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RESÚMEN 

 

La acuacultura continuamente se enfrenta a patologías virales y bacterianas, causando 

enormes pérdidas económicas a nivel mundial. La Enfermedad de la Necrosis 

Hepatopancreática Aguda (AHPND) causa mortalidades del 80-100% en cultivos de 

camarón (Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei). AHPND se reportó primero en 

China, y se diseminó a Vietnam, Malasia y Tailandia. El agente causal Vibrio 

parahaemolyticus coloniza el estómago y produce una toxina letal para el 

hepatopáncreas del camarón. Durante 2013, en México la enfermedad devastó el 60-

80% de granjas camaroneras de Sonora, Sinaloa y Nayarit. El uso de antibióticos en la 

acuacultura ocasiona problemas en la salud humana, los ecosistemas y la resistencia 

bacteriana, por lo tanto se han buscado nuevas alternativas. Este estudio se enfoca en 

identificar bacterias marinas capaces de producir metabolitos antimicrobianos contra el 

agente causal de AHPND; y evaluar su posible uso como aditivo en alimento para 

camarón. Las bacterias se aislaron de fuentes y organismos marinos, y se seleccionaron 

por su capacidad antagónica frente a V. parahaemolyticus (AHPND) mediante ensayos 

in vitro. Las cepas con antagonismo potencial se identificaron como: 36R Bacillus 

pumilus, 42 Bacillus sp., 13L B. safensis, 36Y Pseudoalteromonas piscicida y 02Y P. 

piscicida. Los metabolitos activos extraídos de caldos de cultivo de 36R, 13L y 36Y, 

demostraron actividad antimicrobiana (25 µg/ml MIC y 50 µg/ml MBC) y ruptura de 

biofilm contra V. parahaemolyticus MTCC 451; además mostraron inhibición en la 

expresión del Quorum Sensing de la cepa reportera Chromobacterium violaceum. Se 

generó un borrador de genoma de las cepas 36R, 13L y 36Y; con la anotación funcional 

de genes biosintéticos que codifican para metabolitos secundarios se detectaron 

lantipéptidos, bacteriocinas, bacitracinas, péptidos antimicrobianos ribosomales, 

cumarinas, entre otros. Se alimentaron camarones (3.2 g ABW) con dietas recubiertas de 

bacterias por 28 días, e incrementaron la resistencia hacia V. parahaemolyticus AHPND 

(6.5x105 UFC/ml), mejorando la sobrevivencia en un bioensayo de desafío (D1-36R 

54.2%; D2-13L 45.9%; D3-36Y 45.9%; D4-36R:13L MIX 75%; C+ 12.5%; y C- 96%). 

Las cepas de Bacillus y Pseudoalteromonas (36R, 13L y 36Y) demostraron su potencial 

probiótico contra bacterias patógenas en la camaronicultura.  



ABSTRACT 

 

Aquaculture continuously confronts viral and bacterial pathologies, which cause huge 

economic losses worldwide. Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) 

provoke mortalities from 80-100% in cultured shrimp (Penaeus monodon, Litopenaeus 

vannamei). AHPND was first reported in China, and spread to Vietnam, Malaysia and 

Thailand. The causal agent Vibrio parahaemolyticus, colonize the stomach and produce 

a lethal toxin for shrimp hepatopancreas. During 2013, in Mexico this disease devastated 

60-80% of the shrimp farms of Sonora, Sinaloa and Nayarit. To avoid the use of 

antibiotics in aquaculture, which cause problems in human health, ecosystems and 

bacterial resistance, new alternatives have been searched. This study is focused in 

identify marine bacteria capable of producing antimicrobial metabolites against the 

causative agent of AHPND; and to evaluate their potential use as feed additive for 

shrimp. Bacteria were isolated from marine sources and organisms, and selected for their 

antagonistic capacity against V. parahaemolyticus (AHPND) by in vitro assays. The 

strains with potential antagonism were identified as: 36R Bacillus pumilus, 42 Bacillus 

sp., 13L B. safensis, 36Y Pseudoalteromonas piscicida, and 02Y P. piscicida. The 

active metabolites extracted from 36R, 13L and 36Y broth cultures, demonstrated 

antimicrobial (25 µg/ml MIC and 50 µg/ml MBC) and biofilm disruption activity 

against V. parahaemolyticus MTCC 451; and also showed inhibition of Quorum 

Sensing expression of the biosensor strain Chromobacterium violaceum. A draft 

genome assembly of strains 36R, 13L and 36Y was produced; functional annotation 

of biosynthetic genes that encode for secondary metabolites allowed the detection of 

lantipeptides, bacteriocins, bacitracins, ribosomal antimicrobial peptides, coumarins 

and other. Shrimp (3.2 g ABW) feeded with bacteria coated diets for 28 days, increased 

the resistance against pathogenic V. parahaemolyticus AHPND (6.5x105 CFU/ml), 

improving the survival in challenge bioassay (D1-36R 54.2%; D2-13L 45.9%; D3-36Y 

45.9%; D4-36R:13L MIX 75%; C+ 12.5%; and C- 96%). Bacillus and 

Pseudoalteromonas strains (36R, 13L and 36Y) demonstrated their probiotic potential 

against harmful bacteria in shrimp aquaculture. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La producción de crustáceos ha tenido un crecimiento anual promedio de 18% durante el 

período de 1970-2008, el cual supera por mucho el crecimiento de las demás especies 

acuícolas (FAO, 2010). A nivel mundial la camaronicultura produce casi 4 millones de 

toneladas (Valderrama, 2011). La mayor producción se centra en 12 países entre el 

sudeste de Asia y América Latina. Sin embargo, el mayor problema de esta actividad se 

debe al gran impacto de las enfermedades.  

 

La patología viral más devastadora en acuacultura es el virus del síndrome de la mancha 

blanca (WSSV= White Spot Syndrome Virus), debido a las altas mortalidades y 

persistencia en cultivos camaroneros de 1999 al 2013 (Galaviz-Silva et al., 2004; 

Molina-Garza et al., 2008; González-Galaviz et al., 2013). Sin embargo las 

enfermedades bacterianas también denotan gran interés; la vibriosis es una de ellas, 

ampliamente distribuida y responsable de mortalidades en los cultivos de camarón 

(Lightner et al., 1996). Los vibrios son difíciles de erradicar del ambiente natural de 

producción, por tanto requieren de un enfoque de bioseguridad diferente en los cultivos. 

 

En 2009, se reportó en Asia una enfermedad emergente, el Síndrome de la Mortalidad 

Temprana (EMS= Early Mortality Syndrome), hoy designada como AHPND (Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Disease), la cual ha causado pérdidas en los principales 

países productores, valuadas en más de mil millones de dólares (Flegel, 2012; Tran et 

al., 2013). Es causada por varias cepas de Vibrio parahaemolyticus, las cuales producen 

una potente toxina que afecta a los organismos (Lightner, 2013).  

 

En México, en 2013 se presentaron grandes mortalidades atípicas en granjas 

camaroneras del Noroeste, causando pérdidas de hasta 80 % en la producción (FAO, 

2013).  

 

El presente trabajo está enfocado a encontrar bacterias que antagonicen con este 

patógeno, pues el uso de probióticos o compuestos antimicrobianos se perfilan como una 
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herramienta alternativa para la prevención y control de patologías acuícolas. Las 

bacterias que habitan ambientes marinos, son capaces de producir agentes bactericidas 

potenciales (Kamat y Kerkar, 2011); incluso se han reportado otros que poseen 

propiedades antivirales, antimicóticas, anticoagulantes y antitumorales (Molinski, 1993). 

Los alimentos funcionales que contienen aditivos liberan activos antimicrobianos en el 

tracto de los organismos cada vez que son alimentados, esto puede ser una importante 

estrategia para prevenir enfermedades bacterianas como el EMS (Coutteau y Goossens, 

2013).  

 

En México existen reportes sobre AHPND, una patología de gran importancia 

económica para el sector acuícola (SENASICA, 2013; Reantaso y Gómez-Gil, 2013; 

Gómez-Gil et al., 2014, Soto-Rodríguez et al., 2015); lo cual justifica el desarrollo y 

originalidad de este proyecto, aunado a investigar la presencia de bacterias asociadas a 

sustratos marinos (camarón, bivalvos, algas y minas de sal) que produzcan sustancias 

antimicrobianas, y las cuales puedan aplicarse en alimento como tratamiento profiláctico 

en el control de enfermedades de los cultivos de camarón. La actividad acuícola en el 

país es de gran importancia debido al desarrollo económico que genera, por tal motivo, 

el conocimiento sobre herramientas para el control de patógenos en la acuacultura, debe 

ser considerado como una estrategia más para poder alcanzar el desarrollo y 

sustentabilidad de esta actividad. 
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ANTECEDENTES 

 

Panorama mundial de la acuacultura 

Actualmente la acuacultura es la actividad agroindustrial de mayor desarrollo a nivel 

mundial, con un volumen global superior a los 141.6 millones de toneladas y un valor de 

70 mil millones de dólares, alcanzado más del 40% de la producción de organismos 

acuáticos. La producción mundial de organismos acuáticos por captura no presenta un 

incremento significativo en los últimos diez años; sin embargo, la acuicultura creció de 

30 millones de toneladas en 1998 a más de 60 millones de toneladas en 2004, es decir un 

crecimiento de 100 % en sólo seis años (FAO, 2004). Esta actividad tiene actualmente y 

continuará teniendo una enorme participación en el abastecimiento de peces y mariscos 

en el mundo (Naylor y Burke, 2005).  

 

La producción mundial de camarón estimada en 2008 fue de 6.5 millones de toneladas, 

de las cuales 55% fueron de captura (3.6 millones de toneladas) y 45% provenían de la 

acuicultura (2.9 millones de toneladas). El valor estimado de la producción mundial 

camaronera es de 29,639 millones de dólares. La tasa media de crecimiento anual por 

captura de camarón creció solo 2.90%; mientras que la tasa de crecimiento en 

acuicultura fue de 11.40%, al pasar de 1 a 2.9 millones de toneladas. Esto significa que 

la producción acuícola casi se ha triplicado en tan solo 10 años. 

 

Los principales productores de camarón son China, India, Indonesia y Tailandia, 

generan 43%, 10%, 9% y 8% respectivamente (FIRA, 2009). Países como Ecuador, 

México y Brasil han logrado niveles sobresalientes de desarrollo y con grandes 

posibilidades de incrementarlos, debido a que el potencial de estas zonas es muy 

promisorio (Sabatini y O´Sullivan, 2004). 

 

Camaronicultura en México 

En México esta actividad productiva ha mostrado un aumento sostenido desde 1990. 

Siendo el cultivo de camarón, el que presenta una tasa media de crecimiento anual de 

1990 a 2008 del 6.81%, al pasar de 60,310 a 197,535 toneladas; es decir, que la 
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producción se triplicó en los últimos 19 años (FIRA, 2009). En el país existen 592 

granjas, con un área total de 45,000 hectáreas destinadas al cultivo de camarón; esta 

actividad es el sustento de miles de habitantes de las costas de Sonora, Sinaloa, Nayarit, 

Baja California Sur y Tamaulipas, lugares donde se concentra la producción.  

 

Problemáticas en la acuacultura 

La producción de camarones peneidos enfrenta retos importantes y de diversa índole, 

que ponen en riesgo esta actividad, especialmente desde que ésta se ha convertido en una 

actividad industrial masiva (Naylor y Burke, 2005). La amenaza latente más grave es 

representada por infecciones bacterianas y virales, las cuales han causado enormes 

pérdidas económicas en la industria y en muchos casos colapsos (Lightner, 1996; 

Lightner y Redman, 1998; Bilio et al., 1999). Cada vez aparecen nuevos agentes 

causantes de nuevas enfermedades (Unzueta-Bustamante et al., 2004).  

 

Para que se desarrolle una patología en los organismos se deben reunir ciertas 

características en el medio. El estrés que las condiciones ambientales sub-óptimas 

ejercen en los organismos, extiende sus respuestas adaptativas más allá de sus 

posibilidades, provocando un desgaste excesivo del organismo, alcanzando un pobre 

desarrollo, llegando a sufrir una enfermedad o incluso mortalidad. Del mismo modo, el 

sistema inmunológico del camarón es comprometido. El estrés se hace sentir 

inicialmente a niveles bioquímicos y moleculares, induciendo una serie de respuestas 

funcionales y estructurales en la regulación hormonal, metabolismo, osmoregulación y 

regulación inmunológica, afectando la capacidad de sobrevivencia, crecimiento y 

reproducción de los organismos (Gómez et al., 1998). 

 

Después de un periodo de estrés, un brote de enfermedad puede causar mortalidad 

crónica en la población. Muchos de estos organismos pueden ser portadores 

asintomáticos de un patógeno y en condiciones normales están protegidos por los 

mecanismos de defensa. Cuando el sistema de defensa es debilitado o suprimido debido 

al estrés, el patógeno puede multiplicarse, rebasar los mecanismos de defensa y en 

ocasiones matar al hospedero (Morales y Cuellar-Anjel, 2008).  
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En México la aparición de enfermedades infecciosas en la acuacultura ha provocado 

reducciones significativas en la producción del crustáceo. Por lo que la prevención y el 

control son de gran importancia en este problema (Berger, 2000). 

