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Palabras clave RESUMEN | Referente al sector acuicola, uno de los mayores sectores de produccion de
Antagonismo alimentos es el cultivo de camarén, sin embargo, se ha visto afectado por enfermedades,
Bactérias probidticas entre ellas la Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND, por sus
Patégeno siglas en inglés) la cual es causada por Vibrio parahaemolyticus que hospeda un plasmido
Camarén productor de téxinas PirA y Pir B. Un método alternativo para controlar el agente causal

es la aplicacion de probiéticos, los cuales, al ser consumidos por el camarén, le confieren
un mecanismo de defensa frente a patdgenos. En esta investigacion se evaluaron bacterias
de ecosistemas marinos y se aislaron con la prueba de difusion en pozo, al mostrar un
efecto antagonico en contra de la cepa patdgena de camardn, produciendo halos de
inhibicién desde uno a casi cuatro centimetros de diametro; ademas, se caracterizaron
estas bacterias por un perfil bioquimico con el sistema APl BioMérieux y por
secuenciacion del gen 16S rADN identificAndose en los géneros Shewanella sp., Vibrio
sp. y Bacillus sp. Es de suma importancia la capacidad que presentan estas bacterias para
ser potencialmente utilizadas como una medida profilactica y/o terapéutica en granjas
camaronicolas evitdndose el uso de antibidticos.

Keywords ABSTRACT | Regards the aquaculture sector, one of the largest sectors of food
Antagonism production is shrimp farming, however, it has been affected by diseases, including Acute
Bacteria Hepatopancreas Necrosis Disease (AHPND). which is caused by Vibrio
Pathogen parahaemolyticus, which host a plasmid who produce toxins PirA and Pir B. An
Shrimp alternative method to control the pathogen is the application of probiotics, when

consumed by the shrimp, give it a defense mechanism against pathogens. In this
investigation marine ecosystems were evaluated and marine bacteria were isolated which,
with the well diffusion test, showed an antagonistic effect against the pathogenic shrimp
strain, where inhibition halos were observed from 1cm to almost 4 cm in diameter; In
addition, these bacteria were characterized by a biochemical profile with the BioMérieux
API system and by sequencing the 16S rDNA gene where the genera Shewanella sp.,
Vibrio sp. and Bacillus sp. The ability of these bacteria to be potentially used as a
prophylactic and / or therapeutic measure in shrimp farms is of paramount importance,
and avoid the use of antibiotics.

INTRODUCCION

El sector acuicola ha sido una importante fuente de alimento y trabajo, donde los organismos acuéticos
han sido de suma importancia en los paises dedicados a la acuicultura, siendo el cultivo de camaro6n blanco
Litopenaeus vannamei en América, una de las mayores producciones a nivel mundial, sobresaliendo tanto
en mercados nacionales como internacionales (Pefia et al. 2013). Aun asi, la camaronicultura se ha
caracterizado por una alta prevalencia de enfermedades (Varela y Pefia 2015) y durante los Gltimos afios ha
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prevalecido una nueva enfermedad que afecta al camardn de cultivo, la cual causa tazas de mortalidades
hasta del 95 % en México (Nunan et al., 2014), esta fue conocida en un inicio por Sindrome de la
Mortalidad Temprana (EMS) y posteriormente denominada como Enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND) (FAO 2013; Lightner et al. 2013; Tran et al. 2013; Pantoja y Lightner 2014); el
gente etioldgico es la bacteria Vibrio parahaemolyticus. Un método alternativo para prevenir y controlar el
agente causal de la enfermedad es la aplicacién de probidticos, los cuales serian microorganismos vivos que
al ser consumidos por el camarén confieren un beneficio para la salud de este crustaceo (Reid et al. 2003)
esta alternativa ayudaria a disminuir las pérdidas de produccién en la industria camaronera (Girija et al.
2018). El objetivo general de este estudio radica en evaluar bacterias de ecosistemas marinos en contra del
patégeno V. parahaemolyticus AHPND (VP anenp) Y €l uso potencial de estas como aditivo alimenticio,
profilactico y terapéutico en camarén blanco L. vannamei.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Analisis en Sanidad Acuicola del Instituto
Tecnoldgico de Sonora en la ciudad de Obregén, Sonora y en el Laboratorio de Patologia Molecular y
Experimental en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
Muestreos

Los muestreos al azar de organismos marinos, como almeja, jaiba, cangrejo, caracol, algas, ademas de

sedimentos, agua de mar y suelo, se llevaron a cabo en las siguientes localidades que comprenden el estado
de Sonora: Guasimas (27°53'09"N 110°34'54"0) y Yavaros (26°42'17"N 109°31'07"0) (Figura 1).

