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“Efecto de la adicion de bacterias probidticas naturales en la
supervivencia de larvas de Argopecten purpuratus (Lamarck 1819)
frente a Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida”

RESUMEN

El objetivo fue aislar y evaluar cultivos microbianos con potencial antagonista de
intestino de Argopecten purpuratus contra las bacterias patégenas Vibrio
anguillarum, Aeromonas salmonicida en el desafio de larvas de A. purpuratus. Se
aisl6 cinco bacterias con potencial probiético mediante sobrecapa con la bacteria
patdgena. Después de 24 horas de adicion del probidtico a 1x 1076 cél./mL en las
larvas se desafio cinco bacterias candidatos a probiéticos por separado a 1x 10"4
cél./mL.

Los tratamientos de los diferentes tipos de probidticos son estadisticamente
diferentes (p <0.05) para V. anguillarum y A. salmonicida. El Probiético: Prob Ay
Prob B fueron los mejores en incrementar la supervivencia larval por las bacterias
patdgenas. El Prob A, a 106 cel./mL al cabo de 72 horas incrementd la
supervivencia larval a 34.86% cuando fue desafiado con V. anguillarum y 29.88%
con A. salmonicida; en cambio, el Prob B a 1076 cél./mL aument6 a 61.08% cuando
fue desafiado con V. anguillarum y 47.75% con A. salmonicida en comparacion con

el control.

La mezcla Prob A-ProbB a 1076 cel./mL fue relativamente mejor, que la 10"4
cel./mL en el incremento de la supervivencia larval frente al desafio de las bacterias
patdgenas V. anguillarum al final de 72 horas. El Prob Ay Prob B en forma separada
fueron relativamente mejores a 1076 cel./mL que la 104 cel./mL en el incremento

de supervivencia larval frente al desafio de las bacterias patégena V. anguillarum.

Se idéntico molecularmente a Prob A como Pseudomonas stuzeri y Prob B como

Bacillus sp.

Palabras clave: Probioticos, Desafio larval, Vibrio anguillarum, Aeromonas

salmonicida, Argopecten purpuratus
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“Efecto de la adicidon de bacterias probidticas naturales en la supervivencia
de larvas de Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) frente a Vibrio
anguillarum y Aeromonas salmonicida”

ABSTRACT

The objective was to isolate and evaluate microbial cultures with potential antagonist
of the intestine of Argopecten purpuratus against the pathogenic bacteria Vibrio
anguillarum, Aeromonas salmonicida in the challenge of A. purpuratus larvae. Five
bacteria with probiotic potential were isolated by overcoating with the pathogenic
bacteria. After 24 hours of addition of the probiotic at 1x 1076 cells/ in the larvae,

five probiotic candidate bacteria were challenged separately at 1x 10"4 cells / mL.

The treatments of the different types of probiotics are statistically different (p
<0.05) for V. anguillarum and A. salmonicida. The Probiotic: Prob A and Prob B
were the best in increasing larval survival by pathogenic bacteria. Prob A, at 106
cell /mL after 72 hours, increased larval survival to 34.86% when challenged with V.
anguillarum and 29.88% with A. salmonicida; on the other hand, Prob B at 1076
cells/mL increased to 61.08% when challenged with V. anguillarum and 47.75% with

A. salmonicida compared to the control.

The Prob A-ProbB mixture at 10M4 cells/mL was better than 1076 cells/mL in
reducing larval mortality when challenged by the pathogenic bacteria V. anguillarum
at the end of 72 hours. Prob A and Prob B separately were better at 10”4 cells / mL
than 1076 cells / mL in reducing larval mortality when challenged by pathogenic

bacteria V. anguillarum.

Molecularly identical to Prob A as Pseudomonas stuzeri and Prob B as Bacillus sp.

Keywords: Probiotics, Larval challenge, Vibrio anguillarum, Aeromonas
salmonicida, Argopecten purpuratus
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INTRODUCCION

El cultivo de Argopecten purpuratus “concha de abanico” en el Peru se encuentra dentro
de las cinco especies con mayor exportacion al 2018 y se ha convertido en una fuente
importante de trabajo directo e indirecto en forma sostenible, generando divisas por
exportacion con un valor econémico para el pais de 74,34 millones de ddlares, con un
crecimiento de 39,5% con destino a paises como Francia, Espafia, Paises Bajos, EE.
UU., Bélgica entre otros (ADEX s.f).

En el proceso de cultivo de A. purpuratus, un punto critico en la etapa inicial es la
obtencion de larvas ya sea de ambientes naturales que normalmente son escasos y de
hatcheries. En esta etapa inicial existe una alta tasa de mortalidad de las larvas de este
bivalvo, lo que afecta la obtencién de su semilla. Bacterias patégenas como Vibrio
bivalvicida causaron una mortalidad masiva en larvas de A. purpuratus (Rojas et al.,
2019). También, V. alginolyticus causé mortalidad en larvas de vieiras A. ventricosus
(Abasolo-Pacheco et al., 2017) y V. anguillarum en A. purpuratus (Rojas et al., 2021).
Otras especies de Vibrio como V. aestuarianus causaron una alta infeccién en

Crassostrea gigas (Azéma et al., 2016).

Una alternativa para mitigar el efecto negativo de las bacterias patégenas es el uso de
probiéticos que son microrganismos generalmente vivos, que se administra en el alimento
de los organismos acuaticos. En 1988, la administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de
los Estados Unidos de Norteamérica definid a los probiéticos como microbios vivos
utilizados en la alimentacion animal como “microbios de alimentacién directa (Lauzon et
al., 2014)” y la FAO agrega que cuando se administra en cantidades adecuadas confieren
un beneficio para la salud del huésped (Knipe et al., 2021). Se han propuesto criterios
esenciales para la seleccién de probiéticos como: no debe ser patégeno, no solo a la
especie huésped sino también, a animales acuaticos y consumidores humanos, debe
estar libre de genes de resistencia a antibidticos codificados por plasmidos, debe ser

resistente a sales biliares y tener un pH bajo (Lauzon et al., 2014).