 

Historial de enfermedades en la camaronicultura 

Las enfermedades que mayormente han afectado a la acuacultura mundial de camarón 

cronológicamente son: 1) El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética 

infecciosa (IHHNV= Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus) 

detectado en 1990 en la camaronicultura mexicana en el camarón azul, L. stylirostris 

(Lightner 1996, Jiménez et al., 1999), causando mortalidades masivas. 2) El virus del 

síndrome de Taura (TSV= Taura Syndrome Virus), causante de 60 % de pérdidas en la 

producción de camarón en 1992 en granjas ubicadas cerca del Río Taura en el Golfo de 

Guayaquil, Ecuador (Pinheiro et al., 2007), estuvo presente con infecciones severas en 

granjas mexicanas de 1996 a 1998; pero a partir de 2003 y 2004 se presentaron de nuevo 

mortalidades considerables en algunas granjas de Sinaloa y Sonora, las principales 

entidades productoras. 3) El WSSV, detectado en Norteamérica, Centroamérica y 

México en 1999. Algunas regiones han sido impactadas con pérdidas del 100 % de la 

producción de camarón de cultivo. Este virus ha sido considerado el patógeno número 

uno debido a la severidad de la infección, que provoca mortalidades masivas (dentro de 

7-10 días de cultivo), especialmente cuando hay cambios ambientales repentinos. 4) Las 

bacterias intracelulares tipo NHP-B (Necrosis Hepatopancreática), clasificadas como 

una α-protobacteria, que han causado mortalidades de hasta 95 % en Norte y Sudamérica 

(Vincent and Lotz, 2007). 5) El virus cabeza amarilla (YHV= Yellow Head Virus), el 

cual ha estado presente en la camaronicultura asiática (Flegel et al., 2006), (P. 

monodon), siendo esporadicamente reportado en México sin causar pérdidas notables. 6) 

El virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV= Infectious Myonecrosis Virus), 

encontrado en granjas camaronícolas de Brasil, (Andrade et al., 2007) y 7) en el último 

ciclo de cultivo (2013) en granjas del Pacífico  (Sonora, Sinaloa y Nayarit), las bacterias 

tipo Vibrio causaron pérdidas severas en granjas de camarón. 
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Enfermedades bacterianas en cultivos de camarón 

Los patógenos en el medio acuático se encuentran de forma natural, muchos son 

oportunistas, es decir que se mantienen entre las poblaciones sin causar problemas, de 

modo que su presencia no significa que los camarones estén enfermos (García, 2001).   

 

Un estanque de camarón es un sistema altamente dinámico en donde interactúan 

estrechamente, diversos factores como: salinidad, pH, temperatura, oxígeno disuelto, así 

como nutrientes orgánicos e inorgánicos. Las comunidades microbianas presentes en los 

estanques, son susceptibles a las fluctuaciones e interacciones que se dan entre estos 

factores, debido a ello, pueden modificar su composición y número. El rol de las 

bacterias en un estanque de camarón no sólo debe ser enfocado desde el punto de vista 

patogénico, pues también cumplen un papel importante en el reciclamiento de nutrientes 

y la degradación del detritus en el estanque; por tanto contribuyen a mantener la calidad 

del agua (Gómez et al., 1998). Sin embargo se pueden presentan condiciones propicias 

para una proliferación microbiana lo cual traerá como consecuencia una enfermedad o 

epizootia.   

 

Las enfermedades de origen bacteriano son una de las principales afecciones en los 

cultivos de camarón del continente americano; pueden causar desde un crecimiento 

retardado hasta mortalidades esporádicas y masivas (Otta et al., 2001).  Las bacterias 

Gram negativas son las de mayor interés en esta práctica, ya que predominan en el 

ambiente marino y constituyen la mayoría de bacterias que normalmente se presenta en 

la microflora asociada al camarón silvestre y de cultivo.  

 

Las bacterias del género Vibrio, están presentes en los ambientes acuáticos de forma 

natural y se presentan comúnmente durante el cultivo de camarón (Vandenberghe et al., 

2003). Son consideradas como patógenas oportunistas; en presencia de otros factores 

puede desencadenar el desarrollo de infecciones como vibriosis, hepatopáncreas 

edematoso y necrótico (Gómez et al., 1998). 
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Algunas de las especies de interés son V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus 

y V. cholera, entre otras (Noriega-Orozco et al., 2007). Dentro de la sintomatología en 

los organismos  infectados destaca una coloración café o parda en branquias, pérdida de 

apetito, nado errático en la superficie del estanque, enrojecimiento de apéndices 

(Anderson et al., 1988; Nash et al., 1992), luminiscencia en cuerpo y urópodos en 

algunos casos, lesiones en la cutícula, perdida de apéndices, musculo opaco e infestación 

en tracto digestivo o hepatopáncreas (Lightner, 1993).  

 

Por otra parte, la bacteria NHP-B ha sido designada por la Oficina Internacional de 

Epizootias (OIE), como patógeno potencial para la acuacultura. Esta α-proteobacteria, 

de tipo rickettsia inicialmente fue descubierta en cultivos de Texas en 1985, y su 

distribución se limita solo al continente Americano. Los estanques infectados con NHP-

B alcanzan mortalidades de hasta el 95% (Johnson, 1990; Lightner, 1996). 

 

Antecedentes sobre mortalidades causadas por bacterias en granjas de camarón 

Hernández y Olmos (2004) analizaron 15 muestras de Vibrio spp. de camarones sanos y 

enfermos de granjas de camarón y se probó la patogenicidad. Dos cepas llamadas Z2 y 

Z3 fueron patógenas causando el 100 % de mortalidad. La caracterización molecular se 

realizó por RFLP y PCR, usando primers para diferenciar la virulencia y reguladores 

transcripcionales o genes “quorum sensing”. Los primers diseñados para luxN fueron 

específicos e identificaron las muestras como V. harveyi, Vibrio nigripulchritudo es otra 

especie reportada como causante de mortalidades en Nueva Caledonia por Goarant et al. 

(β005), asociadas las patologías llamadas “Síndromde de Verano” y “Síndrome 9γ”, fue 

identificada usando la técnica de AP-PCR (PCR arbitrariamente primado). Haldar et al. 

(2007) reportaron mortalidades masivas de P. monodon cultivado en Chenai, al sur de la 

India. Las bacterias V. parahaemolyticus y V. cholerae fueron identificadas como los 

agentes etiológicos por pruebas bioquímicas y por secuenciación de la región 16SrRNA. 

En retos in vivo con P. monodon, se reveló que V. parahaemolyticus es más virulento. 

En las costas de Bazar, Bangladesh, Rahman et al. (2010) estudiaron las mortalidades en 

cultivos de camarón, acompañada de signos que concuerdan con vibriosis ocurridas en 



8 

 

2007 y 2008. Las especies involucradas fueron V. harveyi, V. metschnikovii, V. nereis, V. 

alginolyticus y ocho no identificadas.  

 

Roque et al. (2001) analizaron la sensibilidad de varios antibióticos comerciales en 

bacterias Vibrio spp. aisladas de camarones enfermos juveniles y adultos, colectados en 

58 granjas del Noroeste de México (Sonora, Sinaloa y Nayarit) durante 1996-1998. Las 

bacterias que presentaron mayor incidencia fueron V. harveyi, V. anguillarum y V. 

cholerae. 

 

Noriega-Orozco et al. (2007) determinó la diversidad bioquímica de especies del género 

Vibrio, encontradas en estanques de cultivo semi-intensivo en el Noroeste de México y 

correlacionó la presencia de especies patógenas a las condiciones ambientales de los 

estanques. Las especies reportadas son V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi, 

V. fluvialis, V. choleare y V.mimicus; estas últimas tres en baja incidencia. 

 

La cepa CAIM 1792 de V. harveyi ha causado brotes recurrentes de vibriosis, o también 

llamado síndrome “rojo brillante” en cultivos de camarón L. vannamei en el Noroeste de 

México desde 2005 (Soto-Rodríguez et al., 2010a). Espinoza-Valles et al. (2012) 

reportan la secuencia del genoma de esta cepa. 

 

Enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda  

La AHPND tiene como órgano blanco el hepatopáncreas, el cual se atrofia y adquiere 

color blanquecino con estrías. En los primeros cambios histopatológicos de este órgano 

se precia la reducción de las células grasas, pérdida de lípidos y una disminución de la 

actividad de las células secretoras. Al progresar la enfermedad las células grasas, 

basofílicas y secretoras se degeneran y redondean, desprendiéndose de los túbulos 

hepatopancreáticos. En el 2012 se consideraba que la etiología era causada por toxinas 

como aflatoxinas B1 debido a que se apoyaban en la inhibición de la mitosis observada 

en el hepatopáncreas (Lightner et al., 2012). Por el cuadro histopatológico en los 

camarones afectados, se le denominó síndrome de la necrosis hepatopancreática aguda 

(AHPNS) debido a que el hepatopáncreas es el único órgano afectado. Hasta el 2013 se 
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identificó a Vibrio parahaemolyticus asociado a un fago, como el responsable de las 

mortalidades, mediante bioensayos para reproducir la enfermedad, el sistema API NE y 

secuenciación de la región 16S rRNA (Tran et al., 2013; Reantaso y Gómez-Gil, 2013). 

 

En México se reporta el aislamiento de 300 cepas, 37 de ellas fueron V. 

parahaemolyticus, 10 confirmadas por PCR para EMS/AHPND (Reantaso y Gómez-Gil, 

2013). Gómez-Gil et al. (2014), recientemente reportan la secuenciación del genoma de 

la cepa M0605 de Vibrio parahaemolyticus, la cual provoca signos clínicos similares al 

AHPND y mortalidades severas en cultivos camaroneros en México. Esta cepa fue 

aislada de organismos enfermos en cultivos de El Dorado, Sinaloa en Julio de 2013; y 

mediante desafíos se comprobó que era capaz de causar mortalidades en organismos. El 

ADN de esta bacteria fue analizado mediante una plataforma de secuenciación y se 

identificaron diferentes mecanismos de patogenicidad en ambos cromosomas: sistemas 

de adquisición de hierro (hemina, enterobactina, vibrioferrina y dos TonB), sistemas de 

secreción (T2S, T3S, T2/4S y T6SS); se encontraron 14 genes, diferentes toxinas, dos de 

las cuales son repeticiones grandes de la toxina (RTX), así como nueve hemolisinas, 

varias proteasas, quitinasas, un regulador de metabolismo de quitina, se identificó un 

sistema de adherencia y un sistema antifagocitosis, además de dos sistemas de quorum 

sensing (LuxPQ y LuxMN). 

 

Antecedentes sobre compuestos antibacterianos 

En bacterias, se han reportado péptidos con estructuras únicas, una actividad 

antimicrobiana sin precedente, y cuyas secuencias no tienen homólogos en las bases de 

datos (Faye et al., 2011). A estos péptidos se les da el nombre de bacteriocinas, 

probablemente para defenderse de otras bacterias y también actúan como reguladores de 

su propia expresión, como moléculas señal que interactúan con sus hospederos o como 

agentes hemolíticos que incrementan la patogenicidad (Dykes y Hastings, 1997). Las 

propionicinas, son un tipo de bacteriocinas con un amplio espectro, incluso intra-

específico, lo que muestra el papel que juegan dentro del antagonismo en las 

comunidades bacterianas (Faye et al., 2011). Una de las bacteriocinas más comunes, 

llamada lantibiótico, es producida por las bacterias ácido lácticas (Cotter et al., 2005).  
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Se estima que existen muchos factores que influyen en la patogenicidad de V. 

parahaemolyticus, dentro de los que se incluye a los asociados con la hemolisis beta, 

factores de adherencia, enzimas, y los productos de los genes tdh, trh y ure en las cepas 

patógenas para humanos, más en las patógenas de camarón no se ha encontrado 

asociación con estos. Históricamente en los casos de salud humana, la patogenicidad de 

V. parahaemolyticus se ha asociado con el llamado fenómeno de Kanagawa (KP), el 

cual se observa como una hemólisis beta cuando se crece sobre agar Wagatsuma 

(Matsuda et al., 2010). Prácticamente todas las cepas de V. parahaemolyticus de aislados 

clínicos son KP positivas, mientras que solo entre el 1 y el 2% de las cepas ambientales 

son KP positivas. La reacción de Kanagawa es causada por la proteína directa 

termoestable (TDH), porque tolera temperaturas de hasta 100°C, y su actividad se dirige 

sobre los eritrocitos (Drake et al., 2007). Estudios posteriores demostraron que algunas 

cepas de V. parahaemolyticus eran patógenas aun en ausencia del factor Kanagawa y de 

la proteína TDH, encontrándose en su lugar la proteína denominada TRH (hemolisina 

relacionada con la TDH), la cual posee un 67% de similitud con la primera (Drake et al., 

2007). Sin embargo, otras cepas V. parahaemolyticus son patógenas aun en ausencia de 

estas 2 hemolisinas termoestables, lo cual indica que existen otros factores de virulencia, 

descritos como los factores T3SS1 (sistema de secreción tipo 3 en el cromosoma 1) y 

T3SS2 (Meador et al., 2007), aun así faltan estudios para comprender los factores de 

virulencia de V. parahaemolyticus (Mahoney et al., 2010) y más aún en los patógenos de 

organismos acuáticos, pues V. parahaemolyticus también se le asocia con problemas en 

cultivos de peces y camarones.  

 

Los surgimientos de V. parahaemolyticus en estas granjas han conducido a altas 

mortalidades y severas pérdidas económicas en los países productores (Mahoney et al., 

2010), por lo que es realmente importante monitorear y tratar de controlar estas 

patologías. Estudios recientes han revelado la presencia de un alto índice de resistencia 

de V. parahaemolyticus y V. cholerae contra antibióticos de uso común, como lo son el 

bacitracina, vancomicina, tetraciclina, furazididona, cefalotina y la eritromicina (Noorlis 
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et al., 2011), lo cual parece ser un dato alarmante si se toma en cuenta el incremento de 

su incidencia y la aparición de estas cepas resistentes a los tratamientos disponibles.  

 

Ramírez (2013) caracterizó y analizó el genoma del fago VPMS1, efectuando diversos 

análisis bioinformáticos en la búsqueda de moléculas con actividad antimicrobiana, 

como una alternativa al uso de antibióticos convencionales. Se encontró que el genoma 

está constituido por 53 genes codificantes con 8 marcos de lectura abiertos (ORF) que 

codifican para péptidos que presentaron actividad antimicrobiana. El péptido P19850 de 

12 residuos de aminoácidos mostró capacidad de inhibir de manera irreversible el 

crecimiento de V. parahaemolyticus.  

 

Leyton y Riquelme (2010) evaluaron bacterias con actividad inhibitoria, colectadas de 

las cápsulas oviferas de Concholepas concholepas, contra V. parahaemolyticus. 

Secuenciaron el fragmento 16S rRNA de cada cepa aislada para identificarla usando los 

datos del GenBank, y las evaluaron para conocer si producen sustancias antibacteriales. 

Aislaron 45 morfotipos de colonias, de las cuales ocho presentaron actividad inhibitoria. 

Con la secuencia de rRNA y análisis filogenético, fueron identificadas como Bacillus 

pumilus y Bacillus lichenifor. Leyton et al. (2012) investigaron durante 4 años dos 

activos antibacteriales, el acido oleico de Vibrio sp., y dicetopiperazinas de B. pumilus. 

Estos metabolitos fueron obtenidos a partir de bacterias en sistemas de cultivo de 

Agropecten purpuratus y en capsulas de huevo de C. concholepas. En base a su 

actividad inhibidora contra el patógeno V. parahaemolyticus, fueron evaluados en 

organismos de importancia comercial. 

