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RESUMEN

La acuacultura continuamente se enfrenta a patologias virales y bacterianas, causando
enormes pérdidas econdmicas a nivel mundial. La Enfermedad de la Necrosis
Hepatopancredtica Aguda (AHPND) causa mortalidades del 80-100% en cultivos de
camaron (Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei). AHPND se reportd primero en
China, y se diseminé a Vietnam, Malasia y Tailandia. El agente causal Vibrio
parahaemolyticus coloniza el estémago y produce una toxina letal para el
hepatopancreas del camar6n. Durante 2013, en México la enfermedad devast6 el 60-
80% de granjas camaroneras de Sonora, Sinaloa y Nayarit. El uso de antibidticos 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
camardn. Las bacterias se aislaron de fuentes y organismos marinos, y se seleccionaron
por su capacidad antagdnica 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 extraidos de caldos de cultivo de 36R, 13L y 36Y,
demostraron actividad antimicrobiana (25 pg/ml MIC y 50 pg/ml MBC) y ruptura de
biofilm contra V. parahaemolyticus MTCC 451; ademds mostraron inhibicién en la
expresion del Quorum Sensing de la cepa reportera Chromobacterium violaceum. Se
gener6 un borrador de genoma de las cepas 36R, 13L y 36Y; con la anotacién 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 dias, e incrementaron la resistencia hacia V. parahaemolyticus AHPND
(6.5x10° UFC/ml), mejorando la sobrevivencia en un bioensayo de desafio (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

probidtico contra bacterias patégenas 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 pg/ml MIC and 50 pg/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 (6.5x10° 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.



INTRODUCCION

La produccién de crusticeos ha tenido un crecimiento anual promedio de 18% durante el
periodo de 1970-2008, el cual supera por mucho el crecimiento de las demds especies
acuicolas (FAO, 2010). A nivel mundial la camaronicultura produce casi 4 millones de
toneladas (Valderrama, 2011). La mayor produccién se centra en 12 paises 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 patologia viral mas devastadora en acuacultura es el virus del sindrome de 1la 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; Gonzdlez-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 camarén
(Lightner et al., 1996). Los vibrios son dificiles de erradicar del ambiente natural de

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

En 2009, se report6 en Asia una enfermedad emergente, el Sindrome de la Mortalidad
Temprana (EMS= Early Mortality Syndrome), hoy designada como AHPND (Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease), la cual ha causado pérdidas en los principales
paises productores, valuadas en méds de mil millones de ddlares (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 atipicas en granjas
camaroneras del Noroeste, causando pérdidas de hasta 80 % en la produccion (FAO,

2013).

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

patdgeno, pues el uso de probidticos o compuestos antimicrobianos se perfilan como una



herramienta alternativa para la prevencién y control de patologias acuicolas. 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, antimicdticas, 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 patologia de gran importancia
econdmica para el sector acuicola (SENASICA, 2013; Reantaso y Gomez-Gil, 2013;
Go6mez-Gil et al., 2014, Soto-Rodriguez et al., 2015); lo cual justifica el desarrollo y
originalidad de este proyecto, aunado a investigar la presencia de bacterias asociadas a
sustratos marinos (camaroén, bivalvos, algas y minas de sal) que produzcan sustancias
antimicrobianas, y las cuales puedan aplicarse en alimento como tratamiento profildctico
en el control de enfermedades de los cultivos de camardn. La actividad acuicola en el
pais es de gran importancia debido al desarrollo econémico que genera, por tal motivo,
el conocimiento sobre herramientas para el control de patégenos en la acuacultura, debe
ser considerado como una estrategia mds para poder alcanzar el desarrollo y

sustentabilidad de esta actividad.



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 dodlares, alcanzado mds del 40% de la produccién de organismos
acudticos. La produccién mundial de organismos acudticos por captura no presenta un
incremento significativo en los dltimos diez afios; sin embargo, la acuicultura crecié de
30 millones de toneladas en 1998 a mas de 60 millones de toneladas en 2004, es decir un
crecimiento de 100 % en sdlo seis anos (FAO, 2004). Esta actividad tiene actualmente y
continuard teniendo una enorme participacion en el abastecimiento de peces y mariscos

en el mundo (Naylor y Burke, 2005).

La produccion mundial de camardn estimada en 2008 fue de 6.5 millones de toneladas,
de las cuales 55% fueron de captura (3.6 millones de toneladas) y 45% provenian de la
acuicultura (2.9 millones de toneladas). El valor estimado de la produccién mundial
camaronera es de 29,639 millones de ddlares. La tasa media de crecimiento anual por
captura de camar6n crecid 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 produccién acuicola casi se ha triplicado en tan solo 10 afios.

Los principales productores de camarén son China, India, Indonesia y Tailandia,
generan 43%, 10%, 9% y 8% respectivamente (FIRA, 2009). Paises como Ecuador,
Meéxico 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 camarén, 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



produccién se triplicé en los dltimos 19 afios (FIRA, 2009). En el pais existen 592
granjas, con un drea total de 45,000 hectdreas destinadas al cultivo de camarén; 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 produccion.

Problematicas en la acuacultura

La producciéon de camarones peneidos enfrenta retos importantes y de diversa indole,
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 mds grave es
representada por infecciones bacterianas y virales, las cuales han causado enormes
pérdidas econdmicas 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 patologia en los organismos se deben reunir ciertas
caracteristicas en el medio. El estrés que las condiciones ambientales sub-Optimas
ejercen en los organismos, extiende sus respuestas adaptativas mds alld 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 inmunoldgico del camar6én es comprometido. El estrés se hace sentir
inicialmente a niveles bioquimicos y moleculares, induciendo una serie de respuestas
funcionales y estructurales en la regulaciéon hormonal, metabolismo, osmoregulacién y
regulacién inmunoldgica, afectando la capacidad de sobrevivencia, crecimiento y

reproduccion de los organismos (Gomez et al., 1998).

Después de un periodo de estrés, un brote de enfermedad puede causar mortalidad
crénica en la poblacion. Muchos de estos organismos pueden ser portadores
asintomaticos de un patégeno y en condiciones normales estdn protegidos por los
mecanismos de defensa. Cuando el sistema de defensa es debilitado o suprimido debido
al estrés, el patégeno puede multiplicarse, rebasar los mecanismos de defensa y en

ocasiones matar al hospedero (Morales y Cuellar-Anjel, 2008).



En Meéxico la aparicion de enfermedades infecciosas en la acuacultura ha provocado
reducciones significativas en la produccién del crustidceo. Por lo que la prevencion 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 camar6n
cronolégicamente 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 camarén azul, L. stylirostris
(Lightner 1996, Jiménez et al., 1999), causando mortalidades masivas. 2) El virus del
sindrome de Taura (TSV= Taura Syndrome Virus), causante de 60 % de pérdidas en la
produccion de camardn en 1992 en granjas ubicadas cerca del Rio 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) ElI WSSV, detectado en Norteamérica, Centroamérica y
Meéxico en 1999. Algunas regiones han sido impactadas con pérdidas del 100 % de la
producciéon de camardn de cultivo. Este virus ha sido considerado el patégeno nimero
uno debido a la severidad de la infeccion, que provoca mortalidades masivas (dentro de
7-10 dias de cultivo), especialmente cuando hay cambios ambientales repentinos. 4) Las
bacterias intracelulares tipo NHP-B (Necrosis Hepatopancredtica), clasificadas como
una o-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 asidtica (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 camaronicolas de Brasil, (Andrade et al., 2007) y 7) en el Gltimo
ciclo de cultivo (2013) en granjas del Pacifico (Sonora, Sinaloa y Nayarit), las bacterias

tipo Vibrio causaron pérdidas severas en granjas de camaron.



Enfermedades bacterianas en cultivos de camarén
Los patégenos en el medio acudtico 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 (Garcia, 2001).

Un estanque de camarén es un sistema altamente dindmico en donde interactian
estrechamente, diversos factores como: salinidad, pH, temperatura, oxigeno disuelto, asi
como nutrientes orgdnicos e inorgdnicos. 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 composicién y nimero. El rol de las
bacterias en un estanque de camardn no sélo debe ser enfocado desde el punto de vista
patogénico, pues también cumplen un papel importante en el reciclamiento de nutrientes
y la degradacion del detritus en el estanque; por tanto contribuyen a mantener la calidad
del agua (Gémez et al., 1998). Sin embargo se pueden presentan condiciones propicias
para una proliferacién microbiana lo cual traerd como consecuencia una enfermedad o

epizootia.

Las enfermedades de origen bacteriano son una de las principales afecciones en los
cultivos de camardn del continente americano; pueden causar desde un crecimiento
retardado hasta mortalidades esporadicas y masivas (Otta et al., 2001). Las bacterias
Gram negativas son las de mayor interés en esta prictica, ya que predominan en el
ambiente marino y constituyen la mayoria de bacterias que normalmente se presenta en

la microflora asociada al camarén silvestre y de cultivo.

Las bacterias del género Vibrio, estan presentes en los ambientes acuaticos de forma
natural y se presentan cominmente durante el cultivo de camarén (Vandenberghe et al.,
2003). Son consideradas como patdgenas oportunistas; en presencia de otros factores
puede desencadenar el desarrollo de infecciones como vibriosis, hepatopancreas

edematoso y necrético (Gémez et al., 1998).



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 sintomatologia en
los organismos infectados destaca una coloracidn café o parda en branquias, pérdida de
apetito, nado errdtico en la superficie del estanque, enrojecimiento de apéndices
(Anderson et al., 1988; Nash et al., 1992), luminiscencia en cuerpo y urépodos en
algunos casos, lesiones en la cuticula, perdida de apéndices, musculo opaco e infestacion

en tracto digestivo o hepatopancreas (Lightner, 1993).

