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GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico (ADN)
Acido nucleico que se encuentra principalmente en los cromosomas que
contienen la informacion hereditaria de los organismos. La molécula esta
constituida por dos cadenas complementarias de nucleétidos formando una doble
hélice que se mantiene unida por enlaces de hidrégeno entre bases
complementarias. Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina (T) son las

bases nitrogenadas que forman el ADN.

Acuacultura
Biotecnologia cuyos métodos y técnicas abarcan el manejo y control total o parcial
de los cuerpos de agua y de sus recursos bidticos, con el objetivo de lograr su

aprovechamiento socioecondémico o bien por interés de tipo biologico.

Cultivo de organismos acuaticos, incluyendo peces, moluscos, crustdceos y
plantas acuaticas. El cultivo implica alguna forma de intervencién en el proceso de
cria para aumentar la produccién, tales como el aprovisionamiento regular, la
alimentacion, la proteccion contra depredadores, etc., asi como la propiedad

individual o colectiva del stock que se cultiva.

Amplificacién
Incremento en la frecuencia de un gen o regién cromosOmica como resultado de
la replicacion de un segmento de ADN ya sea in vivo o in vitro, como la

duplicacién de un gen o PCR, respectivamente.

Anaerobio

Organismo que crece en la ausencia de oxigeno.

Antagonismo
Interaccién entre organismos o0 sustancias que causa la pérdida de actividad o

crecimiento de uno de ellos.
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Asintomatico

Ausencia de signos o sintomas de una enfermedad.

Bacilo

Bacteria en forma de baston.

Bacteria

Organismo procariota microscopico unicelular perteneciente al reino Monera.

Branquiostegos

Seccidn ventrolateral expandida del caparazén que cubre las branquias.

Cepa
En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo
patrimonio genético. Conjunto de descendientes de un aislamiento en cultivo puro
y que normalmente se origina a partir de sucesivos cultivos derivados a partir de

una colonia inicial.

Coco

Bacteria con forma esférica.

Colonia
Grupo o conjunto de microorganismos que crecen en una superficie solida como
la superficie de agar de un medio de cultivo. A menudo el conjunto es

directamente visible, pero también puede ser visto s6lo microscépicamente.

Desnaturalizacion
Separacion de las cadenas complementarias del ADN generalmente se obtiene
por calentamiento o en condiciones alcalinas. Esto también se llama "fusion" de
ADN. Con respecto a las proteinas, se refiere a la alteracién de la estructura
terciaria y secundaria, a menudo realizados por el calor, detergentes y agentes de

reduccion de sulfhidrico.

K. Y. Leyva-Madrigal (2010) Xl



Enfermedad

Modificacion del estado de completo bienestar fisico o social de un organismo,
gue implica una serie de sintomas y una etiologia bien definida, y que lleva a un
deterioro de su funcidon normal. Puede ser hereditaria o causada por parasitos,

deficiencias dietéticas o factores fisicos y quimicos del ambiente.

Fase lag

Periodo que sigue de la introduccion de microorganismos a un medio de cultivo

nuevo donde no existe un incremento en el nimero de células o masa.

Fase log o exponencial

Fase de la curva de crecimiento durante la cual la poblacion microbiana crece a

un ritmo constante y maximo, dividiéndose y duplicAndose a intervalos regulares.

Fermentacion

Gen

Produccion de energia quimica en forma de ATP mediante la conversion de
carbohidratos en alcohol y dioxido de carbono o &cidos organicos bajo

condiciones anaerobias.

Unidad fisica y funcional del material hereditario que determina un carécter del
individuo y que se transmite de generacion en generacion. Su base material la
constituye una porcion de cromosoma (locus) que codifica la informacion mediante

secuencias de ADN.

Hemocito

Células sanguineas presentes en la hemolinfa.

Hemolinfa

Fluido circulatorio de los crustaceos y otros invertebrados, anélogo a la sangre de
los vertebrados. Esta constituida por agua, sales (mayoritariamente En la*, CI', K",

Mg?*, y Ca®"), y compuestos organicos. La principal molécula transportista de
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oxigeno en la hemolinfa es la hemocianina. Posee células libres, los hemocitos,

gue desempefian un importante papel en la defensa inmunitaria en los artrépodos.

Hemolisis
Disrupcion de las células rojas de la sangre. Existen 2 tipos de hemdlisis: alfa-
hemolisis y beta-hemdlisis. En la hemdlisis alfa se forma un halo verdoso
alrededor de la colonia bacteriana debido a la hemdlisis incompleta de los
eritrocitos. En la beta-hemdlisis se forma una zona transparente alrededor de la

colonia debido a la hemolisis completa.

Hidrofobicidad
Asociacion de grupos no polares o moléculas en un medio acuoso que surge de la

tendencia del agua a excluir las moléculas no polares.

Homocedasticidad
Supuesto en el que las variables dependientes tienen los mismos niveles de

dispersién desde el punto de vista de la variable independiente.

Hospedador u hospedero
Es cualquier persona o animal que en circunstancias naturales permite la

subsistencia o el alojamiento de un agente infeccioso.

Infeccién
Invasion y multiplicacion de un organismo infeccioso dentro de los tejidos del
hospedero. Puede ser clinicamente benigno (ver subclinico o “portador”) o resultar
en el dano celular o del tejido. La infeccion puede permanecer localizada y en
forma temporal si los mecanismos de defensa son efectivos, o pueden esparcirse

infecciones clinicas (enfermedades) agudas, subagudas o crénicas.

Inmunoestimulacion

Aumento de la respuesta inmune.
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In6culo
Cultivo de organismos (bacterias, algas, rotiferos) utilizados como punto de

partida de otro cultivo.

Kilobase (Kb)
Unidad de 1000 nucledtidos ya sea de RNA o DNA.

Lisozima

Enzima que degrada peptidoglicanos mediante la hidrdlisis de los enlaces B(1-4) que

unen al &cido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina.Nucleétido
Compuesto orgénico formado por una base nitrogenada, una pentosa y &cido
fosforico, que constituye la unidad estructural de los &cidos nucleicos. Si la
pentosa es una unidad de ribosa o de desoxirribosa, el nucleotido resultante se

denomina ribonucleétido o desoxirribonucleétido, respectivamente.

Patbégeno

Organismo productor o causante de enfermedad.

PCR (Reaccion en cadena de polimerasa)
Técnica de analisis del genoma mediante la amplificacion ilimitada de porciones
especificas del ADN, aunque sean minusculas. Es un método de amplificacion
exponencial del ADN por la intervencion de una enzima termoestable, la Taq

polimerasa.

PCR anidado
Método de amplificacion de ADN el cual toma una parte del producto de PCR
simple y lo somete a un nuevo programa de PCR usando un juego diferente de
oligonucledtidos que son internos al fragmento amplificado en la primera reaccion
(PCR simple).
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Portador
Se refiere a un hospedero, alternativo o pasivo, que hospeda organismos
patolégicos sin sufrir dafios, pero que actia como fuente de contaminacion para

otros individuos.

Probiotico
Microorganismo vivo que puede proporcionar beneficios para la salud o incluso

estimular su crecimiento mas alla de su valor nutritivo cuando se ingiere.

Secuencia de ADN
Orden de encadenamiento de las bases nitrogenadas de los nucleétidos que
constituyen el ADN y que cifra toda la informacién genética. Cuando es codificante
(exon), define el orden de los aminoacidos que forman la proteina

correspondiente.

Sistema inmune
Sistema defensivo en un hospedero que consiste en respuestas inmunes no
especificas y especificas. Se compone de células, tejidos y oOrganos que
reconocen sustancias y microorganismos extrafios y actla para neutralizarlos o

destruirlos.

Telson

Ultimo segmento abdominal de los crustaceos, que suele ser en forma de remo.

Tincion de Gram
Tincién diferencial que divide las bacterias en Gram-positivas y Gram-negativas,
basandose en su habilidad para retener el colorante cristal violeta cuando es
decolorada con solventes organicos como el etanol en base a la composicion de

su pared celular.

Unidades formadoras de colonia (UFC)
Numero de organismos que pueden formar colonias cuando son cultivados. Es un

indicador del nimero viable de microorganismos en una muestra.
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Vacuna
Antigeno procedente de uno o varios organismos patdgenos que se administra
para inducir la inmunidad activa protegiendo contra la infeccion de dichos

organismos. Es una aplicacion practica de la inmunidad adquirida.

Virus
Entidad acelular infecciosa que, aunque puede sobrevivir extracelularmente, es un
parasito absoluto porque solamente es capaz de replicarse en el seno de células
vivas especificas, pero sin generar energia ni ninguna actividad metabdlica. Los
componentes permanentes de los virus son acido nucleico (ADN o ARN, de una o

de dos cadenas) envuelto por una cubierta proteica llamada capside.
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RESUMEN

El efecto de dos mezclas probidticas de cuatro bacterias acido lacticas (BAL)
presuntivas fue evaluada en cuanto a supervivencia, sistema inmune y prevalencia de
WSSV e IHHNV en camaroén blanco (Litopenaeus vannamei). Las bacterias se aislaron
de camarén café silvestre (Farfantepenaeus californiensis), fueron caracterizadas
(actividad hemolitica, tincibn de Gram, hidrofobicidad, actividad enzimatica extracelular,
antagonismo contra vibrios e identificacibn molecular) y se seleccionaron aquellas con
potencial probidtico. Cinco de los aislados reportados pertenecen a Pediococcus
pentosaceus y tres a Staphylococcus haemolyticus.

Se realizaron dos experimentos de 10 y 20 dias respectivamente, con camarones
infectados naturalmente con WSSV e IHHNV. Cada uno de los tratamientos en ambos
experimentos se realizd por triplicado. En el experimento | se evaluaron distintas
concentraciones (1 x 10° y 2 x 10° UFC g™ de alimento) de BAL empleadas como dos
mezclas probioticas en el alimento. En el experimento Il se evalué el efecto de la
frecuencia (diario, cada tres y seis dias) de aplicacién del alimento adicionado con BAL
a una concentraciéon de 1 x 10° UFC g™. Al final de cada experimento, se determiné la
supervivencia, prevalencia de camarones infectados con WSSV e IHHNV mediante la
técnica de PCR sencillo y anidado y se realizo el conteo total de hemocitos (CTH) en
camara de Neubauer. Los resultados de supervivencia y CTH se analizaron
estadisticamente mediante analisis de varianza, mientras que los resultados de
prevalencia de los virus se analizaron con la prueba de Cochran.

En el experimento | no se encontraron diferencias significativas en supervivencia
ni CTH (p>0.05). Sin embargo, la prevalencia de WSSV fue més baja en los organismos
alimentados con BAL. El grupo control registré una prevalencia de WSSV de 91.6%
mientras que los tratamientos tuvieron un 16.6% (Tratamiento Il y IV) y 8.3%
(Tratamiento Il y V) de prevalencia.

En el segundo experimento no se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia ni en el CTH (p>0.05). La prevalencia de ambos virus disminuyé en todos
los tratamientos incluyendo el control. La prevalencia inicial fue de 26.6% y 100% para
IHHNV y WSSV, respectivamente, mientras que la prevalencia final para cada
tratamiento fue de 8.3% para IHHNV y 16.6% para WSSV en el tratamiento control,
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8.3% para ambos virus en el tratamiento II; 16.6% para IHHNV y 25% para WSSV en el
tratamiento Iy 0% para IHHNV y 25% para WSSV en el tratamiento IV.
Las BAL evaluadas en este trabajo disminuyeron la prevalencia de WSSV en

camarones infectados, pero no la de IHHNV.
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ABSTRACT

The effect of two probiotic mixtures with four presumptive lactic-acid bacteria
(LAB) each, on the immune system, survival and prevalence of WSSV and IHHNV in
Litopenaeus vannamei was evaluated. The LAB used in this work were isolated from the
gut of wild brown shrimp (Farfantepenaeus californiensis). Human blood hemolysis,
shrimp hemolymph hemolysis, kinetics of bacterial growth, colony forming unit count,
hydrophobicity test, extracellular enzymatic activity, antagonism against Vibrio, Gram
staining and molecular identification were determined in bacterial isolates. The LAB that
showed potential to be used as probiotics were selected to conduct this work. Five
isolates were identified as Pediococcus pentosaceus and three as Staphylococcus
haemolyticus.

Two experiments of 10 and 20 days respectively, were conducted with shrimp
naturally infected with WSSV and IHHNV, as determined by PCR assays. Experiments
were conducted with treatments in triplicate. In experiment |, different concentrations (1
x 10° y 2 x 10° UFC g™ of feed) of two LAB probiotic mixtures in feed were evaluated. In
Experiment Il, the effect of application frequency (daily, every three and six days) of the
diet with BAL was evaluated. At the end of the experiments, survival, total hemocyte
count, and viral prevalence were determined. Animals were monitored for the
occurrence of IHHNV and WSSV by single-step and nested PCR. THC results were
analyzed by ANOVA. No significant differences in survival and THC were detected in
both experiments. However, a decrease in WSSV prevalence was observed in shrimp
fed with commercial feed added with LAB in experiment I. The control group registered
91.6% of WSSV prevalence while treatments registered 16.6% (Treatment Il and 1V)
and 8.3% (Treatment Il and V) of WSSV prevalence.

In experiment Il prevalence of both viruses decreased in all treatments including
control group. Shrimps registered an initial prevalence of 26.6% and 100% for IHHNV
and WSSV, respectively. At the end of the experiment the control group registered a
prevalence of 8.3% for IHHNV and 16.6% for WSSV, 8.3% for both virus in treatment II;
16.6% for IHHNV and 25% for WSSV in treatment Il and 0% for IHHNV and 25% for
WSSV in treatment IV.

The LAB evaluated in this work decreased the prevalence of WSSV in infected
shrimp, but not that of IHHNV.

K. Y. Leyva-Madrigal (2010) XIX



I. INTRODUCCION

La acuacultura es uno de los sectores de mas rapido crecimiento en la produccion de
alimentos, registrando un crecimiento anual aproximado de 10% comparado con un
3% de la produccién de carne y 1.6% de las pesquerias (Verschuere et al., 2000).
Segun datos publicados por la FAO en 2006, México ocupa el décimo séptimo lugar
en produccién mundial por pesca y acuacultura siendo su principal cultivo acuicola el
camaroén debido al volumen y valor de produccion obtenido. En el afio 2008, México
obtuvo una produccién de 196,289 t de peso vivo de camarodn a nivel nacional, de las
cuales 130,021 t fueron aportadas por acuacultura, representando 66.33%. El estado
de Sinaloa contribuy6 con 37,413t (28.77% del total), siendo el segundo productor a
nivel nacional (CONAPESCA, 2008).

A pesar del aumento constante en la produccion, la actividad es afectada por
enfermedades infecciosas causadas por bacterias, hongos y virus (Moriarty, 1999).
Dentro de éstas, los virus son tal vez los mas importantes ya que muchos de ellos
han causado mortalidades masivas. El virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV, por sus siglas en inglés), el virus de la necrosis hipodermal y
hematopoyética (IHHNV, por sus siglas en inglés) y el virus del sindrome del Taura
(TSV, por sus siglas en inglés), son los patdbgenos mas importantes en el cultivo de
camaron (FAO, 2002).

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), pertenece a la familia
Nimaviridae y al género Whispovirus. Es un virus de doble cadena de ADN
(bicatenario), con un genoma circular que contiene 292.967 kb, encerrado en una
capside, que a su vez esta rodeada por una envoltura trilaminar de naturaleza
lipoprotéica. Es baciliforme, su tamafio varia de 210-380 nm de longitud y 70-167 nm
de ancho. La nucleocapside mide 120-205 nm de longitud y 95-165 nm de diametro.
Posee un apéndice en forma de cola en uno de sus extremos. Los camarones que
desarrollan esta enfermedad presentan manchas blancas (0.5-3.0 mm de diametro)
en el exoesqueleto (en la superficie interna del cefalotérax), coloracion rojiza en el
cuerpo y apéndices, inflamacién de los branquiostegos por acumulacion de fluidos,
elongacion y amarillamiento del hepatopancreas, coagulacion retardada de la
hemolinfa y disminucién del consumo de alimento (Vlak et al., 2002; Escobedo-
Bonilla et al., 2008).
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El virus de la necrosis infecciosa hipodermal y hematopoyética (IHHNV),
pertenece a la familia Parvoviridae, y probablemente al género Brevidensovirus. Es
un virus de ADN de una sola cadena o unicatenario, de aproximadamente 4.1 kb de
longitud. EIl virion tiene forma icosaédrica, no presenta envoltura y tiene un tamafo
de 22 nm de diametro. Los signos clinicos de la enfermedad por este virus varian
segun la especie. En el camardn blanco se presenta el sindrome de la deformidad
del rostro y enanismo (RDS), el cual se caracteriza por una baja produccion,
aumento en la variabilidad del tamafio de los camarones (con mayor numero de
camarones pequefios), deformaciones cuticulares, como desviacion o deformidades
del rostro, antenas arrugadas y aspereza del caparazon (Tang y Lightner, 2001).