 

Velmugran et al. (2013) analiza los metabolitos secundarios antimicrobianos debido a su 

estabilidad y fuerte actividad para su aplicación en el tratamiento de infecciones 

microbianas. De unas minas de sal aislaron la bacteria Halomonas salifodina en la India, 

extrajeron los metabolitos secundarios y probaron la actividad antimicrobiana contra 

patógenos acuáticos como V. harveyi, V. parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa y 

Aeromonas hydrophila, aislados de peces y camarones infectados. Los metabolitos 

fueron purificados en columnas de cromatografía y se comprobó su actividad antiviral 
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contra WSSV. Los camarones Fenneropenaeus indicus, desafiados con un inoculo de 

WSSV incubado con la fracción III, sobrevivieron casi el doble en comparación al 

control. La cromatografía de gases-espectroscopía de masas (GC-MS) reveló que la 

fracción antiviral contenía ocho compuestos, incluyendo perfluorotributilamia, 

ciclopentano, 1-butil-2-etil y 1,10-bifenil-3-amina. El conteo de hemocitos totales, la 

actividad de la coagulasa y oxihemocianina mejoraron, así como los parámetros 

inmunológicos de profenol oxidasa y el anión superoxido, los cuales se incrementaron 

significativamente.  

 

Es de gran interés el poder aislar y cultivar cepas de bacterias capaces de inhibir el 

crecimiento de agentes etiológicos como el V. parahaemolyticus, por su aplicación 

profiláctica. Los efectos antagónicos y las interacciones bacterianas, que involucran la 

inhibición del crecimiento de bacterias, corresponden a diversos mecanismos: 

competencia de nutrientes, espacio, luz, clima o se relaciona con la producción de 

metabolitos secundarios antibacterianos (Long y Azam, 2001, Verschuere et al., 2000). 

La bacteria antagonista debe ser llamada “probiótica”, un término que se ha definido 

como “microorganismos vivientes, que en cantidades adecuadas confieren beneficios en 

la salud del hospedero” (Reid et al., 2003). Se han propuesto distintos mecanismos para 

establecer como estos mejoran la salud de los organismos que las consumen, incluyendo 

la producción de compuestos (bacteriocina, lisozima, proteasas y peróxido de hidrógeno) 

que inhiben a patógenos. Los metabolitos también pueden ser aislados de algunos 

microorganismos, y una vez purificados, pueden ser usados para limitar la colonización 

de organismos indeseados (Leyton y Riquelme, 2010).  

 

Estrategias de prevención e inclusión de aditivos en alimentos 

Con la experiencia en campo y los trabajos de investigación científica, se ha demostrado 

que muchos factores inducen la mortalidad en sistemas de cultivo, tales como, la 

genética, calidad de las postlarvas, fluctuaciones climáticas, estrés ambiental, 

infecciones bacterianas, la calidad y estabilidad del cultivo entre otros. Estos 

conocimientos dan como resultado, protocolos de producción que no eliminan a los 
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patógenos, sino más bien reducen el riesgo de los principales detonantes de eventos de 

mortalidad (Coutteau y Goossens, 2013). 

 

La bacteria Vibrio es difícil de erradicar de una producción pues naturalmente habita en 

el medio, por tanto el enfoque para mantener una bioseguridad será diferente que con los 

virus. El evitar contaminación en reproductores y larvas, combinado con buen manejo 

será crucial para controlar el AHPND en fases iniciales. Los raceways o sistemas 

intensivos, permiten un control sobre la nutrición y el medio ambiente, comparado con 

la siembra en estanquería. El uso desmedido de antibióticos es una práctica frecuente 

que amenaza la sustentabilidad del medio, residualidad para el humano y causa una 

evolución en la resistencia de las bacterias (Cabello, 2006).  

 

La industria de camarón requiere medio alternativos para controlar la microbiota de los 

sistemas de producción. Los enfoques sostenibles para mejorar la flora intestinal 

incluyen el uso de bacterias probióticas y compuestos naturales específicos en alimentos. 

Estos aditivos permiten en cada alimentación, entregar una concentración adecuada de 

actividad antimicrobiana dentro del intestino del camarón. No obstante, el éxito de la 

actividad dependerá de la eficacia del compuesto o aditivo contra la bacteria patógena 

involucrada en AHPND (Coutteau y Goossens, 2013). 

 

Otras investigaciones mencionan que además de efectos bactericidas y bacteriostáticos, 

algunos compuestos trabajan en la inhibición del quorum sensing para bloquear la 

acción patógena. Esto es una alternativa viable a antibióticos por su eficacia y baja 

posibilidad de que la bacteria desarrolle resistencia.  

 

Los aditivos alimenticios con las propiedades mencionadas, se perfilan como 

alternativas interesantes para ser investigados, y contribuir potencialmente con 

estrategias preventivas enfocadas a AHPND. 
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Probióticos en acuacultura  

Gatesoupe, (1994) Presenta a los probióticos como una alternativa para eliminar los 

riesgos de proliferación de vibrios oportunistas y mejorar la tasa de sobrevivencia y de 

crecimiento de las larvas de peces. En el cultivo de organismos acuáticos se requieren de 

alimentos altamente nutritivos, además de aditivos que beneficien el estado sanitario y el 

crecimiento de los organismos. Entre los aditivos más comunes encontramos hormonas, 

antibióticos, y algunas sales. Sin embargo, su uso inapropiado puede ocasionar efectos 

adversos, como el desarrollo de bacterias patógenas resistentes, y/o un desequilibrio 

ambiental (Kautsky et al., 2000).  

 

Los probióticos son ampliamente utilizados en la crianza de cerdos y aves, sin embargo 

en acuacultura se desconocen muchos aspectos. El uso de probióticos se perfila como 

una herramienta profiláctica alternativa en acuacultura. Existen varios contextos para el 

término probiótico: son células microbianas administradas como suplementos dietéticos 

dirigidos a mejorar la salud; Gibson y Roberfroid (1995) lo definen como un ingrediente 

alimenticio no digerible que afecta benéficamente al hospedero por estimulación 

selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o un número limitado de bacterias en el 

tracto intestinal. 

  

Esta alternativa biológica está siendo investigada en acuacultura, debido al enorme 

beneficio que juegan las bacterias probióntes para proteger a los organismos contra 

infecciones, ya que producen compuestos inhibidores, compiten con patógenos, o bien 

estimulan el sistema inmunológico de los organismos (Gibson et al., 1998). La 

combinación de nutrición del hospedero y mejoramiento del estado sanitario de los 

organismos es un aspecto altamente valioso (Douillet, 1994). 

 

Beneficios de los probióticos 

Estos microorganismos pueden ser añadidos al agua o al alimento, en el manejo del 

sistema de cultivo para el control de enfermedades. El efecto benéfico de los probióticos 

se atribuye en general a tres mecanismos diferentes (Verschuere et al., 2000): 

Mejoramiento de la calidad del agua, ya sea por metabolización de la materia orgánica o 
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por interacción con algunas algas. Exclusión competitiva de bacterias nocivas; 

competencia por nutrientes, por sitios de fijación en el intestino o fuentes de energía 

disponible. Aumento de la respuesta inmunológica del hospedero. Y aportes benéficos al 

proceso digestivo del hospedero; de macro y micronutrientes para el hospedero o aporte 

de enzimas digestivas y por ende se incrementa la tasa de crecimiento. Producción de 

componentes inhibidores como antibióticos, bacteriocinas y quelantes que disminuyen el 

crecimiento del patógeno. 

 

 El uso de mezclas probióticas son más efectivas que las cepas independientes en el 

control de patógenos, y en el mejor establecimiento de poblaciones probióticas, 

observándose procesos sinérgicos entre cepas que han potenciado los resultados 

deseados (Douillet, 2000). 
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DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

México es la sexta potencia mundial en producción de camarón, siendo esta actividad la 

que mayor número de divisas genera entre los productos pesqueros (CONAPESCA, 

2010). A nivel nacional, Sonora y Sinaloa encabezan la producción de camarón. Sonora 

cuenta con 157 granjas, generando 7,500 empleos directos y 35,000 indirectos. En 2009 

la producción alcanzó 81,423 toneladas, y en 2013 solo 13,192 toneladas debido a la 

enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda AHPND (COSAES, 2013). 

 

La presencia de AHPND en los cultivos camaroneros de México, implica un riesgo para 

la actividad acuícola. El tratamiento de enfermedades bacterianas mediante el uso de 

antibióticos no es recomendado debido a los efectos residuales, el desarrollo de cepas 

resistentes y problemas ambientales (Coutteau y Goossens, 2013); por tal motivo, el uso 

de probióticos o compuestos antimicrobianos se perfila como una herramienta 

alternativa para la prevención de patologías acuícolas. 

 

El sector productor debe contar con estrategias que puedan contrarrestar los efectos de 

patologías de importancia económica.  

 

La presente investigación brindará información sobre alternativas para el control de 

AHPND en cultivos de camarón, mediante el estudio de bacterias marinas con potencial 

probiótico.  
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HIPÓTESIS 

 

A partir de microbiota marina asociada se extraerán bacterias con potencial probiótico, 

capaces de sintetizar metabolitos extracelulares con actividad antimicrobiana, y las 

cuales al ser aplicadas como aditivo en alimento generará un efecto benéfico en un 

cultivo experimental de camarón desafiado con una cepa patógena de V. 

parahaemolyticus causante de la enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda 

(AHPND). 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Aislar, caracterizar y evaluar bacterias marinas con potencial probiótico para su uso 

como aditivo en alimento; e identificar los activos antimicrobianos responsables de la 

inhibición de V. parahaemolyticus causante de AHPND en camarón de cultivo. 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Aislar y caracterizar bacterias obtenidas de microbiota marina con potencial 

antagónico a Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND. 

 

2) Evaluar mediante pruebas in vitro la capacidad antagónica de las bacterias marinas 

contra cepas patógenas de V. parahaemolyticus (AHPND). 

 

3) Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos crudos de las bacterias de interés 

sobre Vibrio parahaemolyticus a través de pruebas in vitro. 

 

4) Identificar mediante análisis bioinformático la presencia de genes implicados en la 

biosíntesis de activos antimicrobianos en los genomas de las cepas de estudio.  

 

5) Evaluar el efecto in vivo de dietas suplementadas con las bacterias marinas en la 

sobrevivencia de camarón blanco mediante un desafío experimental con una cepa 

patógena de V. parahaemolyticus (AHPND). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Instituciones donde se realizaron los estudios  

El presente proyecto de investigación se realizó en el Laboratorio de Patología 

Molecular del Departamento de Zoología de Invertebrados, y el Programa de 

Maricultura del Departamento de Ecología, de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León; el Laboratorio de Análisis en Sanidad Acuícola 

del Departamento de Ciencias Agronómicas y Veterinarias del Instituto Tecnológico de 

Sonora; el Laboratorio de Genómica Microbiana del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, Unidad Mazatlán en Acuicultura y Manejo Ambiental; y el 

Departamento de Microbiología de la Universidad de Pondicherry, Puducherry, India. 

 

Localización de las áreas de estudio 

Los muestreos de campo se realizaron en las siguientes regiones del Sur de Sonora: 

Bahía de Lobos (27°25'28.1" N; 110°30'29.0" W), Mélagos (27°09'44.0" N; 

110°15'58.6" W), La Atanasia (27°8'10.1436" N; 110°11'22.6998" W), El Riíto 

(26°47'02.6" N 109°48'48.2" W) y Yaváros (26°42'33.7" N; 109°34'35.2" W). Se 

visitaron distintas localidades (escolleras, esteros, depósitos salinos) para tener una 

diversidad de las comunidades bacterianas (Pfeffer et al., 2003; Hosseini et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Macrolocalización del área de muestreo en Sonora, México. 
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Figura 2. Ubicación de los puntos de colecta al sur del estado. 

 

Toma de muestra 

Se colectaron los siguientes especímenes en forma aséptica: el camarón silvestre se 

capturó en esteros y canales, con una atarraya de monofilamento de 2.5 m de diámetro. 

Los bivalvos se colectaron directamente en canales de llamada durante la marea baja o 

en jaulas flotantes de cultivo, utilizando guantes y espátula. Las algas fueron removidas 

del sustrato donde se encontraban adheridas, en escolleras o canales de llamada. El agua 

marina se tomó directamente de los cuerpos con una bolsa de plástico estéril (Whirl-

pak, Nasco), a una profundidad de 15-30 cm; y el sedimento salino se colectó en bancos 

naturales de salinas con una espátula y bolsas estériles, a 20 cm de profundidad. En una 

bitácora se registraron los datos de campo y la relación de muestras.  

 

Las muestras fueron empacadas, etiquetadas y trasportados en hielera al LASA del 

Instituto Tecnológico de Sonora en Cd. Obregón Sonora, para ser procesadas. Los 

camarones fueron transportados vivos en cubeta con agua y con aireación.  

Mélagos 

La Atanasia 

Bahía de Lobos 

El Riíto 

Yaváros 
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Bacteriología de especímenes y aislamiento de cepas 

Los camarones sanitizados con alcohol al 70% se disectaron con pinzas estériles, se 

extrajo el estómago, y se homogenizó en mortero de porcelana con 10 ml de solución 

salina (2% NaCl) (Quiroz, 2005). Los moluscos bivalvos se limpiaron y se enjuagaron 

con agua destilada, se disectaron los órganos y el tejido se homogenizó en una licuadora 

(Oster). Se agregó 1 g en 9 ml de solución salina para preparar la suspensión (Báez-

Hidalgo, 2008). Las algas marinas antes de ser transportadas se enjuagaron en agua 

marina para remover arena y se desecaron unos minutos al sol (Selvin et al., 2011). En el 

laboratorio el alga se enjuagó con agua destilada, y se maceró 1 g de muestra en el 

mortero con 9 ml de solución salina (Villarreal-Gómez et al., 2010). Se agregó 1 ml de 

agua marina a un tubo con 9 ml de solución salina y se agitó; y para sedimento, se 

agregó 1 g en  9 ml de solución salina y se homogenizó en vórtex (Holt et al., 1994).  

 

De cada homogenizado se sembraron 100 µl por el método de extensión con varilla en 

medios sólidos no selectivos: TSA (Difco) al 2% de NaCl y Agar Marino (Difco). Para 

la obtención de cultivos heterótrofos las placas se incubaron en condiciones aerobias a 

28-30oC (Yamato, IC403CR) y se revisaron durante 24, 48 y 72 h.  