Figura 1. Puntos de muestreo dentro del estado de Sonora, México.

Procesamiento de muestra

Especimenes marinos: Las muestras colectadas se conservaron a 4 °C en el laboratorio y fueron
lavadas con agua marina estéril en su superficie exterior y disectadas por separado con pinzas, tijeras y
bisturis estériles en una cdmara de flujo laminar. Posterior a la diseccién, se llevé a cabo la maceracion
tanto de 6rganos internos como génadas propias de los especimenes. Se adicionaron 20 ml de solucién
salina estéril al 2% en un mortero de porcelana y se maceraron cada uno de los organismos colectados por
separado (Abasolo-Pacheco 2015). Una vez macerado lo requerido, se llevaron a cabo diluciones seriadas al
décimo desde 1:10 hasta 1:1000 en tubo de ensayo con taparrosca 16 x 150 mm que contenia 9 ml de
solucién salina estéril al 2%, (Abasolo-Pacheco 2015; Leon et al. 2016). Se optd por tener esta dilucion
debido a que se quiere llegar a reducir la concentracion de microorganismos de las muestras y asi llegar a

|79 |



Actividad antagdnica de bacterias marinas frente a Vibrio parahaemolyticus AquaTechnica (2021) 3(2):78-90

ser Util para la obtencién de resultados mas manejables y ademas un mejor nimero de colonias definidas al
momento de cultivar. Una vez realizadas las diluciones seriadas de cada espécimen, se tomaron 100 pl (0.1
ml) y se sembraron, con una varilla de vidrio, por extension (Abasolo-Pacheco 2015) en placas Petri con
diferentes agares: TSA + 2% de NaCl, Agar Marino y TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa). Posterior a
esto se incub6 en condiciones de aerobiosis entre 30-32 °C durante 24 horas (Dopazo et al. 1988; Carbond
y Cuan 2017).

Agua, sedimento y algas marinas: De las muestras de agua, se tomd 1 ml y se realizaron diluciones
seriadas hasta 1:100 y de esta ultima dilucion se tomaron 100 pl y se sembraron utilizando el método de
dispersién en placa con una varilla de vidrio (Carbon6 y Cuan 2017; Justo et al. 2016). Respecto al
sedimento, algas y guano, con una espatula se pes6 1 g de la muestra a seleccion y se realizaron diluciones
seriadas llevando la dilucién hasta 1:1000, posterior a esto y de igual forma se tomaron 100 pl para realizar
la siembra por el método de dispersién en placa en los diferentes agares antes mencionados. El tiempo de
incubacion fue de 24 h a 30-32 °C (Parada et al. 2017). EIl tiempo transcurrido entre la colecta de
especimenes marinos y el procesamiento de muestras no debe ser mayor de 24 h (Leon 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
procedi6 a aislar cada una de estas de manera individual para obtener asi un cultivo puro y proceder a las
evaluaciones antagénicas.

Cepas de referencia

Para las evaluaciones in vitro de la actividad antagdnica de las diferentes colonias bacterianas obtenidas,
se utilizé una cepa patdgena de camarén Vibrio parahaemolyticus aneno (VP anenp, cOdigo/ clave: MC32).
proporcionada por el Laboratorio de Analisis en Sanidad Acuicola (LASA) del Instituto Tecnoldgico de
Sonora (ITSON) de ciudad Obregdn, Sonora.

Evaluaciones in vitro

Para la realizacion de este procedimiento, se utilizé el Agar Mueller-Hinton + 2% de NaCl para las
pruebas del antagonismo en placa Petri. Ademas, se utilizaron medios de enriquecimiento como el Caldo
Tripticasa Soya (TSB) al 2% de NaCl para la reactivacion de cepas bacterianas y la preparacion de in6culos
(Iracheta 2017).

Evaluacion antagonica

Método de difusion en placa: Se utilizé una cepa patdégena VP anpnp. Se procedid a realizar el método
de difusion en placa, para esto, del cultivo de VPappnp, se tomaron 100ul (indculo de prueba 1x107
UFC/ml) y se vertieron por separado en placas con agar Mueller-Hinton al 2% NaCl, luego se procedié a
sembrar por estria hasta ser impregnado el in6culo en el agar. Después, con la ayuda de tubos de ensayo
Durham se realizaron 4 excavados (pocillos) en cada una de las placas Petri con el agar antes mencionado,
después de esto, se afiadieron 100 pl, por triplicado, de cada una de las bacterias a retar y en el pocillo 4 se
utilizé medio sin inocular como control negativo. Se probaron dos variantes: 1) donde se obtuvo un cultivo
liquido de la bacteria a retar, y 2) luego del centrifugado, el sobrenadante libre de células bacterianas. Las
placas se incubaron a 28-32°C por 24h, al cabo de este tiempo y con ayuda de una regla graduada en
centimetros (cm) se registraron los resultados de las zonas de inhibicidn por parte de las diferentes bacterias
a retar.