El camaron, al igual que los demas crustaceos posee dos lineas de defensa
contra éstos patdgenos. La primera de ellas es la cuticula que constituye una barrera
fisica que impide la entrada del patégeno al organismo. La segunda linea de defensa
consiste en mecanismos celulares y humorales. Las células de la hemolinfa o
hemocitos, se dividen en tres categorias de acuerdo a su morfologia. Los hemocitos
hialinos no presentan granulos citoplasméticos y participan en la coagulacion y
fagocitosis de particulas extrafias o células envejecidas del propio organismo. Los
hemocitos semigranulares y granulares poseen granulos citoplasmaticos (mayor
namero en granulares) y participan en los procesos de encapsulacion y nodulacion,
donde un cuerpo extrafio, que no puede ser fagocitado, es rodeado por hemocitos
gue lo contienen y evitan su expansion. Ademas, los granulos contienen péptidos
antimicrobianos, enzimas lisosomales y el sistema profenoloxidasa. Los mecanismos
humorales parecen tener mayor actividad contra patdgenos bacterianos y fangicos,
gue contra los virales. El sistema profenoloxidasa (proPO) actla oxidando fenoles
para producir quinonas, las cuales daran origen a la melanina, la cual inhibe la
actividad de enzimas bacterianas y fungicas. Los péptidos antimicrobianos o
peneidinas son proteinas con actividad antibacteriana (principalmente contra
bacterias Gram positivas) y antifungica (Rendén y Balcazar, 2003; Maldonado et al.,
2004; Jiravanichpaisal et al., 2006; Wang y Zhang, 2008).

El sistema inmune juega un papel importante en la defensa contra virus; sin
embargo, no es el Unico factor que determina la presencia o ausencia de una
patologia. La llamada triada epidemioldgica lo explica claramente. La salud de un

organismo, esta influenciada por las interacciones entre el medio ambiente, los
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patdgenos y el hospedero. En los sistemas de produccion de camarén, muchos
patégenos potenciales, tales como las bacterias, hongos y virus, co-existen con el
camardn sin causar un impacto negativo en la produccion debido a un equilibrio en
los factores de la triada. Sin embargo, cualquier alteracion en alguno de ellos, como
estrés en el organismo debido a las altas densidades de siembra, deterioro del
ambiente ocasionado por las dietas ricas en proteinas o mutaciones de las cepas
patdégenas que adquieren resistencia por el uso de antibidticos pueden desencadenar
brotes infecciosos que provocan pérdidas significativas en la industria (Flegel y
Pasharawipas, 1998; Moriarty, 1999; Capy et al., 2000; Spann et al., 2000; Vidal et
al., 2001).

Las técnicas empleadas como el uso de desinfectantes y antibi6ticos han
tenido un éxito limitado en la prevenciéon o cura de enfermedades, ya que estos
compuestos eliminan los signos de la enfermedad y rara vez al agente causal de la
misma. El énfasis actual del manejo de enfermedades en organismos acuaticos es la
prevencion, opcion que es mas rentable que buscar la cura y puede llevar a la
disminucién en el uso de quimicos (Verschuere et al., 2000). Dentro de las
estrategias empleadas para la prevencién de brotes infecciosos podemos mencionar
la mejora de técnicas en larvicultura, seleccion genética, aplicacion de
lipopolisacéridos, peptidoglicanos y B-glucanos, y por ultimo, el control biologico
(Sotomayor y Balcazar, 2003).

El control biolégico en acuacultura se inicio a finales de 1980 y desde entonces
la investigacion del tema ha aumentado. El control biolégico con bacterias consiste
en el uso de bacterias capaces de estimular el crecimiento y mejorar la salud de los
organismos. Estas reciben el nombre de probidticos (“para la vida”) (Farzanfar,
2006). En acuacultura, el término probidtico se define como un suplemento
microbiano formado por un cultivo simple o mixto de microorganismos que modifican
las comunidades microbianas presentes en los sistemas de produccion (Balcazar,
2002).

Los probidticos poseen multiples mecanismos de accion para inhibir patdgenos
tales como la exclusibn competitiva, activacion del sistema de defensa, efectos
antivirales, incremento en la digestion por el suministro de enzimas, mejoramiento de

la nutricion por la contribucion de nutrientes esenciales, produccion de sustancias
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gue inhiben el crecimiento de patdégenos oportunistas (antagonismo) y mejoramiento
de la calidad del agua (Balcazar, 2002; Balcazar et al., 2006; Farzanfar, 2006).

La mayoria de las bacterias propuestas como agentes de control biolégico en
acuacultura pertenecen al grupo de las acido lacticas (Lactobacillus vy
Carnobacterium) y a los géneros Vibrio, Bacillus, Pseudomonas Aeromonas Yy
Flavobacterium (Verschuere et al., 2000; Balcazar et al., 2006).

Las bacterias son seleccionadas con base a una serie de caracteristicas
funcionales que les confieren la actividad como probiético, tales como la baja o nula
virulencia, actividad antagonica contra patégenos mediante la produccion de
sustancias antimicrobianas y la capacidad de adherencia para colonizar el tracto
digestivo y competir por los sitios de adhesion con los organismos patégenos
(Verschuere et al., 2000; Balcazar et al., 2005).

Las bacterias acido lacticas (BAL) cumplen con la mayoria de las
caracteristicas mencionadas anteriormente. Son bacterias Gram positivas, inmoviles,
no esporuladas. Presentan dos formas morfologicas, cocos y bacilos. Poseen
requerimientos nutricionales complejos debido a su limitada habilidad para sintetizar
aminoéacidos y vitamina B (Serna-Cock y Rodriguez de Stouvenel, 2005), lo que las
hace diferentes a otros grupos bacterioldgicos. Algunas BAL son productoras de
bacteriocinas, componentes antimicrobianos, peroxido de hidrégeno, peroxido de
carbono, diacetil e inhibidores de adhesién, que proveen un obstaculo para los
microorganismos patégenos, incluso el mismo &cido lactico y otros productos
metabodlicos de las BAL ayudan en el proceso (Ramirez-Toro, 2005; Farzanfar,
2006). Ademas, estas bacterias son capaces de adherirse con alta eficiencia,
mediante fuerzas pasivas, interacciones electrostaticas, fuerzas hidrofébicas, acidos
lipoteicoicos y lectinas. La naturaleza hidrofobica de su superficie, les facilita la
adhesion al epitelio del hospedero, lo que les confiere una gran ventaja en la
competencia para colonizar el tracto intestinal (Farzanfar, 2006; Mota et al., 2006). El
nombre de este grupo de bacterias se debe a su capacidad de producir compuestos
acidos a partir de la fermentacién de carbohidratos y sobrevivir en medios con bajo
pH (3.5). Acorde a los productos finales de la fermentacion, las BAL se dividen en
homofermentativas y heterofermentativas. En el metabolismo homofermentativo se
produce predominantemente acido lactico y las bacterias utilizan los carbohidratos
siguiendo la via de la glucdlisis (via de Embden-Meyerhof-Parnas). En esta via, bajo
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condiciones normales donde los azucares no estan limitados, una molécula de
glucosa es fermentada a dos moléculas de acido lactico resultando en una ganancia
neta de dos moléculas de ATP (Aarnikunnas, 2006). Las especies que tienen este
tipo de metabolismo son Lactobacillus delbruekii, L. rhamnosus, Pediococcus
acidilactici, P. pentosaceus, P. damnosus, Lactococcus lactis, entre otros. Este tipo
de fermentacion puede dar lugar a una mezcla de acidos (acido lactico, formiato)
cuando la concentracion de glucosa es limitada, cuando se incrementa el pH,
temperatura o0 bien cuando se fermentan azlcares distintos a la glucosa. La
fermentacion heterolactica produce acido acético, etanol, diéxido de carbono, acido
formico y acido succinico a partir de la glucosa mediante la via 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK). En esta via la ganancia neta de energia es
una molécula de ATP. Las bacterias que tienen este tipo de metabolismo son
Lactobacillus brevis, L. buchneri, L. bifidus y todas las especies del género
Leuconostoc (Serna-Cock y Rodriguez de Stouvenel, 2005). La reduccion del pH y la
utilizacion de los carbohidratos disponibles parecen constituir el principal mecanismo
de antagonismo microbiano, ya que la fermentaciéon reduce la cantidad de
carbohidratos lo que resulta en una cadena de moléculas organicas de bajo peso
molecular con actividad antimicrobiana como el acido lactico, acético y propionico
(Zamora-Rodriguez, 2003; Aarnikunnas, 2006).

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto de dos mezclas de
bacterias acido lacticas (adicionadas en el alimento), en la respuesta inmune de L.

vannamei infectado naturalmente con WSSV e IHHNV en el laboratorio.
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II. ANTECEDENTES

En camarones peneidos, se han realizado importantes estudios sobre el uso de
bacterias acido lacticas (BAL) como probioticos en los cultivos larvarios, de juveniles
y adultos. Vieira et al. (2007) probaron dos cepas de BAL en postlarvas de
Litopenaeus vannamei y encontraron que ambas poseian actividad antagonica in
vitro contra Vibrio sp. Sin embargo, sélo una de éstas mantenia dicha actividad in
vivo, aumentando la sobrevivencia de los organismos y disminuyendo la densidad del
vibrio patégeno. Lo anterior dio como resultado una mayor actividad de las larvas con
respecto al control.

Ajitha et al. (2004) demostraron la capacidad antagénica de 4 cepas de BAL
(Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus =56, L. bulgaricus —57 y Streptococcus
cremoris) contra Vibrio alginolyticus (in vitro e in vivo) en Penaeus indicus. Los
camarones tratados con bacterias benéficas registraron mortalidades bajas de entre
20 y 40%, seis dias después de la infeccion, mientras que el grupo control presento
una mortalidad de 80%, apenas 48 h después de la infeccion.

En el afio 2005, Ramirez-Toro realiz6 uno de los estudios mas completos sobre
la actividad probiética de BAL en larvas y juveniles de Litopenaeus vannamei. En su
ensayo de crecimiento de larvas, demostré que el alimento adicionado con BAL
posee una ligera ventaja con respecto al alimento solo. Realizdé también un ensayo
de inhibicién de 14 patdgenos con BAL y diferentes antibidticos, demostrando que las
BAL pueden competir facilmente con el uso de antibiéticos en la acuacultura.
Observo también que las BAL pueden colonizar el tracto digestivo y hepatopancreas
de los organismos tratados a partir del quinto dia de tratamiento. Al igual que los
ejemplos anteriores, demostrd que la sobrevivencia de larvas alimentadas con BAL,
después de un desafio con Vibrio harveyi, es mas alta (80%) que en el control (40%).
Finalmente, realiz6 un desafio de juveniles positivos a WSSV con Vibrio alginolyticus
para medir algunos parametros del sistema inmune y encontré que en los
organismos alimentados con BAL no se presentaba signos de vibriosis ni mancha
blanca. En contraste, los organismos del control presentaron los signos clinicos de
ambas enfermedades (expansién de cromatoforos en branquias, urépodos, telson,
anténulas, necrosis localizada y puntos blancos en el cefalotorax). Asi mismo,

observé que el nimero de hemocitos después de la infeccion era mayor en las larvas
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alimentadas con BAL. También observé que el tiempo de coagulacion de la
hemolinfa en los organismos del control fue de 274 s, casi el triple que en los
organismos del tratamiento con BAL (88 s). Midi6 también las UFC mL™ de Vibrio
alginolyticus en la hemolinfa, registrando un mayor nimero en el control comparado
con el tratamiento con BAL.

Rodriguez et al. (2007) probaron combinaciones de una cepa probidtica de
Vibrio alginolyticus y -1,3/1,6-glucanos en Penaeus vannamei retado con el virus de
la mancha blanca. Encontraron que la aplicacién del probiético en el agua durante la
larvicultura (antes del estadio zoea Il), y la posterior adicion de los [B-1,3/1,6-
glucanos, en el alimento, desde el estadio zoea Il en adelante, aumentaba la
sobrevivencia de los organismos. Asi mismo, observaron que después de la infeccion
con el virus, los organismos sobrevivientes mostraban una resistencia al mismo, una
fuerte actividad antibacteriana, un aumento en el nimero de hemocitos totales y la
carencia de lesiones tipicas de la enfermedad de la mancha blanca. También
observaron que si se adicionan 3-1,3/1,6-glucanos en la dieta, por lo menos 15 dias
antes de la infeccion con el virus, los organismos aumentan el nivel de proteina en
plasma, la generacion de O, y el niUmero total de hemocitos.

Peraza-GOmez (2009) evalu6 el efecto de plantas medicinales y una mezcla
probidtica (BAL y una levadura), aislada de la tilapia Oreochromis niloticus, contra el
virus de la mancha blanca en Litopenaeus vannamei. Observé que la adicion de la
mezcla probidtica en el alimento aumentaba la supervivencia de los organismos ante
el virus y disminuia la prevalencia de organismos infectados con WSSV. En los
camarones sobrevivientes tratados con bacterias aumenté el numero total de

hemocitos y la actividad de dos enzimas lisosomales.
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l1l. JUSTIFICACION

Los problemas virales en el cultivo de camaron en Sinaloa iniciaron en 1995
con la aparicion del virus del Taura (TSV) en Litopenaeus vannamei, el cual causé
pérdidas del 95% de la produccion. Como medida de prevencion, se optd por
cambiar la especie de cultivo por Litopenaeus stylirostris, la cual es resistente a TSV,
pero susceptible a otras enfermedades virales como IHHNV que se presentaron ese
mismo ano, y en afos posteriores (Audelo y Montiel, 2005).

Los virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) vy el
virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) se detectaron en el afio 1990
(Morales-Covarrubias, 1999) y 2000 (Audelo y Montiel, 2005), respectivamente, en
Litopenaeus stylirostris. Afortunadamente, el IHHNV pudo controlarse durante varios
afos, mientras que WSSV sigui6 causando pérdidas significativas en la
camaronicultura. Con estos problemas virales vigentes, la SAGARPA vy
CONAPESCA implementaron una red de diagnostico encargada de monitorear las
tres enfermedades virales mas importantes del camarén en Sinaloa: TSV, WSSV) e
IHHNV. Los resultados obtenidos en los monitoreos del periodo 2001-2003, muestran
como los patdégenos han extendido su cobertura. En 2001, WSSV se detecté en
Angostura, Mazatlan y Navolato; para 2002, también se le localiz0 en Ahome,
Culiacan, Guasave, La Cruz de Elota y Navolato. En el 2003 invadié el municipio de
El Rosario. Con TSV se observa un fendbmeno similar, en 2001 se localiz6 en
Guasave, Mazatlan y Navolato; en 2002 solo se observé en muestras de Guasave y
Navolato y en 2003 se registraron epizootias de este patdgeno en Ahome, Culiacan,
Escuinapa, Guamduchil, La Cruz de Elota, Mazatlan, Navolato y El Rosario. De igual
manera, el analisis reveld el retorno de IHHNV. En 2002 se detectd un brote en
granjas de Navolato y en 2003 los brotes también se detectaron en granjas de
Ahome, Angostura, Culiacan, Guasave y Mazatlan (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2005).

Esta claro que los virus se han extendido y prevalecen en el estado, por lo
tanto, la actividad camaronicola esta destinada a lidiar con ellos en los tiempos
venideros puesto que hasta el momento no es posible erradicarlos. Al hablar de
“lidiar” con estos patdgenos, no nos referimos a seguir experimentando pérdidas

significativas en produccion, sino a desarrollar técnicas amigables con el ambiente
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gue le permitan al camardn convivir con los patégenos sin ser afectados, o bien,
técnicas que minimicen las pérdidas una vez detectado el virus en un cultivo.

Una buena opcién, son los probidticos, que ya han mostrado buenos
resultados contra estos virus, especialmente contra WSSV. Sin embargo, sigue
siendo prioritario desarrollar mezclas probidticas con microorganismos aislados
preferentemente de camarones, o en su defecto, de otros organismos acuaticos de la

region, que estén adaptados a las condiciones climaticas del area.
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IV. OBJETIVOS

- Objetivo general

Determinar el efecto de bacterias &cido lacticas (BAL), adicionadas al
alimento, sobre el sistema inmune de Litopenaeus vannamei, con el proposito de
reducir las infecciones causadas por los virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV) y de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV).
- Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar BAL del intestino de camaroén.

2. Determinar la concentracién de BAL efectiva para inmunoestimular camarones
portadores de WSSV e IHHNV.

3.Determinar la frecuencia de aplicacion de BAL mas adecuada para

inmunoestimular camarones portadores de WSSV e IHHNV.

V. HIPOTESIS

Las bacterias acido lacticas adicionadas al alimento mejoran la capacidad
inmune de los camarones cultivados, lo cual contribuye a disminuir la prevalencia de

organismos infectados con WSSV e IHHNV.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento de bacterias &cido lacticas (BAL)

Se realiz6 la extraccion del intestino completo de 10 camarones, 5 de ellos de
la especie Litopenaeus vannamei, provenientes de granja, y los 5 restantes de la
especie Farfantepenaeus californiensis (Holmes, 1900), colectados en la Bahia de
Navachiste. Cada una de las 5 muestras se colocaron en tubos Eppendorf (1.5 mL)
con 200 pL de solucién salina estéril y se maceraron con un homogenizador
automatico Pellet Pestle motor (Kontes, NY, USA). Se sembraron por esparcimiento
100 uL del homogenizado de cada muestra en placas de Petri con medio Rogosa LS
(Difco, Sparks, MD, USA) con 2% de NaCl y se incubaron a 30 °C por 120 h. El
crecimiento se observOo cada 24 h. Posteriormente, cada colonia resultante se
resembré por esparcimiento en placas Petri con medio MRS (Man, Rogosa y Sharp;
BD Difco, Sparks, MD, USA), 2% de NaCl y se incubaron a 30 °C por 24 h.
Finalmente, se cosecharon las bacterias y se colocaron en tubos Eppendorf con
caldo MRS con 15% (v/v) de glicerol y 3% de NaCl. Los aislados se mantuvieron a -

80 °C (Stock) para su posterior caracterizacion.