 

De los cultivos se seleccionaron y aislaron diferentes bacterias considerando el 

morfotipo colonial, coloración y origen. Los aislados se resembraron y purificaron en 

placas del mismo agar proveniente, hasta lograr un cultivo axénico. Las cepas fueron 

preservadas individualmente a -80oC en criotubos (Corning) con TSB (Difco) al 2% 

NaCl o MB (Difco) y glicerol al 30 %, y almacenadas en ultracongelador (Feltham et al. 

1978; Jones et al., 1991).  

 

Cepas de trabajo y referencia 

En el presente estudio para los retos de antagonismo se utilizaron cepas patógenas 

aisladas de epizootias de AHPND en cultivos camaroneros de Sonora durante 2013-

2015, y aislados de camarón de cultivo. Las cepas de referencia se adquirieron en 

American Type Culture Collection (ATCC) o Microbial Type Culture Collection (MTCC). 
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Tabla 1. Relación de cepas de trabajo y referencia utilizadas en el estudio. 

Cepa Clave Fuente 
Vibrio parahaemolyticus 

 (AHPND) 
MC32  

ITSON 
 (Instituto Tecnológico de Sonora) 

B25 
E14V2 

Vibrio parahaemolyticus 11DC 
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ATCC  

(American Type Culture Collection) 
Chromobacterium violaceum CV 2656 PU 

(Pondicherry University) 
Vibrio parahaemolyticus MTCC 451 MTCC  

(Microbial Type Culture Collection) 

 

Evaluación preliminar de la actividad antagónica in vitro 

Para la selección inicial se evaluó el antagonismo de cada cepa por el método de estría 

cruzada (CSM). A partir de un cultivo de 18-24 h se preparó una suspensión de 3 ml al 1 

de McFarland (3X108 cel/ml), en placas de Mueller-Hinton (2% NaCl) se aplicó con 

hisopo estéril una estría en el centro con la bacteria a evaluar, y se incubó por 48 h a 28-

30oC, para la liberación de antimicrobianos en placa. Del mismo modo se preparó una 

suspensión con la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), y se sembró en un ángulo 

de 90o atravesando la zona de la bacteria candidata. Se observó la interacción con la 

presencia o ausencia de inhibición (Lertcanawanichakul y Sawangnop 2008; Velho-

Pereira y Kamat 2011). 

 

Caracterización microbiológica y bioquímica  

Se realizó una descripción microscópica de los aislados con potencial antagónico. 

Mediante la tinción de Gram y Shaeffer-Foulton, se determinó la agrupación de las 

bacterias y presencia de endosporas, utilizando un microscopio Axio Imager M2 

(Carl Zeiss) (Doetsch 1981; Gordon et al., 1973). Las pruebas bioquímicas: oxidasa 

(Merck), catalasa (peróxido  de hidrógeno al 3%) y fermentación de carbohidratos en 

agar Triple Azúcar Hierro (TSI, Becton Dickinson). Las pruebas fisiológicas se basaron 

en crecimiento en caldo TSB o MB a diferentes rangos de NaCl (2-30%) y temperaras 

(15-50oC) (Holt et al., 1994; Pettersson et al., 1996; Vera et al., 1998; Cuervo 2010). 
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Identificación bioquímica  

Microscan: Las cepas de estudio del grupo Gram negativas, fueron procesadas con el 

sistema MicroScan (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.), siguiendo el protocolo del 

fabricante. A partir de cultivos puros (24 h) se preparó una suspensión bacteriana (1 

McFarland) en solución Pluronic, utilizada para hidratar cada pozo del panel con 120 

µL. La placa se incubó por 24 h a 30°C y los resultados se revelaron en el software 

LabPro System versión 3.01 (Siemens). 

 

API 20E y 50 CHB: Para identificar las cepas Gram positivas, se utilizó el sistema API 

20E (BioMerieux) y API 50 CHB (BioMerieux), siguiendo el protocolo del fabricante. 

Estas galerías se conforman de 23 pruebas bioquímicas estandarizadas y 49 pruebas de 

carbohidratos fermentables, respectivamente. La interpretación del perfil bioquímico e 

identidad se reveló con el software Apiweb (BioMerieux). 

 

Antibiogramas 

La susceptibilidad antimicrobiana se determinó por el método de Kirby-Bauer, con 

antibióticos de grado acuícola: florfenicol (30 µg), enrofloxacina (5 µg) y oxitetraciclina 

(30 µg) (AVIMEX, México). En placas de agar Mueller-Hinton (Difco) al 2% NaCl, se 

extendió una suspensión bacteriana al 0.5 McFarland (aprox. 108 UFC/ml) con la cepas 

antagonistas y se colocaron los sensidiscos. La prueba se realizó por triplicado y los 

resultados de los halos de inhibición se interpretaron (Bauer et al. 1966). 

 

Actividad hemolítica 

Para la prueba de hemolisis se sembró por estría cruzada una colonia aislada y fresca 

sobre Agar Sangre (5% sangre de cordero) (Becton Dickinson). Las placas se incubaron 

a 30 oC por 24 h y se registró el patrón de hemolisis (Baron et al., 1994). 

 

Actividad enzimática 

Se determinó la capacidad enzimática de las cepas de interés. La producción de 

proteasas se observó en placas de TSA (Difco) 2% NaCl adicionadas con 2.5% de leche 

descremada (Sanchez et al., 2004). Para determinar amilasas se sembraron placas de 
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Mueller-Hinton (Difco) (1.5% almidón), y el halo de degradación se reveló al agregar 

lugol a la placa después de la incubación por 24 h (Lealem y Gashe, 1994). La actividad 

de quitinasas y celulasas se realizó en Medio Mínimo adicionando quitina coloidal al 

0.5% y carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma) al 2%, respectivamente. La actividad de 

celulasas se reveló con rojo Congo (Sánchez et al., 2004). La capacidad hidrolítica de las 

cepas se observó mediante la formación de halos alrededor de las colonias. 

 

Curvas de crecimiento  

La curva se determinó con dos medios. De un cultivo fresco se inoculó una colonia a 

cada matraz con 200 ml de caldo TSB (Difco) (2% NaCl) o MB (Difco) y se incubaron a 

30oC por 26 h en un agitador orbital (SOU-300, Yamato) a 150 RPM. El crecimiento 

bacteriano se monitoreó cada dos horas midiendo la absorbancia a 600 nm con el equipo 

Pharo 300 Spectroquant (Merck). El caldo estéril fue el blanco, y para analizar las fases 

de la curva se graficaron las lecturas de la OD a través del tiempo (Ramesh, 2014).  

 

Formación de biofilm  

Se evaluó esta propiedad en las cepas probióntes, cultivando cada una en 10 ml de TSB 

(Difco) o MB (Difco) por una noche a 30oC; se preparó una dilución 1:100 de cada 

aislado con caldo estéril y se inocularon 200 µL en cada pozo (por cuadruplicado) de la 

microplaca (fondo redondo). Después de incubar por 24 h a 30oC, la placa se vació y 

enjuagó con PBS. El biofilm se fijó con 100 µL de alcohol 95% y fué teñido con 100 µL 

de cristal violeta. La placa se enjuagó con agua destilada y secó por 15 min. Se registró 

la OD a 595 nm en un lector (UV340, ASYS). La adhesión del biofilm se consideró: 

fuerte (OD ≥ 1), moderada (0.1 ≤ OD < 1) o débil (OD < 0.1) (Bekir et al., 2011).  

 

Pruebas de actividad antagónica  

Se realizaron pruebas para evaluar la capacidad antagónica de las cepas seleccionadas en 

matrices sólidas y liquidas. 
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Método de doble capa Dopazo 

Para esta prueba se inocularon 10 μL de la cepa probionte, cultivada por 1β h en TSB o 

MB,  en el centro perforado de una placa de Mueller-Hinton (Difco) al 2% NaCl, y se 

incubó por 72 h a 30°C. Posteriormente el crecimiento bacteriano se sometió a vapores 

de cloroformo por 30 minutos, y se agregó una segunda capa de 10 ml de agar Mueller-

Hinton semisólido inoculada con 100 μL de cada cepa patógena V. parahaemolyticus 

AHPND (MC32, B25 y E14V2) y V. parahaemolyticus (ATCC 17802). Después de 24 h 

de cultivo a 30°C, se observó un halo de inhibición al centro de la placa y se consideró 

una inhibición fuerte con valores >5 mm de diámetro. La prueba se realizó por 

triplicado, y como control negativo se evaluó el efecto del cloroformo y la bacteria 

patógena sin bacteria probionte (Dopazo et al., 1988; Avendaño-Herrera et al., 2005). 

 

Método de co-cultivo en suspensión 

Mediante esta prueba se evaluó el efecto competitivo y antagónico entre las cepas 

probióntes y V. parahaemolyticus AHPND (MC32). Cada bacteria se cultivó 

individualmente en 50 ml de TSB (Difco) al 2% NaCl o MB (Difco) a 30°C y 130 RPM, 

Incu-Shaker (Benchmark), hasta al alcanzar una OD (600 nm) de 1 (108 UFC/ml). 

Posteriormente, en un tubo con 10 ml de TSB al 2% NaCl, se añadió 1 ml de la cepa 

probiónte y 1 ml de la cepa patógena para incubarse a 30°C y 150 RPM. A las 12 h se 

analizó la carga de Vibrio en cada co-cultivo, sembrando 100 µl en agar TCBS por 

triplicado. Como control positivo se utilizó solo la cepa patógena y como control 

negativo caldo TSB estéril (Purivirojkul, 2013).  

 

Evaluación de co-cultivo en agua marina  

Se observó el efecto antagónico en agua marina entre probióntes y V. parahaemolyticus 

AHPND (MC32). El cultivo de cada cepa se realizó en 10 ml de TSB (Difco) al 2% 

NaCl o MB (Difco) siguiendo el mismo procedimiento que el ensayo anterior. En 

matraces con 150 ml de agua marina estéril (35 ppm) se agregó 1.5 ml del probiónte y la 

cepa patógena (108 UFC/ml), incubándose a 30°C y 150 RPM. Se realizaron conteos por 

triplicado de la carga de Vibrio en TCBS a las 12 y 24 h. En el control positivo se utilizó 

un cultivo del patógeno y en el control negativo caldo estéril (Sugathan et al., 2014).  
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Producción y extracción de compuestos antimicrobianos 

Para la producción de bioactivos se cultivó individualmente la cepa 36R y 13L en 500 

ml de TSB (HiMedia) (2% NaCl), y la cepa 36Y en 500 ml de Zobell MB (HiMedia), en 

un agitador orbital a 130 RPM durante 48 hr a 30 oC. Posteriormente, la biomasa del 

cultivo fue separada por centrifugación a 10,000 RPM por 20 min a 4oC. El 

sobrenadante fue extraído con acetato de etilo a una proporción de 1:1 (v/v), la mezcla 

se agitó a 150 RPM por una noche. La fase orgánica se separó utilizando un embudo de 

separación y el extracto se concentró mediante un rotavapor (Caframo). El extracto 

crudo se resuspendió en metanol para confirmar la actividad antimicrobiana y el mismo 

solvente se utilizó como control (Sruthy et al., 2015; Kannahi y Eshwari, 2016). 

 

Concentración mínima inhibitoria (MIC) y bactericida mínima (MBC)  

Para evaluar la MIC y la MBC de los extractos bacterianos se utilizó la cepa V. 

parahaemolyticus MTCC451. El extracto crudo disuelto en metanol (1000 µg/ml) se 

diluyó a la mitad de manera seriada en cada pozo de la microplaca, por triplicado. Cada 

pozo contenía 20 µl de suspensión bacteriana (1-2 x 105 UFC/ml) y 10 µl de cloruro de 

tetrazolio (Merck) (0.5 mM). Las placas se incubaron por 24 h a 37 ºC; como control 

positivo se utilizó cloranfenicol (1 mg/ml), y como control negativo metanol (Perumal et 

al., 2012). El crecimiento microbiano en placa se observó al presentar color rosa. La 

MBC se determinó como la menor concentración del extracto que erradicó el 99.9 % de 

la suspensión bacteriana después de 24 h de incubación (Tukappa y Londonkar, 2013). 

 

Ensayo de ruptura del biofilm 

Como la producción de biofilm y la patogenicidad se relacionan, se determinó el efecto 

del extracto crudo en la ruptura del biofilm, la cepa V. parahaemolyticus MTCC451 se 

incubó una noche y fue inoculada en 5 ml de TSB (HiMedia) con 25 µg/ml del extracto 

crudo en un contenedor con un cubreobjeto (22 x 22 mm). La muestra se incubó por 48 

h a 30ºC, los cubreobjetos se secaron y tiñeron con cristal violeta (0.1 %). En el control 

negativo se agregó metanol en vez de extracto. Para observar el biofilm se utilizó un 

microscopio óptico (Olympus CH20i, Japan) (Shumi et al., 2014). 
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Ensayo de quorum quenching (QQ) 

La comunicación bacteriana (QS, quorum sensing) juega un papel importante en las 

funciones fisiológicas relacionadas con la patogenicidad, por ello se determinó si los 

extractos crudos son capaces de inactivar el sistema de QS de la cepa reportera 

Chromobacterium violaceum (CV2656); la cual genera un pigmento violeta en presencia 

de autoinductores (AHL, acil-homoserina lactona). La cepa se extendió en placas de 

agar Luria Bertani (HiMedia), después se hicieron pozos equidistantes y se agregó el 

extracto bacteriano diluido en metanol. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C, y la 

inhibición del pigmento violeta se consideró como positivo para la inactivación de AHL 

o quenching de la cepa reportera (Chen et al., 2013; Chu et al., 2014).  

 

Extracción de ADN  

Para la extracción de ADN genómico se utilizó el kit PureLink Genomic DNA 

(Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. A partir de un cultivo en caldo de 

cada bacteria incubada por una noche, se centrifugaron 2 ml a 6,000 RPM (4oC) por 1 

min para utilizar el pellet celular en extracción. La calidad y cantidad del ADN se 

verificó con NanoDrop 2000c (Thermo Fisher) y mediante un gel de agarosa al 0.8% 

(Sigma-Aldrich) en electroforesis a 50 V durante 45 min (Bowman et al., 2016). 