Por otra parte, la bacteria NHP-B ha sido designada por la Oficina Internacional de
Epizootias (OIE), como patdgeno potencial para la acuacultura. Esta a-proteobacteria,
de tipo rickettsia inicialmente fue descubierta en cultivos de Texas en 1985, y su
distribucion 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 camaroén

Hernandez y Olmos (2004) analizaron 15 muestras de Vibrio spp. de camarones sanos y
enfermos de granjas de camar6n y se probé la patogenicidad. Dos cepas llamadas Z2 y
7.3 fueron patégenas causando el 100 % de mortalidad. La caracterizacién molecular se
realiz6 por RFLP y PCR, usando primers para diferenciar la virulencia y reguladores
transcripcionales o genes “quorum sensing”. Los primers disefiados para /uxN fueron
especificos e identificaron las muestras como V. harveyi, Vibrio nigripulchritudo es otra
especie reportada como causante de mortalidades en Nueva Caledonia por Goarant et al.
(2005), asociadas las patologias llamadas “Sindromde de Verano” y “Sindrome 93, 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 etioldgicos por pruebas bioquimicas y por secuenciacion de la regiéon 16SrTRNA.
En retos in vivo con P. monodon, se revel6 que V. parahaemolyticus es mas virulento.
En las costas de Bazar, Bangladesh, Rahman et al. (2010) estudiaron las mortalidades en

cultivos de camarén, acompanada de signos que concuerdan con vibriosis ocurridas en



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 antibidticos 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) determind la diversidad bioquimica de especies del género
Vibrio, encontradas en estanques de cultivo semi-intensivo en el Noroeste de México y
correlacioné la presencia de especies patdgenas 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 ultimas tres en baja incidencia.

La cepa CAIM 1792 de V. harveyi ha causado brotes recurrentes de vibriosis, o también
llamado sindrome “rojo brillante” en cultivos de camarén L. vannamei en el Noroeste de
México desde 2005 (Soto-Rodriguez et al., 2010a). Espinoza-Valles et al. (2012)

reportan la secuencia del genoma de esta cepa.

Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

La AHPND tiene como 6rgano blanco el hepatopéncreas, el cual se atrofia y adquiere
color blanquecino con estrias. En los primeros cambios histopatoldgicos de este 6rgano
se precia la reduccion de las células grasas, pérdida de lipidos y una disminucién de la
actividad de las células secretoras. Al progresar la enfermedad las células grasas,
basofilicas y secretoras se degeneran y redondean, desprendiéndose de los tdbulos
hepatopancredticos. En el 2012 se consideraba que la etiologia era causada por toxinas
como aflatoxinas B1 debido a que se apoyaban en la inhibicién de la mitosis observada
en el hepatopancreas (Lightner et al., 2012). Por el cuadro histopatolégico en los
camarones afectados, se le denominé sindrome de la necrosis hepatopancredtica aguda

(AHPNS) debido a que el hepatopdncreas es el tinico érgano afectado. Hasta el 2013 se



identific6 a Vibrio parahaemolyticus asociado a un fago, como el responsable de las
mortalidades, mediante bioensayos para reproducir la enfermedad, el sistema API NE y

secuenciacion de la regién 16S rRNA (Tran et al., 2013; Reantaso y Gémez-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 Gomez-Gil,
2013). Gémez-Gil et al. (2014), recientemente reportan la secuenciaciéon del genoma de
la cepa M0605 de Vibrio parahaemolyticus, la cual provoca signos clinicos 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 desafios se comprob6 que era capaz de causar mortalidades en organismos. El
ADN de esta bacteria fue analizado mediante una plataforma de secuenciacion y se
identificaron diferentes mecanismos de patogenicidad en ambos cromosomas: sistemas
de adquisicion de hierro (hemina, enterobactina, vibrioferrina y dos TonB), sistemas de
secrecion (T2S, T3S, T2/4S y T6SS); se encontraron 14 genes, diferentes toxinas, dos de
las cuales son repeticiones grandes de la toxina (RTX), asi como nueve hemolisinas,
varias proteasas, quitinasas, un regulador de metabolismo de quitina, se identific6 un
sistema de adherencia y un sistema antifagocitosis, ademds de dos sistemas de quorum

sensing (LuxPQ y LuxMN).

Antecedentes sobre compuestos antibacterianos

En bacterias, se han reportado péptidos con estructuras unicas, una actividad
antimicrobiana sin precedente, y cuyas secuencias no tienen homoélogos 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 actian como reguladores de
su propia expresion, como moléculas sefial que interactdan con sus hospederos o como
agentes hemoliticos que incrementan la patogenicidad (Dykes y Hastings, 1997). Las
propionicinas, son un tipo de bacteriocinas con un amplio espectro, incluso intra-
especifico, lo que muestra el papel que juegan dentro del antagonismo en las
comunidades bacterianas (Faye et al., 2011). Una de las bacteriocinas mas comunes,

llamada lantibidtico, es producida por las bacterias dcido lacticas (Cotter et al., 2005).



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
patégenas para humanos, mds en las patégenas de camarén no se ha encontrado
asociacion con estos. Histéricamente en los casos de salud humana, la patogenicidad de
V. parahaemolyticus se ha asociado con el llamado fenémeno de Kanagawa (KP), el
cual se observa como una hemdlisis beta cuando se crece sobre agar Wagatsuma
(Matsuda et al., 2010). Practicamente todas las cepas de V. parahaemolyticus de aislados
clinicos son KP positivas, mientras que solo entre el 1 y el 2% de las cepas ambientales
son KP positivas. La reaccion de Kanagawa es causada por la proteina 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 patdgenas aun en ausencia del factor Kanagawa y de
la proteina TDH, encontrandose en su lugar la proteina 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 patégenas aun en ausencia de
estas 2 hemolisinas termoestables, lo cual indica que existen otros factores de virulencia,
descritos como los factores T3SS1 (sistema de secrecion tipo 3 en el cromosoma 1) y
T3SS2 (Meador et al., 2007), aun asi faltan estudios para comprender los factores de
virulencia de V. parahaemolyticus (Mahoney et al., 2010) y mds atn en los patogenos de
organismos acudticos, 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 econdmicas en los paises productores (Mahoney et al.,
2010), por lo que es realmente importante monitorear y tratar de controlar estas
patologias. Estudios recientes han revelado la presencia de un alto indice de resistencia
de V. parahaemolyticus y V. cholerae contra antibidticos de uso comun, 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 aparicién de estas cepas resistentes a los tratamientos disponibles.

Ramirez (2013) caracteriz6 y analiz6 el genoma del fago VPMSI1, efectuando diversos
andlisis bioinformaticos en la busqueda de moléculas con actividad antimicrobiana,
como una alternativa al uso de antibidticos convencionales. Se encontré que el genoma
estd 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 aminodcidos mostré capacidad de inhibir de manera irreversible el

crecimiento de V. parahaemolyticus.

Leyton y Riquelme (2010) evaluaron bacterias con actividad inhibitoria, colectadas de
las cdpsulas 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 andlisis filogenético, fueron identificadas como Bacillus
pumilus 'y Bacillus lichenifor. Leyton et al. (2012) investigaron durante 4 afios 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 patégeno 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 aplicaciéon 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
patégenos acudticos como V. harveyi, V. parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa y
Aeromonas hydrophila, aislados de peces y camarones infectados. Los metabolitos

fueron purificados en columnas de cromatografia y se comprobd su actividad antiviral
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contra WSSV. Los camarones Fenneropenaeus indicus, desafiados con un inoculo de
WSSV incubado con la fraccién III, sobrevivieron casi el doble en comparacién al
control. La cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC-MS) revel6 que la
fracciéon antiviral contenia 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, asi como los pardmetros
inmunoldgicos de profenol oxidasa y el anién 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 etiologicos como el V. parahaemolyticus, por su aplicacion
profildctica. Los efectos antagénicos y las interacciones bacterianas, que involucran la
inhibicién del crecimiento de bacterias, corresponden a diversos mecanismos:
competencia de nutrientes, espacio, luz, clima o se relaciona con la produccién de
metabolitos secundarios antibacterianos (Long y Azam, 2001, Verschuere et al., 2000).
La bacteria antagonista debe ser llamada “probidtica”, 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 produccion de compuestos (bacteriocina, lisozima, proteasas y peréxido de hidrégeno)
que inhiben a patdégenos. Los metabolitos también pueden ser aislados de algunos
microorganismos, y una vez purificados, pueden ser usados para limitar la colonizacién

de organismos indeseados (Leyton y Riquelme, 2010).

Estrategias de prevencion e inclusion de aditivos en alimentos

Con la experiencia en campo y los trabajos de investigacion cientifica, se ha demostrado
que muchos factores inducen la mortalidad en sistemas de cultivo, tales como, la
genética, calidad de las postlarvas, fluctuaciones -climdticas, estrés ambiental,
infecciones bacterianas, la calidad y estabilidad del cultivo entre otros. Estos

conocimientos dan como resultado, protocolos de produccién que no eliminan a los
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patégenos, sino mds bien reducen el riesgo de los principales detonantes de eventos de

mortalidad (Coutteau y Goossens, 2013).

La bacteria Vibrio es dificil de erradicar de una produccién pues naturalmente habita en
el medio, por tanto el enfoque para mantener una bioseguridad serd diferente que con los
virus. El evitar contaminacién en reproductores y larvas, combinado con buen manejo
serd crucial para controlar el AHPND en fases iniciales. Los raceways o sistemas
intensivos, permiten un control sobre la nutricién y el medio ambiente, comparado con
la siembra en estanqueria. El uso desmedido de antibidticos es una practica frecuente
que amenaza la sustentabilidad del medio, residualidad para el humano y causa una

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

La industria de camardn requiere medio alternativos para controlar la microbiota de los
sistemas de produccién. Los enfoques sostenibles para mejorar la flora intestinal
incluyen el uso de bacterias probidticas y compuestos naturales especificos en alimentos.
Estos aditivos permiten en cada alimentacion, entregar una concentracion adecuada de
actividad antimicrobiana dentro del intestino del camarén. No obstante, el éxito de la
actividad dependerd de la eficacia del compuesto o aditivo contra la bacteria patégena

involucrada en AHPND (Coutteau y Goossens, 2013).

Otras investigaciones mencionan que ademads de efectos bactericidas y bacteriostaticos,
algunos compuestos trabajan en la inhibicién del quorum sensing para bloquear la
accion patégena. Esto es una alternativa viable a antibidticos 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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Probiéticos en acuacultura

Gatesoupe, (1994) Presenta a los probidticos como una alternativa para eliminar los
riesgos de proliferacion de vibrios oportunistas y mejorar la tasa de sobrevivencia y de
crecimiento de las larvas de peces. En el cultivo de organismos acudticos se requieren de
alimentos altamente nutritivos, ademds de aditivos que beneficien el estado sanitario y el
crecimiento de los organismos. Entre los aditivos mas comunes encontramos hormonas,
antibidticos, y algunas sales. Sin embargo, su uso inapropiado puede ocasionar efectos
adversos, como el desarrollo de bacterias patdgenas resistentes, y/o un desequilibrio

ambiental (Kautsky et al., 2000).

