers et al. 2015). Por
otro lado, Rocha et al. (2016) identificaron diversas comunidades bacterianas en
sedimentos manglares, de los cuales involucraba a Rhizophora mangle como habitat de
una amplia gama de bacterias entre las cuales destacaban especies de Vibrio sp (Rocha et

al. 2016). Al ver la amplia variedad de bacterias que estdn presenten en diversos
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ecosistemas, se conoce que una variedad de cepas de ambientes acudticos brinda ciertos
compuestos inhibidores en contra de la actividad de patégenos marinos (Cordero et al.

2012).

Otros estudios demuestran que los vibrios silvestres presentan un amplio contenido
genético (Polz et al. 2006; Preheim et al. 2011; Thompson et al. 2005) e interacciones
antagénicas (Cordero et al. 2012) que generan actividad inhibitoria frente a patégenos
(Cordero et al. 2012). Un estudio realizado por Burks et al. (2017) reporta a vibrios
ambientales que mostraron una inhibicion en contra de patégenos como V.
parahaemolyticus (Burks et al. 2017). Distintos vibrios de origen marino a través de un
andlisis de secuencia de genoma, mostraron perfiles antagénicos y estos fueron aislados
en diferentes hébitats y distintos tiempos, lo que sugiere que estas cepas inhibidoras
persisten en estos ambientes (Burks et al. 2017). Este grupo de investigacion identific
metabolitos secundarios que podian contribuir con el fenotipo antagonista mediante la
produccion de compuestos (Weber et al. 2015), entre los cuales destacan las bacteriocinas
(Burks et al. 2017) que, a través de distintas condiciones como la competencia bacteriana,
las bacterias liberan estas toxinas de naturaleza proteica que pueden llegar a inhibir a otras
bacterias. Un mecanismo el cual implica dicha inhibicién es que la célula productora de
bacteriocina presenta una proteina de inmunidad mientras que la cepa sensible carece de
esta proteccion, por ende, al ser sensible esta ultima induce la formacion de poros en
membrana interna, la bacteriocina actiia como nucleasa degradando el material genético
o desfavorece la sintesis de pared bacteriana (Cascales et al. 2007; Cornforth y Foster

2013; Cotter 2014; Héchard y Sahl 2002).

Los métodos de identificacion fenotipica suelen ser faciles de realizar, ademds que se
encuentran de manera accesible en el mercado y los resultados se obtienen de manera
rapida (Bosshard et al. 2006; Millar et al. 2007; Woo et al. 2008; Jenkins et al. 2012;
Vithanage et al. 2014; Franca et al. 2015). No obstante, estos sistemas de identificacion
fenotipica tienen un poder discriminatorio bajo, aunado a una precision baja, lo que resulta
en una identificacion no satisfactoria (de Melo Oliveira et al. 2013; Vithanage et al. 2014;
Franca et al. 2015). Referente a los resultados de identificacion entre la secuenciacion y

el sistema API BioMérieux para la bacteria 38, es que el sistema API se basa en la
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fermentacion de azucares, la asimilacion de fuentes de carbono y produccién de
metabolitos de las bacterias (Kim et al. 2008; Vithanage et al. 2014), lo que genera
dificultad al momento de encontrarse bacterias con perfiles bioquimicos similares,
(Bosshard et al. 2006; Kim et al. 2008; Mechergui et al. 2014). A pesar de que el API
20NE es usado como herramienta convencional para identificacién bioquimica entre cepas
de Vibrio sp. (Yiagnisis y Athanassopoulou 2011) los métodos moleculares constituyen
una estrategia de mayor opcion para una identificacion precisa y con confiabilidad (Oderiz
et al. 2011). Sin embargo, el gen usado para la identificacién bacteriana 16S ADNT, tiene
un bajo poder discriminatorio para diferenciar entre especies de Vibrio que presentan
secuencias casi idénticas y que las hace estrechamente relacionas (Marchesi et al. 1998;
Montieri et al. 2010 y Khalil et al. 2014), para esto, se deberd optar por la deteccion
especifica de genes para las especies de Vibrio spp., gen de colagenasa para V.
alginolyticus (Miyoshi 2013) y la deteccion del gen Vvh para V. vulnificus (Al-Assafi et
al. 2014).