 

Análisis por PCR (GTG)5  

Para discriminar entre cepas seleccionadas se utilizó la técnica de PCR (GTG)5, la cual 

se basa en la amplificación de secuencias repetidas intercaladas en el ADN. Se preparó 

una mezcla de β5 μl para PCR con 5X Taq Green buffer (Promega), β5 mM MgCl2, 25 

mM desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs), β5 μM (GTG)5 primer (5’ - 

GTGGTGGTGGTGGTG - γ’), agua bidestilada (dH2O), ADN (100 ng/μl) y ADN 

polimerasa (GoTaq, Promega). La amplificación comienza con desnaturalización a 95°C 

(7 min), seguido por 4 cíclos de desnaturalización, alineamiento y extensión a 95°C (2 

min), 36°C (2 min) y 72°C (2 min), respectivamente, más 30 cíclos de desnaturalización, 

alineamiento y extensión a 95°C (1 min), 50°C (1 min) y 72°C (1 min), respectivamente. 

La elongación final fue a 72°C por 5 min. Las muestras se analizaron visualmente en 

geles de agarosa al 1.5%, corridos en cámara de electroforesis con 1X buffer TBE (Tris 
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Borato EDTA), a 100 V por 1 h y 30 min. Se seleccionaron las cepas con perfiles o 

patrones de bandas diferentes (Versalovic et al., 1994; Matsheka et al., 2005).  

 

Identificación molecular por amplificación del gen 16S ARNr 

Con el ADN de las bacterias marinas se amplificó el gen 16S ARNr. Los primers 

utilizados fueron: U1F (5’ - CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - γ’) y U1R (5’ – 

CGGGCGGTGTGTRCAARRSSC - γ’) (Rivas et al., 2004). La mezcla de β5 μl 

contenía 5X buffer, 1.5 mM MgCl2, β00 μM de cada dNTP, 0.β μM de cada primer, 

ADN (100 ng/μl), 1 U de Taq polimerasa (GoTaq, Promega) y agua bidestilada (dH2O). 

Se utilizó el termociclador iCycler (Bio-Rad) con un programa de desnaturalización 

inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 1 

min, alineamiento de 55°C por 2 min y extensión a 72°C durante 1 min, una extensión 

final a 72°C por 7 min. Los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1%, se 

purificaron con el kit QIAquick PCR (Qiagen) y fueron enviados a secuenciación en 

Servicios Genómicos de CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato.  

 

Amplificación de genes PKS-I y NRPS  

Para determinar la presencia de fragmentos del gen PKS (policétido sintetasa) y regiones 

de NRPS (sintetasa de péptidos no ribosomales), se utilizaron las siguientes condiciones 

y primers: cada reacción de 50 µl se preparó con 1X buffer de reacción (GeNei), 4.5 mM 

de MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0.5 µM de cada primer, ADN genómico (100-200 ng/μl), 

1 U de Taq polimerasa (GeNei) y agua bidestilada (dH2O). Para PKS, degKS2F 5’ – 

GCIATGGAYCCICARCARMGIVT - γ’ y degKS2R 5’ – 

GTICCIGTICCRTGISCYTCIAC - γ’, 3 min a 95°C seguido por 35 ciclos de 30 seg a 

94°C, 30 seg a 55°C, 1 min a 72°C y una elongación final de 10 min a 72°C; y para 

NRPS, A3F 5’ – GCSTACSYSATSTACACSTCSGG - γ’ y A7R 5’ – 

SASGTCVCCSGTSCGGTAS - γ’, 5 min a 95°C seguido por 40 ciclos de 30 seg a 

95°C, 30 seg a 59°C, 90 seg a 72°C y una extensión de 5 min a 72°C (Ayuso-Sacido y 

Genilloud, 2005; Schirmer et al., 2005). Los productos se visualizaron en gel de agarosa 

al 1% mediante electroforesis a 100 V por 45 min; fueron purificados y mandados a 

secuenciar a Eurofins Genomics, Bangalore, India.  
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Análisis de secuencias 

Las secuencias se analizaron con el programa BioEdit (versión 7.2.6), Clustal X (versión 

2.1) para el alineamiento de secuencias, y MEGA (versión 7.0.14) para la construcción 

de árboles filogenéticos, por el método Neighbor-Joining (Hall, 1999; Larkin et al., 

2007; Tamura et al., 2007). Las secuencias se compararon en GeneBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) por medio de BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), y se depositaron en la base de datos de NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) para generar números de acceso. 

 

Secuenciación de genoma completo 

Las cepas 36R, 13L y 36Y fueron seleccionadas para un análisis de genoma completo 

mediante la secuenciación ADN, a través de las plataformas Ion Torrent PGM (Thermo 

Fisher) y Miniseq System (Illumina). Este proceso se realizó en el Laboratorio de 

Genómica Microbiana del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, en 

Mazatlán, Sinaloa. A partir de cultivos puros se realizó la extracción de ADN genómico 

con el kit Wizard Genomic DNA (Promega). La calidad y concentración del material 

genético se analizó en el fluorómetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher). Antes de la 

construcción de librerías, el ADN se fragmentó con el sonicador Bioruptor (Diagenode), 

después se colocaron adaptadores y se generaron los templados para secuenciación. 

 

Procesamiento y ensamblaje de genomas 

El control de calidad de las secuencias crudas se realizó con FastQC (versión 0.11.4), y 

se fue verificando la calidad durante el tratamiento de las lecturas procesadas. Con el 

software PRINSEQ (versión 0.20.4) se filtraron y cortaron bases y secuencias con un 

índice de calidad Phred menor a 20. La calidad de secuenciación se valora según la 

escala de Phred o Q, el cual representa la probabilidad de que una base determinada 

haya sido asignada erróneamente. El ensamblaje de novo de los genomas se realizó con 

Newbler (versión 2.6). Esta reconstrucción se basa en un proceso de unión y 

superposición de secuencias contiguas (OLC, overlap layout consensus); generando a 

partir de las bibliotecas preprocesadas un ensamble a nivel de contigs y scaffolds (super 

estructuras compuestas por unión de contigs ordenados). El ordenamiento de contigs y la 
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sintonía del genoma se realizó con el programa Mauve Genome Alignment (version 

2.4.0) (Ewing y Green, 1998; Darling et al., 2004; Andrews, 2010; Schmieder y 

Edwards, 2011; Li et al., 2012). 

 

Anotación de genomas e identificación de genes implicados en la biosíntesis de 

metabolitos secundarios 

La anotación de genomas se realizó mediante RAST (Rapid Annotation using 

Subsystem Technology, versión 2.0). Este procedimiento nos revela la predicción de 

genes que codifican proteínas, carbohidratos, lípidos, y otras unidades funcionales del 

genoma de las bacterias (ARNs estructurales, pseudogenes, plásmidos, transposones y 

elementos móviles). Con la plataforma antiSMASH (version 3.0.5) se identificaron, 

mediante anotación funcional, genes biosintéticos relacionados con la producción de 

metabolitos secundarios (MS). El análisis detecta secuencias génicas con dominios 

conservados típicos para la producción de enzimas implicadas en MS, y se presentan 

como un posible gen biosintético (Medema et al., 2011; Overbeek et al., 2014). 

 

 
Figura 3. Diagrama de proceso bioinformático para el análisis genómico. 

 

Evaluación in vivo de bacterias marinas en dietas para camarón L. vannamei 

Los bioensayos con las bacterias marinas y desafíos con camarón se realizaron en el 

Laboratorio de Acuacultura del ITSON en Cd. Obregón, Sonora.  
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Preparación de dietas  

Las cepas probióntes 36R, 13L y 36Y se reactivaron en caldo y se sembraron en placas 

de TSA (2%NaCl) o MA por 24 h a 30oC. Se inocularon 2 colonias en un matraz con 

500 ml de TSB (2% NaCl) o MB y se incubaron en un agitador orbital Incu-Shaker 

(Benchmark) por 24 h a 30oC y 150 RPM. La biomasa se cosechó por centrifugación a 

5,000 RPM durante 10 min, y se resuspendió en 250 ml de solución salina para aplicar 

por aspersión (0.4 ml/g de alimento) en 500 g de alimento comercial para camarón 

juvenil (Camaronina, Purina-Cargill) con 35% de proteína. De cada suspensión 

bacteriana se estimó la carga de UFC mediante siembra en placas de TSA o MA, por 

dilución. Se prepararon cuatro dietas: D1 con 36R Bacillus pumilus, D2 con 13L 

Bacillus safensis, D4 con 36Y con Pseudoalteromonas piscicida, D4 con una mezcla 1:1 

de 36R y 13L, y C dieta control sin aditivo bacteriano. El alimento se colocó en charolas 

para agregar un segundo recubrimiento (gelatina al 6%), y posteriormente se secó en un 

horno a 50oC (Yamato) por 3 h. El alimento desecado se guardó en recipientes de 

plástico etiquetados hasta su uso (Manilal et al., 2011; Sugathan et al., 2014). 

 

Figura 4. Cosecha de biomasa y preparación de dietas experimentales. 

 

Transporte y aclimatación de organismos  

Un laboratorio comercial de postlarvas de camarón del Sur de Sonora, México 

proporcionó un lote de camarones juveniles L. vanammei (1 g promedio), los cuales 

fueron recibidos para su aclimatación en el Laboratorio de Acuacultura de ITSON, en 2 

tinas con 3,000 L de agua marina filtrada (35% salinidad) y aireación constante.   
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Etapa de alimentación  

El bioensayo se realizó en dos fases: una de alimentación y otra de desafío. En la 

primera etapa se utilizaron 250 camarones (1.6 g promedio), los cuales se distribuyeron 

en 5 tinas con un volumen de 200 L de agua marina, a una densidad de 50 organismos 

por tina. Durante 28 días se alimentaron 4 tratamientos y un control, en base al 8% de 

biomasa dividida en dos raciones al día (8 AM y 5 PM) (Tacon et al., 2011). 

 

Tabla 2. Relación de dietas utilizadas para el bioensayo de camarones juveniles. 

Tina Tratamiento Descripción Organismos 

1 D1 36R – B. pumilus 50 

2 D2 13L – B. safensis 50 

3 D3 36Y - P. piscicida 50 

4 D4 Mezcla de 36R y 13L (1:1) 50 

5 C Control (solución salina) 50 

 

Manejo y parámetros fisicoquímicos del agua  

Diario se sifonearon heces y restos de alimento en el agua de las tinas. Semanalmente se 

realizó un recambio de agua del 60% y una biometría para ajustar la alimentación. Para 

mantener los rangos óptimos del agua, se monitoreo diario la temperatura, concentración 

de oxígeno disuelto (DO) (Oxímetro YSI-55), el pH (Hanna) y salinidad (BioMarine). 

Para la desinfección de equipos y se utilizó alcohol al 70% (Khanjani et al., 2016). 

 

Recuento de hemocitos 

De cada tratamiento se tomaron cuatro muestras de hemolinfa de camarón. Se extrajeron 

100 μL del seno ventral del organismo y se mezclaron con el mismo volumen de EDTA 

(1:1). El conteo total de hemocitos (CTH) se realizó en la cámara de Neubauer y se 

expresó como células ml-1 (Song et al., 2003). 

 

Diseño experimental de bioensayo de desafío 

Los organismos que fueron alimentados por 28 días, se transfirieron a la sala de 

bioensayos y se mantuvieron 24 h para aclimatación antes del desafío con la cepa 
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patógena V. parahaemolyticus AHPND (MC32). En el diseño experimental las unidades 

fueron distribuidas completamente al azar. Para el desafío se organizaron 6 tratamientos 

por triplicado en peceras de cristal, cada unidad contenía 8 camarones (3.2 g promedio), 

con 30 L de agua marina (35 %), aireación constante, tapaderas y comederos. Se registró 

una temperatura de 28-30oC en la sala, y se mantuvo un fotoperíodo de 12 h con 

luz/oscuridad (Soto-Rodríguez et al., 2015; Sánchez-Ortiz et al., 2016). 

 

Preparación y aplicación de inoculo bacteriano 

Para el desafío se utilizó la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), la cual se 

reactivó en TSB y se sembró en placas de TSA (2% NaCl), TCBS y CHROMagar 

Vibrio para corroborar su fenotipo. A partir de una colonia pura, se realizó un preinóculo 

en 3 ml de TSB (2% NaCl) por 1 h a 30°C. Posteriormente el preinóculo se agregó a un 

matraz con 2.5 L de TSB (2% NaCl), y se incubó a 30°C en agitación orbital, hasta 

alcanzar una OD a 600 nm de 1 (107-109 cel ml-1 aprox). Para determinar la carga de 

UFC ml-1 la suspensión se sembró por dilución seriada en TCBS. Se agregaron 140 ml 

de inóculo (4.7 ml L-1 aprox.) a cada pecera de desafío, y al control negativo se agregó 

TSB estéril (Tran et al., 2013; Joshi et al 2014; Soto-Rodríguez et al., 2015). 

 

Tabla 3. Relación de tratamientos del bioensayo de desafío. Los organismos continuaron con 

alimentación. 

Tratamiento Desafío Organismos Repeticiones 

D1-36R  

Si 

 

 

24 

(8 org/acuario) 

 

 

3 

D2-13L 

D3-36Y 

D4 – Mezcla 

C+ 

C- No 

 

Monitoreo y muestreo de organismos    

Después de aplicar el inóculo los organismos se revisaron cada hora y se colectaron los 

moribundos para bacteriología, PCR y análisis histológicos. Los datos de mortalidad 
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(por hora y tratamiento) se registraron en una bitácora. Los organismos continuaron 

alimentándose una vez al día con una ración baja (Soto-Rodríguez et al., 2015). 

 

Bacteriología y recuperación de la cepa patógena 

Para evaluar el postulado de Koch, el patógeno fue recuperado de los organismos 

infectados y moribundos mediante bacteriología de estómago y hepatopáncreas en 

placas de TCBS (incubación 24 h a 30°C). Las colonias verdes se resembraron en TSA 

(2% NaCl) y CHROMagar Vibrio para corroborar rasgos coloniales y coloración morada 

malva de la cepa patógena, respectivamente. De estos aislados se extrajo el ADN para 

realizar PCR-tiempo real (Soto-Rodríguez et al., 2015). 