Los probidticos son ampliamente utilizados en la crianza de cerdos y aves, sin embargo
en acuacultura se desconocen muchos aspectos. El uso de probidticos se perfila como
una herramienta profilactica alternativa en acuacultura. Existen varios contextos para el
término probidtico: 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 estimulacién
selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o un nimero limitado de bacterias en el

tracto intestinal.

Esta alternativa bioldgica estd siendo investigada en acuacultura, debido al enorme
beneficio que juegan las bacterias probidntes para proteger a los organismos contra
infecciones, ya que producen compuestos inhibidores, compiten con patégenos, o bien
estimulan el sistema inmunoldgico de los organismos (Gibson et al., 1998). La
combinaciéon de nutricién del hospedero y mejoramiento del estado sanitario de los

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

Beneficios de los probiéticos

Estos microorganismos pueden ser afiadidos al agua o al alimento, en el manejo del
sistema de cultivo para el control de enfermedades. El efecto benéfico de los probidticos
se atribuye en general a tres mecanismos diferentes (Verschuere et al., 2000):

Mejoramiento de la calidad del agua, ya sea por metabolizacion de la materia orgdnica o
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por interacciéon con algunas algas. Exclusion competitiva de bacterias nocivas;
competencia por nutrientes, por sitios de fijacion en el intestino o fuentes de energia
disponible. Aumento de la respuesta inmunolégica 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. Produccién de
componentes inhibidores como antibidticos, bacteriocinas y quelantes que disminuyen el

crecimiento del patégeno.

El uso de mezclas probidticas son mds efectivas que las cepas independientes en el
control de patdgenos, y en el mejor establecimiento de poblaciones probidticas,
observandose procesos sinérgicos entre cepas que han potenciado los resultados

deseados (Douillet, 2000).
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DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

México es la sexta potencia mundial en produccién de camardn, siendo esta actividad la
que mayor numero de divisas genera entre los productos pesqueros (CONAPESCA,
2010). A nivel nacional, Sonora y Sinaloa encabezan la produccién de camarén. Sonora
cuenta con 157 granjas, generando 7,500 empleos directos y 35,000 indirectos. En 2009
la produccion alcanzé 81,423 toneladas, y en 2013 solo 13,192 toneladas debido a la
enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda AHPND (COSAES, 2013).

La presencia de AHPND en los cultivos camaroneros de México, implica un riesgo para
la actividad acuicola. El tratamiento de enfermedades bacterianas mediante el uso de
antibidticos 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 probidticos o compuestos antimicrobianos se perfila como una herramienta

alternativa para la prevencion de patologias acuicolas.

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

patologias de importancia econdmica.
La presente investigacion brindard informacién sobre alternativas para el control de

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

probidtico.
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HIPOTESIS

A partir de microbiota marina asociada se extraerdn bacterias con potencial probidtico,
capaces de sintetizar metabolitos extracelulares con actividad antimicrobiana, y las
cuales al ser aplicadas como aditivo en alimento generard un efecto benéfico en un
cultivo experimental de camarén desafiado con una cepa patégena de V.

parahaemolyticus causante de la enfermedad de la necrosis hepatopancredtica aguda

(AHPND).
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OBJETIVO GENERAL

Aislar, caracterizar y evaluar bacterias marinas con potencial probidtico para su uso
como aditivo en alimento; e identificar los activos antimicrobianos responsables de la

inhibicién de V. parahaemolyticus causante de AHPND en camarén de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

antagoénico a Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND.

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

contra cepas patdgenas 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 anélisis bioinformético la presencia de genes implicados en la

biosintesis 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 camarén blanco mediante un desafio experimental con una cepa

patogena de V. parahaemolyticus (AHPND).
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MATERIALES Y METODOS

Instituciones donde se realizaron los estudios

El presente proyecto de investigacion se realiz en el Laboratorio de Patologia
Molecular del Departamento de Zoologia de Invertebrados, y el Programa de
Maricultura del Departamento de Ecologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon; el Laboratorio de Analisis en Sanidad Acuicola
del Departamento de Ciencias Agrondémicas y Veterinarias del Instituto Tecnolégico de
Sonora; el Laboratorio de Gendmica Microbiana del Centro de Investigaciéon en
Alimentacién y Desarrollo, Unidad Mazatldn en Acuicultura y Manejo Ambiental; y el

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

Localizacién de las areas de estudio

Los muestreos de campo se realizaron en las siguientes regiones del Sur de Sonora:
Bahia de Lobos (27°2528.1" N; 110°3029.0" W), Mélagos (27°09'44.0" N;
110°15'58.6" W), La Atanasia (27°8'10.1436" N; 110°1122.6998" W), El Riito
(26°47'02.6" N 109°48'48.2" W) y Yavdros (26°42'33.7" N; 109°34'35.2" W). Se
visitaron distintas localidades (escolleras, esteros, depdsitos salinos) para tener una

diversidad de las comunidades bacterianas (Pfeffer et al., 2003; Hosseini et al., 2004).
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Figura 1. Macrolocalizacion del drea de muestreo en Sonora, México.
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Figura 2. Ubicacion de los puntos de colecta al sur del estado.

Toma de muestra

Se colectaron los siguientes especimenes en forma aséptica: el camardn silvestre se
captur$ en esteros y canales, con una atarraya de monofilamento de 2.5 m de didmetro.
Los bivalvos se colectaron directamente en canales de llamada durante la marea baja o
en jaulas flotantes de cultivo, utilizando guantes y espatula. Las algas fueron removidas
del sustrato donde se encontraban adheridas, en escolleras o canales de llamada. El agua
marina se tom6 directamente de los cuerpos con una bolsa de pléstico estéril (Whirl-
pak, Nasco), a una profundidad de 15-30 cm; y el sedimento salino se colect6 en bancos
naturales de salinas con una espétula y bolsas estériles, a 20 cm de profundidad. En una

bitacora se registraron los datos de campo y la relacién de muestras.

Las muestras fueron empacadas, etiquetadas y trasportados en hielera al LASA del
Instituto Tecnoldgico de Sonora en Cd. Obregén Sonora, para ser procesadas. Los

camarones fueron transportados vivos en cubeta con agua y con aireacion.
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Bacteriologia de especimenes y aislamiento de cepas

Los camarones sanitizados con alcohol al 70% se disectaron con pinzas estériles, se
extrajo el estbmago, y se homogeniz6 en mortero de porcelana con 10 ml de solucién
salina (2% NaCl) (Quiroz, 2005). Los moluscos bivalvos se limpiaron y se enjuagaron
con agua destilada, se disectaron los érganos y el tejido se homogenizé en una licuadora
(Oster). Se agregd 1 g en 9 ml de solucion salina para preparar la suspension (Bédez-
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 enjuagd con agua destilada, y se maceré 1 g de muestra en el
mortero con 9 ml de solucién salina (Villarreal-Gémez et al., 2010). Se agregd 1 ml de
agua marina a un tubo con 9 ml de solucién salina y se agité; y para sedimento, se

agregd 1 gen 9 ml de solucidn salina y se homogenizé en vortex (Holt ef al., 1994).

De cada homogenizado se sembraron 100 pl por el método de extension con varilla en
medios so6lidos no selectivos: TSA (Difco) al 2% de NaCl y Agar Marino (Difco). Para
la obtencion de cultivos heterdtrofos las placas se incubaron en condiciones aerobias a

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

De los cultivos se seleccionaron y aislaron diferentes bacterias considerando el
morfotipo colonial, coloracion 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 -80°C 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 patégenas
aisladas de epizootias de AHPND en cultivos camaroneros de Sonora durante 2013-
2015, y aislados de camarén 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. Relacion de cepas de trabajo y referencia utilizadas en el estudio.

Cepa Clave Fuente
Vibrio parahaemolyticus MC32
(AHPND) B25 ITSON
E14V?2 (Instituto Tecnoldgico de Sonora)
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)

Evaluacion preliminar de la actividad antagénica in vitro

Para la seleccion inicial se evalud el antagonismo de cada cepa por el método de estria
cruzada (CSM). A partir de un cultivo de 18-24 h se preparé una suspension de 3 ml al 1
de McFarland (3X10® cel/ml), en placas de Mueller-Hinton (2% NaCl) se aplicé con
hisopo estéril una estria en el centro con la bacteria a evaluar, y se incub6 por 48 h a 28-
30°C, para la liberacién de antimicrobianos en placa. Del mismo modo se preparé una
suspension con la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), y se sembr6 en un dngulo
de 90° atravesando la zona de la bacteria candidata. Se observo la interaccién con la
presencia o ausencia de inhibiciéon (Lertcanawanichakul y Sawangnop 2008; Velho-

Pereira y Kamat 2011).

Caracterizacion microbioldgica y bioquimica

Se realizé una descripcion microscopica de los aislados con potencial antagdénico.
Mediante la tincion de Gram y Shaeffer-Foulton, se determiné la agrupacion de las
bacterias y presencia de endosporas, utilizando un microscopio Axio Imager M2
(Carl Zeiss) (Doetsch 1981; Gordon et al., 1973). Las pruebas bioquimicas: oxidasa
(Merck), catalasa (per6xido de hidrogeno al 3%) y fermentacion de carbohidratos en
agar Triple Azucar Hierro (TSI, Becton Dickinson). Las pruebas fisioldgicas se basaron
en crecimiento en caldo TSB o MB a diferentes rangos de NaCl (2-30%) y temperaras

(15-50°C) (Holt et al., 1994; Pettersson et al., 1996; Vera et al., 1998; Cuervo 2010).
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Identificacion bioquimica

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 prepar6 una suspension bacteriana (1
McFarland) en solucién Pluronic, utilizada para hidratar cada pozo del panel con 120
uL. La placa se incub6 por 24 h a 30°C y los resultados se revelaron en el software

LabPro System version 3.01 (Siemens).

API 20E y 50 CHB: Para identificar las cepas Gram positivas, se utiliz6 el sistema API
20E (BioMerieux) y API 50 CHB (BioMerieux), siguiendo el protocolo del fabricante.
Estas galerfas se conforman de 23 pruebas bioquimicas estandarizadas y 49 pruebas de
carbohidratos fermentables, respectivamente. La interpretacion del perfil bioquimico e

identidad se revel6 con el software Apiweb (BioMerieux).

Antibiogramas

La susceptibilidad antimicrobiana se determind por el método de Kirby-Bauer, con
antibidticos de grado acuicola: florfenicol (30 pg), enrofloxacina (5 ug) y oxitetraciclina
(30 ng) (AVIMEX, México). En placas de agar Mueller-Hinton (Difco) al 2% NaCl, se
extendi6 una suspension bacteriana al 0.5 McFarland (aprox. 108 UFC/ml) con la cepas
antagonistas y se colocaron los sensidiscos. La prueba se realizd por triplicado y los

resultados de los halos de inhibicién se interpretaron (Bauer ef al. 1966).