Por otra parte, uno de los asilados bacterianos restantes del primer muestreo etiquetado
con clave H-A, fue recuperado de lodo manglar de la costa de Gudsimas. En cambio, del
segundo muestreo, los asilados etiquetados como Y48 aislado de Callinectes arcuatus
(Jaiba azul), otro como el Y78 recuperado de Petrochirus californiensis (Cangrejo
ermitafio) y la bacteria con clave Y80 previamente aislada de Clibanarius panamensis

(Cangrejo ermitano) mostraron efectos inhibitorios frente al patégeno de interés (MC32).

Los aislados bacterianos con clave H-A, Y48, Y78, y Y80 fueron identificados mediante
secuenciacion como Shewanella indica, y por el sistema bioquimico API 20 NE como
Shewanella putrefaciens group, todo de igual forma. La amplia variedad de especies de
Shewanella sp. se han encontrado con relacion en aguas y sedimento a través del océano
pacifico y otras partes del mundo (Wang et al. 2004; Huang et al. 2009; Verma et al. 2011;
Thevarajoo et al. 2015;). Ademas, diversas especies de Shewanella han evidenciado
actividad antimicrobiana en contra de diversos patdégenos de productos pesqueros
(Makridis et al. 2008; Diaz-Rosales et al. 2009; Zadeh et al. 2010), donde resaltan
caracteristicas de las especies de Shewanella como produccion de antibidticos,

degradacion o interferencia con compuestos de sefial de la actividad quorum sensing, o la
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secrecion de melanina para competir por el ion hierro con otras bacterias patogenas, las
cuales pueden ser un factor clave de su actividad inhibitoria (Turick et al. 2002; Makridis
et al. 2008; Morohoshi et al. 2008; Diaz-Rosales et al. 2009; Zadeh et al. 2010). Otra
investigacion resalta el efecto de la administracién de dos bacterias probidticas del género
Shewanella sp., S. colwelliana y S. olleyana, en la respuesta inmune del molusco Haliotis
discus hannai en contra de una cepa de Vibrio harveyi (Jiang et al. 2013) donde destacan
en un informe previo que estas especies producen dcido graso poliinsaturado (Weiner
1989; Skerratt et al. 2002). Estudios posteriores demuestran que especies de Shewanella
sp. producen 4cidos grasos libres, que es el resultado de un mutualismo entre especimenes
marinos y bacterias que viven en intestino (Hau et al. 2007; Sukovich et al. 2010). Entre
las actividades bioldgicas de estos dcidos es que presentan la capacidad de inhibir parcial
o totalmente el crecimiento de bacterias, lo que resulta en una capacidad antibacteriana de
estos dcidos grasos libres utilizada por multiples organismos para poder sobrevivir o

defenderse ante patégenos bacterianos (Desbois y Smith 2010; Kokou et al. 2012).

Este género de bacteria ha sido aislado de ambientes acudticos y las especies se encuentran
clasificadas con base a la hibridacion del ADN, se resaltan 4 grupos genémicos (I-1V) de
S. putrefaciens (Owen et al. 1978), esto comparado con el resultado obtenido del perfil
bioquimico donde estos 4 aislados fueron identificados como Shewanella putrefaciens
group, la base de datos del sistema API actualizada a su versiéon mas reciente (1.3.0)
demuestra que unicamente cuenta en su amplia lista de bacterias a este grupo de
Shewanella, por lo cual es evidente la identificacion de estos aislados dentro de este grupo
(API database 2019), en comparacién con el analisis molecular donde es arrojada la

especie Shewanella indica como identificacion mas precisa y especifica.

En otro sentido, el aislado etiquetado como 43 y aislado del primer muestreo se recupero
del organismo marino [liochione subrugosa (Almeja china). En un estudio donde
comparan la biogeografia y variacion de diferentes especies de bivalvos y diferentes
regiones del mundo, concuerdan con la presencia de esta especie en las costas del pacifico
Este (Roopnarine et al. 2008). Referente al segundo muestreo en Yavaros, de igual
manera, los sedimentos y agua de mar mostraron la misma importancia de fuentes