Caracterizacion bioquimica de bacterias antagonistas

Los organismos bacterianos antagonistas se caracterizaron por pruebas bioquimicas basadas en el
sistema APl 20 NE BioMeérieux, para bacterias Gram negativas y el sistema APl 50 CH para bacterias
Gram positivas. Este sistema se basa en un set de ensayos seleccionados para un grupo bacteriano
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especifico los cuales mediante una plataforma en internet llamada APIWEB provee un perfil bioquimico
completo para una intuitiva identificacién bacteriana.
Identificacion bacteriana por métodos moleculares

Una vez aisladas las diferentes colonias bacterianas que Unicamente presentaron antagonismo en contra
de la cepa pat6gena, se procedio a la identificacion de estas por secuenciacion gracias al servicio y ayuda de
la empresa Macrogen Korea. El servicio consistio en el analisis de secuencias de la region 16S rDNA,
realizandose una extraccion de gADN, amplificacion por la técnica de PCR con los primers 27f (50-AGA
GTT TGA TCT TGG CTC AGA-30) y 1492r (50-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-30), con los
cuales se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 1500 pares de bases; posteriormente, la purificacion
del producto obtenido de PCR y una secuenciacién bidireccional, conjuntamente con el reporte
correspondiente de identificacion. Estos resultados se compararon con el programa Blast y Clustal con los
reportados en el GenBank (NCBI) para determinar el porcentaje de similitud.

RESULTADOS

De las bahias se colectaron un total de 93 muestras, como son agua, sedimento y diferentes organismos
marinos (caracoles, almejas, algas, agua y sedimento, Tabla 1, Figura 2).

Tabla 1. Muestras marinas colectadas en dos localidades del estado de Sonora, México.

Lugar de muestreo Agua, sedimento y organismos marinos colectados
Guéasimas 31
Yavaros 62
Total 93

Figura 2. Muestras marinas colectadas. Dentro de las cuales se obtuvieron: agua marina, sedimento de mar, algas y
diferentes especimenes marinos.

Tabla 2. Colonias bacterianas obtenidas de las diferentes muestras marinas.

Localidad  Colonias bacterianas aisladas

Guasimas 117
Yavaros 141
Total 258
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TCBS

TSA

Figura 3. Crecimiento masivo de colonias bacterianas en diferentes medios de cultivo. Donde: TSA: Agar soya
tripticaseina + 2% NaCl; TCBS: Tiosulfato citrato Bilis Sacarosa; AM: Agar Marino.

De estos crecimientos en masa de diversas colonias bacterianas, se obtuvieron 258 aislados bacterianos
en las dos colectas (Tabla 2).

Una vez obtenido el crecimiento masivo de toda la amplia gama de colonias presentadas en los
diferentes medios de cultivo, se procedio a aislar las colonias representativas observadas (Figura 4) esto
para cerciorarnos de tener cultivos relativamente puros y aislados y proceder asi a las evaluaciones in vitro
correspondientes.

Figura 4. Subcultivo de microorganismos bacterianos.

Evaluacion antagonica

Método de difusion en pozo: Se evaluaron un total de 258 colonias bacterianas previamente aisladas
esto por el método de difusion en pozo. Cada una de las bacterias se identifico con una clave para un mejor
manejo.
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Primera variante

Antagonismo con células: Del primer muestreo, diversas bacterias a retar mostraron efecto antagdnico
en contra de MC32, estas fueron las bacterias con clave H-A y 43 las cuales evidenciaron diferentes zonas
de inhibicién en contra del patégeno (Figura 5).

Figura 5. Actividad antagonista in vitro en contra de V. parahaemolyticus axpnp (vp) por el método de difusién en pozo
con variante de solamente células bacterianas. Donde Vp: Vibrio parahaemolyticus axenp; C: control negativo (medio
son inocular); 43: Bacteria a retar namero 43. H-A: bacteria con clave H-A.

La clasificacién con base a la localidad donde estas bacterias fueron aisladas, el organismo marino del
cual proviene y la zona de inhibicion que presentaron en cm se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Procedencia de los aislados bacterianos con actividad antagonica frente a Vp AHPND.