Actividad hemolitica
Para la prueba de hemolisis se sembrd por estria cruzada una colonia aislada y fresca
sobre Agar Sangre (5% sangre de cordero) (Becton Dickinson). Las placas se incubaron

a 30 °C por 24 h y se registré el patrén de hemolisis (Baron et al., 1994).

Actividad enzimatica
Se determiné la capacidad enzimatica de las cepas de interés. La produccion de
proteasas se observo 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% almidén), y el halo de degradacion se revel6 al agregar
lugol a la placa después de la incubacion por 24 h (Lealem y Gashe, 1994). La actividad
de quitinasas y celulasas se realizé en Medio Minimo adicionando quitina coloidal al
0.5% y carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma) al 2%, respectivamente. La actividad de
celulasas se reveld con rojo Congo (Sédnchez et al., 2004). La capacidad hidrolitica de las

cepas se observé mediante la formacion de halos alrededor de las colonias.

Curvas de crecimiento

La curva se determiné con dos medios. De un cultivo fresco se inocul6 una colonia a
cada matraz con 200 ml de caldo TSB (Difco) (2% NaCl) o MB (Difco) y se incubaron a
30°C por 26 h en un agitador orbital (SOU-300, Yamato) a 150 RPM. El crecimiento
bacteriano se monitored 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).

Formacion de biofilm

Se evalu6 esta propiedad en las cepas probidntes, cultivando cada una en 10 ml de TSB
(Difco) o MB (Difco) por una noche a 30°C; se prepard una dilucién 1:100 de cada
aislado con caldo estéril y se inocularon 200 pL en cada pozo (por cuadruplicado) de la
microplaca (fondo redondo). Después de incubar por 24 h a 30°C, la placa se vacié y
enjuagoé con PBS. El biofilm se fijé con 100 uL de alcohol 95% y fué tefiido con 100 uL
de cristal violeta. La placa se enjuagd con agua destilada y secé por 15 min. Se registrd
Ia OD a 595 nm en un lector (UV340, ASYS). La adhesion del biofilm se considero:
fuerte (OD > 1), moderada (0.1 <OD < 1) o débil (OD < 0.1) (Bekir et al., 2011).

Pruebas de actividad antagonica
Se realizaron pruebas para evaluar la capacidad antagénica de las cepas seleccionadas en

matrices solidas y liquidas.
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Método de doble capa Dopazo

Para esta prueba se inocularon 10 pL de la cepa probionte, cultivada por 12 h en TSB o
MB, en el centro perforado de una placa de Mueller-Hinton (Difco) al 2% NaCl, y se
incub6 por 72 h a 30°C. Posteriormente el crecimiento bacteriano se sometié a vapores
de cloroformo por 30 minutos, y se agregé una segunda capa de 10 ml de agar Mueller-
Hinton semisélido inoculada con 100 uL. de cada cepa patdégena V. parahaemolyticus
AHPND (MC32, B25 y E14V2) y V. parahaemolyticus (ATCC 17802). Después de 24 h
de cultivo a 30°C, se observé un halo de inhibicion al centro de la placa y se consider6
una inhibicién fuerte con valores >5 mm de didmetro. La prueba se realiz6 por
triplicado, y como control negativo se evalud el efecto del cloroformo y la bacteria

patogena sin bacteria probionte (Dopazo et al., 1988; Avendafnio-Herrera et al., 2005).

Método de co-cultivo en suspension

Mediante esta prueba se evalud el efecto competitivo y antagénico entre las cepas
probiéntes 'y V. parahaemolyticus AHPND (MC32). Cada bacteria se cultivd
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 afiadié 1 ml de la cepa
probionte y 1 ml de la cepa patogena para incubarse a 30°C y 150 RPM. A las 12 h se
analiz6 la carga de Vibrio en cada co-cultivo, sembrando 100 ul en agar TCBS por
triplicado. Como control positivo se utilizé solo la cepa patégena y como control

negativo caldo TSB estéril (Purivirojkul, 2013).

Evaluacion de co-cultivo en agua marina

Se observo el efecto antagénico en agua marina entre probiontes y V. parahaemolyticus
AHPND (MC32). El cultivo de cada cepa se realizé 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 agregd 1.5 ml del probidnte y la
cepa patégena (10® UFC/ml), incubandose a 30°C y 150 RPM. Se realizaron conteos por
triplicado de la carga de Vibrio en TCBS alas 12 y 24 h. En el control positivo se utilizé

un cultivo del patégeno y en el control negativo caldo estéril (Sugathan et al., 2014).
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Produccion y extraccion de compuestos antimicrobianos

Para la produccién de bioactivos se cultivé 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 °C. Posteriormente, la biomasa del
cultivo fue separada por centrifugacion a 10,000 RPM por 20 min a 4°C. El
sobrenadante fue extraido con acetato de etilo a una proporcién de 1:1 (v/v), la mezcla
se agité a 150 RPM por una noche. La fase orgdnica se separd utilizando un embudo de
separacién y el extracto se concentré mediante un rotavapor (Caframo). El extracto
crudo se resuspendié en metanol para confirmar la actividad antimicrobiana y el mismo

solvente se utiliz6 como control (Sruthy et al., 2015; Kannahi y Eshwari, 2016).

Concentracion minima inhibitoria (MIC) y bactericida minima (MBC)

Para evaluar la MIC y la MBC de los extractos bacterianos se utilizd la cepa V.
parahaemolyticus MTCC451. El extracto crudo disuelto en metanol (1000 pg/ml) se
diluy6 a la mitad de manera seriada en cada pozo de la microplaca, por triplicado. Cada
pozo contenia 20 ul de suspensién bacteriana (1-2 x 10> UFC/ml) y 10 ul de cloruro de
tetrazolio (Merck) (0.5 mM). Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C; como control
positivo se utilizé cloranfenicol (1 mg/ml), y como control negativo metanol (Perumal et
al., 2012). El crecimiento microbiano en placa se observd al presentar color rosa. La
MBC se determin6 como la menor concentracion del extracto que erradico el 99.9 % de

la suspension bacteriana después de 24 h de incubacion (Tukappa y Londonkar, 2013).

Ensayo de ruptura del biofilm

Como la produccién de biofilm y la patogenicidad se relacionan, se determind el efecto
del extracto crudo en la ruptura del biofilm, la cepa V. parahaemolyticus MTCC451 se
incub6 una noche y fue inoculada en 5 ml de TSB (HiMedia) con 25 pg/ml del extracto
crudo en un contenedor con un cubreobjeto (22 x 22 mm). La muestra se incubd por 48
h a 30°C, los cubreobjetos se secaron y tifieron con cristal violeta (0.1 %). En el control
negativo se agregd metanol en vez de extracto. Para observar el biofilm se utiliz6 un

microscopio optico (Olympus CH201, Japan) (Shumi ez al., 2014).
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Ensayo de quorum quenching (QQ)

La comunicacion bacteriana (QS, quorum sensing) juega un papel importante en las
funciones fisioldgicas relacionadas con la patogenicidad, por ello se determiné 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 extendié en placas de
agar Luria Bertani (HiMedia), después se hicieron pozos equidistantes y se agregd el
extracto bacteriano diluido en metanol. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C, y la
inhibicién del pigmento violeta se consideré como positivo para la inactivacion de AHL

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

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN genémico se utiliz6 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 (4°C) por 1
min para utilizar el pellet celular en extraccion. La calidad y cantidad del ADN se
verific6 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).

Analisis por PCR (GTG)s

Para discriminar entre cepas seleccionadas se utiliz6 la técnica de PCR (GTG)s, la cual
se basa en la amplificacién de secuencias repetidas intercaladas en el ADN. Se prepar6
una mezcla de 25 pl para PCR con 5X Taq Green buffer (Promega), 25 mM MgCls, 25
mM desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs), 25 uM (GTG)s primer (5° -
GTGGTGGTGGTGGTG - 3’°), agua bidestilada (dH20), ADN (100 ng/ul) y ADN
polimerasa (GoTaq, Promega). La amplificaciéon comienza con desnaturalizacién a 95°C
(7 min), seguido por 4 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extensién a 95°C (2
min), 36°C (2 min) y 72°C (2 min), respectivamente, mas 30 ciclos de desnaturalizacion,
alineamiento y extension a 95°C (1 min), S0°C (1 min) y 72°C (1 min), respectivamente.
La elongacion final fue a 72°C por 5 min. Las muestras se analizaron visualmente en

geles de agarosa al 1.5%, corridos en cdmara 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).

Identificacion molecular por amplificacion del gen 16S ARNr

Con el ADN de las bacterias marinas se amplifico el gen 16S ARNr. Los primers
utilizados fueron: UIF (5° - CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - 3’) y UIR (5’ —
CGGGCGGTGTGTRCAARRSSC - 3’) (Rivas et al., 2004). La mezcla de 25 pl
contenfa 5X buffer, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.2 uM de cada primer,
ADN (100 ng/ul), 1 U de Taq polimerasa (GoTaq, Promega) y agua bidestilada (dH20).
Se utiliz6 el termociclador iCycler (Bio-Rad) con un programa de desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C durante 1
min, alineamiento de 55°C por 2 min y extensioén a 72°C durante 1 min, una extension
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 secuenciacién en

Servicios Gendmicos de CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato.

Amplificacion 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 reaccion de 50 ul se prepar6 con 1X buffer de reaccion (GeNei), 4.5 mM
de MgClp, 200 uM de dNTPs, 0.5 uM de cada primer, ADN genémico (100-200 ng/ul),
1 U de Taq polimerasa (GeNei) y agua bidestilada (dH20). Para PKS, degKS2F 5° —
GCIATGGAYCCICARCARMGIVT - 3 y degKS2R 5’ —
GTICCIGTICCRTGISCYTCIAC - 3°, 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 elongacion final de 10 min a 72°C; y para
NRPS, A3F 5 — GCSTACSYSATSTACACSTCSGG - 3 y AR 5 -
SASGTCVCCSGTSCGGTAS - 3°, 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 extension 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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Analisis de secuencias

Las secuencias se analizaron con el programa BioEdit (version 7.2.6), Clustal X (version
2.1) para el alineamiento de secuencias, y MEGA (version 7.0.14) para la construccion
de drboles 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 nimeros de acceso.