 

Diagnóstico molecular del desafío experimental por PCR-tiempo real  

El análisis molecular de los aislados recuperados del bioensayo y la cepa de desafío, se 

realizó por PCR-tiempo real usando el kit IQ REAL AHPND/EMS (GeneReach) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La prueba se basa en la detección de copias 

del gen PirAB (toxina) de V. parahaemolyticus y un plásmido característico de AHPND 

(sonda FAM), así como ADN genómico de camarón (sonda VIC). Cada mezcla de 

reacción (25 µL) contenía 1X of Real-Time PreMix, 4U of IQzyme DNA polimerasa, y 

βμL de ADN templado. Se utilizaron las siguientes condiciones: 40 ciclos de 9γ°C por 

15 seg y 60°C por 1min. Se utilizó el equipo 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied 

Biosystems) y el software 7500 Fast System (version 1.4.2) (Chen et al., 2017). 

 

Previamente, las cepas de V. parahaemolyticus AHPND (MC32, B25 y E14V2) se 

confirmaron por PCR, utilizando el primer AP3: (AP3F) - 5’ – 

ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC - γ’ y (APγR) - 5’ – 

GTGGTAATAGATTGTACAGAA - γ’ (amplicón de γγ6 pb). Con esta prueba se 

detectan genes que codifican de proteínas (toxinas) de V. parahaemolyticus AHPND. Se 

siguió el protocolo y las condiciones de reacción de Sirikharin et al., 2014.  
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Análisis histológico 

Las lesiones características que causa AHPND en hepatopáncreas de camarón se 

identificaron mediante histopatología. De cada tratamiento se fijaron organismos 

moribundos con solución Davidson por 24 h antes del proceso histológico. Para observar 

el daño en tejido, las laminillas teñidas con hematoxilina y eosina se revisaron en un 

microscopio Axio Imager M2 (Carl Zeiss) (Bell y Lightner, 1988). 

 

Análisis estadístico 

Los resultados de pruebas antagónicas y biofilm se procesaron mediante un análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía al 95%. Los resultados del bioensayo de desafío en 

camarón fueron analizados mediante ANOVA y Kaplan Meier, para determinar las 

diferencias entre los tratamientos y la sobrevivencia, respectivamente. Se utilizó el 

software estadístico SPSS Statistics 23 (IBM) y Statgraphics Centurion XVI (Statpoint 

Technologies Inc.) (Leyton et al., 2012; Velmurugan et al., 2013). 
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RESULTADOS 

 

Aislamiento de cepas probióntes  

Se procesaron por bacteriología diferentes especímenes de distintas localidades y a partir 

de cultivos heterótrofos (72 h), se aislaron 180 cepas con características distintas. 

 

Tabla 4. Relación e identificación de especímenes colectados en diferentes localidades 

Espécimen Localidad Nombre científico 
BL Me At Ri Ya 

Camarón blanco  X X X  Litopenaeus vannamei 

Camarón azul  X X X  Litopenaeus stylirostris 

Ostión de Cortéz X   X  Crassostrea corteziensis 

Ostión japonés X   X  Crassostrea gigas 
Almeja chocolata   X  X Megapitaria squalida 

Almeja china   X X  Chione sp. 

Almeja lisa   X X  Polymesoda sp. 

Pata de mula X  X   Anadara tuberculasa 

Alga Clorophyta 01 X  X  X Rhizoclonium implexum 

Alga Clorophyta 02 X  X   Enteromorpha compressa 

Alga Rhodophyta 01     X Gracilaria sp. 

Alga Rhodophyta 02     X Gymnogongrus sp. 

Salina X X X  X  
N.A. Sedimento X X X  X 

Agua X X X X X 
BL=Bahía de Lobos; Me=Mélagos; At=Atanasia; Ri=Riito y Ya=Yaváros 

 

Evaluación preliminar de la actividad antagónica in vitro 

Mediante la evaluación preliminar in vitro del lote de bacterias por CSM, con la cepa V. 

parahaemolyticus AHPND (MC32), se seleccionaron cinco aislados con potencial 

antagónico para una caracterización bioquímica y genómica más profunda (Tabla 5). Las 

cepas se purificaron en placas de TSA o MA y se criopreservaron a -80oC.  

 

 

 

 

Figura 5. Colecta de algas y sedimento salino. 
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Tabla 5. Cepas seleccionadas con potencial antagónico. 

Cepa Localidad Espécimen 

36R La Atanasia Salina 

42 Lobos Salina 

13L Lobos Salina 

36Y El Riíto Agua Hipersalina 

02Y Yaváros Alga café (Gracilaria sp.) 

 

Caracterización de cepas con potencial probiótico 

La descripción macroscópica de las colonias de las cepas 36R, 42 y 13L fueron 

similares, grandes y circulares con borde ligeramente irregular, color blanca o crema, 

opaca y plana. Las colonias de 36Y y 02Y fueron medianas con borde definido, color 

amarillo/naranja y cóncavas. En las pruebas microbiológicas las cepas 36R, 42 y 13L 

resultaron bacilos Gram positivos, esporulados (36R 1.62 X 0.92 µm; 13L 1.50 X 0.75 

µm). Mediante la prueba de TSI (Becton Dickinson), estos mismos aislados lograron 

fermentar glucosa, lactosa y sacarosa, mientras que 36Y y 02Y no fueron capaces. Las 

cepas 36R y 13L se propagaron a 50oC, y 13L toleró hasta 30% de salinidad. Las cepas 

36R, 42 y 13L presentaron hemólisis parcial (beta), 36Y y 02Y no presentaron hemolisis 

(gama). Todas las bacterias excepto 02Y producen proteasas y ninguna produce 

quitinosas, lo cual es benéfico para aplicaciones en cultivo camaroneros. Todas las cepas 

son sensibles a florfenicol y enrofloxacina. En el caso de oxitetraciclina, las cepas 36R, 

42 y 13L son sensibles a este antibiótico, sin embargo 36Y y 02Y son resistentes. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Endosporas de cepa 36R, colonias de cepa 13L y 36Y, respectivamente. 
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Tabla 6. Caracterización microbiológica y fisiológica de las bacterias antagonistas. 

 

Prueba 

Cepa 

36R 42 13L 36Y 02Y 

Gram + + + - - 

Morfología bacilos bacilos bacilos bacilos  bacilos 

Oxidasa - - - + + 

Catalasa + + + - - 

Endosporas + + + - - 

Propagación   

TSA 2% NaCl + + + + + 

MA + + + + + 

TSI + + + - - 

15oC + + + + + 

40oC + + + + + 

45oC + + + - - 

50oC + - + - - 

Tolerancia NaCl  

2%  + + + + + 

5%  + + + + + 

10%  + + + + + 

20%  - - + - - 

30%  - - + - - 

H2S - - - - - 

Enzimas  

Hemolisis ȕ ȕ ȕ Ȗ Γ 

Proteasa + + + + - 

Amilasa - - - + + 

Quitinasa - - - - - 

Celulasa + + + - - 

Antibióticos  

Florfenicol S S S S S 

Enrofloxacina S S S S S 

Oxitetraciclina S S S R R 
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Identificación bioquímica  

El perfil de identificación se presenta en la siguiente Tabla 7. Entre las cepas candidatas 

se presentaron bacterias Gram positivas y negativas; y se utilizaron sistemas de 

identificación diferentes. Se observó que el sistema Microscan tiene limitantes para la 

identificación de aislados silvestres, mientras que el kit API tuvo un mejor desempeño. 

 

Tabla 7. Resultados de identificación mediante perfil bioquímico. 

Cepa Gram Morfología Identificación Sistema 

36R + bacilo largo Bacillus pumilus (99.9%) API 20E y 50 CHB  

(BioMerieux) 42 + bacilo largo Bacillus pumilus (99.9%) 

13L + bacilo largo Bacillus pumilus (99.9%) 

36Y - bacilo corto Biotipo raro Microscan  

(Siemens) 02Y - bacilo corto Biotipo raro 

 

Curvas de crecimiento  

Para determinar las fases de crecimiento de cada cepa, se realizó la curva en TSB (2% 

NaCl) y MB (caldo marino). En la curva con TSB se observó que las cepas del género 

Bacillus (36R, 42 y 13L) alcanzaron la fase estacionaria a las 12 h, mientras que el 

crecimiento de las cepas 36Y y 02Y se presentó después de las 26 h. En MB las cepas 

36Y y 02Y alcanzaron la fase estacionaria a las 10 y 12 h respectivamente; mientras que 

las cepas 13L, 42 y 36R se estacionaron a las 18, 20 y 24 h, respectivamente. 

 

 
 

Figura 7. Curva de crecimiento de cepas en TSB (2% NaCl), absorbancia a 600 nm.  
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Figura 8. Curva de crecimiento de cepas con potencial probionte en MB, absorbancia a 600 nm. 

 

Se observó que las bacterias pigmentadas 36Y y 02Y se propagan mejor en caldo MB 

que en TSB, debido a que son estrictamente marinas.  

 

Producción de biofilm  

Se evaluó la propiedad de las cepas para producir biofilm en microplaca de poliestireno. 

Con esta técnica se observó la formación de agregados bacterianos y se cuantificaron 

con un lector. Las cepas 36Y y 02Y presentaron formación de biofilm moderada. Como 

control se utilizó TSB, MB y agua. 

 

 

Figura 9. En las lecturas, las cepas 42, 13L, 36Y y 02Y presentan actividad moderada; ANOVA 

(p<0.05). 
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Pruebas de antagonismo in vitro 

En la prueba de CSM el antagonismo se observó basado en la interacción e inhibición 

entre la cepa candidata y las cepas problema (V. parahaemolyticus ATCC, V. 

parahaemolyticus AHPND MC32, B25y E14V2, 11DC V. parahaemolyticus silvestre). 

Durante la aplicación La incubación de bacterias probióntes en placa fue por 48 h para 

que liberaran metabolitos antimicrobianos el medio. Debido a que se formó un área de 

inhibición entre las cepas, fue posible medir la zona en mm (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Promedio de zonas de inhibición en mm entre cepas. 

 

En esta prueba las bacterias del género Bacillus (36R, 42 y 13L) mostraron ligeramente 

mayor actividad antagónica a las diferentes cepas evaluadas. Sin embargo en todas las 

cepas se presentó antagonismo con diferentes tamaños de inhibición. 

 

En la prueba de doble capa de Dopazo, las cepas probióntes se incubaron por 72 h, 

posteriormente se preparó la placa con las bacterias V. parahaemolyticus (ATCC, y 

AHPND MC32, B25 y E14V2). Los halos de inhibición se registraron para determinar el 

antagonismo. Las cepas 36R y 42 pertenecientes al género Bacillus mostraron mayor 

rendimiento antagónico en esta prueba, sin embargo con las 3 cepas restantes también se 

observó inhibición.  
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Figura 11. Promedio de halos de inhibición a V. parahaemolyticus después de 24 h. 

 

Posterior a las pruebas en medios sólidos, se evaluó el efecto antagónico utilizando 

medios líquidos y condiciones dinámicas de agitación. En el primer ensayo se realizó un 

co-cultivo en caldo TSB, agregando un volumen con cada cepa probiónte y la cepa 

patógena V. parahaemolyticus AHPND (MC32). La carga de Vibrio en los cultivos se 

estimó mediante siembra en placa de TCBS por dilución seriada. 

 

 
Figura 12. Carga de V. parahaemolyticus después de 12 h de incubación en co-cultivo; ANOVA 

(p<0.05). 
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Se registró una menor carga (UFC/ml) de Vibrio en el tratamiento con la cepa 36Y 

(32X106) en comparación con el control positivo; seguido de la cepa 36R (62.6X106), 

02Y (77X106) y 42 (76.3X106). El control positivo resultó con una carga similar al 

Bacillus 13L, con 101.6X106 y 91.6X106, respectivamente.  

 

 

Figura 13. Carga de V. parahaemolyticus después de 12 y 24 h de incubación en co-cultivo de agua 

marina; ANOVA (p<0.05). 

 

Esta prueba reveló la fuerte actividad antagónica que tienen las bacterias en el agua 

marina, ya que las cargas de Vibrio fueron significativamente menores que el control 

positivo. La carga (UFC/ml) a las 12 h de la cepa 36Y fue de 1X107 y a las 24 h fue de 

1X106, mientras que el control positivo a las 12 h reportó 1X109 y a las 24 h 8X108. El 

control negativo no presentó carga de Vibrio en ninguna de las pruebas en suspensión. 

 

Selección de bacterias candidatas finales 

Para continuar con análisis referentes a evaluación de extractos crudos, genómica y 

bioensayos, se seleccionaron 3 cepas (36R Bacillus pumilus, 13L Bacillus safensis y 

36Y Pseudoalteromonas piscicida) para continuar con el estudio.  

 

Evaluación de la concentración mínima inhibitoria y mínima bactericida  

Se determinó la MIC y MBC de los extractos crudos de las bacterias 36R, 13L y 36Y, a 

base de etil acetato 1:1, se reportaron de la siguiente manera: La formación de color rosa 
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en los pozos indicó la presencia de células bacterianas (MIC), y la MBC se determina 

como la menor concentración de extracto que erradicó el 99.9 % de las bacterias. En los 

extractos de las cepas 36R y 13L, la MIC para Vibrio parahaemolyticus MTCC451 fue 

de 25 µg/ml y la MBC de 50 µg/ml. El extracto de la cepa 36Y presentó un valor de 

MIC de 50 µg/ml y un valor de MBC de 100 µg/ml. El índice de MIC (MBC/MIC<4) 

calculado para el extracto de 36Y demuestra que tiene actividad bactericida.  

 

Ensayo de ruptura del biofilm  

Por microscopía se observó una ruptura o menor densidad del biofilm en las muestras 

tratadas con el extracto, comparadas con la muestra control. El metanol inhibió 

ligeramente el biofilm del microorganismo. Con cristal violeta 0.1% se visualizó el 

biofilm. Basado en el patrón de adherencia de células al cubreobjetos se determinó que 

el compuesto de la cepa 13L presentó mayor actividad que la cepa 36R y 36Y.   

 

 
Figura 14. Visualización microscópica (40X) de la actividad antibiofilm de los extractos contra Vibrio 

parahaemolyticus MTCC451. En A (control sin extracto) y B (control de solvente) se demuestra la 

capacidad formadora de biofilm de la bacteria. En C, D y E se observa una menor formación de biofilm 

debido a la capacidad de ruptura de los extractos de las cepas 36Y, 36R y 13L, respectivamente. 

 

Quorum quenching (QQ) 

Mediante esta prueba se trató de determinar si los extractos crudos eran capaces de 

inactivar el QS de la cepa reportera Chromobacterium violaceum (CV2656), la cual 

genera un pigmento violeta mediante autoinductores (AHL, acil-homoserina lactona). La 
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inhibición del pigmento se hubiera considerado como positivo para la inactivación de 

AHL; sin embargo los 3 extractos demostraron actividad antimicrobiana e inactivaron a 

la cepa reportera. 