bacterianas antagonistas frente al patégeno V. parahaemolyticus, esto con dos aislados
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rotulados como Y100, recuperado de sedimento salino y Ia Y119 tomado de agua de mar.
Mientras que, por otro lado, el aislado etiquetado como Y36, fue procesado y aislado del
alga verde Enteromorpha compressa. Esta alga se ha encontrado en regiones costeras del
Pacifico Mexicano, una de ellas en Mazatlan, Sinaloa (Yozukmaz et al. 2018). Los
aislados bacterianos con clave 43, Y36, Y100 y Y119 fueron identificados como Bacillus
pumilus tanto por el perfil bioquimico como por identificacién molecular. Cabe resaltar la
presencia de esta especie de Bacillus pumilus en la base de datos del sistema API 50 CHB
lo que nos asegura un resultado certero y confirmatorio (API database 2019).

El efecto antagonista que mostraron estos dltimos aislados bacterianos frente a M(C32
ocurrid posiblemente por la competencia interespecifica de nutrientes entre los procariotas
mediante el uso de metabolitos secundarios, como los antibidticos o bacteriocinas que son
enzimas extracelulares (Jack et al. 1995; Boer et al. 2005; Riley y Chavan 2007; Hibbing
et al. 2010; de Lima Procépio et al. 2012). La produccién de estas dltimas, son secretadas
por una amplia variedad de bacterias entre las cuales destacan las del género Bacillus sp.
que degradan la membrana interna del patégeno o su material genético. La mayoria de las
bacterias Gram negativas carecen de un sistema excretor especifico para estas
bacteriocinas, es por esto por lo que la liberacién de estas ocurrird a través de la propia
lisis celular. Esto nos indica que solo una pequeiia parte de los procariotas produce estas
sustancias y esto proporciona una ventaja competitiva con otras poblaciones bacterianas
(Cascales et al. 2007). Otra investigacion donde Nayak et al. (2017) demuestran la
actividad inhibitoria de B. pumilus (B2) que tras 24 h de incubacién comenz6 a liberar una
sustancia antibacteriana contra diversos vibrios patogénicos con un titulo antimicrobiano
de inhibicion de moderado a fuerte contra cepas patogenas de V. parahaemolyticus y V.
alginolyticus. La caracterizacion parcial de la sustancia microbiana de la cepa B2 revel6
una naturaleza proteica tras una serie de pruebas contra enzimas proteoliticas y ausencia
de lipasas, la cual se podria clasificar como una molécula inhibitoria que tiene potencial
aplicacion contra diferentes cepas de Vibrio sp. en la acuacultura (Nayak et al. 2017). A
pesar de que la membrana externa de las bacterias Gram negativas, ejemplo Vibrio sp.,
evita que ciertos antibidticos, colorantes, detergentes y moléculas como bacteriocinas
secretadas por ciertos grupos bacterianos lleguen a la membrana citoplasmatica y

desestabilizar el esqueleto celular hasta ocasionar la muerte bacteriana, el producto
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antimicrobiano de esta cepa de B. pumilus mostr6 una fuerte inhibicién contra cepas Gram

negativas de Vibrio sp. (Nayak et al. 2017).

En segunda instancia, otra bacteria con clave Y23 recuperada de sedimento costero, a
través de secuenciacion arroj6 el género y especie de Micrococcus aloeverae. En contra
parte, el resultado del perfil bioquimico fue identificada esta bacteria como Bacillus
Pumilus. Una de las razones puede ser que la base de datos del sistema API no contiene
la especie Micrococcus aloeverae la cual fue identificada con el andlisis molecular,
ademas, se requiere el sistema API 20 Staph o API coryne para la identificacion del género
Micrococcus en especifico, ademds que este tipo de bacteria requiere pruebas adicionales
para su identificacion certera por perfil bioquimico (API database 2019). Agregar
también, que estas bacterias, Micrococcus sp. y Bacillus sp. pertenecen filogenéticamente
a dos grupos distintos, por una parte, Micrococcus sp. al Filo Actinobacteria y por otro
lado Bacillus sp. al filo Firmicutes (Li et al. 2016). En un reporte, se evalud la actividad
antimicrobiana de bacterias intestinales de insectos triatominos, de estas, una cepa de M.
aloeverae mostro efectos inhibitorios in vitro en contra de diferentes cepas como
Staphylococccus aureus, Bacillus cereus, Enteroccoccus faecalis y Serratia marcescens
(Porras et al. 2016). Otro estudio, donde aislaron a la bacteria M. aloeverae y vieron el
potencial de produccion de proteasas de manera eficiente y ademds proteasa secretada a
hipersalinidad, temperaturas altas y amplio rango de pH, lo cual nos indica que esta
bacteria se puede adaptar a diferentes entornos y poder asi sobrevivir ante diferentes
condiciones (Prakash et al. 2017). Otro rasgo importante para resaltar es que diversas
bacterias marinas que son productoras de proteasas presentan mejores ventajas en cuestion
el crecimiento a diferentes temperaturas, valores de pH variables y un amplio rango de
crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de sodio. Esto nos ayudaria a utilizar
estas bacterias como remplazo de fuentes actuales en la industria debido a todas estas
propiedades y ademds aprovechar la capacidad que tienen estas bacterias proteoliticas para

