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(Centropomus sp) y aislamiento de bacterias probidticas
potenciales

Characterization of the intestinal microbiota in snook (Centropomus sp) and
isolation of potential probiotic bacteria

Adrian E. Zatan**, Deysy Castillo®, Arnaldo E. Castaiieda'?,
Manuel A. Feria'?, Odalis E. Toledo'?, Jorge L. Aguilar>*,
Mario D. Cueva?, Emmerik Motte!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar la microbiota del tracto intestinal de robalo
(Centropomus sp), proveniente de medio natural y cautiverio, ademas de aislar e identi-
ficar bacterias con potencial probiotico. La microbiota intestinal se caracteriz6 mediante
metagenomica dirigida al gen 16S ARNr. Ademas, se sembraron muestras de mucus intes-
tinal en medio de cultivo MRS para el aislamiento bacteriano. La identificacion molecular
se hizo mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr. Las capacidades probidticas se
evidenciaron mediante ensayos proteoliticos y de antagonismo bacteriano frente a
Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii 'y Vibrio harveyi.
Los géneros bacterianos con mayor abundancia fueron Clostridium, Photobacterium,
Cetobacterium y Rubritepida. Las especies bacterianas, incluyendo Klebsiella sp, dos
cepas de Weisiella cibaria y Lactococcus sp fueron aisladas en agar MRS a partir del
tracto intestinal. Las cepas W. cibaria mostraron amplio espectro antagonista y actividad
proteolitica positiva.
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The aim of this study was to characterize the microbiota of the intestinal tract of
robalo (Centropomus sp), from natural environment and captivity, and to isolate and
identify bacteria with probiotic potential. The intestinal microbiota was characterized by
metagenomics directed to the 16S rRNA gene. In addition, samples of intestinal mucus
were cultured in MRS medium for bacterial isolation. Molecular identification was done
by sequencing the 16S rRNA gene. Probiotic capabilities were evidenced by proteolytic
and bacterial antagonism assays against Plesiomonas shigelloides, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii and Vibrio harveyi. The most abundant bacterial genera
were Clostridium, Photobacterium, Cetobacterium and Rubritepida. Bacterial species,
including Klebsiella sp, two strains of Weisiella cibaria and Lactococcus sp were isolated
on MRS agar from the intestinal tract. W. cibaria strains showed broad antagonistic

spectrum and positive proteolytic activity.
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INTRODUCCION

La produccion acuicola mundial alcan-
z6 80 millones de toneladas (TM) de pesca-
do en el afio 2016, donde la maricultura re-
present6 el 35% (FAO, 2018). A nivel nacio-
nal, la maricultura produjo el 40% de la pro-
duccion acuicola total durante 2016-2017; sin
embargo, la piscicultura ain se encuentra en
proceso de desarrollo a pesar de su amplia
variedad de especies (PRODUCE, 2017).

Un recurso hidrobiolégico marino de
importancia comercial en el norte del Pert
es el Centropomus sp, conocido comunmen-
te como robalo, que se distribuye desde Baja
California Sur en México hasta Paita en Peru
(Muhlia et al., 1994). Es considerado un can-
didato potencial para su produccion intensi-
va, debido a su rapida adaptabilidad y buena
calidad de carne, convirtiéndose en una al-
ternativa rentable (Cerqueira y Tsuzuki, 2009;
Ramos y Palas, 2013); sin embargo, tiene
como limitantes la dificultad de producir ju-
veniles en cantidades suficientes y la alta
mortandad en la etapa larvaria (Souza ef al.,
2010). Gran parte de esta mortandad es aso-
ciada principalmente a enfermedades infec-
ciosas bacterianas, las cuales proliferan de-

bido al aumento de las condiciones de estrés
(Austin, 2005; Peso-Echarri et al., 2012;
Lafferty et al., 2015).

Para contrarrestar las enfermedades
infecciosas, los antibidticos se han converti-
do en el tratamiento profilactico y terapéuti-
co mas utilizado (Romero et al., 2012); sin
embargo, su uso indiscriminado a largo plazo
selecciona bacterias resistentes a drogas
(multidrogo-resistentes) perjudicando la sa-
lud publica (Banerjee y Ray, 2017), ademas
de afectar microorganismos de la microbiota
nativa del hospedero, conllevando a la proli-
feracion de patdgenos oportunistas (Modi et
al.,2014).