Los probioticos tienen diferentes mecanismos de accién, algunos producen antibiéticos
(Tan et al., 2016), otras bacteriocinas (Gaspar et al., 2018). Asimismo, los probiéticos
utilizan los nutrientes que de otro modo serian consumido por los microbios patdégenos
(Ringo et al.,, 2016). Existen varias bacterias que actian como probidticos en A.
purpuratus, presentando un efecto inhibitorio contra vibrios patégenos como Bacillus,
Lactobacillus (Abasolo-Pacheco et al., 2017), Phaeobacter gallaciensis, Alteromonas
macleodii y Neptunomonas sp. (Kesarcodi-Watson et al., 2016), incluso actinomicetos
(Leon et al., 2016).

En la presente investigacion se han escogido bacterias patdgenas de larvas de A.
purpuratus, como V. anguillarum y A. salmonicida por reportes identificados en el Peru,
también se han aislado los géneros: V. harveyi, V. mediterranei y V. splendidus de un
evento de mortalidades larvarias masivas de “concha de abanico” (Smith, 2017).
Adicionalmente, Smith (2017), aisl6 de medios naturales las especies: V. antiquarius, V.
campbellii, V. madracius, V. pomeroyi, V. variabilis y Aeromonas, de las hatcheries y en
larvas de A. purpuratus, en un porcentaje apreciable. Y a Aeromonas spp. porque fue

patdgena para la vieira coreana (Patinopecten yessoensis) (De Silva et al., 2019).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de las bacterias probidticas
provenientes del intestino de Argopecten purpuratus en el desafio de bacterias patégenas
Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida en larvas de Argopecten purpuratus.
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CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION

Planteamiento y fundamentacion del problema de investigaciéon

La FAO calcula que la mitad de la demanda de pescados y mariscos del mundo
sera obtenida por la acuicultura en 2030 (FAO, 2020), debido a que la pesca de
captura se encuentra sobreexplotadas y estan en declive., aunque ya no disfruta
de las altas tasas de crecimiento anual de los afios ochenta y noventa (11.3y 10.0
por ciento, excluyendo las plantas acuaticas) (FAO, 2018). El crecimiento anual
promedio disminuy6 a 5.8 por ciento durante el periodo 2000-2016, aunque el
crecimiento de dos digitos todavia ocurri6 en un pequefio nimero de paises
individuales, particularmente en Africa, de 2006 a 2010 (FAO, 2018).

La acuicultura marina esté teniendo un crecimiento acelerado debido a cultivos
semintensivos e intensivos, principalmente en peces, crustaceos y moluscos; lo
gue conlleva la proliferacién de bacterias, muchas de ellas patégenas para los
cultivos marinos. Esta situacion, provoca un balance negativo de la comunidad
microbiana en los cuerpos de agua, asi como en el intestino de los peces y otros
organismos acuaticos. Por tal razén, los acuicultores a menudo enfrentan una

mortalidad masiva de sus poblaciones (Abraham et al., 2008).

Esta situacion se agravaba cuando se aplicaban compuestos antimicrobianos a
los piensos y al agua cuando detectaban bacterias patégenas y virus; incluso se
agregaba antibioticos como profilacticos en grandes cantidades; lo que ha llevado
a un aumento de vibrios en el cuerpo de agua resistentes a multiples antibiéticos
y presumiblemente otras bacterias. No solo pueden ser resistentes a antibioticos
las cepas patdgenas; sino también, las bacterias patégenas pueden transferir sus
genes de resistencia hacia otras bacterias no patdgenas, que nunca han sido
expuesta a antibioticos; y si sumamos el uso subterapéutico (profilactico) de
antibioticos utilizados en la medicina humana puede provocar una resistencia
cruzada a los antimicrobianos utilizados en medicina humana, lo que podria
plantear un riesgo significativo para la salud (Witte et al., 1999). Se han usado

ampicilina, neomicina, kanamicina, cloranfenicol, estreptomicina y carbencilina



para reducir la carga microbiana en cultivo axénicos de Isochrysis galbana (Louros
et al., 2020; Molina-Céardenas et al., 2016).

El incremento de los patdgenos esta influenciado por las altas densidades
larvarias, exceso de nutrientes, estrés metabodlico (Barbosa et al., 2001) y las
restricciones en las exportaciones por presencia de residuos de antibioticos en los
tejidos de camarones (Sotomayor & Balcazar del Pifal, 2003). Hasta la fecha, los
enfoques tradicionales, incluido el uso de desinfectantes y los medicamentos
antimicrobianos, han obtenido un éxito escaso en la prevenciéon o curacion de

enfermedades de organismos acuaticos (Verschuere, Rombaut, et al., 2000).

El cultivo de A. purpuratus se encuentra expuesto a altas mortalidades
especialmente las larvas, frecuentemente son atacadas por bacterias de los
géneros: Vibrio anguillarum VAR, V. alginolyticus, V. splendidus, Aeromonas
hydrophila (Barbosa et al., 2001; Riquelme et al., 1997). Inicialmente se usaba
antibioticos para prevenir la infeccion ocasionando la generacion de resistencia a

los antibiéticos y también ocasionaba un riesgo en el ambiente.

En Francia se lleg6 a usar el cloranfenicol en el cultivo de pectinidos para evitar su
colapso (Avendano-Herrera et al., 2001; Nicolas et al., 1996), e incluso se uso para
reducir la carga microbiana en cultivo axénicos de Isochrysis galvana (Molina-
Céardenas et al., 2016) con la repercusion de aparicion de cepas patdégenas
resistentes en el cultivo de microalgas. Una alternativa para mitigar el impacto

adverso de los patégenos es el uso de probidticos.

Los probidticos son microorganismos vivos que benefician al hospedero. Un
ejemplo de ello es el uso de la cepa bacteriana (SK-05), que fue seleccionada por
su crecimiento activo en los sustratos orgénicos pobres e inoculado con el cultivo
de la diatomea, impidi6é el establecimiento del patégeno Vibrio alginolyticus. Se
especula que la utilizacion de SK-05 o de otras cepas con caracteristicas similares
en los criaderos comerciales, podria ser una alternativa viable a la utilizacion de

otras bacterias probioticas, mas caras (Rico-Mora et al., 1998).