Localidad Organismo marino CI._alve del Zona de inhibicion (mm)*
aislado
. Lodo de manglar H-A 2,06
Guasimas o o
lliochione subrugosa (Almeja china) 43 2,46

*Promedio del triplicado en milimetros de didmetro

Segunda variante

Antagonismo con sobrenadante: De igual forma, de la localidad de Guasimas, que mostraron efecto
antagénico en contra de MC32, fueron los aislados con clave 32a, H-A y 43 (Figura 6); mientras que, del
segundo muestreo en Yavaros, los aislados con clave Y100 y Y119 (figura 7) evidenciaron zonas de
inhibicién frente al patégeno.

Figura 6. Actividad antagonista in vitro en contra de V. parahaemolyticus arxpno por el método de difusion en pozo con
variante de Unicamente sobrenadante (sin células). Donde Vp: Vibrio parahaemolyticus axpnp; C: control negativo
(medio son inocular); Clave de aislados bacterianos: 32a, H-A'y 43
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Figura 7. Actividad antagonista in vitro en contra de V. parahaemolyticus arpno por el método de difusion en pozo con
variante de Unicamente sobrenadante (sin células). Donde Vp: Vibrio parahaemolyticus anpnp; C: control negativo
(medio son inocular); Y100 y Y119 bacterias del segundo muestreo.

Con base a los resultados obtenidos, las bacterias con actividad antag6nica se clasificaron de acuerdo
con el lugar de muestreo, al organismo del cual fueron aisladas y su zona de inhibicion frente al patégeno
(Tabla 4).

Tabla 4. Procedencia de los aislados bacterianos con actividad antagonica frente a Vp AHPND

. . . Clave del Zona de inhibicion

Localidad Organismo marino - i

aislado (mm)
Rhlzophora mangle (Manglar 32a 3,66
rojo)

Guasimas Lodo de manglar H-A 2,46
Illpchlone subrugosa  (Almeja 43 22
china)

Sedimento salino Y100 1,76
Yavaros
Agua de mar Y119 1,9

*Promedio del triplicado en mm de didmetro

Identificacion bacteriana: La identificacion de las bacterias antagonistas por secuenciacion del rDNA
16S y del perfil bioquimico API BioMérieux Vibrio alginolyticus, Shewanella indica, Bacillus altitudinis,
Bacillus zhangzhouensis y Bacillus pumilus (Tabla 5).

Tabla 5. Identificacion bacteriana por secuenciacion y sistema API BioMérieux.

Clave  Secuenciacion % ID Api’s % ID
32a Vibrio alginolyticus 99 Vibrio alginolyticus 85,9
H-A Shewanella indica 99 Shewanella putrefaciens 99,9

43 Bacillus altitudinis 99 Bacillus pumilus 99,9
Y100 Bacillus zhangzhouensis 99 Bacillus pumilus 99,9
Y119 Bacillus pumilus 99 Bacillus pumilus 99,9

% ID: Porcentaje de similitud de identificacion bacteriana
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DISCUSION

Al verse incrementado el cultivo de mariscos, dentro de los cuales destaca el camar6n blanco, la
aparicién de enfermedades de igual forma presenta una problematica al alza (Fernandez-Piquer et al. 2011;
Xu et al. 2014). Diversos microorganismos de origen bacteriano son habitantes de ecosistemas marinos,
destacandose al el patdégeno Vibrio parahaemolyticus distribuido en diversos ambientes acuéticos y
ampliamente en zonas marinas (Aranda et al. 2012; Touraki et al. 2012; Zarei et al. 2012; Yu et al. 2013;
Wau 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 antagonista de bacterias en contra de diferentes cepas de Vibrio sp. por lo que esta
actividad se sigue utilizando como estrategia alterna de diversos quimicos y antibioticos para poder
controlar al patdgeno en el ambito 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 Guésimas, Sonora, donde se obtuvieron cuatro
bacterias con efecto antagonista in vitro en contra de VP aneno (MC32). La primera cepa con clave 32a con
procedencia del organismo Rhizophora mangle (Manglar rojo), la cual al resultado de identificacion
evidencié ser un Vibrio alginolyticus tanto por secuenciacién como por el perfil bioquimico. Rocha et al.
(2016) identificaron diversas comunidades bacterianas en sedimentos manglares, de los cuales involucraba
a Rhizophora mangle como hébitat de una amplia gama de bacterias entre las cuales destacaban especies de
Vibrio sp. Al ver la amplia variedad de bacterias que estan presenten en diversos ecosistemas, se conoce
que una variedad de cepas de ambientes acuéticos brinda ciertos compuestos inhibidores en contra de la
actividad de patégenos marinos (Cordero et al. 2012). Otros estudios demuestran que los vibrios silvestre
presentan un amplio contenido genético (Thompson et al. 2005; Polz et al. 2006; Preheim et al. 2011) e
interacciones antagdnicas (Cordero et al. 2012) que generan actividad inhibitoria frente a patégenos. Un
estudio realizado por Burks et al. (2017) reporta a vibrios ambientales que mostraron una inhibicién en
contra de patdgenos como V. parahaemolyticus. Distintos vibrios de origen marino a través de un analisis
de secuencia de genoma, mostraron perfiles antagdnicos y estos fueron aislados en diferentes habitats y
distintos tiempos, sugiriendo que estas cepas inhibidoras persisten en estos ambientes. Este grupo de
investigacion identificO metabolitos secundarios que podian contribuir con el fenotipo antagonista mediante
la produccion de compuestos (Weber et al. 2015), de los cuales destacan las bacteriocinas (Burks et al.
2017) que, a través de distintas condiciones como la competencia bacteriana, liberan estas toxinas de
naturaleza proteica que pueden llegar a inhibir a otras bacterias.