La microbiota es un ecosistema micro-
biano dinamico y complejo, que se encuentra
asociado a la piel, branquias y tracto gastroin-
testinal, habita en forma estable e interacciona
entre si, autorregulando su concentracion
numérica (Nayak, 2010; Merrifield y Rodiles,
2015). Como parte de la microbiota se en-
cuentran bacterias benéficas que participan
en la inmunidad del hospedero (Lazado y
Caipang, 2014), siendo sus funciones mas
resaltantes: 1) modulacion del sistema inmu-
ne, 2) suministracion de nutrientes, 3) pro-
duccion de compuestos antagdnicos frente a
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patogenos, y 4) produccion de enzimas
extracelulares, como proteasas y lipasas
(Pirarat et al., 2011; Drider et al., 2016,
Zorriehzahra et al., 2016).

Parala correcta seleccion de probidticos
se requieren técnicas moleculares de van-
guardia como la secuenciacion de nueva ge-
neracion (NGS) (Cui et al., 2017) que permi-
ten analizar la biodiversidad de las comuni-
dades microbianas presentes, asi como tam-
bién, una mejor comprension de la relacion
entre los aislados y la microbiota total (Ju 'y
Zhang, 2015; Oulas et al., 2015). Por lo tan-
to, conociendo la microbiota intestinal de los
peces se pueden descubrir probioticos poten-
ciales que reduzcan la aparicion de enferme-
dades infecciosas y el uso de antibioticos
(Wang et al., 2008). El presente estudio tuvo
como objetivo caracterizar, mediante
metagendmica, la composicion de la
microbiota intestinal nativa del robalo
Centropomus sp e identificar bacterias con
potencial probidtico.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de 1a Muestra

Tres robalos de estado juvenil y aparen-
temente sanos fueron colectados de los dis-
tritos de Zarumilla (medio natural), Corrales
(medio natural) y Puerto Pizaro (en cautive-
ri0), localizados en la region Tumbes, Peru, y
fueron codificados como R1, R2 y R3, res-
pectivamente. Se procedié a la eutanasia con
previa anestesia con eugenol. Se diseccio-
naron en condiciones asépticas y se colectd
1 g por pez de intestino libre de contenido
intestinal en tubos de 2 ml con etanol absolu-
to. Finalmente, las muestras se trasladaron al
laboratorio para estudios metagenomicos.

Aislamiento Bacteriano

Se realizé un frotis intestinal utilizando
hisopos estériles y se colocaron en tubos de
2 ml con caldo Man Rogosa Sharpe (MRS).
Las muestras se incubaron a temperatura
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ambiente durante 24 h. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas (1:10,de 10! a
10%) y se sembraron por esparcimiento en
placas Petri con agar MRS. Las colonias fue-
ron subcultivadas por el método de agotamien-
to hasta obtener colonias puras.

Antagonismo Bacteriano y Actividad
Proteolitica

Las bacterias aisladas se enfrentaron a
cuatro bacterias patogenas de peces (Plesio-
monas shigelloides, Aeromonas hydro-
phila, Aeromonas veronii y Vibrio harveyi)
utilizando el método de difusion en agar con
modificaciones (Balcazar et al., 2008). Las
bacterias patdgenas se cultivaron en caldo
Triptic Soy Broth (TSB) durante 24 h a 28 °C
y luego se sembraron 100 pl de cada bacteria
patogena en placas con Triptic Soy Agar
(TSA) mediante el método de esparcimiento
en superficie. Posteriormente, se realizaron
pocillos en el agar con la ayuda de una pipeta
Pasteur estéril y se agregaron 30 pl (5 x 10?
unidades formadoras de colonia, UFC) de las
bacterias aisladas. Finalmente, se incubaron
a 28 °C durante 24 h. Las zonas de actividad
inhibitoria fueron calculadas en milimetros
(mm), considerandose positivas aquellas que
mostraron una zona clara de inhibicion.

La actividad proteolitica se evalud en
agar Skim Milk (5%), método adaptado de
Reda et al (2017). Se sembraron 30 ul de
cada bacteria potencialmente probidtica en
sus respectivos pocillos y se incubaron a tem-
peratura ambiente durante 24 h. Los aislados
con actividades proteoliticas mostraron zo-
nas transparentes alrededor.