1.2

También, se esta evaluando el uso de inmunoestimulantes que promueva el
sistema inmunologico no especifico en camarones y de otros organismos. Una de
ellas son los oligosacaridos de mananos que mejora la microbiota intestinal en
pollos y peces (Cyprinus carpio var. Jian) (Staykov et al., 2007). Estos
investigadores reportaron, que la adicibn de mananos mejoro el peso, la velocidad
de crecimiento, aumento la cantidad de lisozima en el suero y actividad de

complemento en trucha arco iris; tanto en jaulas, como en estanques.
Antecedentes de la investigacion

La produccion acuicola mundial en el 2018 esta valorada en $ 243.5 mil millones
de ddlares con un crecimiento en auge (Gréfico 1); no obstante el crecimiento, la
enfermedad es un factor limitante primario en su crecimiento y valor econémico
(FAO, 2018; Stentiford et al., 2012). Las enfermedades causadas por patdgenos
bacterianos provocan pérdidas en la acuicultura y las poblaciones silvestres de

mariscos y peces (Pérez-Sanchez et al., 2018).

Antes se usaba antibiéticos para contrarrestar una alta de mortalidad larval en A.
purpuratus que puede llegar hasta 100% a las 36 horas (Rojas et al., 2019). El uso
de antibiéticos puede afectar negativamente el equilibrio entre las bacterias
probidticas y patdgenas y al ser humano. Existe una serie de antibiGticos
prohibidos y sustancias farmacoldégicamente activas usados en acuicultura
(Cuadro 1), (Markad et al., 2015).

Se ha observado que la microbiota del intestino de organismos acuaticos juega un
rol fundamental en la salud, en forma similar ocurre en animales terrestres. Como
resultado, existe un gran interés cientifico en la modulacion de la microbiota
intestinal a favor de las bacterias beneficiosas mediante el uso de nuevos
ingredientes alimentarios funcionales como probidticos, prebidticos y en algunos
casos, la combinacion de probidticos con prebidticos (es decir, simbidticos) (De et
al., 2014; Larbi Ayisi et al., 2017; Lauzon et al., 2014). Asimismo, la adicién en la
dieta de oligosacarido manano con Bacillus licheniformes mejoré el crecimiento de

Litopenaeus vannamei (Chen et al., 2020).



FIGURE 5
WORLD AQUACULTURE PRODUCTION OF FOOD FISH AND AQUATIC PLANTS,

1990-2016
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Gréfico 01. Produccién mundial de la acuicultura-moluscos (FAO, 2018).

Dubert et al., (2017) sefiala que las larvas de moluscos bivalvos son especialmente
susceptibles a la enfermedad, a menudo por agentes etioldgicos del género Vibrio.
De alli la necesidad que los criaderos trabajen con una calidad de agua Optima
mediante el control de la densidad del cultivo larvario y el uso de sistemas de

tratamiento de agua (Pérez-Sanchez et al., 2018).

Un método alternativo para el tratamiento de enfermedades en la acuicultura
implica el uso de probioticos, que ejercen efectos beneficiosos a través de una
variedad de mecanismos, que incluyen la inhibicion directa de patégenos, la
competencia por nutrientes, la secrecion de sustancias antibacterianas y la mejora

de la las caracteristicas fisicas, bacterioldgicas y quimicas del agua, etc. (Prado et

al., 2010).




Cuadro 01: Antibidticos prohibidos usados en acuicultura. Adaptado de Markad
et al.,, (2015).

Acido Nalidixico
Clenbuterol
Cloranfenicol
Clorpramazina,
Colchicina

Dapsona
Dietilestilbestrol (DES)
Dimetridazol
Floroquinolonas
Furaltadona
Furazolidona
Furilfuramida
Glucopéptidos
Ipronidazol
Metronidazol
Neomicina

Nifurprazina y sus derivados
Nifursoxima,
Nitrofuranos incluyendo
Nitrofurantoina
Nitrofurazona

Nituratel

Ronidazol

Sulfonamida (excepto aprobado sulfadimetoxina, sulfabromometazinay
sulfaetoxirofidazina)
Sulphamethoxazola

1.2.1 Patdbgenos en acuicultura

Como consecuencia de la intensificacion de las practicas de acuicultura para
incrementar el rendimiento, conlleva a altas densidades de poblacion, altos aportes
de alimentos y otras cargas organicas que estimulan la seleccion y proliferacion
de bacterias oportunistas (Clerissi et al., 2020) provocando un incremento del

estrés del animal y del medioambiente. Por lo tanto, los brotes de enfermedades



se reconocen cada vez mas como una de las limitaciones mas importantes para la

produccion acuicola en muchos paises (De et al., 2014).

Los probioticos, también conocidos como 'agentes bio-amigables’, como LAB
(Lactobacillus), levaduras y Bacillus sp., pueden introducirse en el ambiente de
cultivo para controlar y competir con bacterias patdégenas; asi como, para
promover el crecimiento de los organismos cultivados. También, se sabe que los
probidticos desempefian un papel importante en el desarrollo de la inmunidad
innata entre los peces y, por lo tanto, los ayudan a luchar contra cualquier bacteria
patdgena, asi como contra los estresores ambientales (Mohapatra et al., 2013).
Otra alternativa a fin de mitigar las enfermedades es el uso de inmunoestimulantes
en peces (Panigrahi et al.,, 2007), en moluscos como Argopecten ventricosus
(Vega de la Vega del Rocio et al., 2020), existe poca informacion en moluscos

bivalvos.
1.2.2 Patbgenos bacterianos en peces

Las enfermedades infecciosas causadas por microrganismos patdégenas pueden
ocasionar pérdidas de hasta 700 millones de ddlares por afio en la produccion
acuicola chilena (Flores-Kossack et al., 2020). Toranzo et al. (2005) sefial6 que la
aparicion y el desarrollo de una enfermedad de los peces es el resultado de la

interaccion entre el patdgeno, el huésped y el medio ambiente.