poder erradicar patogenos (Sanchez, et al. 2004).

Otra de las bacterias identificadas fue una con clave Y29 de este segundo muestreo la cual
se recuperd del organismo marino Salicornia bigelovii (Salicornia). En un estudio

investigaron dos areas de regiones costeras del norte y sur en el estado de Sonora y sefialan
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la abundancia de S. bigelovii de forma natural (Puente et al. 2017). La bacteria con clave
Y29 fue identificada como Pseudoalteromonas shioyasakiensis. En un reporte donde
Wang et al. (2018) demostraron la actividad inhibitoria de dos cepas de
Pseudoalteromonas sp. las cuales registraron zonas de inhibicién en contra de una cepa
de V. parahaemolyticus. Otros estudios demuestran que especies de este género tienen la
capacidad de reducir microbiota bacteriano a modo de competencia (Chen et al. 2010;
Aranda et al. 2012; Richards et al. 2017). Lo que obtuvo el grupo de Wang et al. (2018)
es que la actividad antagonista de las cepas de Pseudoalteromonas sp. a retar contra V.
parahaemolyticus fue relacionada con la produccion de peréxido de hidrégeno, ademads
que se aislaron dos proteinas con efecto inhibitorio bacteriano similares a otras especies
de Pseudoalteromonas sp. con actividad antibacteriana (Wang et al. 2018). Otras especies,
por ejemplo P. flavipulchra y P. piscicida producen compuestos bioactivos con actividad
antibacteriana y antibiofilm (Bowman 2007; Chen et al. 2010; Yu et al. 2013; Richards et
al. 2017). Referente a la identificacion por el sistema API 50 CHB, se obtuvo un perfil
inaceptable sin identificacion para este aislado bacteriano, esto pudiese debido a que la

base de datos no cuenta con este género bacteriano en su lista (API database 2019).

También, otra bacteria de este muestreo fue la identificada con clave Y34 aislada de un
Sargassum sinicola (Alga parda). Este tipo de alga parda se ha encontrado en diferentes
regiones alrededor del mundo, sin embargo, es muy amplia su presencia en regiones del
Océano Pacifico mexicano (Cid 2015; Casas-Valdez et al. 2016). La identificacion de
Microbacterium paraoxydans por secuenciacion del 16S ADNr fue distinta a la
identificacion por el sistema bioquimico API BioMérieux, donde arroj6 un perfil
inaceptable y por ende sin identificacion, esto debido a que no se encuentra este género
bacteriano en el API utilizado, sin embargo, puede identificarse con el sistema API coryne
en la base datos de esta herramienta bioquimica (API database 2019). En un estudio, esta
bacteria de género Microbacterium sp. mostrd, en conjunto con una cepa de Bacillus sp.
un efecto antagénico eficaz en contra de Aspergillus flavus. Este trabajo resalta como
primer informe el uso de ambas bacterias como agentes de biocontrol en contra de A.

flavus en granos de arroz (Mannaa et al. 2017).

93



Por otra parte, se colectaron cangrejos ermitanos, Clibanarius panamensis 'y Petrochirus
californiensis. Estas especies de cangrejos se han reportado en océanos en México, por
una parte, en el Golfo, especificamente en Veracruz (Argiielles et al. 2009) y por otro lado
en el Océano Pacifico en las costas del estado de Chiapas (Garcia et al. 2017; Lopez-Vila
et al. 2019). De estos cangrejos ermitafios se recuperaron, aislaron y se obtuvieron cinco

cepas antagoénicas frente al patégeno de interés (MC32).