Secuenciacion de genoma completo

Las cepas 36R, 13L y 36Y fueron seleccionadas para un andlisis de genoma completo
mediante la secuenciacion ADN, a través de las plataformas Ion Torrent PGM (Thermo
Fisher) y Miniseq System (Illumina). Este proceso se realiz6 en el Laboratorio de
Gendmica Microbiana del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, en
Mazatlan, Sinaloa. A partir de cultivos puros se realiz6 la extraccion de ADN gendmico
con el kit Wizard Genomic DNA (Promega). La calidad y concentracion del material
genético se analiz6 en el fluorémetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher). Antes de la
construccion de librerias, el ADN se fragment6 con el sonicador Bioruptor (Diagenode),

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

Procesamiento y ensamblaje de genomas

El control de calidad de las secuencias crudas se realizé con FastQC (versioén 0.11.4), y
se fue verificando la calidad durante el tratamiento de las lecturas procesadas. Con el
software PRINSEQ (version 0.20.4) se filtraron y cortaron bases y secuencias con un
indice de calidad Phred menor a 20. La calidad de secuenciacion se valora segun la
escala de Phred o Q, el cual representa la probabilidad de que una base determinada
haya sido asignada erréneamente. El ensamblaje de novo de los genomas se realizé con
Newbler (version 2.6). Esta reconstruccion se basa en un proceso de unidn y
superposicion 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 unién de contigs ordenados). El ordenamiento de contigs y la

29



sintonia del genoma se realizd 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).

Anotacion de genomas e identificacion de genes implicados en la biosintesis de
metabolitos secundarios

La anotaciéon de genomas se realiz6 mediante RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology, versién 2.0). Este procedimiento nos revela la prediccion de
genes que codifican proteinas, carbohidratos, lipidos, y otras unidades funcionales del
genoma de las bacterias (ARNSs estructurales, pseudogenes, pldsmidos, transposones y
elementos moviles). Con la plataforma antiSMASH (version 3.0.5) se identificaron,
mediante anotacién funcional, genes biosintéticos relacionados con la producciéon de
metabolitos secundarios (MS). El andlisis detecta secuencias génicas con dominios
conservados tipicos para la produccién de enzimas implicadas en MS, y se presentan

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

QR — [Newbler —= &@Mmauve

- Muitiple Genome Alignment

SRS V. 2.6 V. 2.4.0

PRINSEQ Ensamble de novo Alineamiento y
sintonia de genoma

v.0.20.4

Limpieza de P ———— i
secuencias genémicas /A || Favld Annotatlon using ¥R anti
SMASH
v. 2.0
Anotacion de gené6mas v.3.0.5

Analisis de genes
biosintéticos y metabolitos
secundarios

Figura 3. Diagrama de proceso bioinformético para el anélisis gendémico.

Evaluacion in vivo de bacterias marinas en dietas para camaroén L. vannamei
Los bioensayos con las bacterias marinas y desafios con camardén se realizaron en el

Laboratorio de Acuacultura del ITSON en Cd. Obregén, Sonora.
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Preparacion de dietas

Las cepas probidntes 36R, 13L y 36Y se reactivaron en caldo y se sembraron en placas
de TSA (2%NaCl) o MA por 24 h a 30°C. 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 30°C y 150 RPM. La biomasa se coseché por centrifugacion a
5,000 RPM durante 10 min, y se resuspendié en 250 ml de solucién salina para aplicar
por aspersion (0.4 ml/g de alimento) en 500 g de alimento comercial para camarén
juvenil (Camaronina, Purina-Cargill) con 35% de proteina. De cada suspension
bacteriana se estimé la carga de UFC mediante siembra en placas de TSA o MA, por
dilucién. 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 colocé en charolas
para agregar un segundo recubrimiento (gelatina al 6%), y posteriormente se secé en un
horno a 50°C (Yamato) por 3 h. El alimento desecado se guardé en recipientes de

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

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

Transporte y aclimatacion de organismos

Un laboratorio comercial de postlarvas de camarén del Sur de Sonora, México
proporcioné un lote de camarones juveniles L. vanammei (1 g promedio), los cuales
fueron recibidos para su aclimatacién en el Laboratorio de Acuacultura de ITSON, en 2

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

El bioensayo se realizd en dos fases: una de alimentacién y otra de desafio. 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 dias se alimentaron 4 tratamientos y un control, en base al 8% de

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

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

Tina | Tratamiento Descripcion 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 (solucidn salina) 50

Manejo y parametros fisicoquimicos del agua

Diario se sifonearon heces y restos de alimento en el agua de las tinas. Semanalmente se
realizé un recambio de agua del 60% y una biometria para ajustar la alimentacién. Para
mantener los rangos 6ptimos del agua, se monitoreo diario la temperatura, concentracion
de oxigeno disuelto (DO) (Oximetro YSI-55), el pH (Hanna) y salinidad (BioMarine).

Para la desinfeccion de equipos y se utiliz6 alcohol al 70% (Khanjani ez al., 2016).

Recuento de hemocitos

De cada tratamiento se tomaron cuatro muestras de hemolinfa de camardn. Se extrajeron
100 pL del seno ventral del organismo y se mezclaron con el mismo volumen de EDTA
(1:1). El conteo total de hemocitos (CTH) se realiz6 en la cdmara de Neubauer y se

expresé como células ml™! (Song et al., 2003).

Diseiio experimental de bioensayo de desafio
Los organismos que fueron alimentados por 28 dias, se transfirieron a la sala de

bioensayos y se mantuvieron 24 h para aclimatacion antes del desafio con la cepa
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patégena V. parahaemolyticus AHPND (MC32). En el diseiio experimental las unidades
fueron distribuidas completamente al azar. Para el desafio se organizaron 6 tratamientos
por triplicado en peceras de cristal, cada unidad contenia 8 camarones (3.2 g promedio),
con 30 L de agua marina (35 %), aireacion constante, tapaderas y comederos. Se registré
una temperatura de 28-30°C en la sala, y se mantuvo un fotoperiodo de 12 h con

luz/oscuridad (Soto-Rodriguez et al., 2015; Sdnchez-Ortiz et al., 2016).

Preparacion y aplicacion de inoculo bacteriano

Para el desafio se utilizé la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), la cual se
reactivé en TSB y se sembrd en placas de TSA (2% NaCl), TCBS y CHROMagar
Vibrio para corroborar su fenotipo. A partir de una colonia pura, se realizé un preinéculo
en 3 ml de TSB (2% NaCl) por 1 h a 30°C. Posteriormente el preindculo se agregd a un
matraz con 2.5 L de TSB (2% NaCl), y se incub6 a 30°C en agitacién orbital, hasta
alcanzar una OD a 600 nm de 1 (107-10° cel ml"! aprox). Para determinar la carga de
UFC ml'! la suspensién se sembré por dilucién seriada en TCBS. Se agregaron 140 ml
de inéculo (4.7 ml L' aprox.) a cada pecera de desafio, y al control negativo se agregd

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

Tabla 3. Relacién de tratamientos del bioensayo de desafio. Los organismos continuaron con

alimentacion.

Tratamiento | Desafio Organismos Repeticiones
DI1-36R
D2-13L Si
D3-36Y 24 3

D4 — Mezcla (8 org/acuario)
C+
C- No

Monitoreo y muestreo de organismos
Después de aplicar el indculo los organismos se revisaron cada hora y se colectaron los

moribundos para bacteriologia, PCR y andlisis histologicos. Los datos de mortalidad
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(por hora y tratamiento) se registraron en una biticora. Los organismos continuaron

alimentdndose una vez al dia con una racion baja (Soto-Rodriguez et al., 2015).

Bacteriologia y recuperacion de la cepa patégena

Para evaluar el postulado de Koch, el patégeno fue recuperado de los organismos
infectados y moribundos mediante bacteriologia de estdmago y hepatopancreas en
placas de TCBS (incubacién 24 h a 30°C). Las colonias verdes se resembraron en TSA
(2% NaCl) y CHROMagar Vibrio para corroborar rasgos coloniales y coloracién morada
malva de la cepa patdgena, respectivamente. De estos aislados se extrajo el ADN para

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

Diagnéstico molecular del desafio experimental por PCR-tiempo real

El andlisis molecular de los aislados recuperados del bioensayo y la cepa de desafio, se
realizé por PCR-tiempo real usando el kit IQ REAL AHPND/EMS (GeneReach)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La prueba se basa en la detecciéon de copias
del gen PirAB (toxina) de V. parahaemolyticus y un plasmido caracteristico de AHPND
(sonda FAM), asi como ADN gendémico de camarén (sonda VIC). Cada mezcla de
reaccion (25 uL) contenia 1X of Real-Time PreMix, 4U of 1Qzyme DNA polimerasa, y
2uL de ADN templado. Se utilizaron las siguientes condiciones: 40 ciclos de 93°C por
15 seg y 60°C por 1min. Se utilizé 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 - 3 'y (AP3R) - 5 -
GTGGTAATAGATTGTACAGAA - 3’ (amplicon de 336 pb). Con esta prueba se
detectan genes que codifican de proteinas (toxinas) de V. parahaemolyticus AHPND. Se

sigui6 el protocolo y las condiciones de reaccion de Sirikharin et al., 2014.
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Analisis histolégico

Las lesiones caracteristicas que causa AHPND en hepatopancreas de camarén se
identificaron mediante histopatologia. De cada tratamiento se fijaron organismos
moribundos con solucién Davidson por 24 h antes del proceso histoldgico. Para observar
el dafio en tejido, las laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina se revisaron en un

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

Andlisis estadistico

Los resultados de pruebas antagénicas y biofilm se procesaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via al 95%. Los resultados del bioensayo de desafio en
camardn fueron analizados mediante ANOVA y Kaplan Meier, para determinar las
diferencias entre los tratamientos y la sobrevivencia, respectivamente. Se utilizo el
software estadistico 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 probiontes
Se procesaron por bacteriologia diferentes especimenes de distintas localidades y a partir

de cultivos heterétrofos (72 h), se aislaron 180 cepas con caracteristicas distintas.