Uno de los agentes infeccioso més antiguo conocido es Aeromonas salmonicida
constituye un importante patdgeno bacteriano de los peces, en particular de los
salmonidos. Esta bacteria se puede encontrar casi en todo el mundo en ambientes
marinos y de agua dulce y se ha dividido en varias subespecies (Menanteau-
Ledouble et al., 2016). Otra especie es el Vibrio anguillarum, también conocido
como Listonella anguillarum, es una bacteria patdgena para una variedad de
peces, crustaceos y bivalvos que en conjunto suman mas de 90 organismos
acuaticos susceptibles en al menos 28 paises diferentes (Hickey & Lee, 2018).

Tanto en la acuicultura como en la larvicultura, esta enfermedad es responsable



de graves pérdidas econdmicas en todo el mundo (Frans et al., 2011). Otros

géneros bacterianos también provocan infeccion en peces (Cuadro 02).

Cuadro 02: Enfermedades y agentes etiologicos que infectan el tracto
gastrointestinal de los peces. Adaptado de Bggwald & Dalmo, (2014).

Patdégeno Enfermedad Especies afectadas
Vibrio (Listonella) anguillarum Vibriosis Peces marinos de
agua fria
Vibrio ordalii Vibriosis Peces marinos de
agua fria
Vibrio (Aliivibrio) salmonicida Vibriosis en agua fria Salmoénidos
Vibrio vulnificus Varios

Vibrio ichthyoenteri

Vibrio harveyi [Vibrio carchariae
Aeromonas salmonicida
Aeromonas hydrophila

Yersinia ruckeri

Edwardsiella ictaluri
Edwardsiella tarda
Piscirickettsia salmonis
Pseudomonas anguilliseptica

Photobacterium damsela subsp.

piscicida (form. Pasteurella
piscicida)

Enterococcus/
Streptococcus/varios
Mycobacterium spp.
‘Candidatus arthromitus’

Gastroenteritis infecciosa
Furunculosis

Yersiniosis
Septicemia entérica
Edwardsiellosis
Piscirickettsiosis

Pasteurellosis

Streptococosis

Mycobacteriosis
Sindrome entérico de
verano

Larvas lenguado japones
Varios peces marinos
Varios

Varios (estresado)
Salménidos

Bagre

Varios

Varios

Varios

Varios

Especies agua célida

Varios
Trucha arcoiris

1.2.3 Patdgenos bacterianos en moluscos bivalvos

Los criaderos constituyen hoy en dia la Unica solucion viable para apoyar el cultivo

de moluscos bivalvos debido a la reduccion y al uso excesivo de sus ambientes

naturales. Las actividades de cultivo incluyen el acondicionamiento y desove de

los reproductores, la cria de la semilla, y la produccion de microalgas para

alimentar todas las etapas del ciclo de produccion.



Los brotes de enfermedades continlan siendo el principal obstaculo para la
produccion exitosa de larvas, la mayoria de ellas causadas por diferentes especies
del género Vibrio (Dubert et al., 2017).

Se ha demostrado la susceptibilidad de las larvas Argopecten ventricosus
cultivadas frente a Vibrios patégenos, como V. alginolyticus (Abasolo-Pacheco et
al., 2017; Luna-Gonzalez et al., 2002). También, Vibrio anguillarum y Vibrio
alginolyticus causa mortalidad en Euvola (Pecten) ziczac (Freites et al., 1993).
Asimismo, Vibrio, Pseudomonas y Moraxella causaron una alta mortalidad en A.
purpuratus (Riguelme, Hayashida, Vergara, et al., 1995). De igual modo, sucedio
con A. irradians (Tubiash et al., 1965) y P. maximus (Nicolas et al., 1996). Por lo
tanto, cualquier estrés fisiolégico debido al hacinamiento, a la acumulacion de
detritos alimenticios y los rapidos cambios en la calidad del agua (pH, oxigeno,
turbidez, etc.) deben considerarse como un posible desencadenante de la

proliferacion bacteriana y de necrosis bacilar (Getchell et al., 2016).

Tubiash et al. (1965) determinaron la patogenicidad y rango de susceptibilidad de
Argopecten irradians y otros bivalvos inoculando suspensiones de 24 horas de
varias especies de Vibrio patdégenos incluyendo una de alta virulencia (M7) en
larvas de 2 a 7 dias de edad. Después del desafio se obtuvieron bacilos Gram
negativos de las larvas de bivalvos muertos y moribundos. El curso de esta
enfermedad en larvas infectadas con el cultivo virulento es rapido y dramético.
Dentro de las 4 a 5 horas después de inoculado produjo una reduccion de la
motilidad y una tendencia de muchas larvas a permanecer inactivas con el pie
rudimentario o el velo extendido. Aparecen simultdneamente "enjambres" de
bacterias que se originan a partir de focos discretos en los margenes de las larvas
dispersas. Después de 8 h, comenz6 a aparecer la mortalidad, alcanzando el
100 % a las 12 horas.

Tubiash, (1975); Tubiash et al., (1965) concluyeron que la entrada del patdégeno
presumiblemente fue a través del tracto alimentario porque las larvas malformadas
que no se alimentaron fueron las Gltimas en mostrar signos de infeccion. Otros

investigadores han observado que cuando se empled el filtrado del cultivo de Vibrio
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sp., produjo una toxina que descompuso el tejido de las larvas de ostras sugiriendo
que los patdégenos bacterianos se adhieren y penetran en el velo y
presumiblemente se propagan desde este sitio ocasionado diferentes efectos

patoldgicos en los moluscos (Brown & Losee, 1978), Cuadro 03.

Cuadro 03: Principales enfermedades infecciosas bacterianas de moluscos
bivalvos marinos. Adaptado de Getchell et al., (2016); Zannella et al.,
(2017).