 

 

Figura 15. Resultados de Quorum Quenching con los extractos crudos de 36R, 13L y 36Y. 

 

Análisis por PCR (GTG)5  

Los 5 aislados fueron analizados por PCR (GTG)5. En la Figura 16 se muestra el perfil 

de bandas amplificado por las bacterias. El tamaño de los productos fue de 200-2000 pb. 

Las bandas revelaron que los aislados 36R y 42 poseen el mismo patrón. El objetivo de 

esta técnica fue discriminar, y estimar similitudes o diferencias entre las cepas. 

 

Figura 16. Patrón de bandas amplificado (GTG)5 por las cepas de estudio en agarosa 1.5%. 

 

Identificación molecular por el gen 16S ARNr 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y homologadas en la base de datos de NCBI 

mediante BLAST; se descargaron secuencias de referencia con alta similitud para 

construir un árbol filogenético. Con las secuencias 16S ARNr se determinó que las cepas 

36R, 42, 13L, 36Y y 02Y, corresponden en un 98-99% a las especies (Tabla 8): 
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Figura 17. El análisis molecular filogenético de las cepas 36Y y 02Y (P. piscicida) se realizó por el 

método de Maximum Liklihood (ML), 1,000 Bootstrap (Kumar et al., 2016). 

 

 

 

Figura 18. El análisis molecular filogenético de las cepas 36R, 42 y 13L (Bacillus) se realizó por el 

método Maximum Liklihood (ML), 1,000 Bootstrap (Kumar et al., 2016). 

 

 

 

 Pseudoalteromonas shioyasakiensis SE3

 Pseudoalteromonas lipolytica LMEB 39

 Pseudoalteromonas arabiensis k53

 Pseudoalteromonas ruthenica KMM300

 Pseudoalteromonas phenolica JCM 21460

 Pseudoalteromonas byunsanensis FR1199

 Pseudoalteromonas xiamenensis Y2

 Pseudoalteromonas luteoviolacea NBRC 103183

 Pseudoalteromonas ulvae UL12

 Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB 2033

 Pseudoalteromonas maricaloris KMM636

 36Y RITHPW

 02Y YAVRAL

 Pseudoalteromonas piscicida NBRC 103038

 Pseudoalteromonas peptidolytica NBRC 101021

 Pseudoalteromonas piscicida IAM 12932

 Bacillus amyloliquefaciens FZB42

 Bacillus tequilensis 10b

 Bacillus subtilis 168

 Bacillus mojavensis NBRC 15718

 Bacillus sonorensis NBRC 101234

 Bacillus licheniformis DSM 13

 Bacillus atrophaeus JCM 9070

 Bacillus aerius 24K

 Bacillus altitudinis 41KF2b

 36R ATNSAL

 13L LOBSAL

 42 LOBSAL

 Bacillus stratosphericus 41KF2a

 Bacillus pumilus NBRC 12092

 Bacillus pumilus ATCC 7061

 Bacillus safensis NBRC 100820
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Tabla 8. Relación de identificación mediante secuencia parcial del gen 16S. 

Cepa Identificación No. de Acceso Tipo 

36R Bacillus pumilus MF033448  

Secuencia parcial del gen  

16S ARN ribosomal 

 

42 Bacillus sp. MF033451 

13L Bacillus safensis MF033449 

36Y Pseudoalteromonas piscicida MF033450 

02Y Pseudoalteromonas piscicida MF033452 

 

Amplificación e identificación del gen PKS-I 

De los tres aislados marinos, el gen PKS-I amplificó mediante PCR solo en la cepa 36Y. 

El producto fue purificado y enviado a secuenciar (Eurofins Genomics), para homologar 

en la base de datos de NCBI con el algoritmo BlastX. Posteriormente, la secuencia fue 

analizada y se construyó un árbol filogenético. La secuencia del gen PKS-I fue 

depositada en NCBI BankIt con el número de acceso 2013557. 

 
Figura 19. Amplificación del gen PKS positivo para 36Y, 36R y 13L resultaron negativas (izq). El 

producto amplificado pesa alrededor de 700 pb, corrido en un gel de agarosa con un marcador de 1000 pb. 

  

 

Figura 20. El análisis filogenético del gen PKS-I  de cepa 36Y por el método de Neighbor-Joining. 

 WP 010607674.1 type I polyketide synthase Pseudoalteromonas flavipulchra

 WP 033080393.1 type I polyketide synthase Colwellia psychrerythraea

 0417 246 007 PCR 36Y DEGKS2F I 1

 OJY08928.1 polyketide synthase Nitrosospira sp. 56-18

 WP 041514967.1 polyketide synthase Nitrosospira sp. NpAV

 SEO70593.1 Acyl transferase domain-containing protein Nitrosovibrio sp. Nv6

 WP 074861432.1 polyketide synthase Nitrosospira briensis

 WP 074798470.1 polyketide synthase Nitrosospira briensis

 WP 011381148.1 type I polyketide synthase Nitrosospira multiformis

 ODT64295.1 polyketide synthase partial Nitrosomonadales bacterium SCN 54-20

 WP 074972830.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis

 ODT76869.1 polyketide synthase Nitrosomonadales bacterium SCN 54-20

 WP 074745696.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis

 WP 074704248.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis

 WP 074773018.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis
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Secuenciación y ensamble de genomas 

A partir de las secuencias obtenidas por Ion Torrent y MiniSeq (*.fastq), se sometieron a 

un tratamiento o preproceso de lecturas crudas, el cual consistió en verificar con FastQC 

la calidad de las secuencias; y mediante PRINSEQ se removieron adaptadores, se 

filtraron lecturas cortas (< 100 pb) y bases o lecturas de baja calidad, de acuerdo a la 

escala de Phred (Q 20). En el caso de la cepa 13L se generó una gran cantidad de 

lecturas (reads) y Mpb debido a que la cobertura fue mucho mayor que en las secuencias 

de 36R y 36Y que fueron secuenciadas con la plataforma Ion Torrent. 

 
Tabla 9. Características de los archivos crudos generados tras la secuenciación de ADN genómico de 36R 

Bacillus pumilus, 13L Bacillus safensis y 36Y Pseudoalteromonas piscicida. 

 36R 13L 36Y 

Plataforma Ion Torrent PGM MiniSeq Illumina Ion Torrent PGM 

Cobertura 21.6X 234X 33.5X 

 Inicial Procesado Inicial Procesado Inicial Procesado 

Total de lecturas (reads) 380,463 380,278 2,291,884 2,291,884 606,805 606,534 

Tamaño (Mpb) 166.06 73.48 888.45 352.48 308.48 139.63 

 

Las secuencias filtradas se ensamblaron con Newbler y se obtuvieron las siguientes 

características: 

 

Tabla 10. Características de los archivos generados por Newbler tras la secuenciación de ADN genómico. 

36R 13L 36Y 

Número total de secuencias (contigs) 283 82 226 

Número total de bases (Mpb) 3.94 3.68 5.15 

Secuencia promedio 13,926.13 44,827.29 22,808.45 

Longitud de secuencia Mínimo 102 bp 103 bp 100 bp 

Longitud de secuencia Máximo 196,083 bp 508,763 bp 198,264 bp 

N50 49,075 bp 136,895 bp 83,977 bp 

50% del total de longitud de secuencias 25 8  24 

GC % 41.1 41.6 43.3 
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Para el ordenamiento de contigs y sintonía de genomas se utilizó Mauve Genome 

Alignmen. Los genomas de referencia (cerrados) utilizados para el proceso fueron 

descargados de GenBank NCBI: Bacillus pumilus SAFR-032 para 36R, Bacillus pumilus 

MTCC B6033 para 13L, y Pseudoalteromonas piscicida ATCC 15057 para la cepa 36Y.  

 
Anotación de genomas mediante RAST 

Los genomas sintonizados fueron sometidos a anotación en la plataforma RAST, y se 

obtuvieron los siguientes resultados: 4,220, 3,793 y 4,587 secuencias codificantes 

(CDS); 80, 80 y 67 secuencias de ARN, para 36R, 13L y 36Y, respectivamente.  

 

Tabla 11. Relación de datos obtenidos en la anotación de RAST por cada cepa. 

36R 13L 36Y 

Tamaño (pb) 3,941,096 3,675,838 5,154,709 

Contenido de GC (%) 41.1 41.6 43.3 

N50 49,075 136,895 83,977 

L50 25 8 24 

Número de Contigs (con PEG) 283 82 226 

Número de Subsistemas 474 462 494 

Número de Secuencias Codificantes (CDS) 
 

4,220 

 

3,793 

 

4,587 

Número de ARN 80 80 67 

Cobertura de Subsistema  

En Subsistema 47% 48% 45% 

CDS No Hipotéticas  1841 1721 1890 

CDS Hipotéticas 109 96 169 

TOTAL 1950 1817 2059 

No en Subsistema 53% 52% 55% 

CDS No Hipotéticas  927 924 1159 

CDS Hipotéticas 1343 1052 1369 

TOTAL 2270 1976 2528 

GC (%), guanina citosina; PEG, gen codificador de proteína; CDS, secuencia codificante 
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En la cepa 36R Bacillus pumilus, se encontraron 12 genes involucrados en la producción 

de bacteriocinas y síntesis de péptidos antimicrobianos ribosomales (bacitracina), 6 

genes relacionados con la producción de metabolitos secundarios (biosíntesis de 

lantioninas y auxinas), 96, 22 y 25 genes relacionados con la respuesta a estrés, 

metabolismo de nitrógeno y fósforo, respectivamente. Para la cepa 13L Bacillus 

safensis, se encontraron 12 genes involucrados en la síntesis de bacteriocinas y péptidos 

antimicrobianos ribosomales (bacitracina y resistencia a colicina), 10 genes relacionados 

al metabolismo secundario (tiazol/oxazol-modificado microcina TOMM y síntesis de 

auxinas); 97, 16 y 25 genes relacionados con respuesta a estrés, metabolismo de 

nitrógeno y fósforo, respectivamente. En la cepa 36Y Pseudoalteromonas piscicida, el 

análisis de RAST mostró 84 genes involucrados en la resistencia antibióticos y 

compuestos tóxicos, como resistencia a multidrogas, cobre, zinc, arsénico, cromo y 

cadmio, fluoroquinolonas, fosfomicina y tetraciclina; 12 genes relacionados con la 

síntesis de bacteriocinas y péptidos antimicrobianos ribosomales (marinocina y colicina 

V); 10 genes relacionados con metabolismo secundario, lantionina sintetasas, 

paerucumarina (una nueva cumarina) y síntesis de auxinas; también se determinó la 

presencia de un gen integrón relacionado con mecanismos de elementos transponibles. 

Las 3 cepas presentan un gran número de genes relacionados con la síntesis de 

carbohidratos, aminoácidos y metabolismo de proteínas. 

 

 

Figura 21. Anotación funcional de genes predichos para el genoma de Bacillus pumilus (36R). 
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Figura 22. Anotación funcional de genes para el genoma de Bacillus safensis (13L). 

 

 

Figura 23. Anotación funcional de genes para el genoma de Pseudoalteromonas piscicida (36Y). 

 

Las secuencias de los genomas completos se depositaron en GenBank bajo los números 

de acceso NKHG00000000, NKHH00000000 y NKHF00000000, para 36R - Bacillus 

pumilus, 13L - Bacillus safensis y 36Y - Pseudoalteromonas piscicida, respectivamente. 
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F
igura 24. C
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parativo de la anotación realizada por R

A
S

T
 de secuencias codificantes en los 

diferentes subsistem
as analizados de las cepas con potencial probiótico. 
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Anotación funcional mediante AntiSMASH 

Además de identificar algunos metabolitos y antimicrobianos mediante RAST, se utilizó 

la plataforma AntiSMASH para identificar genes biosintéticos relacionados con la 

producción de metabolitos secundarios. Se obtuvieron los siguientes resultados: 

 
Tabla 12. Relación de grupos de genes biosintéticos encontrados por AntiSMASH en los genomas. 

Tipo Bacteria 

36R 13L 36Y 
Bacteriocinas 2 - 2 

Lantipéptidos 1 - 1 

Clúster híbrido 
Policétido sintasa tipo I/ Sintasa de péptidos no ribosomales 

(PKS-I/NRPS) 

1 2 3 

Clúster híbrido Aril-polieno/NRPS - - 1 

PKS tipo I - - 1 

PKS tipo III 1 1 - 

NRPS 4 4 7 

Ácidos grasos 1 2 2 

Glúcidos (carbohidratos) 2 4 2 

Terpeno 2 2 - 

Sactipéptidos 1 - - 

Otros 2 - 1 

Cf_Putativos 11 17 10 

TOTAL 28 32 30 

 

Dentro de las agrupaciones de genes que presenta la plataforma, se pueden presentar 

identidades asociadas a un gen biosintético específico. En el caso de la cepa 36R (B. 

pumilus) dentro del grupo de Sanctipéptidos se reporta el gen Sporulation_killing_factor 

(skfA) (85% de similitud génica); en el grupo NRPS se reporta el gen 

Surfactin_biosynthetic_cluster (43% de similitud), un potente surfactante con capacidad 

antibiótica; en Glúcidos se reporta el gen Teichuronic_acid_biosynthetic_cluster (100% 

de similitud) un componente de la pared celular de Gram positivos; y en Otros se reporta 

el gen de Bacilysin_byosynthetic (85% de similitud) un péptido de síntesis no ribosomal. 

Con la cepa 13L (B. safensis), también se reportan los genes de producción de ácido 
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teicurónico y bacilicina, además dentro del grupo de NRPS se reporta el gen 

Lichenysin_biosynthetic_cluster (50% de similitud) un potente biosurfactante; y en el grupo 

Putativo se reporta el gen Mycosubtilin_biosynthetic_cluster (50% de similitud), un lipopéptido 

antifúngico. La cepa 36Y (P. piscicida) en el grupo híbrido Aril-polieno/NRPS se reporta 

el gen de Alterochromides_biosynthetic_cluster (95% de simitud), péptido cíclico con actividad 

citotóxica y antimicrobiana; y en el grupo NRPS se detectó el gen 

Nostopeptolide_biosynthetic_cluster (37% de similitud), productor de un péptido cíclico. 