6.2 Caracterizacion de las cepas bacterianas

6.2.1 Prueba de hemdlisis en sangre humana

Se tomaron 10 uL de cada aislado bacteriano y se sembraron en tubos Falcon
con 5 mL de caldo MRS con 2% de NaCl, incubandose a 30 °C por 24 h.
Posteriormente, se tom6 1 mL de cada uno de los -cultivos previamente
homogenizados y se colocaron en tubos Eppendorf para centrifugar a 13 000 x g, por
10 min. El pH del sobrenadante se ajusté a 6.5 con NaOH 1 M para evitar falsos
halos de lisis ocasionados por la acidez del medio (Balcazar et. al., 2008).
Finalmente, se sembraron 50 uL del sobrenadante en pequefios pozos dentro de
placas Petri con agar sangre (BA, BD Bioxon, Estado de México, México) y placas
con agarosa (20 mL de medio base agar o agarosa + 1 mL de sangre por placa; BD
Bioxon). Las placas se incubaron a 37 °C por 48 h, tomando lecturas cada 24 h. Los
aislados inoculados en el medio se compararon con un control negativo, el cual

consisti6 en caldo MRS con 2% de NaCl. Se tomaron sélo aquellos aislados
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bacterianos que presentaron hemolisis gamma (y) en ambos medios y se realiz6 una
segunda prueba para corroborar resultados.

6.2.2 Cinética de crecimiento bacteriano de los aislados de BAL

Con el fin de conocer las fases de crecimiento de los aislados a utilizar, se
realizé una cinética de crecimiento, inoculando 20 pL del stock de cada aislado en 50
mL de medio MRS con 2% de NacCl, incubando a 30 °C. Se determiné la absorbancia
de los cultivos con respecto a un control (medio MRS) a 580 nm en un
espectrofotometro (Thermo Spectronic Genesys 2, Thermo Scientific Waltham, MA,
USA). Las lecturas se iniciaron a las 6 h después de la inoculacién y luego cada 12,
24,48, 72 y 96 h.

6.2.3 Conteo de UFC mL™" de BAL

Para el conteo de las BAL (UFC mL™Y) se utiliz6 el método de diluciones
seriadas decimales. Primeramente se sembraron cada uno de los aislados en
matraces con 50 mL de MRS al 2% con NaCl y se incubaron a 31 °C durante 24 h.
De cada cultivo se tom6 1 mL, se coloc6 en un tubo Eppendorf y se centrifugd a 13
000 x g, por 20 min. La pastilla obtenida se resuspendié en 1 mL de solucién salina
estéril con 2% de NaCl y se leyo la absorbancia en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 580 nm. La absorbancia debi6 ajustarse a 1, ya sea adicionando
una mayor cantidad de células o diluyendo en solucion salina estéril. Una vez
obtenida la absorbancia deseada, se tomd 1 mL de la muestra y se inoculé en un
tubo Falcon con 9 mL de solucion salina estéril al 2% de NaCl que represento la
dilucién 10™. El procedimiento se repitié hasta obtener la dilucién 107. De la dilucién
10® a la 10, se tomaron 100 pL, se sembraron por esparcimiento en placas Petri
con MRS con NaCl al 2% y se incubaron a 31 °C por 24 h. La siembra se realizé por

duplicado.

6.2.4 Tincion con rojo congo (Prueba de hidrofobicidad)

Con el fin de determinar la hidrofobicidad de las bacterias, se realizo el cultivo
de las mismas en agar MRS con 2% de NaCl y 0.03% de Rojo Congo (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Cada aislado se sembré por el método de estria y se incubo

a 30 °C por 24 h. Se tomaron como resultados positivos aquellos aislados con
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coloracién roja y negativos aquellos aislados que formaron colonias blancas o
translucidas (Sharma et al., 2006).

El medio MRS se esteriliz6 (121 °C por 15 min) y se dejé enfriar hasta una
temperatura de 50-40 °C. Posteriormente, bajo condiciones estériles, se agregé el

colorante rojo rongo, se homogenizo y se vacio en placas Petri.

6.2.5 Actividad enzimatica extracelular

Se determind cualitativamente la produccibn de enzimas extracelulares
(proteasas y lipasas) por los aislados de BAL. Para ello se cultivaron los aislados en
MRS caldo con 2% de NaCl y se incubaron a 30 °C por 40 h. Se manejaron los
cultivos crudos y otros a los cuales se les ajusto6 el pH a valores de 6.5 con NaOH 1
M para comparar la actividad de las enzimas en los distintos valores de pH, se
observo si la actividad enzimatica se mantenia para descartar la formacion de falsos
halos ocasionados por la acidez del medio. De cada cultivo se tom6 1 mL y se
centrifugo a 13 000 x g, durante 20 min. Se tomaron 50 pL de sobrenadante y se
inocularon en pozos en placas de Petri con el medio correspondiente. La adicion del
sustrato enziméatico (leche descremada, gelatina y tween 80) al medio basal se hizo

posterior a la esterilizacion (121 °C por 15 min) y enfriamiento (40 °C) del mismo.

6.2.5.1 Prueba de degradacién de la caseina

El sobrenadante microbiano se inoculé en pozos perforados en una placa de
Petri con medio basal (agar 1.5% y extracto de levadura 0.5%) adicionado con 2% de
leche descremada (Fluka, Sigma Aldrich, Switzerland). Las placas se incubaron a 30
°C por 24 h. Se consideré como resultado positivo, aquellos aislados que formaron
un halo transparente alrededor del pozo.

6.2.5.2 Prueba de hidrdlisis de la gelatina

El sobrenadante microbiano se inocul6 en pozos perforados en una placa de
Petri con medio basal (agar 1.5% y extracto de levadura 0.5%) adicionado con 1% de
gelatina. Las placas se incubaron a 30 °C por 24 h. Se consider6 como resultado

positivo, aquellos aislados que formaron un halo transparente alrededor del pozo.
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6.2.5.3 Prueba de hidrdlisis de Tween 80 (Actividad lipolitica)

El sobrenadante microbiano se inocul6 en pozos perforados en una placa de
Petri con medio basal (agar 1.5% y extracto de levadura 0.5%) adicionado con
1% de Tween 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Las placas se incubaron
a 30 °C por 24 h. Se consider6 como resultado positivo, aquellos aislados que

formaron un halo opaco alrededor del pozo.

6.2.6 Prueba de antagonismo contra Vibrio sp.

Se determiné el efecto antagonico de cada aislado de BAL contra dos cepas
patdgenas de Vibrio sp. aisladas de intestino y hepatopancreas de camaron blanco
(Flores-Miranda, com. pers.). Las BAL se inocularon en MRS caldo con 2% de NacCl
y se incubaron a 30 °C por 24 h. Los vibrios se inocularon en TSA (TSA, BD Bioxon,
Estado de México, México) caldo con 3% de NaCl y se incubaron a 37 °C por 24 h.
Posteriormente, se tomd 1 mL del cultivo de Vibrio y se centrifugé a 13 000 x g, por
20 min. La pastilla se resuspendio en solucion salina estéril al 3% y se llevo a una
absorbancia de 1 (580 nm). Con base en el conteo de UFC mL™, se hicieron los
célculos correspondientes para sembrar de forma masiva 1 x 10° UFC mL™ en una
placa de TSA con 3% de NaCl. Después de sembrado el Vibrio, se hicieron
pequefios pozos en la placa con ayuda de un sacabocados. Del cultivo de BAL, se
tom6 1 mL y se centrifugd a 13 000 x g, por 20 min. Se tomaron 50 uL del
sobrenadante y se colocaron en los pozos hechos en la placa de TSA. Al cultivo
restante se le ajusté el pH a valores de 6.5 y se repitid la Gltima accion descrita. En
cada una de las placas se colocaron dos controles negativos (MRS con 2% de NaCl
a pH 7 y MRS con 2% de NaCl a pH 4) con los cuales se compararon los resultados
obtenidos. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h, y posteriormente se observo la

presencia o ausencia de halos de inhibicion.

6.2.7 Prueba de hemdlisis con hemolinfa de camaron

Los aislados se sembraron en MRS caldo con 2% de NaCl y se incubaron a 30
°C por 36 h. El pH de los cultivos se ajusté a 6.5 con NaOH 1 M. Se tom6 1 mL de
cada aislado y se centrifugaron a 13 000 x g por 20 min. La actividad en hemolinfa se
realizd en los aislados que presentaron hemdlisis y en sangre humana. La técnica

utilizada consistio en una adaptacion de la descrita por Chin-I et al. (2000). Se extrajo
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1 mL de hemolinfa de camarones adultos e inmediatamente se transfirio a un tubo
Eppendorf con 266 pL de anticoagulante (buffer de SIC-EDTA; NaCl 450 mM, KCI 10
mM, Hepes 10 mM + EDTA- Na, 10 mM, pH 6.9) y se agrego el colorante rosa de

Bengala (3%) para tefiir las células (hemocitos). El contenido del tubo se mezclé en
un matraz con 15 mL de medio basal agar estéril (10 g de bacto peptona, 5 g de
cloruro de sodio y 15 g de bacto agar disuelto en 1000 ml de agua, con un pH
ajustado de 6.8). El medio se esterilizd en autoclave y se vacio en la placa de Petri.
Una vez que solidificé el agar se hicieron perforaciones con ayuda de un
sacabocados. Se inocularon 50 pL del sobrenadante del cultivo bacteriano en los
pozos de la placa. Como control negativo se colocaron 50 pL de MRS caldo con 2%
de NaCl. Las placas se incubaron a 30 °C por 24 h. Posteriormente, se midio y

analizo el halo de lisis.

6.2.8 Morfologia y tincién de Gram
La morfologia celular de las BAL se determind con un microscopio compuesto
(Carl Zeiss), utilizando el objetivo 100X, después de tefiir una muestra de cada una

de ellas con la tincion Gram siguiendo las instrucciones del kit de tincion.

6.2.9 Identificacion molecular de BAL
6.2.9.1 Extraccion de ADN bacteriano con el kit Bactozol (MRC, Cincinnati,
OH., USA)

Se utilizaron 3 mL de cultivo bacteriano para obtener aproximadamente 40 ug
de ADN. La suspension bacteriana se centrifugd a 6 000 x g por 5 min. El
sobrenadante se desechd y el pelet resultante se resuspendié en 100 uL de
solucion enzimatica bactozol 1X, agitando con el vortex o la pipeta para
homogenizar la suspension. Las células bacterianas se lisaron incubandolas a 55
°C por 1 h. Posteriormente, se agregaron 400 uL de DNAzol, se dejo incubar la
muestra a temperatura ambiente por 10 min y luego por 15 min a 55 °C. La
muestra se centrifugdé a 10 000 x g, por 7 min, y se recuperaron 400 uL de
sobrenadante. EI ADN se precipité adicionando 500 uL de etanol al 100% y se
incub6 a temperatura ambiente por 10 min. Las muestras se mezclaron invirtiendo

los tubos (5-8 veces) y se centrifugaron a 3 000 x g, por 5 min, decantando el
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sobrenadante. Se adicion6 1 mL de etanol al 75% y se centrifugd a 4 000 x g, por
4 min. Se decantd el sobrenadante y se extrajo el liquido remanente con una
pipeta automética. Las muestras se secaron por 10 min en un Termoblock a 55
°C. Finalmente el ADN se resuspendio en 30 yL de agua ultrapura y se almaceno
a-20 °C.

16S ADNr ISR ISR

> 4 b > <

27f 1492r P23S_F1 KP23S-F1 P5S_R

~ 1500 pb ~ 550 pb

, ~ 3300 pb ,

Figura 1. Representacion esquematica de la region de ADNr procariético que
muestra el lugar aproximado de anillamiento de los oligonucleotidos utilizados para
amplificar los genes 16S, 23S y 5S. En la figura no se muestra el oligonucleétido
KP23S-F2 ya que su posicion es muy cercana al oligonucle6tido KP23S-F1 (nueve

nucledtidos arriba).

6.2.9.2 Amplificacion del gen 16S ADNr

La identificacion del género de los aislados se hizo mediante secuenciacion
del ADN ribosomal 16S. Para la amplificacion se utilizaron oligonucleétidos
disefiados con base en secuencias conservadas del gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S (Jensen, 2002). Los oligos que se utilizaron en la
reaccion de PCR fueron 27f (sentido) 5-AGAGTTTTGATCCTGGCTCAG-3' y
1492r (contrasentido) 5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’ (Fig. 1). El tamafo
esperado del fragmento fue de aproximadamente 1500 pb. La mezcla de reaccién
para la PCR se realizé en tubos Eppendorf de 0.2 mL en un volumen total de 25
uL, como sigue: 14.75 uL de H,0O; 2.5 pL de bufer de reaccién 10X (Bioline,
Randolph, MA, USA); 1.0 ul de MgCl, (50 mM; Bioline); 0.5 pL de dNTPs (10 pM,;
Bioline); 0.5 uL de cada oligo (10 uM cada uno; Sigma-Genosys) y 0.25 uL de
Taq polimerasa (5 UpL™); Bioline). Se afiadieron 5 pL del ADN a una dilucién
1:30. La amplificacién se realiz6 en un termociclador Biometra Tpersonal
(Whatman, Goettingen, Germany) usando el siguiente programa:
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desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min para
el anillado del primer par de oligonucleotidos de la PCR, 72 °C, por 45 s para la
extensién y 72 °C por 5 min, para la extension final. Los ciclos fueron repetidos 34
veces. Los fragmentos amplificados se visualizaron (incluido un marcador de
peso molecular de 1 kb) en un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de

etidio, en un transiluminador UV.

6.2.9.3 Limpieza del producto de PCR

Se agregaron 3 voliumenes de NaCl 6M por volumen de muestra y se incubé
a 55 °C durante 5 min. Posteriormente la muestra se coloc6 en una columna
casera con filtro dentro de un tubo Eppendorf de 2 mL, se centrifugd a 13 000 x g,
por 1 min, y se decanto el liquido remanente en el tubo. La muestra se lavé con
700 pL de bufer de lavado, se centrifugd a 13 000 x g por 1 min, y se decanto el
liqguido remanente en el tubo. Este paso se repitid 3 veces. La columna se coloco
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 80 pL de agua destilada MilliQ a
55 °C y se incub6 durante 20 min a 55 °C. Finalmente, la muestra se centrifugé a
13 000 x g por 1 min, se recuper6 el liquido en el tubo y se almacené a -20 °C

para su posterior cuantificacion.

6.2.9.4 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion se realiz6 con el kit Quant-iT™ dsDNA HS (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y se midio la fluorescencia en un equipo Qubit Q32854
(Invitrogen).

6.2.9.5 Amplificaciéon del gen 23S y 5S ADNr

Para diferenciar entre especies del género determinado en el punto 9.2 se
amplificaron los genes 23S y 5S del ADN ribosomal. Los oligos que se utilizaron
en la PCR fueron los siguientes: P23S_F1 5-GTTAAGTTATAAAGGGCGCATG-3’
y P5S R 5-GCATGGCAACGTCCTAC-3 (Pfannebecker y Frohlich, 2008). El
tamano esperado del fragmento fue de aproximadamente 3300 pb. La mezcla de
reaccion para la PCR se realiz6 en tubos Eppendorf de 0.2 mL en un volumen
total de 25 pL, como sigue: 18.75 pL de H,O; 2.5 uL de bufer de reaccion 10X
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(Bioline); 1 ul de MgCl, (50 mM; Bioline); 0.5 pL de dNTPs (10 uM; Bioline); 0.5
pL de cada oligo (10 uM cada uno; Sigma-Genosys), 0.25 pyL de Taq polimerasa
(5 UpL™; Bioline) y 1 pL de ADN. La amplificacién se realizé en un termociclador
Biometra (Tpersonal) usando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95
°C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min para el anillado, 72 °C
por 3 min para la extensién y 72 °C por 10 min para la extension final. Los
fragmentos amplificados se visualizaron (incluido un marcador de peso molecular

de 1 kb) en un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio, bajo luz UV.

6.2.9.6 Limpieza del producto de PCR
La limpieza del producto de PCR se realizé con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, Wisconsin, USA), siguiendo las

indicaciones del fabricante.

6.2.9.7 Cuantificacion de ADN
La cuantificacion se realizo con el kit Quant-iT™ dsDNA HS (Invitrogen) y se

midid la fluorescencia en un equipo Qubit Q32854 (Invitrogen).

6.2.9.8 Secuenciacion

La secuenciacion del gen 16S se realizé con los oligonucloétidos de la PCR
reportados por Jensen (2002). Los genes 23S y 5S fueron secuenciados en dos
ocasiones, la primera de ellas con los oligonucleétidos de la PCR reportados por
Pfannebecker y Frohlich (2008) y para la segunda secuenciacién se disefiaron
dos oligonucletétidos internos a la secuencia de 3300 pb amplificada con los
oligonucledtidos P23S_F1 y P5S_R, con el fin de obtener secuencias mas cortas
y legibles, pero sobre todo para obtener la region espaciadora intergénica (ISR).
Los oligonucledtidos se disefiaron en el software en linea Primer3 (Rozen y
Skaletsky, 2000), utilizando una region conservada encontrada en el alineamiento
de secuencias del gen 23S del ADN ribosomal de siete secuencias de
Pediococcus publicadas en la base de datos GenBank, NCBI. Los
oligonucledtidos se denominaron KP23S-F1 5" GAACGTCGTGAGACAGTTCG 3
y KP23S-F2 5" GAGACAGTTCGGTCCCTATCC 3 los cuales se unen al extremo
3’ del gen 23S ADNr entre los nucleétidos 2609-2638. Para comprobar la
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efectividad de los oligonucleétidos se realiz6 un PCR semianidado utilizando
como oligonucledtido reverso P5S_R. La mezcla de reaccion para la PCR se
realiz6 en tubos Eppendorf de 0.2 mL en un volumen total de 25 pL, como sigue:
18.75 uL de H,0; 2.5 pL de bufer de reaccion 10X (Bioline); 1 ul de MgCl; (50
mM; Bioline); 0.5 uL de dNTPs (100 uM; Bioline); 0.5 uL de cada oligo (10 mM
cada uno; Sigma-Genosys), 0.25 pL de Taq polimerasa (5 U pL™; Bioline) y 1 pL
de ADN. La amplificacion se realizd6 en un termociclador Biometra (Tpersonal)
usando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 35
ciclos de 94 °C por 1 min, 57 °C por 1 min para el anillado, 72 °C por 1 min para
la extensiébn y 72 °C por 5 min para la extension final. Los fragmentos
amplificados se visualizaron (incluido un marcador de peso molecular de 1 kb) en

un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, bajo luz UV.