Agente patdégeno Hospedero Efecto

Larvas y juveniles, vibriosis Amplia gama de especies
(Vibrio anguillarum, V. tubiashi, cultivados
V. alginolyticus, V. splendidus,
V. aestuarianus, V. neptunius)
Enfermedad del anillo marrén
(Vibrio tapetis)

Necrosis tisular (debido a la
produccion de exotoxina
por la bacteria), hasta el
100% de mortalidad larval
Deposito marrén en la
concha; degeneracién de la
glandula digestiva seguida
de trastorno metabdlico y
muerte.
Enfermedad de ostras por Roseovarius Juveniles Crassostrea virginica ~ Tasas de crecimiento
(Roseovarius crassostreae) reducidas, ventosas

en la valvula izquierda,

hasta 90% de mortalidad
Crassostrea gigas, Ostrea edulis ~ PuUstulas de color verde
amarillo en el manto,
branquias, aductores
y musculo cardiaco,
hasta un 35%
de mortalidad.
Mortalidad en hatchieries
Asociado con mortalidades
masivas en vieiras adultas
en un criadero en China
No reportado

Ruditapes philippinarum

Nocardiosis
(Nocardia crassostreae)

Vibrio spp. Argopecten purpuratus

Vibrio natriegens Argopecten irradians

Organismos-semejantes-Ricketsia Argopecten purpuratus

Vibrio alginolyticus Argopecten ventricosus Signos de la enfermedad
similares a la necrosis
bacilar larval

Flavobacterium sp. Euvola (Pecten) ziczac Asociado con mortalidad
larval

Vibrio splendidus Mizuhopecten yessoensis Asociado con abscesos y
lesiones en el musculo

aductor de vieiras adultas

Vibrio pectenicida Pecten maximus Mortalidad de larvas

Vibrio splendidus Pecten maximus Mortalidad de larvas
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Numerosos estudios han descrito problemas de vibriosis basados en criaderos en
la “concha de abanico” chilena, A. purpuratus. (Araya et al., 1999; DiSalvo, 1993;
Riquelme et al., 1997, 2000; Riquelme, Hayashida, Vergara, et al., 1995), ellos
encontraron que las bacterias predominantes son cultivos similares a Vibrio
anguillarum. Los desafios con el sobrenadante libre de células preparado a partir
de cultivos bacterianos redujeron la supervivencia de las larvas de “concha de
abanico”, lo que indica un posible efecto de exotoxina, en lugar de la penetraciéon
bacteriana de los tejidos. La mortalidad fue mas rpida y significativa a
temperaturas del agua de 25° C. Se encontraron resultados similares con
Pseudomonas sp. e infecciones por V. anguillarum sugiriendo adicionalmente que
una endoxotina asociadas a la pared celular de la bacteria provoca infeccién en
larvas de “concha de abanico” tropical Euvola (Pecten) ziczac de Venezuela
(Lodeiros et al., 1992).

En un estudio realizado en Chile para caracterizar la microbiota bacteriana
asociada a los estadios temprano del desarrollo de A. purpuratus se observo
mayoritariamente a géneros bacterianos: Pseudomonas, Moraxella y Vibrio
durante los procesos de desove realizados en condiciones de laboratorio
(Riquelme, Hayashida, Vergara, et al., 1995). También, se han encontrado
bacterias en las génadas de los reproductores, observando una abundancia de los
géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Vibrio y Moraxella (Riquelme et al., 1994).
De igual modo, Garcia-Tello et al., (2002) han detectado bacterias Gram negativas
en la hemolinfa de ejemplares adultos de A. purpuratus, comportandose como
microbiota normal. Ademas, se han encontrado bacterias en los cultivos larvales y
post-larvales de A. purpuratus de los géneros Pseudoalteromonas, Bacillus,

Marinobacterium, Alteromonas y Vibrio (Godoy et al., 2011).

Recientemente, se ha informado de una cepa de Vibrio splendidus virulenta a baja
temperatura y que demostr6 causar una enfermedad mortal con lesiones
musculares aductoras en la “concha de abanico” de Patinopecten yessoensis en
China (Hui et al., 2007). En dicho estudio aislaron 96 cultivos bacterianos, dentro

de ellas fueron agrupados en el género Vibrio (88 cepas), Moritella (5 cepas),
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Pseudomonas (2 cepas) y Shewanella (una cepa); la cepa predominante de Vibrio
fue V. splendidus. Como se indico anteriormente, Vibrio splendidus se ha asociado
con mortalidad de las larvas llegando a 40-80% durante los meses mas calidos del
afio cuando las temperaturas del agua estan por encima de 20 °C (Lacoste et al.,
2001).

Debido a condiciones inadecuadas como alta densidad larvaria, materia organica
elevada y bajas concentraciones de oxigeno disuelto, las larvas son mas
susceptibles a patégenos bacterianos oportunistas (Wurmann-Gotfrit, 2008). El
entendimiento de la microbiota presente en los cultivos de moluscos en ambientes
controlados es fundamental para implementar estrategias de control sanitario que
eviten la aparicion de infecciones y al mismo tiempo permitan adoptar las
condiciones del cultivo artificial a las condiciones naturales de crecimiento en el
mar (De La Fuente et al., 2015).

En los criaderos de Francia, durante 15 afios se han encontrado mortalidades
masivas en las larvas de Pecten maximus debido a Vibrio (Nicolas et al., 1996).
Las especies de Vibrio son cercanamente relacionadas a Vibrio tapetis y V.
splendidus (Lambert et al., 1998). Torkildsen et al. (2005); también aislaron V.
splendidus y Alteromonas/Pseudoalteromonas que produce una mortalidad similar
a V. pectenicida durante las pruebas de desafio en el bafio con larvas de 10 a 16
dias de edad. Sandaa et al., (2008) concluyeron que Pseudoalteromonas sp. no
era un patdgeno obligado, sino un oportunista. Otro aspecto importante, a tener en

cuenta es la concentracion celular de patégenos usados (Cuadro 4).

Vibrio spp.

Los miembros del género Vibrio son bacterias Gram negativas, a menudo aisladas de
ambientes y animales marinos. Las especies de este género, incluidos Vibrio
anguillarum y Vibrio ordalii, son los agentes causantes de la enfermedad clinica
vibriosis. La vibriosis es una enfermedad septicémica hemorragica que afecta a peces,

mariscos bivalvos de cultivo y salvajes (Bggwald & Dalmo, 2014). Estas bacterias se
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consideran parte de la microbiota bacteriana ambiental y normal de peces

aparentemente sanos (Nayak, 2010a).

Cuadro 04: Patégenos bacterianos asociados a cultivos de moluscos en Chile
con énfasis en A. purpuratus. Adaptado de (De La Fuente et al., 2015).