Uno de estos aislados fue el etiquetado con clave Y44 e identificado por secuenciacion
como Brachybacterium conglomeratum, sin embargo, referente al perfil bioquimico no se
obtuvo una identificaciéon favorable y se tuvo un perfil inaceptable, debido a que este
género bacteriano no se ha afiadido a la base de datos actualizada de la compania
BioM¢érieux (API database 2019). Comparando distintos organismos de los cuales se ha
recuperado esta bacteria, Rojas-Dominguez et al. (2019) identifica a Brachybacterium sp.
recuperado del microbiota de tortugas Gopherus flavomarginatus. El conocimiento del
microambiente bacteriano de los sistemas de larvicultura de camarones ha contribuido a
la deteccion de nuevos probidticos y al control de diversas enfermedades (Xue et al. 2016).
En un estudio se caracterizé a la comunidad bacteriana de un sistema de larvas
camaroneras donde se identificaron diferentes géneros bacterianos, de los cuales resalta la
bacteria perteneciente al filo Actinobacteria cuyo género es Brachybacterium sp. donde,
diferentes géneros bacterianos, incluyendo este ultimo, confirieron una supervivencia
larval mayor comparada con un control, lo que sugiere que este tipo de cepas bacterianas
son de gran importancia para la explotacion de nuevas alternativas y generacion de nuevos

probidticos (Xue et al. 2016).

Otros dos aislados, recuperados de esta especie de cangrejo ermitafio, fueron los
nombrados con clave Y45 y Y46 los cuales al ser secuenciados fueron identificados como
Vibrio alginolyticus y Vibrio sinaloensis respectivamente, esto por métodos moleculares,
por otra parte, fueron identificadas como Vibrio vulnificus por la herramienta bioquimica
ambas bacterias (API database 2019). Como se describié anteriormente, diferentes
especies de Vibrio sp. pueden ejercer un efecto inhibitorio que vaya en contra de ciertos

patdgenos de este género, en particular se destaca la propiedad de quorum sensing que
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tiene V. sinaloensis y como esta actividad le podria ayudar a la supervivencia y

superioridad ante diversas bacterias (Mohamad et al. 2017).

Por dltimo, se aislé la bacteria con nombre Y50 recuperada de una almeja china
(lliochione subrugosa), la cual al ser secuenciada fue identificada como
Pseudoalteromonas piscicida, mientras que por el sistema API 20 NE no hubo
identificacion alguna con resultado de perfil inaceptable, esto debido a que en la base de
datos de API BioMérieux no cuenta con este género actualizado y fue nula su
identificacion (API database 2019). En un estudio, se obtuvieron bacterias del género
Pseudoalteromonas sp. procedentes de sedimento y agua de mar del Golfo de México,
mas especifico en el estado de Campeche (Cetina et al. 2010). Este género bacteriano ha
sido de gran relevancia en diversos estudios, por ejemplo, un grupo de trabajo evalué la
capacidad antagdnica de diversas cepas de P. piscicida en contra de diferentes patégenos
de los cuales los géneros de Vibrio sp. encabezan la lista. Tres cepas mostraron una fuerte
presencia de actividad cistein proteasa, donde la actividad antagénica quedo evidenciada
con zonas claras de inhibicién en contra de patégenos marinos bacterianos como Vibrio
vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, entre otros (Richards et al. 2017).
La enzima de estas cepas de P. piscicida contribuyen a la degradacién de las paredes
celulares de V. parahaemolyticus en especifico (Richards et al. 2017). De igual forma se
detecto la actividad de una serin proteasa asociada con las cepas de P. piscicida, esta
hidrolizé un sustrato que se usa para la deteccion de catepsina G, por ejemplo, en humanos
la catepsina G es una enzima que es mediada por lisosomas con una basta actividad
inhibitoria sobre bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas (Pham 2006). A
pesar de que se ha visto que diferentes especies de Pseudoalteromonas sp. tienen la
capacidad de formar biopeliculas, otras en cambio degradan estos polisacaridos (Klein et
al. 2011; Mitra et al. 2014). La naturaleza de los biofilm bacterianos puede ser susceptible
a las actividades proteoliticas de las serin proteasas y cistein proteasas de las especies de
P. piscicida, lo que genera una ventaja selectiva en la degradacion de diferentes

biopeliculas bacterianas (Richards et al. 2017).
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CONCLUSION

Se obtuvieron 17 bacterias antagonistas en contra del patégeno Vp MC32 de manera in
vitro por la prueba de estria cruzada, la cual evidenci6 zonas claras de inhibicion por parte

de las bacterias desde los 0.2 cm hasta 1.7 cm de diametro.