Tabla 4. Relacion e identificacion de especimenes colectados en diferentes localidades

Espécimen Localidad Nombre cientifico
BL | Me | At | Ri | Ya
Camaron blanco X | X | X Litopenaeus vannamei
Camaron azul X | X | X Litopenaeus stylirostris
Ostion de Cortéz X X Crassostrea corteziensis
Ostion japonés X X Crassostrea gigas
Almeja chocolata X X Megapitaria squalida
Almeja china X | X Chione sp.
Almeja lisa X | X Polymesodas 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
Sedimento X | X | X X N.A.
Agua X | X | X | X X

BL=Bahia de Lobos; Me=M¢lagos; At=Atanasia; Ri=Riito y Ya=Yavaros

Evaluacion preliminar de la actividad antagonica in vitro

Mediante la evaluacion preliminar in vitro del lote de bacterias por CSM, con la cepa V.
parahaemolyticus AHPND (MC32), se seleccionaron cinco aislados con potencial
antagdnico para una caracterizacion bioquimica y genémica més profunda (Tabla 5). Las

cepas se purificaron en placas de TSA o MA vy se criopreservaron a -80°C.

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

Cepa Localidad Espécimen
36R La Atanasia Salina
42 Lobos Salina
13L Lobos Salina
36Y El Riito Agua Hipersalina
02Y Yavaros Alga café (Gracilaria sp.)

Caracterizacion de cepas con potencial probiodtico

La descripcién macroscépica 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 concavas. En las pruebas microbiolégicas las cepas 36R, 42 y 13L
resultaron bacilos Gram positivos, esporulados (36R 1.62 X 0.92 pm; 13L 1.50 X 0.75
um). 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 50°C, y 13L tolerd hasta 30% de salinidad. Las cepas
36R, 42 y 13L presentaron hemolisis 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 antibidtico, 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. Caracterizacion microbioldgica y fisioldgica de las bacterias antagonistas.

Cepa
Prueba 36R 42 13L 36Y 02Y
Gram + + + - -
Morfologia bacilos | bacilos | bacilos | bacilos | bacilos
Oxidasa - - - + +
Catalasa + + + - -
Endosporas + + + - -
Propagacion
TSA 2% NaCl + + + + +
MA + + + + +
TSI + + + - -
15°C + + + + +
40°C + + + + +
45°C + + + - -
50°C + - + - -
Tolerancia NaCl
2% + + + + +
5% + + + + +
10% + + + + +
20% - - + - -
30% - - + - -
H>S - - - - -
Enzimas
Hemolisis r
Proteasa + + + + -
Amilasa - - - + +
Quitinasa - - - - -
Celulasa + + + - -
Antibioticos
Florfenicol S S S S S
Enrofloxacina S S S S S
Oxitetraciclina S S S R R
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Identificacion bioquimica

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

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

identificacién diferentes. Se observé que el sistema Microscan tiene limitantes para la

identificacion de aislados silvestres, mientras que el kit API tuvo un mejor desempefio.

Tabla 7. Resultados de identificacion mediante perfil bioquimico.

Cepa | Gram | Morfologia Identificacion Sistema

36R + bacilo largo | Bacillus pumilus (99.9%) | API20E y 50 CHB
42 + bacilo largo | Bacillus pumilus (99.9%) (BioMerieux)
13L + bacilo largo | Bacillus pumilus (99.9%)

36Y - bacilo corto Biotipo raro Microscan

02Y - bacilo corto Biotipo raro (Siemens)

Curvas de crecimiento

Para determinar las fases de crecimiento de cada cepa, se realiz6 la curva en TSB (2%

NaCl) y MB (caldo marino). En la curva con TSB se observé 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 presenté 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.
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Figura 7. Curva de crecimiento de cepas en TSB (2% NaCl), absorbancia a 600 nm.

39



Curva de Crecimiento en MB
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Figura 8. Curva de crecimiento de cepas con potencial probionte en MB, absorbancia a 600 nm.

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

que en TSB, debido a que son estrictamente marinas.

Produccion de biofilm

Se evalué la propiedad de las cepas para producir biofilm en microplaca de poliestireno.
Con esta técnica se observé la formacién de agregados bacterianos y se cuantificaron
con un lector. Las cepas 36Y y 02Y presentaron formacion de biofilm moderada. Como

control se utilizé6 TSB, MB y agua.

(o
3 EEEl 3
d d i 3 d d a
0.071 0.062 ‘ 0.058 0.061 0.066
1 2 3 4 5 6 7
TSBC 36R 42 13L 36Y 02y CMC 36Y 02y 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 observd basado en la interaccion e inhibicién
entre la cepa candidata y las cepas problema (V. parahaemolyticus ATCC, V.
parahaemolyticus AHPND MC32, B25y E14V2, 11DC V. parahaemolyticus silvestre).
Durante la aplicaciéon La incubacién de bacterias probidntes en placa fue por 48 h para
que liberaran metabolitos antimicrobianos el medio. Debido a que se formd un drea de

inhibicién entre las cepas, fue posible medir la zona en mm (Figura 10).
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Figura 10. Promedio de zonas de inhibicién en mm entre cepas.

En esta prueba las bacterias del género Bacillus (36R, 42 y 13L) mostraron ligeramente
mayor actividad antagénica a las diferentes cepas evaluadas. Sin embargo en todas las

cepas se presentd antagonismo con diferentes tamafios de inhibicién.

En la prueba de doble capa de Dopazo, las cepas probiontes se incubaron por 72 h,
posteriormente se prepard la placa con las bacterias V. parahaemolyticus (ATCC, y
AHPND MC32, B25 y E14V2). Los halos de inhibicion se registraron para determinar el
antagonismo. Las cepas 36R y 42 pertenecientes al género Bacillus mostraron mayor
rendimiento antagénico en esta prueba, sin embargo con las 3 cepas restantes también se

observo inhibicidn.
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Halos de Inhibicion
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Figura 11. Promedio de halos de inhibicién a V. parahaemolyticus después de 24 h.

Posterior a las pruebas en medios sélidos, se evalud el efecto antagénico utilizando
medios liquidos y condiciones dindmicas de agitacion. En el primer ensayo se realizé un
co-cultivo en caldo TSB, agregando un volumen con cada cepa probidnte y la cepa
patégena V. parahaemolyticus AHPND (MC32). La carga de Vibrio en los cultivos se

estimé mediante siembra en placa de TCBS por dilucién seriada.

36R
42
13L

36Y

Tratamientos

0.00E+00 2.00E+07 4.00E+07 6.00E+07 8.00E+07 1.00E+08 1.20E+08
Vibrio UFC/ml

Figura 12. Carga de V. parahaemolyticus después de 12 h de incubacién en co-cultivo; ANOVA
(p<0.05).
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Se registr6 una menor carga (UFC/ml) de Vibrio en el tratamiento con la cepa 36Y
(32X10%) en comparacién con el control positivo; seguido de la cepa 36R (62.6X10°),
02Y (77X10% y 42 (76.3X10°). El control positivo resulté con una carga similar al
Bacillus 13L, con 101.6X10° y 91.6X10°, respectivamente.

Vibrio UFC/ml
1.E+09
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1.E+09
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6.E+08

4 E+08
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= —
36R 13L 36Y

0.E+00

C+ C-
36R 13L 36Y C+ C-

B12H 3E+08 1.E+08 1.E+07 1.E+09 0
124H 5E+07 3E+07 1.E+06 8. E+08 0

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

marina; ANOVA (p<0.05).

Esta prueba revel6 la fuerte actividad antagénica 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
1X10°, mientras que el control positivo a las 12 h reporté 1X10° y a las 24 h 8X10°®. El

control negativo no presentd carga de Vibrio en ninguna de las pruebas en suspension.

Seleccion de bacterias candidatas finales
Para continuar con andlisis referentes a evaluacion de extractos crudos, genémica y
bioensayos, se seleccionaron 3 cepas (36R Bacillus pumilus, 13L Bacillus safensis y

36Y Pseudoalteromonas piscicida) para continuar con el estudio.

Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida
Se determiné 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 formacion de color rosa
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en los pozos indicé la presencia de células bacterianas (MIC), y la MBC se determina
como la menor concentracion de extracto que erradico el 99.9 % de las bacterias. En los
extractos de las cepas 36R y 13L, la MIC para Vibrio parahaemolyticus MTCC451 fue
de 25 pg/ml y la MBC de 50 pg/ml. El extracto de la cepa 36Y presentd un valor de
MIC de 50 pg/ml y un valor de MBC de 100 pg/ml. El indice de MIC (MBC/MIC<4)

calculado para el extracto de 36Y demuestra que tiene actividad bactericida.

Ensayo de ruptura del biofilm

Por microscopia se observé una ruptura o menor densidad del biofilm en las muestras
tratadas con el extracto, comparadas con la muestra control. El metanol inhibi6
ligeramente el biofilm del microorganismo. Con cristal violeta 0.1% se visualiz6 el
biofilm. Basado en el patron de adherencia de células al cubreobjetos se determiné que

el compuesto de la cepa 13L presentd mayor actividad que la cepa 36R y 36Y.

Figura 14. Visualizacién microscépica (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 formacién 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 trat6 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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inhibicién del pigmento se hubiera considerado como positivo para la inactivacién 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.

Analisis por PCR (GTG)s

Los 5 aislados fueron analizados por PCR (GTG)s. En la Figura 16 se muestra el perfil
de bandas amplificado por las bacterias. El tamafio de los productos fue de 200-2000 pb.
Las bandas revelaron que los aislados 36R y 42 poseen el mismo patrén. El objetivo de

esta técnica fue discriminar, y estimar similitudes o diferencias entre las cepas.

M 02Y 36R 42 13L 36Y

Figura 16. Patrén de bandas amplificado (GTG)s por las cepas de estudio en agarosa 1.5%.

Identificacion 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 drbol filogenético. Con las secuencias 16S ARNTr se determiné que las cepas

36R, 42, 13L, 36Y y 02Y, corresponden en un 98-99% a las especies (Tabla 8):
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ﬂ': Pseudoalteromonas shioyasakiensis SE3
75 Pseudoalteromonas lipolytica LMEB 39

Pseudoalteromonas arabiensis k53

Pseudoalteromonas ruthenica KMM300

Pseudoalteromonas phenolica JCM 21460

Pseudoalteromonas byunsanensis FR1199

Pseudoalteromonas xiamenensis Y2

62

15

Pseudoalteromonas luteoviolacea NBRC 103183

Pseudoalteromonas ulvae UL12

— Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB 2033

28 pseudoalteromonas maricaloris KMM636
36Y RITHPW

— 02Y YAVRAL

10— Pseudoalteromonas piscicida NBRC 103038
— Pseudoalteromonas peptidolytica NBRC 101021

13— Pseudoalteromonas piscicida IAM 12932

Figura 17. El andlisis molecular filogenético de las cepas 36Y y 02Y (P. piscicida) se realiz6 por el

método de Maximum Liklihood (ML), 1,000 Bootstrap (Kumar et al., 2016).
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37
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97
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_3D|: Bacillus amyloliquefaciens FZB42
Bacillus tequilensis 10b

Bacillus subtilis 168

Bacillus mojavensis NBRC 15718
—— Bacillus sonorensis NBRC 101234

Y]] S— Bacillus licheniformis DSM 13

Bacillus atrophaeus JCM 9070
— Bacillus aerius 24K

53

86— Bacillus altitudinis 41KF2b

—50|: 36R ATNSAL
13L LOBSAL

29

42 LOBSAL

Bacillus stratosphericus 41KF2a

34

—|: Bacillus pumilus NBRC 12092
E6 Bacillus pumilus ATCC 7061

Bacillus safensis NBRC 100820

Figura 18. El andlisis molecular filogenético de las cepas 36R, 42 y 13L (Bacillus) se realizé por el

método Maximum Liklihood (ML), 1,000 Bootstrap (Kumar et al., 2016).
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Tabla 8. Relacion de identificaciéon mediante secuencia parcial del gen 16S.