Especie cultivada Etapa Especie patdgena Bioensayo de patogenicidad ensayo
o estudio realizado (Inoculo bacteriano,
Densidad de moluscos desafiados.
Volumen final Tiempo desafio)

Argopecten purpuratus  Larval  Vibrio anguillarum 104 -108 cel./mL, 2 larvas/mL in vivo
15mL, 24 h
Argopecten purpuratus  Larval  Aeromonas hydrophila  5.5x102-5.5x104 cel./mL in vivo

2-3 larvas/mL, 15 mL, 24 h

Argopecten purpuratus  Laval  Vibrio alginolyticus 5.5 x104-15.5 x102 cel./mL in vivo
2- 3 larvas/mL, 15 mL, 24 h

Argopecten purpuratus ~ Larval  Halomonas sp. 105 cel./mL, 10 larvas/mL in vivo
300 mL,48h
Argopecten purpuratus  Larval  Vibrio splendidus  1x108, cel./mL, 10 larvas/mL in vivo
4mL.,48h
Haliotis rufescens Adulto  Candidatus Xenohaliotis sin bioensayo
californiensis
Haliotis rufescens Adulto  Candidatus Xenohaliotis  sin bioensayo
californiensis

Vibrio anguillarum/Vibrio splendidus

Vibrio anguillarum, a menudo llamado Listonella anguillarum (Hickey & Lee, 2018;
MacDonell & Colwell, 1985) y Vibrio ordalii son patégenos importantes de salmoénidos,
anguilas, y peces marinos, y son los principales agentes causantes de la vibriosis
(Pedersen et al., 1999). También, se han encontrado, en las génadas a V. anguillarum

(VAR) y a V. alginolyticus en A. purpuratus (Araya et al., 1999).
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Se ha reportado, ademas, que otra especie de Vibrio, Vibrio splendidus ocasioné
mortalidad masiva de cultivos larvarios de la “concha de abanico” A. purpuratus en
diferentes criaderos comerciales en Chile (Rojas et al., 2015). Y se han aislado de
larvas, criaderos, medio natural a V. parahaemolyticus (Smith, 2017). En un estudio
previo, Chen & Hanna, (1992) reconocieron que varias especies de Vibrio, entre ellos,
V. parahaemolyticus pudieron unirse a las células cultivadas de trucha arcoiris de

gonadas, frotis de branquias, intestino, mucosa bucal y secciones de piel.

La presencia de V. alginolyticus, V. anguillarum, V. pectinicida, V. tubiashii y V.
splendidus estan relacionados a la necrosis bacilar en larvas de diversas especies de
bivalvos (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Rojas et al., 2015). Tal como lo afirma Gémez-
Ledén (2010) dentro del grupo de patégenos que causan masivas mortandades de
larvas en los criaderos predominan las bacterias del género Vibrio; sin embargo,
cuando un agente dispara su proliferacion representa una seria amenaza para la

produccién de los organismo acuaticos.

En un estudio, Lages et al., (2019) observaron que V. anguillarum ajusta la expresion
de factores de virulencia respondiendo a dos sefales ambientales, los niveles de hierro
y a la temperatura. Sorprendentemente una especie Vibrio parahaemolitycus, el
agente causante de enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) en
camarones, también es patdégeno para la semilla y adultos de A. ventricosus
(Mendoza-Maldonado et al., 2018). En Peru, Pseudomonas sp. causo mortalidad en el

molusco Anadara tuberculosa (Diringer et al., 2019).

Dubert et al., (2016) describieron por primera vez en larvas de bivalvos el proceso de
colonizacion completo mediante marcado fluorescente de especies patdgenas de
Vibrio (V. europaeus, V. bivalvicida y V. neptunius) usando la almeja de manila
Ruditapes philliphinaru. Ellos observaron tres etapas de infeccién. En la Etapa I, los
Vibrio patégenos fueron filtrados por las larvas de bivalvos a través de la vitela y
entraron al sistema digestivo a través del esofago y el estbmago, colonizando la
glandula digestiva y proliferando rapidamente en el intestino al inicio de la infeccion.
La etapa Il se caracterizd por la rapida expansion de Vibrio spp. a los organos

circundantes en la cavidad corporal desde la regidn dorsal hasta la ventral. En la Etapa
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[ll, Vibrio spp. colonizé a larvas en su totalidad y luego se observaron los signos

clinicos correspondientes a infeccion avanzada.

Los principales sintomas se muestran en la (Grafico 02) de la actividad patogénica de
las cepas de Vibrio splendidus en larvas de A. purpuratus infectadas
experimentalmente; asimismo, se sefiala el dafio tisular en peces (Grafico 03) cuando

fue infectado con V. anguillarum.
Aeromonas spp.

Aeromonas spp. son bacilos anaerobios facultativas Gram negativas que estan
presentes en todas partes en agua dulce y salobre. A. salmonicida, un patégeno
obligado, es el agente etiologico de la furunculosis que afecta a los peces salménidos
y a otras especies de peces marinos. Del grupo movil de Aeromonas, A. hydrophila, A.
caviae y A. sobria son las mas importantes en relacion con las enfermedades de los

peces.

Otros géneros igualmente perjudiciales para el cultivo de pectinidos son las
Aeromonas y Pseudomonas (Gomez-Ledn, 2010; Riquelme et al., 1996; Riquelme,
Hayashida, Toranzo, et al., 1995). El cultivo de A. purpuratus se encuentra expuesto a
altas mortalidades especialmente las larvas, frecuentemente son atacadas por varios
géneros bacterianos, entre ellos a Aeromonas hydrophila (Barbosa et al., 2001;
Riquelme et al., 1997).
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Grafico 02. Principales sintomas de actividad patogénica de las cepas de Vibrio splendidus en larvas de A.
purpuratus infectadas experimentalmente después de 24 h de exposicién. (A) Enjambres de bacterias
en los mérgenes de las larvas (enjambre bacteriano), (B) disrupcion del velo, (C) extensién del velo y
(D) desprendimiento de las células ciliares del velo y necrosis del tejido digestivo tefiido con tripano azul.
Barras de escala: 50 um. Obtenido de Rojas et al. (2015).
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Grafico 03. Micrografia de microscopia electronica de transmision del intestino anterior (intestino medio) de trucha
arcoiris expuesta a V. anguillarum (Va) en un desafio ex vivo. Los signos claros de dafio tisular se
caracterizan por enterocitos necréticos (NE) y microvellosidades desorganizadas (estrella). Clave: L,
lumen; M, mitocondrias; Mv, microvellosidades; flecha, complejos de unién apretados. Barra de escala
=5 um. Obtenido de Bagwald & Dalmo, (2014).