Por otra parte, los dos aislados bacterianos restantes del primer muestreo etiquetados con clave H-Ay el
otro con clave 43 fueron aislados de diferentes especimenes o materia. El aislado con clave H-A se rescatd
de lodo de manglar de la costa de Guéasimas el cual fue identificado mediante secuenciacion como
Shewanella indica y por el sistema bioquimico API BioMérieux como Shewanella putrefaciens. Este
género de bacteria ha sido aislado de ambientes acuaticos y las especies se encuentran clasificadas dentro de
dos grupos, donde S. indica, S. algae y S. litorisediminis pertenecen al grupo de S. putrefaciens. La amplia
variedad de especies de Shewanella sp. se han encontrado con relacién en aguas y sedimento a través del
Océano Pacifico (Wang et al. 2004; Huang et al. 2009; Thevarajoo et al. 2015). Una gran variedad de
bacterias presenta propiedades benéficas, lo que caracteriza a las especies de Shewanella sp. es que
producen écidos 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
4cidos es que presentan la capacidad de inhibir parcial o totalmente el crecimiento de bacterias, lo que
resulta en una capacidad antibacteriana de estos &cidos grasos libres utilizada por miltiples organismos para
poder sobrevivir o defenderse ante patégenos bacterianos (Desbois y Smith 2010; Kokou et al. 2012).

En otro sentido, el aislado etiquetado como 43 se recuperd del organismo marino lliochione 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). Este aislado, al ser secuenciado e identificado por el perfil
bioquimico arrojé6 como resultado la bacteria Bacillus altitudinis y Bacillus pumilus respectivamente.
Shivaji et al. (2006) a través de un andlisis filogenético basado en secuencias del gen 16S rADN mostr6
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similitud entre B. pumilus y su vecino filogenético mas cercano que fue B. altitudinis.

De igual manera, los sedimentos y agua de mar mostraron la misma importancia de fuentes bacterianas
antagonistas frente al patégeno VP anenp, €sto con dos aislados rotulados como Y100, recuperado de
sedimento salino y la Y119 tomado de agua de mar. Estos dos Gltimos fueron identificados como especies
de Bacillus sp. La Y100 por un lado como Bacillus zhangzhouensis/ Bacillus pumilus y por otro lado la
Y119 como B. pumilus también. El efecto antagonista que mostraron, tanto el aislado 43, el Y100 y Y119
frente a MC32 ocurrié 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; Hibbing et al. 2010; de Lima Procopio et al. 2012). La
produccién de estas Ultimas, 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 liberacion de estas ocurrira a través de la propia lisis celular, lo cual indica que solo
una pequefia parte de los procariotas produce estas sustancias y esto proporciona una ventaja competitiva
con otras poblaciones bacterianas (Cascales et al. 2007).

CONCLUSIONES

Se observaron distintos rangos de inhibicién por partes de las diferentes bacterias marinas a retar a
través del método de difusién en placa. Se logré identificar a estos aislados bacterianos a través de dos
sistemas: molecular por secuencias del gen 16S rADN Yy bioquimico por el sistema APl BioMérieux. Los
aislados bacterianos de naturaleza marina pueden ser una alternativa contra patdégenos ya establecidos y
futuros microorganismos en el ambito de la acuicultura. Ademas, el uso adecuado y selectivo de
microorganismos bacterianos en contra de diversos patdgenos de importancia acuicola es un campo de
investigacion adn con amplias expectativas y en crecimiento. Diferentes aislados de origen bacteriano
inhiben el crecimiento de patdégenos, lo que hace que sean candidatos para el desarrollo y la
implementacion de sustancias que puedan actuar con una actividad antimicrobiana.
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