Extraccion de ADN y PCR

Se extrajo ADN metagendémico bacte-
riano a partir de 1 g de tejido intestinal utili-
zando el kit DNeasy PowerSoil® (Qiagen,
Alemania), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se extrajo ADN gendémico
bacteriano de los aislados utilizando el méto-
do CTAB (bromuro de hexadeciltrimetila-
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Figura 1. Curvas de rarefaccion que muestran la diversidad de especies en las microbiotas in-
testinales de tres muestras de robalo (Centropomus sp) con relacion al nimero de

secuencias obtenidas

monio). La amplificacion del gen 16S ARNr
se hizo utilizando los cebadores universales
27F (5'-AGAGTTTAGTCMTG-GCTCAG-
3") y 1492R (5-GGYTACCTT-GTTACGA-
CTT-3").

Lareaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 mediante las siguientes con-
diciones: un ciclo a 94 °C durante 5 min, se-
guido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 58 °C
durante 45 s, 7 °C durante 1 miny 30 s, y un
ciclo final de 72 °C durante 6 min. Se verifi-
caron los productos de PCR en un gel al 1.5%
de agarosa teflido con bromuro de etidio.

Secuenciacion y Analisis

Los productos amplificados y ADN
metagendmico se enviaron a Macrogen
(USA) y MRDNA (USA), respectivamente,
para su secuenciacion. Las secuencias obte-

nidas fueron analizadas mediante los
softwares MEGA 6 y Mothur.

RESULTADOS Y DISCUSION

La microbiota intestinal es un factor
importante en la nutricion e inmunidad de los
peces, por lo que su estudio es primordial,
especialmente en especies de gran valor co-
mercial. La metagenomica, parte de la
gendmica que estudia el ADN global de una
comunidad de microorganismos, permite tam-
bién la caracterizacion de bacterias con pro-
piedades benéficas conocidas comunmente
como probioticos (Tarnecki et al., 2017).

En el presente estudio se caracterizo la
microbiota intestinal mediante NGS dirigida
al gen 16S ARNr de tres individuos de robalo
(dos de medio natural y uno de cautiverio).
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Figura2. Composicion taxonoémica de la microbiota intestinal del robalo (Centropomus sp),

Tumbes, Pera

La curva de rarefaccion muestra el numero
de especies con relacion al numero de lectu-
ras realizadas, donde las muestras R1 y R3
poseen una riqueza de alrededor de 220 es-
pecies y la muestra R2 de 120. Lariqueza de
especies estuvo relacionado al numero de
unidades taxondmicas operativas (OTUs, por
sus siglas en inglés) establecido para cada
muestra (Figura 1).

El estudio metagendmico de la muestra
R1 mostro 11 géneros sobresalientes, de los
cuales Rubritepida (17.94%) y Clostridium
(37.91%) fueron los mas dominantes. La
muestra R2 presenté ocho géneros de los
cuales resaltan Cetobacterium (12.44%) y
Clostridium (32.16%). La muestra R3 pre-
sentd cuatro géneros sobresalientes en don-
de Photobacterium (49.24%) y Clostridium
(36.53%) tuvieron mayor predominancia (Fi-
gura 2). Clostridium, del phylum Firmicutes,
fue el género mas dominante y estuvo pre-
sente en las tres muestras. Estudios recien-
tes destacan que especies de los phylum
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteri,
Fusobacteria, Bacteroidetes y Tenericutes son
los mas dominantes en el tracto gastroin-
testinal de los peces teledsteos (Llewellyn et
al., 2014; do Vale Pereira et al., 2017).
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Otros géneros sobresalientes fueron:
Rubritepida, que requiere NaCl o sales ma-
rinas para su crecimiento. Es encontrado,
ademas, en aguas termales saladas o lagos
salinos. Este hallazgo tiene relacion con el
lugar de procedencia de las muestras, que
son zonas estuarinas y de temperatura cali-
da. También se logré identificar
Cetobacterium, que ha sido aislado a partir
del intestino de peces como Oreochromis
niloticus, Arapaima gigas, Cyprinus carpio
y posee la capacidad de producir vitamina
B12 (Ramirez et al., 2018), sugiriendo surol
en el metabolismo celular. Por otra parte, la
abundancia relativa de especies de Clostri-
dum en las muestras de robalo puede expli-
carse debido a su comportamiento simbionte
con peces marinos hospederos (Clements et
al., 2009), mientras que la presencia de
Phtobacterium y Vibrio esta relacionado al
tipo de alimentacion, y son encontrados co-
munmente en peces carnivoros como Atlantic
salmon, Salmo salar y Black rockcod, en-
tre otros (Egerton et al., 2018).