1.2.4 Caracteristicas generales de la “concha de abanico” A. purpuratus

La “concha de abanico” es un molusco bivalvo filtrador, cuya distribucion es desde
Paita, Peru (5°S, 81°W) hasta Valparaiso, Chile (33°S, 71°W) (Mendo, Wolff, et al.,
2011). Viven en bahias someras entre los 5 y 40 metros de profundidad, en el Peru
existen areas tradicionales donde se forman bancos naturales y cuyo
asentamiento larval varia de acuerdo con las condiciones ambientales. Debido a
la alta demanda que tiene a nivel internacional, su cultivo se ha extendido en casi
toda la costa peruana, y es llevado a cabo por empresarios privados y pescadores

artesanales (Mendo, Ysla, et al., 2011).
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La “concha de abanico” del Pacifico Sur, A. purpuratus representa una especie de
alto valor de cosecha a lo largo de la costa peruana y chilena durante mas de 60
afos. La produccion peruana se mantuvo pequefia hasta principios de la década
de 2000, pero desde entonces ha aumentado drasticamente, en el norte de Perq,
Bahia Sechura, que contribuy6 en su mayor parte (50%) a la produccién de vieiras

latinoamericanas (Kluger et al., 2019).

Biologia de las larvas de moluscos

La cantidad y la calidad de las reservas de energia derivadas del huevo son
importantes para las primeras etapas del desarrollo de las larvas de “conchas de
abanico” y pueden modificarse mediante alteraciones en la dieta de los adultos
(Uriarte et al., 2004). Las larvas no pueden sintetizar esteroles esenciales para el
desarrollo, por lo que la composicién de esteroles de las larvas esta fuertemente

influenciada por las microalgas ingeridas (Yarnold et al., 2019).

En el Perd, la “concha de abanico” se encuentra distribuida en: Samanco, Tortugas
y Laguna Grande y Parachique. También se encuentra en Huarmey, Huacho, en
menor medida, en Cabo Blanco, Talara y Paita encontrando dos fases bien
marcadas (Grafico 04), siendo la fase planctonica la mas susceptible a la infeccidon

microbiana.
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Grafico 04. Ciclo de produccion de A. purpuratus criado en un laboratorio privado en la Bahia de Sechura, que muestra
el tamafio y la edad promedio en cada etapa de desarrollo en minutos (min), horas (h), o dias (d) (Mendo et
al., 2016).

Las larvas de “concha de abanico” catarina, Argopecten ventricosus (= circularis)
(Sowerby II, 1842) generalmente se cultivan a densidades de 10 por mL 0 menos,
aunque densidades de hasta 20 por mL pueden proporcionar tasas de crecimiento
satisfactorias dependiendo del origen de la poblacién (Ibarra et al., 1997). El
crecimiento y la ingestion se reducen a medida que aumenta la densidad de las

larvas de Patinopecten (Placopecten) yessoensis con tasa de supervivencia
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extremadamente baja con el consiguiente incremento de consumo de oxigeno
(Ghosh et al., 2008; MacDonald, 1988).

Los cultivos larvales se suministran con alimentos en forma de algas unicelulares,
qgue varian en su valor nutricional. Por ejemplo, Isochrysis galbana a una
concentracion 1x107"5 cel./mL, (soporta 80% de supervivencia través de la
metamorfosis), demostré ser un alimento superior a Pavlova (Monochrysis) lutheri,

Rhodomonas sp. y el clorofito, Carteria pallida (Cary et al., 2009).

Las dietas con diferentes proporciones de acidos grasos poliinsaturados producen
un crecimiento y supervivencia notablemente diferentes en las larvas de
Placopecten, las que podrian estar asociados con una deficiencia relativa en acido
docosahexaenoico (22: 6n-3, DHA). Este estudio subraya que el equilibrio general
entre los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) debe considerarse para alimentar
adecuadamente a las larvas de “concha de abanico” marina sugiriendo
fuertemente que la acumulacion de triacilgliceroles (TAG) durante el periodo
premetamorfico es un buen predictor del rendimiento de la “concha de abanico”
(Pernet et al., 2006; Pernet & Tremblay, 2004).

Las larvas de A. purpuratus no poseen un sistema inmune desarrollado; pero
probablemente existe actividad de aglutinacion y efecto bactericida, en forma
similar a los huevos de conchas de abanico Chlamys farreri que tuvo efecto
bactericida contra las bacterias Gram negativas Escherichia coli y V. anguillarum

y los hongos Pichia pastoris (Yue et al., 2013).

Otra causa que compromete la salud de las larvas de “concha de abanico” son
floraciones de algas nocivas. El acido domoico producida por la diatomea Pseudo-
nitzschia spp. causa una reduccion en el crecimiento larval de Pecten maximum
(Hui et al., 2007). Otro organismo, el dinoflagelado Alexandrium tamarense cuando
se expone a los huevos de Chlamys farreri inhibe su eclosion (Yan et al., 2001),
otro dinoflagelado Cochlodinium polykrikoides afectd negativamente a las vieira

Crassostrea virginica (Griffith et al., 2019).
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Esta situacion se agrava cuando se combina la floracién de la alga marrén
Aureococcus anophagefferens y el incremento de CO:2 en el ambiente acuéatico
inhibe las tasas de supervivencia, desarrollo y crecimiento Crassostrea virginica y
Argopecten irradians (Talmage & Gobler, 2012).

En adultos, la fagocitosis constituye la principal respuesta inmune en los moluscos
bivalvos marinos. Actividad clave, que conduce al reconocimiento, engullimiento y
demolicion de particulas extrafias bidticas y abidticas (Bachére et al., 1995).
También participa un componente humoral, mediada por sustancias quimicas
(Gréfico 5).