Cepa Identificacion No. de Acceso Tipo

36R Bacillus pumilus MF033448
42 Bacillus sp. MF033451 Secuencia parcial del gen
13L Bacillus safensis MF033449 16S ARN ribosomal

36Y  Pseudoalteromonas piscicida MF033450
02Y  Pseudoalteromonas piscicida MF033452

Amplificacion e identificacion del gen PKS-I

De los tres aislados marinos, el gen PKS-I amplificé 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 construyd un arbol filogenético. La secuencia del gen PKS-I fue
depositada en NCBI Banklt con el nimero de acceso 2013557.

13L 36R 36Y - L A

3000 bp
2000 bp

1000 bp 700 bp

Figura 19. Amplificacién 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.

. WP 010607674.1 type | polyketide synthase Pseudoalt flavipulch
a1 _|: WP 033080393.1 type I polyketide synthase Colwellia psychrerythraea
78 L A 0417 246 007 PCR 36Y DEGKS2F | 1
5 0JY08928.1 polyketide synthase Nitrosospira sp. 56-18
93 WP 041514967.1 polyketide synthase Nitrosospira sp. NpAV
SE070593.1 Acyl f domain: ining protein Nit ibrio sp. Nv6
% m WP 074861432.1 polyketide synthase Nitrosospira bri
- W:wpoumwoj, Iyketide synthase Nitrosospira brig
WP 011381148.1 type | polyketide synthase Nitrosospira multif
0DT64295.1 polyketide synthase partial Nitr fales bacterium SCN 54-20
WP 074972830.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis
2 0DT76869.1 polyketide synthase Niti dales bacterium SCN 54-20
_42|:WP074745696.1, Iyketide synthase Nitrosospira multiformis
[—— WP 074704248.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis
28— WP 074773018.1 polyketide synthase Nitrosospira multiformis

Figura 20. El anilisis filogenético del gen PKS-I de cepa 36Y por el método de Neighbor-Joining.
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Secuenciacion 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 consistié 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 generé 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. Caracteristicas de los archivos crudos generados tras la secuenciaciéon de ADN gendémico de 36R

Bacillus pumilus, 13L Bacillus safensis y 36Y Pseudoalteromonas piscicida.

36R 13L 36Y
Plataforma Ion Torrent PGM MiniSeq [llumina Ion Torrent PGM
Cobertura 21.6X 234X 33.5X
Inicial | Procesado | Inicial | Procesado Procesado
Total de lecturas (reads) | 380,463 380,278 | 2,291,884 | 2,291,884 | 606,805 | 606,534
Tamaiio (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

caracteristicas:

Tabla 10. Caracteristicas de los archivos generados por Newbler tras la secuenciaciéon de ADN genémico.

36R 13L 36Y

Numero total de secuencias (contigs) 283 82 226

Niimero total de bases (Mpb) 3.94 3.68 5.15
Secuencia promedio 13,926.13 44,827.29 22,808.45

Longitud de secuencia Minimo 102 bp 103 bp 100 bp

Longitud de secuencia Maximo 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 sintonia de genomas se utiliz6 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.

Anotacion de genomas mediante RAST
Los genomas sintonizados fueron sometidos a anotacién 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. Relacion de datos obtenidos en la anotacién de RAST por cada cepa.

36R 13L 36Y
Tamaiio (pb) 3,941,096 | 3,675,838 | 5,154,709
Contenido de GC (%) 41.1 41.6 433
N50 49,075 136,895 83,977
L50 25 8 24
Numero de Contigs (con PEG) 283 82 226
Nimero de Subsistemas 474 462 494
Nuamero de Secuencias Codificantes (CDS) 4220 3793 4587
Nimero 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 proteina; CDS, secuencia codificante




En la cepa 36R Bacillus pumilus, se encontraron 12 genes involucrados en la produccién
de bacteriocinas y sintesis de péptidos antimicrobianos ribosomales (bacitracina), 6
genes relacionados con la producciéon de metabolitos secundarios (biosintesis de
lantioninas y auxinas), 96, 22 y 25 genes relacionados con la respuesta a estrés,
metabolismo de nitrogeno y foésforo, respectivamente. Para la cepa 13L Bacillus
safensis, se encontraron 12 genes involucrados en la sintesis de bacteriocinas y péptidos
antimicrobianos ribosomales (bacitracina y resistencia a colicina), 10 genes relacionados
al metabolismo secundario (tiazol/oxazol-modificado microcina TOMM vy sintesis de
auxinas); 97, 16 y 25 genes relacionados con respuesta a estrés, metabolismo de
nitrégeno y fésforo, respectivamente. En la cepa 36Y Pseudoalteromonas piscicida, el
andlisis de RAST mostr6 84 genes involucrados en la resistencia antibidticos y
compuestos toxicos, como resistencia a multidrogas, cobre, zinc, arsénico, cromo y
cadmio, fluoroquinolonas, fosfomicina y tetraciclina; 12 genes relacionados con la
sintesis de bacteriocinas y péptidos antimicrobianos ribosomales (marinocina y colicina
V); 10 genes relacionados con metabolismo secundario, lantionina sintetasas,
paerucumarina (una nueva cumarina) y sintesis de auxinas; también se determiné la
presencia de un gen integrén relacionado con mecanismos de elementos transponibles.
Las 3 cepas presentan un gran nimero de genes relacionados con la sintesis de

carbohidratos, aminodcidos y metabolismo de proteinas.

Subsystem Coverage bsy C y Distributi Subsystem Feature Counts

m Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (202)
Cell wall and Capsule (143)

Virulence, Disease and Defense (68)

Potassium metabolism (9)

Photosynthesis (0)

Miscellaneous (41)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (47)
Membrane Transport (80)

Iron acquisition and metabolism (54)

RNA Metabolism (151)

Nucleosides and Nucleotides (114)

Protein Metabolism (217)

Cell Division and Cell Cycle (60)

Motility and Chemotaxis (84)

Regulation and Cell signaling (60)

Secondary Metabolism (6)

DNA Metabolism (115)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (121)

Nitrogen Metabolism (22)

Dormancy and Sporulation (114)

Respiration (67)

Stress Response (96)

Metabolism of Aromatic Compounds (13)

Amino Acids and Derivatives (432)

Sulfur Metabolism (22)

Phosphorus Metabolism (25)
Carbohydrates (476)

Figura 21. Anotacion funcional de genes predichos para el genoma de Bacillus pumilus (36R).
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@ M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (190}
@M Cell wall and Capsule {141)

@M Virulence, Disease and Defense (57)

@M Potassium metabolism (7)

W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (39)

@ M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (4)
® Membrane Transport (82)

@ M Iron acquisition and metabolism (21)
RMA Metabolism (152)

@ M Nucleosides and Nucleotides (110)

@M Protein Metabolism (184)

@M Cell Division and Cell Cycle (56)

Motility and Chemotaxis (82)

@ M Regulation and Cell signaling (63)
Secondary Metabolism (10)

DNA Metabolism (98)

@M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (113)
@ W Nitrogen Metabolism (16)

@M Dormancy and Sporulation (119)

@ W Respiration (66)

@ MW Stress Response (97)

Metabolism of Aromatic Compounds (8)
Amino Acids and Derivatives (428)

Sulfur Metabolism (34)

Phaosphorus Metabolism (25)
Carbohydrates (453)

HEEEH

Figura 22. Anotacién funcional de genes para el genoma de Bacillus safensis (13L).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (255)
Cell wall and Capsule {173)

Virulence, Disease and Defense (110)
Potassium metabolism {24)
Photosynthesis {0)

Miscellaneous (32)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (20)
Membrane Transport {162)

Iron acquisition and metabolism (55)
RMNA Metabolism (225)

Mucleosides and Nucleotides (89)

Protein Metabolism (296)

Cell Division and Cell Cycle (34)

Motility and Chemotaxis (145)

Regulation and Cell signaling (80)
Secondary Metabolism (10)

DNA Metabolism (100)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (118)
Nitrogen Metabolism {14)

Dermancy and Sporulation {3)
Respiration {89)

Stress Response (169)

Metabolism of Aromatic Compounds {16)
Amino Acids and Derivatives (465)

Sulfur Metabolism (29}

Phosphorus Metabolism (52)
Carbohydrates (266)

Figura 23. Anotacion funcional de genes para el genoma de Pseudoalteromonas piscicida (36Y).

Las secuencias de los genomas completos se depositaron en GenBank bajo los nimeros
de acceso NKHG00000000, NKHH00000000 y NKHF00000000, para 36R - Bacillus

pumilus, 13L - Bacillus safensis y 36Y - Pseudoalteromonas piscicida, respectivamente.
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Figura 24. Comparativo de la anotacién realizada por RAST de secuencias codificantes en los
diferentes subsistemas analizados de las cepas con potencial probiético.
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Anotacion funcional mediante AntiSMASH
Ademais de identificar algunos metabolitos y antimicrobianos mediante RAST, se utiliz6
la plataforma AntiSMASH para identificar genes biosintéticos relacionados con la

produccién de metabolitos secundarios. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 12. Relacion de grupos de genes biosintéticos encontrados por AntiSMASH en los genomas.

Tipo Bacteria
36R | 13L | 36Y
Bacteriocinas 2 - 2
Lantipéptidos 1 - 1
Cluster hibrido 1 2 3
Policétido sintasa tipo 1/ Sintasa de péptidos no ribosomales
(PKS-I/NRPS)
Cluster hibrido Aril-polieno/NRPS - - 1
PKS tipo I - - 1
PKS tipo III 1 1 -
NRPS 4 4 7
Acidos grasos 1 2 2
Glicidos (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 especifico. 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
antibidtica; en Glucidos 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 sintesis no ribosomal.