6.2.9.9 Andlisis de secuencias e inferencia filogenética

La busqueda de similitud de secuencias se llevé a cabo en la base de datos
del GenBank perteneciente al NCBI (National Center for Biotechnology
Information), utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Las secuencias obtenidas de los genes 23S y 5S con el oligonucleétido interno
KP23S-F1 fueron importadas al software Clustal-X 2.0 (Larkin et al., 2007) para
su alineacion. El arbol filogenético fue construido en el programa TreeView 1.6
(Page, 1996), utilizando el método del vecino mas cercano (neighbor-joining
method). Thermotoga maritimase utiliz6 como organismo externo al grupo de
Pediococcus para enraizar el arbol. La topologia del arbol fue evaluada sobre
1000 réplicas (bootstraps) en el programa Clustal-X 2.0 (Larkin et al., 2007).

6.3 Experimentos

6.3.1 Adicion de las BAL al alimento

La incorporacibn de la mezcla bacteriana al alimento balanceado
(Camaronina®, Purina), se hizo por medio del aditivo, atractante y adherente Dry Oil®
(DO) de Innovaciones Acuicolas, S.A. de C.V., siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se usé6 DO en el alimento para el control sin bacterias para dar

condiciones similares a todos los tratamientos.
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Las bacterias se cultivaron inoculando 20 uL del stock bacteriano a 50 mL de
MRS caldo con 2% de NaCl y se incubaron a 30 °C hasta alcanzar la fase
exponencial. De cada cultivo se tomé 1 mL, se colocé en un tubo Eppendorf y se
centrifugd a 13 000 x g, durante 20 min. La pastilla obtenida se resuspendio en 1 mL
de solucién salina estéril con 2% de NaCl y se leyé la absorbancia (580 nm) en el
espectrofotometro. La absorbancia se ajustdé a 1, ya sea adicionando una mayor
cantidad de células o diluyendo con solucion salina estéril al 2%. A partir del conteo
inicial de UFC mL™, y de la cantidad de UFC g™ a adicionar al alimento, se obtuvo el
volumen de la suspension a utilizar por gramo de alimento y se multiplicé por los
gramos necesarios para alimentar por 5 dias. Una vez obtenidos los volimenes para
cada aislado, se prepar6 la mezcla y se adicioné a 10 mL de DO, para finalmente

asperjar al alimento.

6.3.1.1 Estudio de viabilidad de las BAL adicionadas al alimento

Se determind la viabilidad de las bacterias en el alimento durante 5 dias. Para
ello se pesaron 50 mg de alimento y se molieron en un mortero adicionando 15 mL
de solucién salina estéril al 2%. De la suspension se tomaron 50 puL y se sembraron
por dispersion en una placa Petri con MRS adicionado con 2% de NaCl y azul de
anilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), para diferenciar las BAL de otros
microorganismos presentes en el alimento. Las placas se incubaron a 30 °C por 24
h. El cultivo se realizé por duplicado.

El medio MRS se esterilizd en autoclave y se dej6é enfriar hasta una
temperatura de 50-40 °C. Posteriormente, bajo condiciones estériles, se agrego el
azul de anilina, a razén de 200 mg por cada litro de medio, se homogeniz6 y se

vacio en placas de Petri.

6.3.2 Mantenimiento y operacién

Ambos experimentos se realizaron en el Patio de Cultivo del Laboratorio de
Acuacultura del CIIDIR-IPN (Unidad Sinaloa). Para ello, se utilizaron tinas ovaladas
de plastico con una capacidad de 120 L, las cuales se llenaron con 80 L de agua de

mar filtrada (20 pm).
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Los organismos se pesaron antes de iniciar la aclimatacion para calcular la
racion diaria de alimento, la cual consisti6 en un 5% de la masa corporal. La
aclimatacion de los organismos dur6 5 dias en el sistema de cultivo y se alimentaron
dos veces al dia (09:00 y 16:00) con el alimento Camaronina (Purina). La limpieza
del sistema de cultivo se realiz6 cada dos dias, eliminando la materia particulada del
fondo por sifoneo y haciendo un recambio de agua del 50%. Los parametros
fisicoquimicos, temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH se midieron cada 3 dias

en cada una de las tinas del cultivo.

6.3.3 Experimento 1: Distintas concentraciones de BAL en el alimento y su
efecto sobre la supervivencia, sistema inmune y prevalencia de WSSV e IHHNV en
L. vannamei.

6.3.3.1 Disefio experimental

Se utilizaron 150 camarones de 6.83 + 1.47 g de la granja Agapito Leal
ubicada en el municipio de Guasave frente a la Bahia Macapule (25°24’33.56” N y
108°39'13.94” O). Se analizaron 2 pools de 12 organismos del lote, para
determinar la presencia de los virus WSSV e IHHNV. El resto de los organismos se
repartid al azar, colocando 10 camarones por tina. El experimento tuvo una
duracién de 10 dias y const6 de 5 tratamientos, cada uno con tres réplicas:

T 1) Control negativo (Camaronina + DO);

T Il) Camaronina + DO + Mezcla 1 de BAL (1 x 10° UFC g™);

T 1) Camaronina + DO + Mezcla 1 de BAL (2 x 10° UFC g);

T IV) Camaronina + DO + Mezcla 2 de BAL (1 x 10° UFC g™);

T V) Camaronina + DO + Mezcla 2 de BAL (2 x 10° UFC g™).

Al final del experimento, se registré la supervivencia, la prevalencia de los

virus y se realiz6 el conteo total de hemocitos.

6.3.3.2 Obtencion de hemolinfa y conteo total de hemocitos

Para realizar el conteo total de hemocitos, se tomé el 40% de la poblacién de
cada tratamiento que corresponden a 12 organismos (4 de cada réplica). La
hemolinfa se extrajo con jeringas para insulina (27G x 13 mm) de la parte ventral

del camaron, justo en la zona del segundo par de pledpodos. La jeringa se cargo
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con una solucion isoténica para camarén y EDTA como anticoagulante (SIC-
EDTA, Naz) (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM + EDTA, Na, 10 mM, pH

7.3, 850 mOsm/kg), previamente enfriado a 4 °C (Vargas-Albores et al., 1993) en
una proporcion 2:1 (2 volumenes de SIC-EDTA por cada volumen extraido de
hemolinfa). Inmediatamente después de ser extraida la muestra de hemolinfa, ésta
se colocé en tubo Eppendorf de 1.5 mL, previamente etiquetados. De dicha
muestra se tomaron 50 L y se diluyeron en 150 pL de una solucién de formol al
4% (1:3 v/v). El conteo de hemocitos se realizé bajo microscopio compuesto (Carl
Zeiss) utilizando una cdmara de Neubauer, con una reticula de 0.01 mm. Para ello
se tomaron 20 pL de la dilucién de hemolinfa en formol y solo se contabilizaron los
hemocitos presentes en el cuadrante superior izquierdo e inferior derecho. El

namero de hemocitos por mililitro se calculd con la siguiente férmula:

Células mL™ = [(Células contadas / # de cuadros contados) x 10 000] [Factor de dilucion]

6.3.3.3 Prevalencia de camarones infectados con los virus WSSV e IHHNV
Para determinar la prevalencia de los virus en los camarones, se analizaron
individualmente los organismos previamente utilizados en el conteo total de

hemocitos, que representaron el 40% de la poblacion total de cada tratamiento.

6.3.3.3.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé una lamela branquial por organismo,
la cual se coloco en 400 uL del reactivo DNAzol (Invitrogen), se macerd con un
pistilo y se dejo incubar por 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 13 000 x g
durante 10 min. Se recuperaron 300 uL del sobrenadante, al cual se afiadieron
400 pL de etanol absoluto frio. La mezcla se dejo reposar por 15 min, agitando
periédicamente. A continuacion se centrifugd a 9 000 x g durante 5 min y se
desechd el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 1 mL de etanol al 70%
frio y se centrifugd a 9 000 x g durante 5 min. Se decant6 el sobrenadante y se
extrajo con una pipeta el liquido restante. Se colocé la muestra en un termoblock

a 55 °C hasta secar y se afadieron 30 uL de agua ultrapura a 55 °C. Finalmente,
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se agitd la muestra en un agitador vortex, se centrifugé a 9 000 x g y durante 30

sy se almacené a -20 °C.

6.3.3.3.2 PCR para WSSV

La deteccién final de WSSV en los organismos se realiz6 mediante una
PCR sencilla y una PCR anidada. Los oligonucleétidos utilizados en la PCR
sencilla fueron: WSSV1:5-ATC ATG GCT GCT TCA CAG AC-3' y WSSV2:5'-
GGC TGG AGA GGA CAA GAC AT-3'. Los oligonucleotidos utilizados en la
PCR anidada fueron: WSSV1 in (sentido) 5-TCT TCA TCA GAT GCT ACT GC
3’y WSSV2 in (contrasentido) 5’-TAA CGC TAT CCA GTA TCA CG 3. (Kimura
et al., 1996). Los dos pares de oligonucleotidos amplifican un fragmento de 982
pb y 570 pb, respectivamente. La mezcla de reaccion se realizé en tubos
Eppendorf de 0.2 mL e incluyé 18.75 pL de H,O; 2.5 uL de bufer de reaccion
10X (Bioline); 1.0 ul de MgCl, (50 mM; Bioline); 0.5 pL de dNTPs (100 pM,;
Bioline); 0.5 pL de cada oligo (10 mM cada uno; Sigma-Genosys); 0.25 pL de
Taq polimerasa (5 U pL"; Bioline) y 1 pl de DNA total para un volumen total de
25 pl. La amplificacion se realizé en un termociclador Biometra (Tpersonal)
usando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 4 min, 35
ciclosde 30sa95°C 30sab5°C2mina 72 °C y una extension final a 72 °C
por 4 min. Los fragmentos amplificados se visualizaron (incluido un marcador
de peso molecular de 1 kb) en un gel de agarosa al 1%, tefildo con bromuro de
etidio, bajo luz UV. En la PCR anidada se redujo a 45 s el tiempo de

polimerizacion a 72°C.

6.3.3.3.3 PCR para IHHNV

Se utilizaron los oligonucledtidos IHHNV392F:5’-GGGCGA ACC AGA
ATC ACT TA-3 e IHHNV392R:5’-ATC CGG AGG AAT CTG ATG TG-3’ (Tang
et al. 2000) que amplifican un fragmento de 392 pb. La mezcla de reaccion se
preparo igual que en la PCR para WSSV. El programa utilizado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95 °C, por 3 min, 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 s a 55

°C, 45 s a 72 °C y una extension final a 72 °C, por 4 min.
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6.3.3.3.4 PCR para el gen GAPDH

Para confirmar la calidad de la extraccion de ADN de las muestras
negativas para IHHNV y WSSV, se realiz6 la amplificacion del gen GADPH que
codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Este gen
funciona como un control interno del DNA gendmico del camaron. Para la
mezcla de PCR se utilizaron los oligonucleétidos reportados por Tang et al.
(2000), GAPDH298F 5 TCA CCG TCT TCA ACG AGA TG 3’y GAPDH298R &’
ACC CTC CAG CAT CTC GAA CT 3’ que amplifican un fragmento de 298 pb.
La mezcla de reaccién se prepar6 igual que en el PCR para WSSV. El

programa utilizado fue el empleado para WSSV.

6.3.4 Experimento 2: Efecto de la frecuencia de aplicacion de BAL en la
supervivencia, sistema inmune y prevalencia de WSSV e IHHNV en camarones
blancos.

6.3.4.1 Disefio experimental

Se utilizaron 120 camarones de 17.33 + 3.24 g de la granja Cuate Machado
ubicada frente a playa Las Glorias (25°19'6.14" N 108°29'37.87" O) en el municipio
de Guasave. Se analizaron 30 organismos del grupo que se utilizo, mediante PCR
individual (sencilla y anidada para WSSV), para determinar la presencia de los
virus WSSV e IHHNV. El resto de los organismos se repartieron al azar colocando
10 camarones por tina. En este experimento se evalud la frecuencia de aplicacion
del alimento adicionado con la mezcla 2 de BAL (M2BAL) a una concentracion de
1 x 10° UFC g*. El experimento tuvo una duracién de 20 dias y consté de 4
tratamientos, cada uno con tres réplicas:

T I) Camaronina + DO (Control negativo);

T 1) Camaronina + DO + M2BAL diario (Control positivo);

T 1) Camaronina + DO + M2BAL cada 3 dias;

T IV) Camaronina + DO + M2BAL cada 6 dias.

Al final del bioensayo se registro la supervivencia, la prevalencia de los virus

y se contaron los hemocitos como se describié para el experimento 1.
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6.4 Analisis estadistico

Para comparar los datos del conteo total de hemocitos (CTH) obtenidos en
cada tratamiento durante los experimentos, primero se realizO una prueba de
normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y una prueba de homocedasticidad (Bartlett).
Posteriormente, se realizé un ANDEVA de una via, para detectar diferencias entre
tratamientos (p<0.05). Finalmente, se realiz6 la prueba de Tukey (HSD) para
identificar la naturaleza de estas diferencias (p<0.05).

Los datos de supervivencia se transformaron con la férmula arcoseno V%/100
(Dughetti y De Carli, 1999; Araya et al., 2000) para cumplir una distribucién normal y
realizar el analisis de varianza (ANDEVA) de una via. Los resultados de prevalencia
de ambos virus se analizaron con la prueba no paramétrica de Cochran para detectar

diferencias entre tratamientos (p<0.05).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL)

De los 10 camarones analizados, sOlo dos, correspondientes a la especie
Farfantepenaeus californiensis (Holmes, 1900), presentaron BAL presuntivas en
intestino. Se lograron obtener 40 aislados presuntivos de BAL presuntivas pero en
este trabajo so6lo se tomaron 20 para su caracterizacion y posterior seleccion.

7.2 Caracterizacion de los aislados bacterianos

7.2.1 Prueba de hemdlisis con sangre humana

De los 20 aislados de BAL presuntivas, 14 presentaron hemdlisis gamma (y) y 6
hemdlisis beta (B) en agar sangre (Tabla 1), mientras que todos presentaron
hemodlisis y en agarosa sangre. Los aislados B-hemoliticos fueron desechados por su
capacidad para lisar eritrocitos humanos. Esto con el fin de eliminar o disminuir el

efecto adverso del posible probiodtico contra el hombre, consumidor final del camaron.

Tabla 1. Prueba de hemdlisis en agar sangre.

Aislado Hemolisis

20
21
22
23
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

=R =R =R =R PR =R==TEO=R=TDDE®®= R X =
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7.2.2 Cinética de crecimiento bacteriano (curva de crecimiento)

La figura 2 muestra los resultados de la cinética de crecimiento de los 14
aislados y-hemoliticos. La mayoria de los aislados presentaron una fase de
aclimataciéon de 6 a 12 h, a excepcion de los aislados 20 y 31, cuya fase de
aclimatacion se extendio hasta las 24 h (punta de flecha roja). La fase exponencial
de los aislados inici6 en tres tiempos: 6 h (aislados 28, 29 y 34), 12 h (aislados 21,
22, 23, 32, 33, 36, 37, 38 y 39) y 24 h (aislados 20 y 31). La duracion promedio fue
de 41 h, la minima de 24 h y la maxima de 60 h.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de BAL presuntivas en medio MRS con 2% de
NacCl, cultivadas a 30 °C por 96 h. a) Aislados 20,21,22 y 23; b) Aislados 28,29, 31y
32; ¢) Aislados 33, 34 y 36; d) Aislados 37, 38 y 39.

7.2.3 Conteo de BAL presuntivas
La tabla 2 muestra el nimero de UFC por mililitro de cada uno de los aislados.
Los resultados mostraron valores entre 178 y 665 millones de UFC mL™. Los

aislados 22 y 31 fueron descartados debido al menor nimero de UFC mL™,
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Tabla 2. Unidades formadoras de colonias por mililitro de cada uno de los aislados.

La densidad optica de la suspension bacteriana fue de uno.

Aislado UFC mL™*
20 374.75x 10°
21 219.50 x 10°
22 178 x 10°
23  278.25x 10°
28 383.25x 10°
29 247.50 x 10°
31 195.50 x 10°
32  246.50 x 10°
33 380 x 10°
34 403 x 10°
36 216 x 10°
37 261 x 10°
38 665 x 10°
39 480 x 10°

7.2.4 Tincién con Rojo Congo (Prueba de hidrofobicidad)

Los 12 aislados cultivados asimilaron el colorante rojo congo, 9 formaron
colonias rojas (20, 21, 23, 32, 33, 36, 37, 38y 39) y 3 (28, 29 y 34) formaron colonias

rosadas. Lo anterior demuestra que estas bacterias presentan estructuras

hidrofébicas en su pared celular con las cuales son capaces de establecer

interacciones hidrofébicas con el epitelio del intestino del camarén (Fig. 3).

K. Y. Leyva-Madrigal (2010)

28



Figura 3. Prueba de tincién con rojo congo. A la izquierda se muestra el aislado 29
tefiido de un color rosa debido al pH (4.5) y a la derecha el aislado 23, tefiido de rojo
(pH 5.5).