Tres de los diecisiete aislados bacterianos, con clave 43, H-A y Y119, presentaron
antagonismo frente a Vp por la prueba de difusién en pozo con la variante de células

bacterianas, con halos de inhibicion de 2.46, 2.06 y 2.36 cm de didmetro respectivamente.

Unicamente cinco bacterias antagonistas, etiquetadas como 32a, 43, H-A, Y100y Y119,
mostraron halos de inhibicién frente al patégeno Vp por la prueba de difusién en pozo con
la variante de sobrenadante libre de células. Se presentaron halos de inhibicién de 3.66,

2.2,2.46,1.76 y 1.9 cm de diametro respectivamente.

Los aislados bacterianos con clave 43, H-A y Y119 mostraron efectos antagénicos en

contra del patégeno Vp por ambas variantes en la prueba de difusién en pozo.

Las bacterias fueron identificadas como: 32a Vibrio alginolyticus; 43, Y100 y Y119

Bacillus pumilus; H-A Shewanella indica.

Las bacterias marinas antagdnicas restantes en contra del patdgeno Vp etiquetados con
clave 38, Y23, Y29, Y34, Y36, Y44, Y45, Y46, Y48, Y50, Y78 y Y80 corresponden a
Vibrio alginolyticus, Micrococcus aloeverae, Pseudoalteromonas shioyasakiensis,
Microbacterium paraoxydans, Bacillus pumilus, Brachybacterium conglomeratum,
Vibrio alginolyticus, Vibrio sinaloensis, Shewanella indica, Pseudoalteromonas
piscicida, Shewanella indica y Shewanella indica respectivamente, resultados de la

secuenciacion bacteriana
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PERSPECTIVAS

Los aislados bacterianos de naturaleza marina pueden ser una alternativa contra patégenos
ya establecidos y futuros microorganismos en el &mbito de la acuacultura. Ademas, el uso
adecuado y selectivo de microorganismos bacterianos en contra de diversos patdgenos de
importancia acuicola es un campo de investigacién atin con amplias expectativas y en
crecimiento. Diferentes aislados de origen bacteriano inhiben el crecimiento de patégenos,
lo que hace que sean candidatos para el desarrollo y la implementacién de sustancias que

puedan actuar con una actividad antimicrobiana, por lo que se propone:

e Continuar con la aplicacion de diversas pruebas para evaluar las capacidades
metabolicas y de crecimiento que puedan poseer estas bacterias, pruebas como,
antibiogramas, actividad enzimdtica, curvas de crecimiento bacteriano, formacion
de biofilm, método de doble capa de Dopazo, método de co-cultivo en suspension,
CMI (concentraciéon Minima Inhibitoria) y CMB (Concentraciéon Minima
Bactericida), entre otras.

e Una vez probado el efecto in vivo, llevar a un escalamiento in vivo a nivel de
bioensayos bajo diferentes esquemas: dosis de bacterias junto con el alimento del
camaron, parametros fisicoquimicos del agua, cargas bacterianas de probioticos y
patégeno, identificacién microbiolégica y molecular de las muertes en estos
crusticeos, ademds de mortalidad de los camarones con el paso de los dias.

e Llevar acabo pruebas a nivel piloto en diferentes campos (larvarios, de maternidad
o estanques de engorda de camardn) del sector acuicola.

e Escalamiento industrial para la produccion de bacterias a nivel biorreactor, donde
se adaptaria a los diferentes modelos en los sectores de produccion acuicola.

e Andlisis bioinforméticos de las secuencias gendmicas para conocer a fondo las
caracteristicas genéticas y poder caracterizar los compuestos bioactivos de las

diferentes bacterias con un alto potencial acuicola y/o industrial.
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