Otros estudios mencionan que Photo-
bacterium y Clostridium podrian ayudar a
la digestion como también en la suplemen-
tacion de acidos grasos y vitaminas (Balcazar
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Cuadro 1. Actividad antagonica' de aislados de intestino de robalo (Centropomus sp)
frente a cuatro patdgenos de peces (Tumbes, Pera)

Codigo Identificacion Plesiomonas Aeromonas Aeromonas Vibrio
molecular shigelloides hidrophyla  veronii harveyi
HE3B-3  Klebsiella sp ++ +++ +++ +++
HE2C-4  Weisella cibaria  + +++ +++ +++
HE3C-4  Weisella cibaria  ++ +++ +++ +++
HE2C-1  Lactococcus sp + - - 4+

1“2 No evidencié formacidn de halos, ‘+' Halos de 4-8 mm, ‘++ Halos de 8-12 mm,

‘+++’ Halos >12 mm

etal.,2006; Ray et al., 2012). Mas alla de la
simbiosis natural, algunas especies de Clos-
tridium han sido utilizadas como probioticos
en Oncorhynchus mykiss, incrementando la
resistencia a vibriosis (Sakai ef al., 1995); sin
embargo, este género también esta confor-
mado por especies patdogenas como C.
botulinum, frecuentemente asociado a en-
fermedades en peces marinos.

Laidentificacion molecular de los aisla-
dos mostro tres especies, incluyendo
Klebsiella sp, dos cepas de Weisiella cibaria
y Lactococcus sp. El género Klebsiella es
conocido por ser responsable de una varie-
dad de enfermedades en peces como Labeo
rohita y Amphiprion nigripes (Gopi et al.,
2016; Das et al., 2018). Por otro lado, cepas
identificadas como Lactococcus sp 'y
Weissella cibaria han sido reportadas como
probiodticos de uso comun en la acuicultura.
Heo et al. (2013) demostraron la capacidad
probidtica de L. lactis en Paralichthys
olivaceus, debido a la activacion del sistema
inmune. Por otro lado, W. cibaria ha sido ais-
lada a partir del intestino de Sa/mo trutta y
Salmo salar indicando que es un componen-
te comin de la microbiota intestinal de peces
marinos (Al-Hisnawi et al., 2014); sin em-
bargo, también ha sido aislada del intestino

de peces de agua dulce (Maji y Mohanty et
al., 2017). Su capacidad probidtica ha sido
demostrada al reducir el numero de bacte-
rias patdgenas y estimular la presencia de
bacterias acido lacticas (BAL) en la
microbiota intestinal de Pseudoplatystoma
sp (Mourifio et al., 2011).

La capacidad antagonica de BAL ais-
lados del intestino de peces frente a patogenos
bacterianos ha sido ampliamente demostra-
da. Ademas, se menciona que es la propie-
dad mas importante de una bacteria con po-
tencial probiotico (Banerjee y Ray, 2017). En
el presente estudio, los aislados HE3B-3
Klebsiella sp, HE2C-4 W. cibaria, HE3C-4
W. cibaria y HE2C-1 Lactococcus sp de-
mostraron su capacidad antagonica frente al
menos una cepa patégena (Cuadro 1). Esto
puede deberse a las propiedades que poseen
las BAL para producir sustancias bactericidas
como bacteriocinas, peroxido de hidrégeno y
proteasas, entre otros (Zorrichzahra et al.,
2016). Finalmente, Klebsiella spy W. cibaria
fueron las cepas con mejores capacidades
antagonicas; no obstante, Klebsiella es con-
siderada comunmente un patégeno oportu-
nista (Austin, 2005), mientras que W. cibaria
es considerada como probiotico.
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La microbiota cumple una funcion im-
portante en la nutricion de los peces, y se
debe principalmente a la produccion de
enzimas (Ray ef al., 2012). En este estudio,
los aislados HEB-3, HE2C-4, HE3C-4 y
HE2C-1 fueron capaces de producir proteasas
extracelulares demostradas en la formacion
de zonas transparentes alrededor de los po-
cillos en agar Skim Milk (5%).
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