7.2.5 Actividad enzimética extracelular
En la prueba de degradaciéon de la caseina, con sobrenadante acido, el control
de MRS estéril con pH 4, formo un halo de 6 mm de diametro, apenas 1 mm mas
pequefio que los formados por los aislados 28, 29, 34, 36 y 37 (Tabla 3). Esto
demuestra que el bajo pH de los cultivos ocasionado por la formacién de acidos
como el acido lactico es capaz de formar falsos halos de hidrdlisis en la prueba con
leche descremada (Fig. 4). Al aumentar el pH de los cultivos a un valor de 6.5, cuatro
de las cinco cepas que formaron halos en la prueba anterior, vuelven a presentar
halo de hidrdlisis, pero significativamente mas pequefos (Fig. 5). El control negativo
(MRS caldo, pH 6.5) no form6 halo, mientras que los aislados B-hemoliticos,
utilizados como controles positivos, formaron halos de 4 mm de diametro, al igual
gue el aislado 37. Sin embargo, los aislados 28, 29 y 34 formaron halos de entre 2 y
1 mm de diametro, indicando una actividad proteolitica menor (Tabla 4).
Las pruebas de hidrdlisis de gelatina y Tween 80 dieron resultados negativos

tanto a pH 4.5 como a pH 6.5.
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Tabla 3. Pruebas de actividad enziméatica extracelular con sobrenadante acido. Se

midié el didmetro del halo de hidrdlisis.

Degradacion de Hidrdlisis de Hidrélisis
Aislado pH la caseina la gelatina de Tween 80

20 55 0 0 0

21 55 0 0 0

23 5.5 0 0 0

28 4.5 7 mm 0 0

29 4.5 7 mm 0 0

32 55 0 0 0

33 55 0 0 0

34 4.5 7 mm 0 0

36 4.5 7 mm 0 0

37 4.5 7 mm 0 0

38 55 0 0 0

39 5.5 0 0 0
Controles

MRS 4 6 mm 0 0

MRS 6.5 0 0 0

Aislado 35 4.5 7 mm 0 0

Figura 4. Prueba de degradacion de la caseina, con sobrenadante a pH 4.5. A la
izquierda se muestra la placa del aislado 20 al 32 y a la derecha se muestra del
aislado 33 al 39. CA: Control acido (MRS con 2% de NaCl a pH 4); C-: Control
negativo (MRS con 2% de NaCl a pH 6.5); C+35: Control positivo (Cepa 35, B-

hemolitica).
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Tabla 4. Pruebas de actividad enzimatica extracelular con sobrenadante a pH 6.5. Se

midié el diametro del halo de hidrdlisis.

Degradacion de Hidrdlisis de Hidrélisis
Aislado pH la caseina la gelatina de Tween 80

20 6.5 0 0 0

21 6.5 0 0 0

23 6.5 0 0 0

28 6.5 2mm 0 0

29 6.5 1mm 0 0

32 6.5 0 0 0

33 6.5 0 0 0

34 6.5 2 mm 0 0

36 6.5 0 0 0

37 6.5 4 mm 0 0

38 6.5 0 0 0

39 6.5 0 0 0
Controles

MRS 6.5 0 0 0

Aislado 35 6.5 4 mm 0 0

Aislado 27 6.5 4 mm 0 0

Figura 5. Prueba de degradacion de la caseina, con sobrenadante a pH 6.5. A la
izquierda se muestra la placa del aislado 20 al 32 y a la derecha se muestra del
aislado 33 a la 39. C-: Control negativo (MRS con 2% de NaCl a pH 6.5); C+35 y
C+27: Control positivo (Cepa 35 y 27, B-hemoliticas). Puntas de flecha; aislados con
actividad proteolitica (28, 29, 34 y 37).

K. Y. Leyva-Madrigal (2010) 31



7.2.6 Prueba de antagonismo contra Vibrio sp.
Los aislados de BAL presuntivas no presentaron actividad antagdnica contra la
cepa 24 y 27 de vibrio, tanto a pH acido (4.5) como a pH 6.5 (Fig. 6).

Figura 6. Prueba de antagonismo de los aislados 33-39 contra la cepa 24 de vibrio.

A la izquierda se muestra la placa con los sobrenadantes a pH 4.5 y a la derecha la
placa con sobrenadantes a pH 6.5. CA: Control &cido (MRS con 2% de NaCl a pH 4);
C-: Control negativo (MRS con 2% de NaCl a pH 6.5)

7.2.7 Hemodlisis en hemolinfa de camardon
Todos los aislados de BAL presuntivas presentaron hemdlisis gamma contra

los hemocitos de camardn blanco, es decir, no lisan los hemocitos del camaron (Figs.

7y 8).

Figura 7. Prueba de hemdlisis en hemolinfa de camarén con sobrenadante a pH 6.5.

A la izquierda se muestra la placa del aislado 20 al 32 y a la derecha la placa con los
aislados 33 al 39. C-: Control negativo (MRS con 2% de NaCl a pH 6.5).
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Figura 8. Hemocitos tefiidos con rosa de bengala y embebidos en medio basal.

7.2.8 Tincion de Gram
Todos los aislados son cocos Gram (+). El arreglo celular se observo en pares

0 en grupos de multiplos de 2 y 3 y en racimos que forman grandes masas (Fig. 9).

Figura 9. Tincion de Gram. Cocos Gram (+) con arreglo en multiplos de 2, 3 y

racimos.

7.2.9 ldentificacion molecular

Se realiz6 la identificacion molecular de los ocho aislados evaluados en los
experimentos (BALCS20, BALCS28, BALCS29, BALCS33, BALCS34, BALCS37,
BALCS38 y BALCS39). Dicha seleccion estuvo basada en los resultados de las
pruebas de caracterizacion previas (Véase resultados seccion 7.3).

La figura 10 muestra el fragmento de 1500 pb obtenido de la amplificacién del
gen ribosomal 16S cuya secuenciacion permitié la determinacion del género de 4
aislados con porcentajes de identidad que van desde 90% (aislado 33) a 98%
(aislado 29) para la especie Pediococcus pentosaceus (Tabla 5). Sin embargo, en
algunos aislados se presentaron porcentajes de identidad similares para otras
especies del género Pediococcus como son P. acidilactici (aislado 34 con 97% de
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identidad; aislado 28 con 96% de identidad; aislado 33 con 96% de identidad), P.

parvulus (aislado 34 con 93% de identidad) y P. claussenii (aislado 34 con 94% de

identidad). No se lograron identificar los aislados 20, 37, 38 y 39.

- M 20 28 29 33 34 37 38 39

Figura 10. Productos de la PCR obtenidos de la amplificacion del gen ribosomal 16S

de los 8 aislados probados. Linea -: Control negativo; Linea M: Marcador de peso

molecular HyperLadder | (Bioline); Linea 20-39: Aislados de BAL.

Tabla 5.

Identificacibn molecular de

oligonucledtidos 27fy 1492r.

los aislados secuenciados con los

Aislado Especie GenBank  Porcentaje de identidad
20 Bacteria no cultivable GQ088738 97%
28 Pediococcus pentosaceus FJ538556 94%
29 Pediococcus pentosaceus J538552 98%
33 Pediococcus pentosaceus AB481102 90%
34 Pediococcus pentosaceus EU080993 95%
37 Bacteria no cultivable GQO076330 95%
38 Bacteria no cultivable GQ115388 97%
39 Bacteria no cultivable GQ029205 95%

Una vez que se identificé el género (Pediococcus) al cual pertenecen cuatro

aislados probados y asumiendo que los cuatro aislado restantes pertenecian al

mismo género debido a los resultados obtenidos en la caracterizacion, se procedié a

la diferenciacion entre especies, para lo cual se realiz6 la secuenciacion de un
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fragmento de aproximadamente 3300 pb correspondiente a los genes 23S y 5S del
ADNr (Fig. 11). Las secuencias obtenidas (ver anexos) presentaron alta homologia
con la especie Pediococcus pentosaceus en cinco de los ocho aislados (Tabla 6). Al
parecer los tres aislados restantes estaban contaminados (secuencias con doble
bandeo), por lo que se procediod a limpiar los aislados desde la muestra original para

una posterior secuenciacion.

- M 20 28 29 33 34 37 38 39

3000 pb —» !-n----——-w

Figura 11. Productos de la PCR obtenidos de la amplificacion de los genes 23S y 5S
de los 8 aislados probados. Linea -: Control negativo; Linea M: Marcador de peso
molecular HyperLadder | (Bioline); Linea 20-39: Aislados de BAL.

Tabla 6. Resultados de la identificacion molecular de los aislados secuenciados con
los oligonucledtidos P23S_F1y P5S_R.

Aislado Especie GenBank  Porcentaje de identidad
20 Pediococcus pentosaceus EF116577 99%
28 Pediococcus pentosaceus EF116577 97%
29 Pediococcus pentosaceus EF116577 99%
33 Pediococcus pentosaceus EF116577 100%
34 Pediococcus pentosaceus EF116577 99%
37 No identificada
38 No identificada
39 No identificada

Para realizar la segunda secuenciacion de los genes 23S y 5S primeramente

se corroboro6 la efectividad de los oligonucledtidos internos KP23S-F1 y KP23S-F2
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mediante PCR semianidado con el oligonucleétido reversa P5S_R. La temperatura
de anillamiento utilizada en la reaccion de PCR (57 °C) fue el promedio de las
temperaturas Optimas de anillamiento de los oligonucledtidos, 59 °C para los dos
oligonucledtidos internos y 55 °C para P5S_R. Con cada juego de oligonucledétidos

se logré amplificar un fragmento de aproximadamente 550 pb (Fig. 12).

- M 20 28 29 33 34 37 38 39

550 pb

550 pb

Figura 12. Productos de la PCR obtenidos de la amplificacion con los
oligonucledtidos internos (PK23S-F1, arriba y PK23S-F2, abajo) y el oligonucledtido
P5S_R en los aislados de BAL presuntivas. Linea -: Control negativo; Linea M:

Marcador de peso molecular HyperLadder | (Bioline).

Comprobada la efectividad de ambos oligonucledtidos internos se decidio
realizar la secuenciacion con el oligonucle6tido KP23S-F1. Las secuencias obtenidas
(ver anexos) permitieron identificar todos los aislados a nivel de especie. Cinco (20,
28, 29, 33 y 34) de ellos registraron 100% de homologia con Pediococcus
pentosaceus (Tabla 7), lo cual concuerda con los resultados de cuatro aislados
obtenidos en la primera secuenciacién de estos genes. Los tres aislados restantes
(37, 38y 39) registraron 99% de homologia con la especie Staphylococcus
haemolyticus. Para la construccién del arbol filogenético s6lo se utilizaron los
aislados de P. pentosaceus, debido a la obtencidon de secuencias incompletas en los

aislados de S. haemolyticus (Fig. 13).
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Tabla 7. Identificacién molecular de los aislados secuenciados con el oligonucle6tido

interno KP23S-F1.

Aislado Especie GenBank Porcentaje de identidad
20 Pediococcus pentosaceus CP000422.1 100%
28 Pediococcus pentosaceus CP000422.1 100%
29 Pediococcus pentosaceus CP000422.1 100%
33 Pediococcus pentosaceus CP000422.1 100%
34 Pediococcus pentosaceus CP000422.1 100%
37 Staphylococcus haemolyticus  AP006716.1 99%
38 Staphylococcus haemolyticus  AP006716.1 99%
39 Staphylococcus haemolyticus  AP006716.1 99%

BALCS34

BALCS33
BALCS29
BALCS28
BALCS20

150
r EF39

754

908

Figu

CP000422.1 Pediococcus pentosaceus

7604.1 Pediococcus stilesii

EF116575.1 Pediococcus acidilactici

EF116574.1 Pediococcus damnosus
990
—— AP007281.1 Lactobacillus reuteri

jenético mostrando la posicidn relativa de giregs aislasiosdendifva
(BALCS20, BALCS28, BALCS29, BALCS33 y BALCS34), deducido por el método del

vecino mas cercano (neighbor-joining method) de la secuencia parcial del gen 23S
ADNT.

7.3 Seleccidn de aislados con potencial probiotico

K.Y.
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De los resultados obtenidos en cada una de las pruebas, se seleccionaron dos
grupos, a los que se les evalud su capacidad inmunoestimulante en camarén blanco
infectado con WSSV e IHHNV.

Como se mencion0 anteriormente, se desecharon 6 aislados B-hemoliticos y 2
con bajo conteo de UFC mL™, quedando un total de 12 aislados con potencial
probiotico (Tabla 8). Primeramente, este grupo se dividio en dos, un aislado con
actividad proteolitica extracelular y aislado sin dicha actividad. En el primer grupo se
encuentran los aislados 28, 29, 34 y 37, correspondientes a la mezcla 1; en el
segundo grupo se encuentran los 8 aislados restantes, de los cuales se
seleccionaron los cuatro con conteo celular mas alto (20, 33, 38 y 39) para formar la

mezcla 2.
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Tabla 8. Pruebas de caracterizacion de 12 aislados presuntivos de BAL (y-hemoliticas) con potencial probiotico.

Hemolisis Hemolisis Conteo Rojo Caseina Gelatina Tween 80 Antagonismo

Cepa sangre humana hemolinfa UFCmL" congo pHA&cido pH neutro pH acido  pH neutro pH acido  pHneutro  contra Vibrio

21 y y 219.5x10°  (+) 0 0 0 0 0 0 0
23 y y 278.25x10°  (+) 0 0 0 0 0 0 0
28 y y 383.25x 10°  (+) 7 mm* 2 mm* 0 0 0 0 0
29 ¥ y 2475x10°  (+) 7 mm* 1 mm* 0 0 0 0 0
32 i i 246.5x10°  (+) 0 0 0 0 0 0 0
34 y y 403x10°  (+) 7 mm* 2 mm* 0 0 0 0 0
36 y y 216 x10°  (+) 7 mm* 0 0 0 0 0 0
37 261x10°  (+) 7 mm* 4 mm* 0 0 0 0 0

Medida del didmetro del halo de lisis.
En gris se muestran los aislados que forman la mezcla 1 y en azul los aislados de la mezcla 2.

K. Y. Leyva-Madrigal (2010)

39



7.4 Experimento 1: Distintas concentraciones de inclusiéon de BAL presuntivas en el
alimento y su efecto sobre la supervivencia y sistema inmune de organismos sanos de

L. vannamei.

7.4.1 Adicion de las BAL presuntivas al alimento
7.4.1.1 Estudio de viabilidad de las BAL presuntivas adicionadas al alimento
Las concentraciones iniciales de bacteria para cada tratamiento fueron las
siguientes: 11, 1 392 000 UFC g™*; ll, 2 022 000 UFC g™; IV, 1 581 000 UFC gty V, 2
313 000 UFC g™. En la figura 14 se muestra el comportamiento de las bacterias en el
alimento. Se puede observar la pérdida de viabilidad registrada a los 5 dias en cada
tratamiento: 11, 25.28%; 11, 37.98%; 1V, 30.74% y V, 12.23%.

N
N (6]
1 1

UFC g (1 x 10°)
|_\
gl

1 -
0.5 -
0 T T T T 1
1 2 3 4 5
Dias

—e— Tratamiento || —=— Tratamiento Il —a— Tratamiento IV —<« Tratamiento V

Figura 14. Viabilidad de las bacterias acido lacticas adicionadas al alimento en un
periodo de 5 dias de almacenamiento en refrigeracion (4 °C). Il, Camaronina + DO +
Mezcla 1 (1 x 10°%); 1, Camaronina + DO + Mezcla 1 (2 x 10°%); IV, Camaronina + DO +
Mezcla 2 (1 x 10°); V, Camaronina + DO + Mezcla 2 (2 x 10°).

7.4.2 Mantenimiento y operacion
Los organismos utilizados en este experimento eran portadores asintomaticos de
WSSV e IHHNV. El peso promedio de los organismos en cada tratamiento al inicio del
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experimento fue el siguiente: | (Control), 6.50 + 1.49; 1l, 6.93 + 1.66; Ill, 6.82 £ 1.56; IV,
7.11+1.48yV, 6.78 + 1.16.

Los parametros fisicogquimicos se mantuvieron dentro de los intervalos 6ptimos
para el cultivo del camardén blanco (excepto la salinidad) durante los 10 d del
experimento, los cuales segun Brock y Main (1994) son: oxigeno disuelto de 4.0 a 10.0
mg L™"; pH de 8.1 a 9.0; temperatura de 23 a 30 °C; y salinidad de 15 a 35 %o.

El oxigeno disuelto mostré valores entre 5y 6 mg L™. El pH se mantuvo entre 7.9
y 8.1. La temperatura se mantuvo entre 26 y 27 °C. La salinidad sobrepasoé el limite

Optimo, registrando valores entre 35y 45 (Tabla 9).

Tabla 9. Parametros fisicoquimicos del sistema de cultivo en el experimento I. Se

muestra la media y desviacion estandar (DE).

Tratamientos O, (mg L™) T (°C) pH Salinidad

| (Control) 5.71+0.35 26.6+0.5 7.91 +0.07 38.16 + 3.48
Il 5.85+0.34 26.73 +0.22 7.95 +0.05 38.66 +4.08
1] 5.67 +0.24  26.86 +0.89 8.01 +0.07 39 +4.42
v 5.7+ 0.26 26.6 + 0.38 8.01+ 0.09 39.66 + 5.12
Vv 5.49 + 0.46 26.38 = 0.11 795+ 0.10 38.83+ 4.30

7.4.3 Conteo total de hemaocitos

Los promedios de células por mililitro para cada tratamiento fueron los siguientes:
| (Control), 15.18 x 10°% I, 17.5 x 10°; 1Il, 18.5 x 10°; IV, 22.7 x 10°% V, 15.5 x 10° (Fig.
15). El resultado del ANDEVA no mostré diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.05).
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Células mL™* (x10°)

18 ~
12 ~
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Tratamiento

Figura 15. Experimento |. Niamero promedio de hemocitos en cada tratamiento. I,
Control (Camaronina + DO); Il, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°); 1ll, Camaronina
+ DO + Mezcla 1 (2 x 10°%; IV, Camaronina + DO + Mezcla 2 (1 x 10°); V, Camaronina +

DO + Mezcla 2 (2 x 10°). Se muestra la media y el error estandar (p>0.05).