 

Evaluación in vivo de cepas con potencial probiótico  

Las bacterias seleccionadas durante las pruebas in vitro (36R, 13L y 36Y) se utilizaron 

para un ensayo in vivo, los resultados se presentan a continuación. Las cepas de Bacillus 

(36R y 13L) presentaron fuerte actividad antagónica in vitro en medio sólido, además de 

presentar actividad enzimática (proteasas, celulasas) y esporulación. La cepa 36Y (P. 

piscicida) demostró fuerte antagonismo en pruebas de medio liquido (movilidad) y 

producción de biofilm in vitro. Según la anotación funcional de sus respectivos 

genomas, las tres cepas producen diferentes metabolitos secundarios y antibacterianos. 

 

Los organismos después de ser alimentados 28 días con las dietas de aditivos 

bacterianos, se transfirieron a una sala de desafío donde cada tratamiento registró los 

siguientes datos: 

 

Tabla 13. Información sobre dietas, parámetros zootécnicos y calidad del agua durante el bioensayo. 
 

Tratamiento Dieta 
(UFC/g) 

Peso 
inicial 

(ABW g) 

Peso 
final 

(ABW g) 

 
Desafío 

Temp 
(Co) 

OD 
(mg/L) 

pH Sal % 

D1 - 36R 1.21 x 109 1.60 3.25  
 

+ 

28.5 5.7 8.2 35 
D2 - 13L 3.00 x 108 1.66 3.18 28.4 5.82 8.3 35 
D3 - 36Y 1.51 x 109 1.61 3.27 28.4 5.25 8.2 36 
D4 - MIX 7.56 x 108 1.62 3.36 28.2 5.22 8.2 35 
C+ Salina 1.64 3.38 28.4 5.63 8.1 35 
C- Salina 1.64 3.38 - 28.4 6.63 8.1 36 
 

Se registró una temperatura de 28-30oC en la sala, y se mantuvo un fotoperíodo de 12 h 

con luz/oscuridad. 
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Figura 25. En la biomasa inicial y final de los tratamientos no se observan diferencias significativas, 
ANOVA (p>0.05). 

 

Antes del desafío se tomaron muestras de hemolinfa de los camarones con tratamiento y 

se realizó el conteo total de hemocitos (CTH). En conteos, los hemocitos hialinos, 

granulares y CTH no se presentaron diferencias significativas ANOVA (p>0.05). 

 
Tabla 14. Promedio (± S.E.) de conteo de hemocitos hialinos, granulares y total (CTH), y porcentaje 

relativo de células hialinas y granulares en camarón blanco después de alimentarse por 28 días. 
 

Tratamiento 
Hemocitos ( x105 ml-1) Porcentaje (%) 

Hialinos Granulares CTH H/CTH G/CTH 

D1 - 36R 189.5 ±17.37ab 102.10 ± 20.60b 291.60 ± 16.66ab 64.99 35.01 

D2 - 13L 212.6 ± 13.42ab 52.90 ± 4.17ª 265.50 ± 17.49ab 80.08 19.92 

D3 - 36Y 167.1 ± 6.61ª 100.80 ± 19.44ab 267.90 ± 13.30ab 62.37 37.63 

D4 - MIX 230.5 ± 33.90b 84.70 ± 20.54ab 315.20 ± 21.80b 73.13 26.87 

Control 173.6 ± 15.38ab 71.40 ± 5.24ab 245.00 ± 13.19a 70.86 29.14 

 
 

D1 - 36R D2 - 13L D3 - 36Y D4 - MIX Control

P. Inicial 82.250 83.000 80.000 81.750 81.875

P. Final 192.430 172.03 173.41 178.137 185.1

0.000

50.000

100.000

150.000

200.000

250.000
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am
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Figura 26. En recuento de hemocitos no hay diferencia significativa ANOVA (p>0.05). 

 

Después de agregar el inóculo de V. parahaemolyticus AHPND a los tratamientos, se 

registró la mortalidad cada hora y se graficó la sobrevivencia a través del tiempo. 

Durante las primeras 8 horas comenzó la mortalidad y se detuvo el bioensayo a las 48 h.  

 

 
Figura 27. Después de 48 de desafío se muestra el gráfico de sobrevivencia por Kaplan Meier. 
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Figura 28. Los tratamientos con aditivo bacteriano presentaron diferencia significativa ANOVA 

(p<0.05), con respecto a los grupos control. 

A partir de bacteriología de hepatopáncreas de los organismos moribundos, se reaisló el 

patógeno en placas de TCBS. Las bacterias recuperadas de los diferentes tratamientos se 

resembraron en ChromAGAR Vibrio y TSA para confirmar características fenotípicas y 

bioquímicas, además de extraer ADN para PCR-tiempo real. Se analizaron muestras de 

todos los tratamientos, incluyendo la cepa patógena V. parahaemolyticus (MC32) 

utilizada para el desafío. Las reacciones positivas amplificaron a partir de los 12 cíclos.  

 

Tabla 15. Relación de muestras analizadas por PCR tiempo real. 

Muestra C+ Rx C- Rx MC32 D1 D2 D3 D4 C+ C- 

Resultado + - + + + + + + - 

 

Los signos histopatológicos de AHPND se observaron en los organismos moribundos 

colectados. En tratamientos desafiados se reportaron daños como: destrucción de células 

epiteliales y túbulos hepatopancreáticos, disposición anormal de túbulos, infiltración 

hemocítica, presencia de bacterias dentro de túbulos hepatopancreáticos. Mientras que 

en (C-) los túbulos hepatopancreáticos permanecieron intactos, se reportó disposición 

normal de células y túbulos (Figura 28). 
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    Figura 29. Lesiones en túbulos hepatopancreáticos, deterioro de células e infiltración hemocítica (A) 

D1 y (B) C+. En contraste con ausencia de lesiones en hepatopáncreas (C y D) C-.  
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

 

Las bacterias marinas antagonistas al patógeno Vibrio parahaemolyticus (AHPND) 

designadas como 36R, 42, 13L, 36Y y 02Y; corresponden a Bacillus pumilus, Bacillus 

sp., Bacillus safensis, Pseudoalteromonas piscicida y P. piscicida respectivamente. 

 

En las pruebas de antagonismo in vitro, el género Bacillus mostró un mejor rendimiento 

en medios sólidos, mientras que el género Pseudoalteromonas presentó mayor actividad 

antimicrobiana en medio líquido (suspensión). Las diferentes pruebas de antagonismo 

que se pueden realizar in vitro, pueden tener resultados diferentes debido a las matrices 

utilizadas (solidas o liquidas); tambien se involucra las propiedades motrices y 

fisiológicas de las bacterias o compuestos involucrados en las pruebas (Chanda y Dave, 

2009). 

 

Liu et al., 2015 reporta el aislamiento de Bacillus pumilus y Bacillus mojavensis los 

cuales demostraron actividad antimicrobiana in vitro contra V. parahaemolyticus. 

Ambas cepas producen actividad enzimática hidrolítica y antagonismo a más de una 

bacteria in vitro, lo cual indica que estas dos cepas tienen un amplio espectro de 

aplicación como probióticos en acuacultura. Interaminense et al., 2018 encuentra en 

Bacillus subtilis propiedades antagónicas contra V. alginolyticus y V. parahaemolyticys y lo 

utilizan a manera de aditivo en alimento ayudando a mejorar el crecimiento y estado sanitario de 

los organismos. Richasrds et al., 2015 reporta el aislamiento de Pseudoalteromonas 

piscicida de agua marina y mediante evaluaciones antimicrobianas presenta resultados 

favorables contra V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae, Photobacterium 

damselae y Shewanella algae. Esto se debe a dos mecanismos descritos, que involucran 

la competencia y la secreción de antimicrobianos. Las especies reportadas en el presente 

proyecto concuerdan con las características antagónicas, y producción de enzimas 

descritas por los autores mencionados. 

 

Los extractos crudos de las cepas 36R, 13L y 36Y a base de etil acetato, demostraron un 

efecto antimicrobiano in vitro contra V. parahaemolyticus, V. fischeri, y la cepa 
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reportera Chromobacterium violaceum. Los tres extractos disminuyeron la formación de 

biofilm de V. parahaemolyticus. Esto indica que los compuestos crudos presentan 

actividad contra factores de virulencia de Vibrio, como la producción de biofilm y/o el 

mecanismo de expresión Quorum Sensing. Los géneros de Bacillus y 

Pseudoalteromonas han sido reportados por evaluaciones en extractos crudos y han 

demostrado capacidad antimicrobiana, antiviral, y silenciadora del mecanismo de 

Quorum Sensing, mediante AHL Lactonasas, En Pseudoalteromonas se han purificado 

fracciones de extractos revelando nuevos compuestos con aplicaciones médicas e 

industriales (Avendaño‐Herrera et al., 2005; Franks et al., 2006; Hayashida‐Soiza et al., 

2008; Mani et al., 2012). 

 

A través del ensamble de novo y las diferentes herramientas de bioinformática se logró 

generar la reconstrucción de genomas de alta calidad de las cepas 36R, 13L y 36Y. 

 

Mediante la anotación funcional de genes biosintéticos implicados en la síntesis de 

metabolitos secundarios y antimicrobianos, se identificó que las cepas 36R y 13L 

(Bacillus) producen: lantipeptidos (péptido ribosomal), bacteriocinas, bacitracinas 

(polipéptidos), péptidos antibacterianos de síntesis ribosomal y microcinas (péptidos 

cíclicos). La cepa 36Y P. piscicida: lantipeptidos, cumarinas, bacteriocinas, péptidos 

antibacterianos de síntesis ribosomal, marinocina y colicina (antibiótico). Estas 

biomoléculas sugieren ser responsables del antagonismo a V. parahaemolyticus AHPND 

en las evaluaciones del presente estudio. La mayoría de los antimicrobianos son de 

naturaleza peptídica, siendo algunos de configuración cíclica, que los hace 

estructuralmente más estables  (Franks et al., 2005). La actividad antimicrobiana de las 

diferentes biomoléculas reportadas se basa en actividad citotóxica, alteraciones en 

paredes celulares, sustracción de nutrientes, modificaciones de pH, toxinas, etc (Moffitt 

y Neilan, 2000). 

 

El gen PKS detectado en AntiSMASH concuerda con el reportado mediante la reacción 

de PCR con los primers degenerados. Las cepas 36R y13L no lo expresaron en PCR, sin 

embargo se encontraron hibridos PKS/NRPS o PKS tipo 3. Se detectó una gran cantidad 
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de grupos de genes biosintéticos, y esto en parte se debe a que como los genomas 

ensamblados no están cerrados, hay regiones abiertas que podrían no ser reconocidas 

adecuadamente por los programas de anotaciones. 

    

Se detectaron genes biosintéticos de compuestos aún no identificados y que podrían 

representar nuevos bioactivos. La secuenciación de genomas de bacterias de interés en 

acuacultura nos da mayor perspectiva de la acción que ejercen como agente probiótico. 

Existen pocos reportes de genomas completos de Pseudoalteromoas piscicida, y el 

presentado en este proyecto y publicación (sometido) es el primer reporte en México. 

 

El medio marino nos brinda una fuente de microorganismos y metabolitos con 

aplicaciones biotecnológicas en la camaronicultura. Estos metabolitos bioactivos se 

pueden usar como drogas o templados para diseñar nuevos compuestos terapéuticos 

(Proksch, 2002). 

 

Las dietas con aditivos bacterianos incrementaron la resistencia del camarón contra la 

cepa patógena V. parahaemolyticus AHPND, mejorando la sobrevivencia a nivel 

experimental. Sin embargo, la mezcla de Bacillus (36R y 13L; 7.56 x 108 UFC g-1 de 

alimento) confirió mayor sobrevivencia comparada con el grupo control. El uso de 

Bacillus como probiótico en acuacultura ha sido ampliamente reportado como aditivo en 

alimento, trayendo mejoras en crecimiento y respuesta inmune en camarón durante 

evaluaciones (Gullian et al., 2004; Guo et al., 2009; Pham et al., 2014; Interaminense et 

al., 2018). 

 

Las cepas 36R B. pumilus, 13L B. safensis y 36Y P. piscicida demostraron ser un 

potencial probiótico para su aplicación en cultivos de camarón, sin embargo se requiere 

un mayor estudio.Se concluye que en el proyecto se afirma la hipótesis, en donde a partir 

de microbiota marina se encontraron bacterias con potencial probiótico, capaces de 

sintetizar antimicrobianos, y las cuales al utilizarse como aditivo en alimento generaron 

un efecto benéfico en camarón desafiado con una cepa patógena de V. parahaemolyticus 

(AHPND). 
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PERSPECTIVAS 

 

Se sugiere continuar con evaluaciones de las cepas probióticas bajo diferentes esquemas: 

dosis en alimento, consorcios, bioensayos nutricionales (crecimiento), medición de 

expresión de genes del sistema inmune, colonización intestinal, etc. 

 

Escalamiento para producción de bacterias en biorreactores adaptados a los modelos de 

producción acuícola. Realizar pruebas a nivel piloto en campo (larvarios, maternidades o 

estanques de engorda). 

 

Continuar con análisis de bioinformática y minería de las secuencias genómicas para 

revelar nuevas características genéticas. Caracterizar los bioactivos de los extractos con 

potencial acuícola o industrial. 
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Abstract:  

Objectives 

The aim of this study was to report the first draft genome sequence 

of Pseudoalteromonas piscicida strain 36Y RITHPW, a marine 

gammaproteobacteria that synthesize bioactive compounds with 

antagonistic activity against Vibrio parahaemolyticus, a multidrug 

resistant strain, causative agent of Acute Hepatopancreatic 

Necrosis Disease (AHPND), reported in shrimp farm outbreaks from 

Asia to Mexico with mortalities of 80-100%. 

 

Methods 

The genome was sequenced with an Ion Torrent platform (PGM). A 

total of 606,805 reads were obtained for a 308.48 Mbp and 33.5X 

coverage. A highquality draft assembly and ordering of contigs were 

obtained with Mauve. The annotation was obtained with RAST and 

antiSMASH. 

 

Results 

The genome size consists of 5.15 Mbp, 4,587 CDS and a GC content of 

43.3%, 4,587 coding sequences, 84 genes involved in resistance to 

antibiotics, 12 genes involved in bacteriocins and ribosomally 

synthesized antibacterial peptides. 

 

Conclusions  

The mining of this draft genome provide valuable information to 

explain the antagonistic capacity of P. piscicida 36Y RITHPW, an 

useful strain as potential probiotic in shrimp aquaculture, against 

the pathogenic V. parahaemolyticus. 

 