Con la cepa 13L (B. safensis), también se reportan los genes de produccion de acido
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teicurénico y bacilicina, ademds 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
antifingico. La cepa 36Y (P. piscicida) en el grupo hibrido Aril-polieno/NRPS se reporta
el gen de Alterochromides_biosynthetic_cluster (95% de simitud), péptido ciclico con actividad
citotoxica 'y antimicrobiana; y en el grupo NRPS se detecté el gen

Nostopeptolide_biosynthetic_cluster (37% de similitud), productor de un péptido ciclico.

Evaluacion in vivo de cepas con potencial probiotico

Las bacterias seleccionadas durante las pruebas in vitro (36R, 13L y 36Y) se utilizaron
para un ensayo in vivo, los resultados se presentan a continuacion. Las cepas de Bacillus
(36R y 13L) presentaron fuerte actividad antagodnica in vitro en medio sélido, ademads de
presentar actividad enzimdtica (proteasas, celulasas) y esporulaciéon. La cepa 36Y (P.
piscicida) demostré fuerte antagonismo en pruebas de medio liquido (movilidad) y
produccion de biofilm in vitro. Segun la anotacién funcional de sus respectivos

genomas, las tres cepas producen diferentes metabolitos secundarios y antibacterianos.

Los organismos después de ser alimentados 28 dias con las dietas de aditivos
bacterianos, se transfirieron a una sala de desafio donde cada tratamiento registré los

siguientes datos:

Tabla 13. Informacion sobre dietas, parametros zootécnicos y calidad del agua durante el bioensayo.

Tratamiento Dieta Peso Peso Temp OD pH | Sal %
(UFC/g) inicial final Desafio | (C°) | (mg/L)
(ABWg) | (ABW g)
D1 - 36R 1.21 x 10° 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 1.51x 10° 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 registré una temperatura de 28-30°C en la sala, y se mantuvo un fotoperiodo de 12 h

con luz/oscuridad.
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0000 D1 - 36R D2-13L D3-36Y D4 - MIX Control
u P. Inicial 82.250 83.000 80.000 81.750 81.875
= P. Final 192.430 172.03 173.41 178.137 185.1

mP. Inicial = P. Final

Figura 25. En la biomasa inicial y final de los tratamientos no se observan diferencias significativas,
ANOVA (p>0.05).

Antes del desafio se tomaron muestras de hemolinfa de los camarones con tratamiento y

se realizd 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 camar6n blanco después de alimentarse por 28 dias.

Hemocitos ( x10° ml™") Porcentaje (%)
Tratamiento Hialinos Granulares CTH H/CTH | G/CTH
D1 - 36R 189.5 +17.37® 102.10 + 20.60° 291.60 + 16.66% 64.99 35.01
D2 - 13L 212.6 +13.42®® | 5290+4.17* 265.50 + 17.49%® 80.08 19.92
D3 -36Y 167.1 £6.61° 100.80 + 19.44%® | 267.90 + 13.30% 62.37 37.63
D4 - MIX 230.5 + 33.90" 84.70 + 20.54% 315.20 +21.80° 73.13 26.87
Control 173.6 + 15.38%® | 71.40 + 5.24% 245.00 £ 13.19* 70.86 29.14
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Conteo de hemocitos
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=]

® Hialinos ™ Granular Total = CTH

Figura 26. En recuento de hemocitos no hay diferencia significativa ANOVA (p>0.05).

Después de agregar el indculo de V. parahaemolyticus AHPND a los tratamientos, se
registré la mortalidad cada hora y se graficd la sobrevivencia a través del tiempo.

Durante las primeras 8 horas comenzé la mortalidad y se detuvo el bioensayo a las 48 h.

Tratamientos
1.0
+ —1C-
IC+
D1
D2
i D3
D D4
o -+ —4—C.. censored
o +—C+ censored
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©
©
c
g
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o
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2
[+]
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T T T T T
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hpi

Figura 27. Después de 48 de desafio se muestra el grafico 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 bacteriologia de hepatopancreas de los organismos moribundos, se reaislé el
patogeno en placas de TCBS. Las bacterias recuperadas de los diferentes tratamientos se
resembraron en ChromAGAR Vibrio y TSA para confirmar caracteristicas fenotipicas y
bioquimicas, ademds de extraer ADN para PCR-tiempo real. Se analizaron muestras de
todos los tratamientos, incluyendo la cepa patégena V. parahaemolyticus (MC32)

utilizada para el desafio. Las reacciones positivas amplificaron a partir de los 12 ciclos.

Tabla 15. Relacion de muestras analizadas por PCR tiempo real.

Muestra | C+Rx | C-Rx |MC32 | D1 | D2 | D3 | D4 | C+ | C-

Resultado + - + + + + + + -

Los signos histopatolégicos de AHPND se observaron en los organismos moribundos
colectados. En tratamientos desafiados se reportaron dafios como: destruccion de células
epiteliales y tdbulos hepatopancredticos, disposicion anormal de tdbulos, infiltracion
hemocitica, presencia de bacterias dentro de tibulos hepatopancreéticos. Mientras que
en (C-) los tubulos hepatopancreaticos permanecieron intactos, se reportd disposicion

normal de células y tubulos (Figura 28).
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Figura 29. Lesiones en tibulos hepatopancredticos, deterioro de células e infiltracién hemocitica (A)
D1y (B) C+. En contraste con ausencia de lesiones en hepatopancreas (C y D) C-.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Las bacterias marinas antagonistas al patégeno 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 mostré un mejor rendimiento
en medios s6lidos, mientras que el género Pseudoalteromonas presenté mayor actividad
antimicrobiana en medio liquido (suspension). 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
fisiolégicas 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 enzimdtica hidrolitica y antagonismo a mds de una
bacteria in vitro, lo cual indica que estas dos cepas tienen un amplio espectro de
aplicacién como probidticos en acuacultura. Interaminense et al., 2018 encuentra en
Bacillus subtilis propiedades antagénicas contra V. alginolyticus y V. parahaemolyticys y 1o
utilizan a manera de aditivo en alimento ayudando a mejorar el crecimiento y estado sanitario de
los organismos. Richasrds er 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 secrecién de antimicrobianos. Las especies reportadas en el presente
proyecto concuerdan con las caracteristicas antagénicas, y produccion 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 formacién de
biofilm de V. parahaemolyticus. Esto indica que los compuestos crudos presentan
actividad contra factores de virulencia de Vibrio, como la produccién de biofilm y/o el
mecanismo de expresion 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 (Avendafnio-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 bioinformaética se logrd

generar la reconstruccion de genomas de alta calidad de las cepas 36R, 13L y 36Y.

Mediante la anotacion funcional de genes biosintéticos implicados en la sintesis de
metabolitos secundarios y antimicrobianos, se identific6 que las cepas 36R y 13L
(Bacillus) producen: lantipeptidos (péptido ribosomal), bacteriocinas, bacitracinas
(polipéptidos), péptidos antibacterianos de sintesis ribosomal y microcinas (péptidos
ciclicos). La cepa 36Y P. piscicida: lantipeptidos, cumarinas, bacteriocinas, péptidos
antibacterianos de sintesis ribosomal, marinocina y colicina (antibidtico). Estas
biomoléculas sugieren ser responsables del antagonismo a V. parahaemolyticus AHPND
en las evaluaciones del presente estudio. La mayoria de los antimicrobianos son de
naturaleza peptidica, siendo algunos de configuracion ciclica, que los hace
estructuralmente mas estables (Franks er al., 2005). La actividad antimicrobiana de las
diferentes biomoléculas reportadas se basa en actividad citotéxica, alteraciones en
paredes celulares, sustracciéon de nutrientes, modificaciones de pH, toxinas, etc (Moffitt

y Neilan, 2000).

El gen PKS detectado en AntiSMASH concuerda con el reportado mediante la reaccion
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 detect6 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 estdn cerrados, hay regiones abiertas que podrian no ser reconocidas

adecuadamente por los programas de anotaciones.

Se detectaron genes biosintéticos de compuestos ain no identificados y que podrian
representar nuevos bioactivos. La secuenciacién de genomas de bacterias de interés en
acuacultura nos da mayor perspectiva de la accién que ejercen como agente probidtico.
Existen pocos reportes de genomas completos de Pseudoalteromoas piscicida, y el

presentado en este proyecto y publicacion (sometido) es el primer reporte en México.

El medio marino nos brinda una fuente de microorganismos y metabolitos con
aplicaciones biotecnoldgicas en la camaronicultura. Estos metabolitos bioactivos se
pueden usar como drogas o templados para disefiar nuevos compuestos terapéuticos

(Proksch, 2002).

Las dietas con aditivos bacterianos incrementaron la resistencia del camar6n contra la
cepa patégena V. parahaemolyticus AHPND, mejorando la sobrevivencia a nivel
experimental. Sin embargo, la mezcla de Bacillus (36R y 13L; 7.56 x 10® UFC g de
alimento) confiri6 mayor sobrevivencia comparada con el grupo control. El uso de
Bacillus como probiético en acuacultura ha sido ampliamente reportado como aditivo en
alimento, trayendo mejoras en crecimiento y respuesta inmune en camarén 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 probidtico para su aplicacion en cultivos de camardn, sin embargo se requiere
un mayor estudio.Se concluye que en el proyecto se afirma la hipétesis, en donde a partir
de microbiota marina se encontraron bacterias con potencial probidtico, capaces de
sintetizar antimicrobianos, y las cuales al utilizarse como aditivo en alimento generaron
un efecto benéfico en camardn desafiado con una cepa patdégena de V. parahaemolyticus

(AHPND).
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PERSPECTIVAS

Se sugiere continuar con evaluaciones de las cepas probidticas bajo diferentes esquemas:
dosis en alimento, consorcios, bioensayos nutricionales (crecimiento), mediciéon de

expresion de genes del sistema inmune, colonizacidn intestinal, etc.

Escalamiento para produccion de bacterias en biorreactores adaptados a los modelos de
produccién acuicola. Realizar pruebas a nivel piloto en campo (larvarios, maternidades o

estanques de engorda).
Continuar con andlisis de bioinformdtica y mineria de las secuencias gendmicas para

revelar nuevas caracteristicas genéticas. Caracterizar los bioactivos de los extractos con

potencial acuicola 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 biocactive 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.
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