7.4.4 Supervivencia y prevalencia de camarones infectados con WSSV e IHHNV

Al finalizar este experimento, todos los tratamientos registraron una supervivencia
del 100%. En cuanto a prevalencia de IHHNV, se registraron 10 organismos positivos
en el control (83.3%) (organismos infectados desde la granja) y 12 organismos positivos
en los demas tratamientos (100%) (Fig. 16). No hubo diferencias significativas con la
prueba de Cochran (p>0.05). Sin embargo, la prevalencia del virus WSSV fue diferente
entre el tratamiento | (Control) y el resto de los tratamientos, detectando diferencias
significativas con la prueba de Cochran (p<0.05). El control presentd 11 organismos
(91.6%) positivos para WSSV, mientras que los tratamientos II, lll y IV presentaron dos

organismos (16.6%) positivos y el tratamiento V so6lo uno (8.3%) (Fig. 17).
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- M+ Tratamiento | Control Tratamiento Il Tratamiento Il
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Tratamiento IV Tratamiento V
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Figura 16. Experimento I. PCR para IHHNV en cada tratamiento. (-) Control negativo;
(M) Marcador de peso molecular; (+) Control positivo; I, Control (Camaronina + DO); Il,
Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°); Ill, Camaronina + DO + Mezcla 1 (2 x 10°; IV,

Camaronina + DO + Mezcla 2 (1 x 10°); V, Camaronina + DO + Mezcla 2 (2 x 10°).

Tratamiento | (C) Tratamiento Il Tratamiento |l

Tratamiento IV Tratamiento V

Figura 17. Experimento I. PCR anidado para WSSV en cada tratamiento. (-) Control
negativo; (M) Marcador de peso molecular; (+) Control positivo; I, Control (Camaronina
+ DO); Il, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 106); [ll, Camaronina + DO + Mezcla 1 (2 x
10°; IV, Camaronina + DO + Mezcla 2 (1 x 10°; V, Camaronina + DO + Mezcla 2 (2 x
10°).

7.4.5 PCR para el gen GAPDH

La amplificacién del gen GAPDH en las extracciones de ADN de los organismos
negativos para WSSV e IHHNV demostro que la calidad y cantidad del acido nucleico
de los organismos analizados era suficiente para detectar la presencia de los virus

antes mencionados (Fig. 18).
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- M+ C Tratamiento Il Tratamiento Il

298 pb

- M + Tratamiento Il Tratamiento IV Tratamiento V

igura 18. Experimento . del gen DH de los organismos negativos para
WSSV e IHHNV. (-) Control negativo; (M) Marcador de peso molecular; (+) Control
positivo; C, Grupo control; I, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°), lll, Camaronina +
DO + Mezcla 1 (2 x 10°%); IV, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°; V, Camaronina +
DO + Mezcla 2 (2 x 10°).

7.5 Experimento 2: Efecto de la frecuencia de aplicacion de BAL presuntivas en la
supervivencia, sistema inmune y prevalencia de WSSV e IHHNV en L. vannamei.

7.5.1 Mantenimiento y operacion

Todos los organismos eran portadores de ambos virus (antes del inicio del
experimento), registrando una prevalencia del 100% para WSSV y 26.6% para IHHNV
(Figs. 19y 20).

M+ 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17

570 pb—»

+ + 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 19. PCR anidada para WSSV realizado a 30 camarones de un lote de 150,

antes de iniciar el experimento |I.
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-M+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

392 pb—»

- M + +18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 20. PCR para IHHNYV realizado a 30 camarones de un lote de 150, antes de

iniciar el experimento Il. Las flechas rojas indican las muestras positivas para el virus.

El peso promedio de los organismos al inicio del experimento fue el siguiente:
Tratamiento | (Control), 17.96 + 3.04 g; tratamiento Il, 16.43 + 2.63 g; tratamiento lIl,
17.36 + 3.35 g y tratamiento 1V, 17.56 + 3.80 g.

Durante el periodo de cultivo (20 dias) los parametros fisicoquimicos se
mantuvieron dentro de los rangos Optimos para el cultivo del camarén blanco (excepto
la salinidad), los cuales, segun Brock y Main (1994), son: oxigeno disuelto de 4.0 a 10.0
mg L™"; pH de 8.1 a 9.0; temperatura de 23 a 30 °C y salinidad 15 a 35 %o (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos del sistema de cultivo en el experimento Il. Se

muestra la media y desviacion estandar (DE).

Tratamientos O, (mg L™ T (°C) pH Salinidad

| (Control) 6.40+050 25.09+150 7.87+0.13 379173
Il 6.49+0.26 26.45 +2.00 8.04 £0.14 38.27+1.58
1] 6.38 £0.65 2646 £181 7.71 +0.37 37.80+2.48
\Y 594+ 052 2535+ 161 7.74+ 0.27 3840+ 2.29

7.5.2 Conteo total de hemocitos
La figura 21 muestra los promedios del nimero de células por mililitro para cada

tratamiento: Tratamiento | (Control), 18.78 x 10° tratamiento II, 14.82 x 10°; tratamiento
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I, 18.33 x 10°% tratamiento IV, 16.08 x 10° EIl resultado del ANDEVA no mostro
diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05).

25

O I T I T I
I I [

Tratamientos

= = N
o Ul o
1 1 1 ]

Células mL™ (1 x 10

(63}
1

Figura 21. Experimento Il. Niumero promedio de hemocitos en cada tratamiento. I,
Control (Camaronina + DO); I, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado
diariamente; Ill, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado cada 3 dias; IV,
Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado cada seis dias. Se muestra la media y

el error estandar (p>0.05).

7.5.3 Supervivencia y prevalencia de camarones infectados con WSSV e IHHNV

Al finalizar el experimento se registraron supervivencias altas en todos los
tratamientos: 94.44% en el tratamiento | (control); 97.2% en el tratamiento II; 97.2% en
el tratamiento Il y 91.63% en el tratamiento IV. No hubo diferencias significativas entre
tratamientos (p>0.05) (Fig. 22). En cuanto a prevalencia de los virus, no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos con la prueba de Cochran (p>0.05). De
hecho, se presentd una disminucion de la prevalencia inicial en todos los tratamientos,
incluido el control. El tratamiento | control, presentd dos organismos positivos para
WSSV (16.6%) y uno para IHHNV (8.3%). El tratamiento Il presentdé un organismo
positivo para ambos virus (8.3%), el tratamiento Ill present6é cuatro organismos positivo
para WSSV (25%) y dos para IHHNV (16.6%) y finalmente el tratamiento IV present6
tres organismos positivos para WSSV (25%) y ninguno para IHHNV (Fig. 23 y 24).
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Figura 22. Experimento Il. Supervivencia en cada uno de los tratamientos al finalizar el
experimento. |, Control (Camaronina + DO); Il, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°),
aplicado diariamente; Ill, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10%), aplicado cada 3 dias;
IV, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°, aplicado cada seis dias. Se muestra la

media y la desviacion estandar (p>0.05).

M + - Tratamiento | Tratamiento |l Tratamiento | Tratamiento IV

Figura 23. Experimento Il. PCR anidada para WSSV en cada tratamiento. (M) Marcador
de peso molecular; (-) Control negativo; (+) Control positivo; I, Control (Camaronina +
DO); Il, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado diariamente; Ill, Camaronina +
DO + Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado cada 3 dias; IV, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x
10°), aplicado cada seis dias.
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- M + Tratamiento | Tratamiento |l

Tratamiento Il Tratamiento IV

Figura Xperimento para en cada tratamiento. ontrol negativo;
(M) Marcador de peso molecular; (+) Control positivo; I, Control (Camaronina + DO); I,
Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 106), aplicado diariamente; Ill, Camaronina + DO +
Mezcla 1 (1 x 10°), aplicado cada 3 dias; IV, Camaronina + DO + Mezcla 1 (1 x 10°),

aplicado cada seis dias.
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VIII. DISCUSION

El uso de bacterias 4cido lacticas como probidticos en acuicultura se debe en gran
parte a la disponibilidad, rapidez de produccion y tecnologia industrial desarrollada
alrededor de ellas. Estas facilidades han permitido que bacterias Utiles en la
alimentacion humana (elaboracion de productos lacteos, yogurt, quesos) sean aplicadas
en la produccion ganadera, y en los ultimos afios, en acuicultura (Sotomayor, 2009). Sin
embargo, en la seleccion de una bacteria probidtica sigue siendo importante el
aislamiento de cepas de la region donde se empleard, y si fuera posible, aislarla del
propio organismo al cual se le administrara o en su defecto de organismos
estrechamente relacionados filogenéticamente (Verschuere, 2000). Este criterio se basa
en razones ecolégicas que toman en consideracién el habitat original de la cepa
bacteriana seleccionada (Farzanfar, 2006). Lo anterior es importante porque las
bacterias presentes en el medio acuatico influencian la composicion de la microbiota
presente en el intestino y viceversa. Los géneros que pueden sobrevivir y multiplicarse
en el tracto digestivo generalmente son aquellos presentes en el medio o en la dieta
(Canhill, 1990). En este trabajo se realizd una caracterizacion de bacterias acido lacticas
aisladas de camardn café para detectar aquellas con posible potencial probidtico,
capaces de combatir la enfermedad de la mancha blanca y la necrosis infecciosa
hipodérmica y hematopoyética en L. vannamei.

Los resultados de la prueba de hidrofobicidad muestran una diferencia en color de
los aislados cultivados en medio MRS adicionado con rojo congo, todos los aislados
resultaron ser positivos en la incorporacion del colorante. Esto se debe a que el rojo
congo, ademas de servir como un indicador de hidrofobicidad, también es un indicador
de pH. Su rango de viraje va de un color azul-violeta (pH < 3), al color rojo (pH > 5),
pasando por distintas tonalidades de azul, violeta y rosa (Dorland, 2005). Los aislados
gue formaron colonias rosas en el medio, son bacterias que lo acidifican a pH 4.5, lo
gue ocasiona un ligero vire en el color del indicador, a diferencia de los otros aislados,
gue mantienen el color rojo, ya que presentan pH por arriba de 5. De haber obtenido
aislados rojo congo negativas, se hubieran observado colonias translicidas o blancas,
incapaces de incorporar el colorante (Surgalla y Beesley, 1969).

La hidrofobicidad detectada en los aislados presuntivos de BAL representa un
indicio de la capacidad de adherencia de éstas. La adhesion y colonizacion transitoria o
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permanente del tracto digestivo por un probidtico es necesaria para que éste pueda
ejercer sus efectos favorables sobre el hospedero. Hasta el momento, con los
resultados positivos para la prueba de rojo congo, las bacterias tienen lo necesario para
unirse de manera inespecifica, débil y reversible al epitelio del intestino del camaron,
mediante interacciones hidrofébicas. De no existir moléculas hidrofébicas en la
superficie de las bacterias, éstas y el epitelio se repelerian puesto que ambos poseen
carga negativa. De manera que dichas moléculas contrarrestan las fuerzas de
repulsion, permitiendo que las bacterias se acerquen al epitelio y establezcan otro tipo
de interacciones (adhesina-receptor) para una union mas fuerte, especifica e
irreversible (An y Friedman, 2000; Rinkinen, 2004).

El acido lactico producido por las BAL al fermentar los azlcares es capaz de
desnaturalizar la caseina (Ingraham e Ingraham, 1997). Esta proteina de la leche, se
mantiene soluble gracias a la formacion de micelas cargadas negativamente, que
ademas de contener los cuatro tipos de caseina, contienen calcio, fosfato, citrato y
magnesio. Al entrar en contacto con soluciones acidas, por debajo de un pH 4.6, la
carga negativa de la micela se neutraliza, y la proteina se precipita (Guo et al., 2003;
Macarulla y Gofi, 2008). Es por ello que al adicionar los sobrenadantes acidos del
cultivo de las BAL, al medio enriquecido con leche descremada, se forman halos de
degradacion que estan dados por la acidez y no por la existencia de proteasas en el
sobrenadante. Si observamos la tabla 3, podemos notar que los aislados que formaron
halo de degradacién son aquellas cuyo sobrenadante tenia un pH de 4.5, mientras que
los aisladoscon pH 5.5, no formaron halo. Al neutralizar el pH de los sobrenadantes se
elimina el efecto de éste sobre la proteina y es posible identificar los aisladosque
poseen actividad proteolitica extracelular.

Los resultados negativos en la prueba de hidrélisis de Tween 80 fueron los
esperados ya que la literatura sefiala que la actividad lipolitica de las BAL es minima o
nula. Meyers et al. (1996) estudiaron la actividad lipolitica extracelular e intracelular de
100 diferentes BAL. Encontraron que ninguna cepa poseia actividad lipolitica
extracelular y solo 29 cepas tenian actividad lipolitica intracelular, pero
significativamente menor a la reportada para otros microorganisSmos como
Pseudomonas spp. y Candida spp.

Los resultados de la identificacion molecular utilizando la secuenciacion del gen

ribosomal 16S mostraron porcentajes de identidad entre 90 y 98% para el género
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Pediococcus, mientras que con la secuenciacion de los genes 23S y 5S, con el
oligonucledtido interno KP23S-F1, cinco aislados mostraron porcentajes de identidad de
100% con la especie Pediococcus pentosaceus. La implementacion de oligonucleétidos
internos en la secuenciacién presenta ventajas con respecto a los oligonucleétidos de
PCR (extremos) como la eliminacién de sefiales secundarias y aumento en la eficiencia
de secuenciacion (Forbes et al., 2007). Utilizando el oligo KP23S-F1 se lograron
obtener cinco secuencias legibles sin degradacion en los extremos y se obtuvo la
secuencia de la region espaciadora intergénica (ISR) la cual es una regién altamente
polimérfica con la cual se logra diferenciar entre especies de un mismo género e incluso
cepas de una especie (Rumpf et al., 1999).

P. pentosaceus ha sido utilizada exitosamente como probidtico en ratas
(Jonganurakkun et al., 2008), cerdos (Casey et al., 2007), entre otros. En acuacultura se
ha utilizado la especie P. acidilactici, obteniendo buenos resultados en cuanto a la
supervivencia, respuesta antioxidante, estrés oxidativo, biomasa y resistencia a Vibrio
nigripulchritudo (Castex et al., 2008; Castex et al., 2009).

Los aislados 37, 38 y 39 registraron alta homologia con la especie Staphylococcus
haemolyticus (99%), especie que a pesar de no estar considerada dentro del grupo de
las BAL produce acidos organicos como el acido lactico, derivados de la fermentacion
de los azucares (Schleifer y Kloos, 1975). Esta y otras caracteristicas del género como
su morfologia celular y colonial, caracter Gram y sobre todo su capacidad de crecer en
medios selectivos para BAL permitieron que estos aislados se consideraran inicialmente
como BAL.

El género Staphylococcus esta representado por 37 especies de las cuales al
menos 12 son comensales humanos que pueden volverse patégenos como S.
epidermidis y S. aureus (Tow y Cowan, 2003). La especie S. haemolyticus no es
considerada como una de las especies mas patogénicas del género, sin embargo,
existen reportes de septicemias nosocomiales provocadas por cepas de esta especie,
facilitadas por la alteracion de las barreras naturales, la invasion del torrente circulatorio
o la inhibicién de la inmunidad (Sloos et al., 2000). Como el nombre de la especie lo
indica, S. haemolyticus usualmente posee actividad hemolitica en menor medida y poco
relacionada con el tipo de hemdlisis producida por las especies patdégenas del género
(S. aureus) (Schleifer y Kloos, 1975).
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En acuacultura se utilizan como probidticos bacterias de géneros que agrupan
algunas especies patdgenas tanto para el organismo en cultivo (peces, camarones,
etc.) como para el hombre, sin conocerse reportes negativos en cuanto a produccion o
repercusiones en la salud humana. Algunos de estos géneros son Pseudomonas (Gram
et al., 1999; Chythanya et al., 2002; Alavandi et al., 2004), Vibrio (Austin et al., 1995;
Gatesoupe, 1997; Alavandi et al.,, 2004), Aeromonas (Gibson et al., 1998; y
Streptococcus (Lara- Flores et al., 2003).

Los aislados de S. haemolyticus aqui reportados presentaron actividad gamma
hemolitica lo que reduce sus factores de virulencia. Sin embargo, su utilizacion como
probioticos en un futuro en el grupo de trabajo debera considerarse.

Si bien las especies reportadas en esta investigacion no son consideradas
netamente marinas, éstas han sido aisladas de sedimentos y agua de origen estuarino y
marino, asi como de organismos costeros. Pediococcus pentosaceus es una especie
gue generalmente habita en material vegetal, quesos y carne, sin embargo, se ha
reportado su aislamiento de intestino de camarén tigre (Penaeus monodon), pez
damisela (Dascyllus aruanus), salmonete rojo (Parupeneus cinnabarinus), langostino o
camardn resbaloso (Metapenaeus ensis), mejillon verde (Perna viridis), entre otros
(Bundin et al., 2008).

Asi mismo Staphylococcus haemolyticus es una bacteria presente en la piel del
hombre y otros animales de sangre caliente. Sin embargo, ésta y otras especies del
género como S. aureus, S. saprophyticus, S. hominis y S. epidermidis, han sido
aisladas de ambientes y animales costeros en todo el mundo (Gunn y Colwell, 1983;
Harakeh et al., 2006; Lee et al.,, 2009). Ferguson-Wood (1952) afirma que los
estafilococos son abundantes en estuarios pero no en agua marina (mar abierto). Lee et
al. (2006) explican esta relacion con la cercania de estas aguas a la costa lo cual puede
influenciar la presencia de bacterias halotolerantes o halofilicas facultativas en el mar,
gue son transportadas por el viento, agua, animales, deshechos, etc. Por otro lado,
estudios como el realizado por Tolba et al. (2008) reportan que Staphylococcus aureus
puede sobrevivir por mas de 14 dias en cuerpos de agua marina y dulceacuicola.
Harakeh et al. (2006) aislaron diferentes especies de estafilococos principalmente S.
aureus y S. saprophyticus de agua marina (7.4 x 10° UFC por cada 100 mL), agua dulce
(6.3 x 10® UFC por cada 100 mL) y cangrejos costeros (3.1 x 10 UFC por cada 100
mL). Sus resultados los llevaron a concluir que los altos niveles de estas especies en
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las zonas analizadas comprueban su capacidad de sobrevivir en condiciones
ambientales severas y resaltaron la interaccion de los organismos costeros con estos
microorganismos, especialmente los organismos filtradores. Lee et al. (2009) realizaron
un estudio de diversidad bacteriana en las aguas costeras de Malasia donde
encontraron tres especies del género Staphylococcus; S. haemolyticus, S. cohnii y S.
pasteuri, asi como otras especies de origen terrestre.

A pesar de la falta de estudios bacteriol6gicos en las zonas costeras del estado de
Sinaloa, se sabe que estas estan altamente influenciadas por la actividad antropogénica
por lo cual es posible la presencia de bacterias terrestres como Pediococcus
pentosaceus y Staphylococcus haemolyticus en las aguas costeras del estado, que
sirven como sitios de alimentacién para juveniles de camarén blanco. La flora intestinal
de los animales acuéaticos es un reflejo de la flora presente en el ambiente (Shakila et
al., 2006), de tal manera que si ambas especies bacterianas cohabitan con el camarén
es muy probable encontrarlas en su intestino. Los géneros mas comunmente
reportados en la microflora intestinal de invertebrados acuaticos como crustaceos,
moluscos y equinodermos son Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Micrococcus y
Aeromonas (Harris, 1992). Otros géneros se reportan en menor medida como
Plesiomonas, Hafnia, Corynebacterium y Staphylococcus (Shakila et al., 2006). Sugita
et al. (1987), reportaron la presencia de Staphylococcus sp. en la microflora intestinal de
los cangrejos Atergatis floridus, Pachygrapsus crassipes, Thalamita prymna, Plagusia
dentipes y Tiarinia cornigera, asi como en la langosta espinosa japonesa (Panulirus
japonicus). Shakila et al. (2006), reportaron el aislamiento de Staphylococcus sp. del
intestino de camaroén tigre (Penaeus monodon), representando el 16% de la flora total.

Los criterios de seleccibn de las bacterias con potencial probiético varian
dependiendo del autor del cual se hable. Algunos autores aseguran que la produccion
extracelular de enzimas como proteasas y lipasas ayudan a la nutricion del hospedero
(Moriarty, 1999; Farzanfar, 2006; Balcazar et al., 2006), mientras que otros consideran
gue la produccion excesiva de estas enzimas es un factor de patogenicidad puesto que
las cepas patdégenas presentan una alta actividad proteolitica, lipolitica y hemolitica
extracelular (Quesada et al., 2004). Es por ello que se decidié probar dos grupos de
cuatro aislados de BAL presuntivas, uno de ellos con baja actividad proteolitica y otro

sin dicha actividad en camarones coinfectados con WSSV e IHHNV.
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La adicidon de las bacterias al alimento es uno de los pasos mas importantes en la
evaluacion de un aislado con potencial probiético ya que la adhesion y viabilidad del
mismo pueden verse afectados. Las BAL, a diferencia de Bacillus, no resisten altas
temperaturas por lo que su adicién al alimento debe ser posterior al procesamiento del
mismo y a temperatura ambiente (Apun-Molina et al., 2009). En este estudio, la
adhesién se llevo a cabo por aspersion utilizando el aditivo y adhesivo Dry Oil (DO),
consiguiendo una buena adhesion de las bacteriasal alimento como lo indican los
conteos de células viables. La viabilidad de los aislados se analiz6 durante 5 dias,
obteniendo pérdidas del 12.23% al 37.98%, bajo condiciones de refrigeracién (4 °C).
Resultados similares han sido reportados con distintos géneros bacterianos y
adherentes en distintos organismos de cultivo. BAL adheridas con DO al alimento para
la tilapia Oreochromis niloticus (Apun-Molina et al., 2009), Bacillus adheridos con agua
destilada estéril al alimento para langostino Macrobrachium rosenbergii (Deeseenthum
et al.,, 2007) y BAL adheridas con aceite de sardina al alimento para el camarén
Penaeus indicus (Ajitha et al., 2004).

En un principio se pretendia trabajar con organismos libres de patdégenos; sin
embargo, la ubicacion de un lote con estas caracteristicas no fue posible. El trabajar
con postlarvas libres de WSSV e IHHNV en el laboratorio es practicamente imposible ya
gue no existen instalaciones adecuadas, ademas los organismos crecen muy lento.
Khadijah et al. (2003) mencionan que debido a la naturaleza altamente infectiva de
WSSV es muy dificil establecer poblaciones de camarones libres de patégenos. En su
estudio comprobaron la latencia de WSSV en organismos de Litopenaeus vannamei
gue se creian libres de patdégenos e identificaron 3 genes relacionados con este
fendmeno. Estos organismos cargan ADN viral en bajas cantidades solo detectables por
técnicas moleculares sensibles y no desarrollan signos de la enfermedad cuando las
condiciones de cultivo son 6éptimas, situacion que cambia ante cualquier estrés.
Fendmenos similares se han observado con el virus IHHNV en L. vannamei (Kalagayan
et al., 1991; Boada et al., 2007). Por lo antes mencionado, se decidié trabajar con
organismos asintomaticos para ambos virus y con baja carga viral para WSSV, es decir
positivos solo en PCR anidado. Si bien el PCR no es una técnica cuantitativa, provee
una idea de la magnitud de la carga viral en una muestra, por ejemplo, una muestra
positiva en PCR anidado indica una baja carga viral y usualmente los organismos son

asintomaticos, mientras que una muestra positiva en PCR sencillo indica alta carga
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viral, normalmente relacionada con los sintomas de la enfermedad (Peinado-Guevara y
Lépez-Meyer, 2006).

Debido a que WSSV e IHHNV son dos de los virus mas importantes que afectan
la camaronicultura en el mundo, se han realizado diversas investigaciones para
encontrar la manera de contrarrestar el efecto de estos patdogenos en el cultivo de
camarén. Algunas de las estrategias propuestas son la manipulacién de la temperatura
del agua (Rodriguez, 2005), el uso de inmunoestimulantes (Rodriguez, 2005), vacunas
con el virus inactivado y proteinas virales (VP19 y VP28) (Vaseeharan et al., 2006;
Johnson, 2008), ARN de interferencia (Xu et al., 2007) y probiéticos (Li, 2009; Peraza-
Gomez et al., 2009; Aguayo et al., 2009).

En el primer experimento del presente trabajo se encontré6 que las bacterias
probadas disminuyen la prevalencia de WSSV en camarones portadores. Sin embargo,
a pesar del resultado positivo para WSSV, la prevalencia de IHHNV en los camarones
del grupo control fue igual que en los tratados con las BAL presuntivas al final del
experimento. Estos resultados sugieren que ambas mezclas bacterianas a las
diferentes dosis utilizadas (1 x 10° UFC g-' y 2 x 10° UFC g-!) acttian disminuyendo la
prevalencia de WSSV en camarones blancos asintomaticos, no asi para IHHNV. Adn no
se conoce el mecanismo exacto que utilizan las bacterias probadas para prevenir y/o
combatir infecciones virales; sin embargo, se tienen reportes de su efectividad en
diversos organismos entre ellos el hombre. Maragkoudakis et al. (2010) demostraron un
efecto protector de Lactobacillus rhamnosus y L. casei Shirota contra rotavirus y el virus
de la gastroenteritis transmisible y una notable actividad antiviral de Enterococcus
faecium, L. fermentum, L. pentosus y L. plantarum contra estos virus en lineas celulares
intestinales y de macrofagos de cerdos, cabras, ovejas y del hombre. Ellos sugieren que
parte de este efecto antiviral se debe a un incremento en la produccién de peroxido de
hidrégeno y la capacidad de adhesion de las BAL; sin embargo, no descartan que
existan otros mecanismos involucrados. Estudios de la microflora vaginal sugieren que
la produccion de &cido lactico por parte de las BAL afecta la supervivencia y adhesion
de algunos virus tales como el virus del papiloma humano y el virus de la
iInmunodeficiencia humana (Misic et al., 2005). Li et al. (2009) demostraron que la cepa
probidtica Bacillus OJ utiliza la inmunoestimulacién y exclusion competitiva en el
combate de WSSV en camaron blanco. Peraza-Gomez (2008) sugiere que la

disminucién en la prevalencia de WSSV puede deberse a una inmunoestimulacion
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manifestada con un aumento en el nimero de hemocitos. Es posible que algunos de los
mecanismos mencionados hayan intervenido en la infeccion de WSSV en camarones;
sin embargo, se requieren mas estudios para elucidar los mecanismos que utilizan las
BAL para contrarrestar esta infecciéon y proponer una explicacion del porque éstas
fueron efectivas contra WSSV y no contra IHHNV.

La amplificacién del gen GAPDH valida los resultados negativos en la deteccion
de ambos virus. Este gen ya ha sido usado previamente con el mismo propdésito que se
usé en esta investigacion, obteniendo los mismos resultados aqui mencionados
(Esparza-Leal, 2009).

En los camarones, como en otros invertebrados, los hemocitos son un parametro
inmunoldgico no especifico importante y puede ser utilizado como un marcador de salud
ya que sus cambios estan correlacionados con infecciones y variaciones ambientales.
La infeccibn con WSSV provoca una disminucion en el nimero de hemocitos
circulantes, puesto que son células blanco para el virus (Van de Braak et al., 2002;
Zhang et al., 2009). Respaldando lo mencionado anteriormente, Le Moullac et al. (1998)
mencionan que los individuos que tengan en circulacion una alta cantidad de hemocitos
resistirAn mejor la presencia de un patdgeno. En este experimento el numero de
hemocitos en los organismos de los tratamientos con BAL fue mayor con respecto al
control, sin embargo, no se detectaron diferencias significativas.. Resultados similares
han sido reportados con Halomonas sp. en Fenneropenaeus chinensis (Zhang et al.,
2009), Vibrio alginolyticus en L. vannamei (Espinosa-Ortega, 2003) y lactococos y
levaduras en L. vannamei (Peraza-Gomez et al., 2009).

El propdsito del segundo experimento era determinar la frecuencia de aplicacion
del alimento adicionado con las bacterias en la supervivencia, sistema inmune y
prevalencia de WSSV e IHHNV. Se sabe que la eficacia de un probi6tico no depende
solamente de su mecanismo de accién sino de otros factores como el uso de cepas
probidticas compatibles a la especie, dosis y frecuencia de administracion (Bomba et
al., 2002). Es indispensable manejar la dosis y frecuencia de aplicacion ya que una
excesiva inmunoestimulacion del organismo podria causar un desgaste del sistema
inmune reduciendo la actividad fenoloxidasa, actividad antibacteriana, numero de
hemocitos circulantes y proteinas plasmaticas encargadas de la defensa del organismo
(Aguayo et al., 2009; Sajeevan et al., 2009).
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El experimento se inicié con un lote de camarones de granja con un 100% de
prevalencia para WSSV y 26.6% de prevalencia para IHHNV. Sin embargo, al final del
mismo, todos los tratamientos registraron una baja en la prevalencia de ambos virus. El
tratamiento 1 (Control) registré6 una prevalencia de 16.6% para WSSV y 8.3% para
IHHNV, mientras que los tratamientos 2, 3 y 4 registraron prevalencias de 3.3% y 3.3%,
33.3% y 16.6%, 25% y para WSSV e IHHNV, respectivamente. Casos como estos han
sido reportados en otros cultivos de L. vannamei en el laboratorio. Peraza-Gomez et al.
(2009) reportaron una disminucién considerable en la prevalencia de WSSV en todos
los tratamientos, los cuales registraron una prevalencia de 50% al iniciar experimento y
0% al final del mismo. Esta situacion puede ser explicada por las condiciones
ambientales adversas (excesiva precipitacion) registradas los dias anteriores a la
llegada del lote de organismos a las instalaciones del laboratorio. Es bien sabido que
condiciones ambientales estresantes conllevan a un decremento en la
inmunocompetencia de los camarones, generando una situacion donde el virus puede
replicarse rapidamente (Walker, 2007; Souto-Cavalli et al., 2008). Las respuestas del
estrés frente a las fluctuaciones ambientales se ven reflejadas en la composicion de la
hemolinfa, principal componente que participa en el mecanismo de defensa de los
crustaceos. Por lo tanto, el estrés ambiental afecta la habilidad inmune y el desempefio
metabolico de camarones haciéndolos mas susceptibles a infecciones (Joseph y Philip,
2007). Decrementos abruptos de la salinidad del agua, ocasionados principalmente por
lluvias, pueden desencadenar una infeccion viral o la apariciébn de signos clinicos, los
cuales desaparecen junto con el estrés (Souto-Cavalli et al., 2008). En este caso, las
lluvias registradas los dias anteriores a la llegada de los organismos al laboratorio
generaron estrés en los organismos, lo que desencadend la replicacion viral dando
resultados positivos en la PCR para ambos virus.

Los parametros fisicoquimicos como temperatura, salinidad y oxigeno disuelto
juegan un papel importante en la biologia de los crustaceos (Allan et al., 2006). En 1994
Brock y Main establecieron los parametros fisicoquimicos éptimos para el cultivo de
camarén, los cuales son: oxigeno disuelto de 4.0 a 10.0 mg/L; pH de 8.1 a 9.0;
temperatura de 23 a 30 °C y salinidad 15 a 35 %.. Tomando como referencia lo anterior,
durante ambos experimentos, los parametros fisicoquimicos, con excepcion de la
salinidad, se mantuvieron dentro de los rangos Optimos para el cultivo de camarén. Los

factores ambientales también repercuten en las infecciones virales. Se sabe que la
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temperatura juega un rol importante en la replicacion viral de WSSV (Jiravanichpaisal et
al., 2006; Rahman et al., 2006, 2007; Du et al., 2008) e IHHNV (Montgomery-Brock et
al., 2006). Rahman et al. (2007) probaron que mantener el cultivo de camarén a 33 °C
es efectivo para prevenir WSSV, reducir la mortalidad y bloquear la replicacién de
WSSV en L. vannamei. Otros estudios reportan que la replicacién de WSSV también se
ve afectada a bajas temperaturas. Jiravanichpaisal et al. (2006) demostraron que la
replicacion de WSSV en células hematopoyéticas de Pacifastacus leniusculus se ve
afectada a temperaturas por debajo de los 16 °C y sugieren que el virus se replica
eficientemente a temperaturas por arriba de 16 °C, pero menores de 32° C. Du et al.
(2008) midieron la replicacion de WSSV en el langostino Procambarus clarkii, cultivado
a dos temperaturas (10 °C y 24 °C), yobservaron que la replicacion fue mayor en los
organismos cultivados a 24 °C, mientras que a 10 °C solo se observo una atenuacion
del proceso. Al igual que en WSSV, la replicacion de IHHNV en L. vannamei disminuye
a temperaturas altas (32 °C) (Montgomery-Brock et al., 2006). La temperatura promedio
obtenida en el experimento | fue de 26.63 + 0.49 °C y en el experimento Il fue de 25.35
+ 1.97 °C. Estos valores se encuentran dentro de las temperaturas de replicacion
eficiente reportadas para ambos virus, por lo que la disminucion de la prevalencia en el
experimento Il se atribuye a factores estresantes previamente discutidos y no al efecto

de las bajas temperaturas alcanzadas (23-24 °C).
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IX. CONCLUSIONES

- Se obtuvieron 40 aislados presuntivos de BAL del intestino de camarén café
silvestre (Farfantepenaues californiensis). So6lo se caracterizaron 20 aislados, de

los cuales 12 presentaron potencial probidtico.

- Se determiné que cinco de los ocho aislados evaluados pertenecian a la especie
Pediococcus pentosaceus y tres a la especie Staphylococcus haemolyticus.

- Las mezclas de BAL (Pediococcus pentosaceus) y Staphylococcus haemolyticus
evaluadas no causaron inmunoestimulacion, respecto al nimero de hemocitos,

en los camarones tratados.

- Las dos mezclas de BAL (Pediococcus pentosaceus) y Staphylococcus
haemolyticus, en las concentraciones evaluadas, disminuyeron la prevalencia de
WSSV en camarones cultivados en laboratorio. No se observo el mismo efecto
para IHHNV.

- No se logro determinar la frecuencia de aplicacion del alimento adicionado con la

mezcla bacteriana para disminuir la prevalencia de WSSV e IHHNV.
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X. ANEXOS

Secuencias obtenidas del gen 16S ADNr

Aislado 28

Oligonucledtido de secuenciacion; 27f

TGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACG
AAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGG
AAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCT
ATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACC
CAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTG
AAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGLT
GNCTGGTCTGCAACTGACNCTGANTCTCCAAAGCATGGGTAGCNAACA

Aislado 28
Oligonucleétido de secuenciacién; 1492r

GCTAGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTTAACCT
CGCGGTCTCGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAAC
TTAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACCTCTAATCTCTTAGA
CTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTA

Aislado 29
Oligonucledtido de secuenciacion; 27f

TGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACG
AAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGG
AAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCT
ATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACC
CAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTG
AAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAG
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TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
GTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTCCGCCCTTCNGTGCTGCAGCTAAC
GCATTANGTAA

Aislado 29
Oligonucleétido de secuenciacién; 1492r

GCTAGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGAC
TTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTTAACCT
CGCGGTCTCGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAAC
TTAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACCTCTAATCTCTTAGA
CTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGA
TTACTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGTAATCATCGTTT
ACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGT
TGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACA
CATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCATGCACTTCTTCGGTTGAG
CCGAAGGCTTTCACATTAGACTTAAAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGAT
AACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCGTGGCTTTCTGGTTAATA
CCGTCACTGGGTAAACAGTTACTCTTACCCACGTTCTTC

Secuencias obtenidas de los genes 23Sy 5S ADNr

Aislado 20
Oligonucledtido de secuenciacion; P23S_F1

GTTAAGTTATAGNGGGCGNGNGTTGTNTTAAAGCGTNNATANGGGGATTTCCGAATGGGGCAACC
CAATATTTTTAATCGACTATTATCCGCATCTGAATACATAGGATGTGTGAAGGTAAACGTGGGGA
ACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTCCCTGAGTAGCGGCGAGCGA
AACGGGAAGAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTTGTAGGACTGAACCTTGGAGTTACC
AAAGAACTTGATAGCTGAAGAATCTGGGAAGATTCGCCAGAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGTTAA
ATCAAGTTCTCTCAGTTCAGGATCCTGAGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGG
AGGACCATCTCCCAAGGCTAAATACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAG
GTGAAAAGCACCCCGGAAGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATGTGCCTACAAGAAGTCAGAG
CCCGTTAATGGGTAATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGT
TAAGTTGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGATATAAGTATGCGGATGT
AGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCAGTAAAATGCACTGGAGGACC
NAACTCGTGTACNTTGAAAAGTGCTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAATTTCCAAACGAACTT
GGANATAGNTGGTTCTCTCCNAAATANCTTTAGGGCTANCCTCNAATTANGATCGTGGANGTAGA
GCCACTGTTTGGACTAGGGGCCCATCAAGGGTTACCNAAATCNAATAANCTCCNAATGCCATCNN
TTATGTCCGGGAGTC
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Aislado 20
Oligonucleotido de secuenciacion; P5S_R

CTTTTGTTCTCGCGGACTGAACAATATCTATTTTTTCCTTCGGATTCAACCANTTCTACTTGGTT
AAGTCCTCGACCGATTAGTACTAGTCCGCTCCATGTATCACTACACTTCCACTTCTAGCCTATCT
ACCTGATCATCTTTCAGGGGTCTTACTTGCCCAAAGGCAATGGGAAATCTAATCTCGAGGTGAGT
TTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTCATCCACACATAGCTACCCAGCGATGCTCCTGGCG
GAACAACTGGTACACCAGCGGTGTGTCCATCCCGGTCCTCTCGTACTAAGGACAGCGCCTCTCAA
ATTTCCTACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAACTGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTA
CCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGA
CATCGAGGTGCCAAACCTCCCCGTCGATGTGAACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGG
GTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATACGGTACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTT
CGTCCCTGCTCGACCTGTCTGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTACGAATGAT
TTCCAACCATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACTCTTTAGGAGGCGAGCGCCCCAGTC
AAACTGCCCACCAGACACTGTCTCCCGCCACGATTAGTGGCGCGGGTTAGAGGGTTCATACAACG
AGGGTAGTATCCCACCATTGCCTCTCCGAAACTAGCGTTCCGGATTCTACGGCTCCTACCTATCC
TGTACAGCTGTACAACACTCAAANNAGTNCAGTAAAGC

Aislado 20
Oligonucleétido de secuenciaciéon; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACCAGTT
GTTCCGCCAGGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTG
TGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGACCCCTGAAAGATGATC
AGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGACTAGTACTAATCGGTCGAGG
ACTTAACCAAGTAGAAGTGGTTGAATCTCGAAGGAAAAAATAGATATTGTTCAGTTTTGAGAGAA
CAAAAGTTTTCTCAAGTGATAACGTAAGTTAGCACAGAGTGTGGTGACGATAGTGAGAAGGATAT
ACCTGTTCCCATGTCGAACACAGAAGTCAAGCTTCTTAACGCCGAGAGTAGTTGGGGGATCGCCC
CCTGCGAGGGTA

Aislado 28
Oligonucleétido de secuenciacién; P23S_F1

TGACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATGGGGCAAC
CCAATAGTTTTAATCGACTATTATCCGCATCTGAATACATAGGATGTGTGAAGGTAAACGTGGGG
AACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTCCCTGAGTAGCGGCGAGCG
AAACGGGAAGAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTTGTAGGACGNTGCCATGCAGTTGC
CAAAGAACTTGATAGATGAAGAATCTGGGAAGATTCGCCAGAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGTTA
AATCAAGTTCTCTCAGTTCAGGATCCTGAGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGG
GAGGACCATCTCCCAAGGCTAAATACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAA
GGTGAAAAGCACCCCGGAAGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATGTGCCTACAAGAAGTCAGA
GCCCGTTAATGGGTAATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGG
TTAAGTTGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGATATAAGTATGCGGATG
TAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCAGTAAAAATGCACTGGAGGA
CCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGAAATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTCCNAACNAAC
TTGGANATANCTGTTCTCTCCGAAATANCTTTAGGGCTACCCTCCNAATTATGANCNTGGAGGTA
GAANC
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Aislado 28
Oligonucleotido de secuenciacion; P5S_R

CGCTGCGCCGCTACTGCAGGGAATGCGAATTTTCTTTCTGTTCCTGCGGGTACTGAGATGTTTCA
GTTCCCCACGTTTACCTTCACACATCCTATGTATTCAGATGCGGATAATAGTCGATTAAAACTAT
TGGGTTGCCCCATTCGGAAATCCCCGGATCAAAGCTTACTTACAGCTCCCCGAGGCATATCGGTG
GTAGTCCCGTCCTTCATCGGCTCCTAGTACCAAGGGATTCACCATGCGCCCTTTNNAACTTAACA
AAGGCAATGGGAAATCTAATCTCGAGGTGAGTTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTCAT
CCACACATAGCTACCCAGCGATGCTCCTGGCGGAACAACTGGTACACCAGCGGTGTGTCCATCCC
GGTCCTCTCGTACTAAGGACAGCGCCTCTCAAATTTCCTACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAAC
TGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGG
ACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCGTCGATGTGAA
CTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCA
TACGGTACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTTCGTCCCTGCTCGACCTGTCTGTCTCGCAGTCA
AGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTACGAATGATTTCCAACCATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCC
TCCGTTACTCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCACCAGACACTGTCTCCCGGLCCA
CGATTAGTGGCGCGGGTTAAAGGGTTCATACACCGAGGGTAGTATCCCACCATTGCCTCCTCCGA
AAACTAGCGTTCCGGATCCTCGGGCTCCTANCTAATCCTGNNAAGCTGGACAA

Aislado 28
Oligonucleétido de secuenciaciéon; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACCAGTT
GTTCCGCCAGGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTG
TGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGACCCCTGAAAGATGATC
AGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGACTAGTACTAATCGGTCGAGG
ACTTAACCAAGTAGAAGTGGTTGAATCTCGAAGGAAAAAATAGATATTGTTCAGTTTTGAGAGAA
CAAAAGTTTTCTCAAGTGATAACGTAAGTTAGCACAGAGTGTGGTGACGATAGTGAGAAGGATAT
ACCTGTTCCCATGTCGAACACAGAAGTCAAGCTTCTTAACGCCGAGAGTAGTTGGGGGATCGCCC
CCTGCGAGGGTA

Aislado 29
Oligonucledtido de secuenciacion; P23S_F1

ACGATGAGGAGGGACTAACACCGATATGCCTCGGGGAGCTGTAAGTAAGCTTTGATCCGGGGATT
TCCGAATGGGGCAACCCAATAGTTTTAATCGACTATTATCCGCATCTGAATACATAGGATGTGTG
AAGGTAAACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGCAGGAACAGAAAGAAAATTCGATTCCCT
GAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAGGAAGCTTGCTTCCTGGGGTTGTAGGNGN
TNGCCATGCACCCNTNANAGAATTTGATAGCTGAAGAATCTGGGAAGATTCGCCAGAGAGGGTGA
TAGCCCCGTAAGTTAAATCAAGTTCTCTCAGTTCAGGATCCTGAGTACGGCGGANCACGTGAAAT
TCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAATACTACCGAGTGACCGATAGTGAACCA
GTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGAAGGGGAGTGAAATAGTTCCTGAAACCATGTGC
CTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGGGTAATGGCGTGCCTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTA
CGTTCGTATGCCAGGTTAAGTTGAAGAGACGGAGCCGAAGCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGAT
ATAAGTATGCGGATGTAGACCCGAAACCAAGTGACCTACCCATGTCCAGGTTGAAGGTGCAGTAA
AATGCACTGGAGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGANATGAGGTGTGGGTAAGCGGTG
AAATTCCAAACGAAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCNAAATAGCTTTAGGCTAGCCTCGGAAT
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TAGGATCGTGGAGGTAGAGCCNCTGTTTGGAACTAGGGGCCCATCAAGGGTTACCGAANTCNGAT
AAACTNCCNAATGCCATCGATTTATGTCCGGGAGTC

Aislado 29
Oligonucledtido de secuenciacion; P5S_R

CTGTTCCTGCGGGTACTGAGATGTTTCAGTTCCCCACGTTTACCTTCACACATCCTATGTATTCA
GATGCGGATAATAGTCGATTAAAACTATTGGGTTGCCCCATTCGGAAATCCCCGGATCAAAGCTT
ACTTACAGCTCCCCGAGGCATATCGGTGTTAGTCCCGTCCTTCATCGGCTCCTAGTACCAAGGCA
TTCACCATGCGCCCTNNNNNACTTAANNNNGGCAATGGGAAATCTAATCTCGAGGTGAGTTTCAC
ACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTCATCCACACATAGCTACCCAGCGATGCTCCTGGCGGAACA
ACTGGTACACCAGCGGTGTGTCCATCCCGGTCCTCTCGTACTAAGGACAGCGCCTCTCAAATTTC
CTACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAACTGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCT
TTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCG
AGGTGCCAAACCTCCCCGTCGATGTGAACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGC
TTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATACGGTACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCC
CTGCTCGACCTGTCTGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTACGAATGATTTCCA
ACCATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACTCTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACT
GCCCACCAGACACTGTCTCCCGCCACGATTAGTGGCGCGGGTTAGAGGGTTCATACACGAGGGTA
GTATCCCACCATTGCCTCCTCCGAAACTAGCGTTCCGGATTCTACGGCTCCTACCTATCCTGNAC
AGCTGTACAACACTCAATATCAAGTTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTTC

Aislado 29
Oligonucleétido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACCAGTT
GTTCCGCCAGGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTG
TGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGACCCCTGAAAGATGATC
AGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGACTAGTACTAATCGGTCGAGG
ACTTAACCAAGTAGAAGTGGTTGAATCTCGAAGGAAAAAATAGATATTGTTCAGTTTTGAGAGAA
CAAAAGTTTTCTCAAGTGATAACGTAAGTTAGCACAGAGTGTGGTGACGATAGTGAGAAGGATAT
ACCTGTTCCCATGTCGAACACAGAAGTCAAGCTTCTTAACGCCGAGAGTAGTTGGGGGATCGCCC
CCTGCGAGGGTA

Aislado 33
Oligonucleétido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACCAGTT
GTTCCGCCAGGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTG
TGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGACCCCTGAAAGATGATC
AGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGACTAGTACTAATCGGTCGAGG
ACTTAACCAAGTAGAAGTGGTTGAATCTCGAAGGAAAAAATAGATATTGTTCAGTTTTGAGAGAA
CAAAAGTTTTCTCAAGTGATAACGTAAGTTAGCACAGAGTGTGGTGACGATAGTGAGAAGGATAT
ACCTGTTCCCATGTCGAACACAGAAGTCAAGCTTCTTAACGCCGAGAGTAGTTGGGGGATCGCCC
CCTGCGAGGGTA

Aislado 34
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Oligonucleétido de secuenciacion; P5S_R

TTACGTTATCACTTGAGAAAANTTTTGTTCACTCANAACTGAACAATATCTATTTTTTCCTTNNN
GATTCAACCAATTCTACTTGNNTAAGTCCTCGACCGATTACTACTAGTCCGCTCCAGGTATCACT
ACACTTCCACTTCTAGCCTATCTACCGGATCATCTTTCAGGGGTCTTACTTGCCCAAAGGCAATG
GGAAATCTAATCTCGAGGTGAGTTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTCATCCACACATA
GCTACCCAGCGATGCTCCTGGCGGAACAACTGGTACACCAGCGGTGTGTCCATCCCGGTCCTCTC
GTACTAAGGACAGCGCCTCTCAAATTTCCTACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAACTGTCTCACG
ACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGGACCGACTAC
AGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCGTCGATGTGAACTCTTGGGG
GAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATACGGTACC
ACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCCCTGCTCGACCTGTCTGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTC
TGCCTTTACACTCTACGAATGATTTCCAACCATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACTC
TTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCACCAGACACTGTCTCCCGCCACGATTAGTGGCG
CGGGTTANAGGGTTCATACACGAGGGTAGTATCCCACCATTGCCTCCTCCGAAACTAGCGTTCCG
GATTCTACGGCTCCTACCTATCCTGNACAAGCTGTACAAACACTCATATCAAGTTACAGTAAAGC
TCCATGGGG

Aislado 34
Oligonucleotido de secuenciacion; P23S_F1

TGTNTTTAAGCTTTGATCCGGGGATTTCCGAATGGGGCAACCCAATAGTTTTAATCGACTATTAT
CCGCATCTGAATACATAGGATGTGTGAAGGTAAACGTGGGGAACTGAAACATCTCAGTACCCGCA
GGAACAGAAAGAAAATTCGATTCCCTGAGTAGCGGCGAGCGAAACGGGAAGAGCCCAAACCAGGA
AGCTTGCTTCCTGGGGTTGTAGGACTGAACATTGGAGTTACCAAAGAACTTGATAGCTGAAGAAT
CTGGGAAGATTCGCCAGAGAGGGTGATAGCCCCGTAAGTTAAATCAAGTTCTCTCAGTTCAGGAT
CCTGAGTACGGCGGAGCACGTGAAATTCCGTCGGAATCCGGGAGGACCATCTCCCAAGGCTAAAT
ACTACCTAGTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGCACCCCGGAAGGGGA
GTGAAATAGTTCCTGAAACCATGTGCCTACAAGAAGTCAGAGCCCGTTAATGGGTAATGGCGTGC
CTTTTGTAGAATGAACCGGCGAGTTACGTTCGTATGCCAGGTTAAGTTGAAGAGACGGAGCCGAA
GCGAAAGCGAGTCTGAATAGGGCGATATAAGTATGCGGATGTAGACCCGAAACCAAGTGACCTAC
CCATGTCCAGGTTGAAGGTGCAGTAAAATGCACTGGAGGACCGAACTCGTGTACGTTGAAAAGTG
CTGAGATGAGGTGTGGGTAGCGGTGAAATTCCAACGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAA
TAGCTTTAGGGCTAGCCTCGGAATTAGGATCGTGGAGGTAGAGCCACTGTTTGGACTAGGGGCCC
ATCAAGGGTTACCGAATTCAAATAAACTCCGAATGCCATCGATTTATGTCCGGGAGTCA

Aislado 34
Oligonucleotido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGCGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACACACCGCTGGTGTACCAGTT
GTTCCGCCAGGAGCATCGCTGGGTAGCTATGTGTGGATGAGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTG
TGAAACTCACCTCGAGATTAGATTTCCCATTGCCTTCGGGCAAGTAAGACCCCTGAAAGATGATC
AGGTAGATAGGCTAGAAGTGGAAGTGTAGTGATACATGGAGCGGACTAGTACTAATCGGTCGAGG
ACTTAACCAAGTAGAAGTGGTTGAATCTCGAAGGAAAAAATAGATATTGTTCAGTTTTGAGAGAA
CAAAAGTTTTCTCAAGTGATAACGTAAGTTAGCACAGAGTGTGGTGACGATAGTGAGAAGGATAT
ACCTGTTCCCATGTCGAACACAGAAGTCAAGCTTCTTAACGCCGAGAGTAGTTGGGGGATCGCCC
CCTGCGAGGGTA
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Aislado 37
Oligonucledtido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACCAGTT
GTCGTGCCAACGGCATRGCTGGGTAGCTATGTATGGACGGGATAAGTGCTGAAAGCATCTAAGCA
TGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCAACTTCGGTTATAAGATCCCTCAGAGATGATGAGGTT
AATAGGTTCGAGGTGGAAGCGTGGTGACACGTGGAGCTGACGAATACTAATCGATCGAAGACTTA
ATCAATTTTT

Aislado 38
Oligonucleétido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACCAGTT
GTCGTGCCAACGGCATRGCTGGGTAGCTATGTATGGACGGGATAAGTGCTGAAAGCATCTAAGCA
TGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCAACTTCGGTTATAAGATCCCTCAGAGATGATGAGGTT
AATAGGTTCGAGGTGGAAGCGTGGTGACACGTGGAGCTGACGAATACTAATCGATCGAAGACTTA
ATCAATTTTT

Aislado 39
Oligonucledtido de secuenciacion; KP23S-F1

GAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACCAGTT
GTCGTGCCAACGGCATRGCTGGGTAGCTATGTATGGACGGGATAAGTGCTGAAAGCATCTAAGCA
TGAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCAACTTCGGTTATAAGATCCCTCAGAGATGATGAGGTT
AATAGGTTCGAGGTGGAAGCGTGGTGACACGTGGAGCTGACGAATACTAATCGATCGAAGACTTA
ATCAATTTTT
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