1.2.5 Etimologia y definicion de Probidticos

El término probidtico se compone de la preposicion pro, que significa "para" en
latin o "delante/antes" en griego, y bidtico, un adjetivo griego relacionado con el
sustantivo bios que significa "vida".

La etimologia del término probidtico se refleja en las diferentes definiciones
propuestas a lo largo de los afios, que se basaron en la comprension de los
mecanismos Yy sitios de accion, formas y métodos, asi como los hospederos
tratados (Lauzon et al., 2014).

El término probidtico fue mencionado por primera vez por Kollath (1953),
definiéendose como suplementos organicos e inorganicos necesarios para
restaurar la salud de los pacientes desnutridos. La definicion ha ido variando en el
tiempo, Vergin (1954) propuso que el uso de una dieta probidtica, incluidos los
productos de fermentacion, podria contribuir al equilibrio microbiano del cuerpo
gue de otro modo se alteraria después de un tratamiento con antibidticos citado
por Lauzon et al. (2014); en cambio, Lilly & Stillwell, (1965) definieron a los
probioticos como “factores promotores del crecimiento producidos por

microorganismos”.
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Grafico 05. Los principales componentes humorales y celulares de la respuesta inmune bivalva a la infeccién
microbiana. Los diferentes pasos de la fagocitosis y la encapsulacién se muestran en azul. Los patdgenos

invasores se indican en purpura, y los efectores humorales se muestran en verde (Soudant et al., 2013).

Parker, (1974), los redefini6 como organismos y sustancias que contribuyen al
balance microbiano a nivel intestinal, informacién imprecisa porque alude también
a los antibioticos; en cambio, Fuller, (1989) enfatiza en el suplemento alimenticio
microbiano vivo que afecta beneficiosamente al animal huésped al mejorar su
equilibrio microbiano intestinal, no a las sustancias en si. Posteriormente,
Havenaar & Huis In't Veld, (1992) ampliaron la definicibn sefialando que los
animales sanos tienen una microbiota natural en sus superficies externas e
internas del cuerpo: piel, tracto respiratorio superior, tracto urogenital inferior,
cavidad oral y tracto gastrointestinal. La composicién de la microbiota natural en
estos habitats microbianos naturales y esta estrictamente determinada por las

condiciones ambientales locales.
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La informacién anterior es enfatizada por Gatesoupe, (2000), quien menciond, que
la microbiota gastrointestinal de peces y mariscos dependen especialmente del
entorno externo, debido al flujo de agua que pasa por el tracto digestivo y a la
microbiota transiente presente. Verschuere et al. (2000) presentaron una definicion
similar pero extendida de la siguiente manera: “un probiético se define como un
complemento microbiano vivo que tiene un efecto beneficioso sobre el huésped al
modificar la comunidad microbiana asociada al huésped o al ambiente, al
garantizar un mejor uso de la alimentacién o al aumentar su valor nutricional, al
mejorar la respuesta del huésped a la enfermedad, o mejorando la calidad de su

ambiente”.

La idea de que los probidticos se pueden afiadir al agua del cultivo del organismo
acuatico complica aun mas el proceso de definicion de probidtico porque impacta
en términos estrechamente relacionados, como bioaumentacion, biorremediacion
y biocontrol. Con respecto a los animales cultivados en ambientes acuaticos, se
ha sugerido que los microbios afiadidos, que no se encuentran en el tracto
gastrointestinal del huésped y que son antagonicas a lo patdogenos deben
denominarse agentes de biocontrol (Maeda, 2004; Moriarty, 1998; Verschuere,
Rombaut, et al., 2000). Las aplicaciones microbianas que promueven la calidad
del agua por la degradacion de desechos o contaminantes deberian denominarse
biorremediacion (Gatesoupe, 1991; Helmy et al.,, 2019; Lauzon et al., 2014;
Moriarty, 1998).

Dadas las grandes variaciones en la definicion de criterios para aplicaciones de
probioticos acuaticos y la superposicion con conceptos relacionados, Havenaar &
Huis In't Veld (1992) propusieron una definicion mas amplia: “Un cultivo mono o
mixto viable de microorganismos que, aplicado al animal o al hombre, afecta
beneficiosamente al huésped al mejorar las propiedades de la microbiota

indigena”.
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Muchas de las investigaciones recomendaban el uso de microbios vivos como
probioticos. Salminen et al., (1999) deja entrever que los componentes de células
microbianas tienen un efecto beneficioso sobre la salud y el bienestar del
hospedero. Esta definicion involucra que los probidticos no forzosamente tienen
gue ser viables. Con esta propuesta se incluia dentro de los probiéticos los

productos de los metabolitos bacterianos y los inmunoestimulantes.

A pesar de estos hallazgos, un grupo de expertos adopté la siguiente definicién en
un informe de la FAO/OMS: "microorganismos vivos que cuando se administran
en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped" (FAO,
2002).

Algunos autores como Zendeboodi et al., (2020) han agregado nuevas definiciones
a la terminologia probiotica, como 'paraprobidticos’ (células muertas/inactivas de
los probidticos) y 'postbidticos' (metabolitos saludables de los probidticos). Debido
los términos mencionados no son lo suficientemente precisos, proponen tres
clases principales de probidticos, incluido el 'probidtico verdadero' que se refiere a
la célula probidtica activa y viable, ‘pseudo -probiotico’ se refiere a una célula viable
e inactiva, en forma de vegetativa o espora y 'probidtico fantasma’ se refiere a una

célula muerta / no viable, en forma de intacta o rota (Zendeboodi et al., 2020).
1.2.6 Criterios de seleccion de probidticos

Los criterios de la seleccion de probidticos, han ido mejorando con el transcurrir
del tiempo, ante se usaba probitticos proveniente de animales terrestres en la
acuicultura, desde Havenaar & Huis In’t Veld, (1992; Verschuere, Rombaut, et al.,
(2000) hasta Hai, (2015). A continuacion, se muestra los criterios adaptados de

(Lauzon et al., 2014), para la seleccién de probi6ticos, que comparto:
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Criterios esenciales:

1. No debe ser patogénico, no solo con respecto a la especie huésped, sino
también con respecto a animales acuaticos en general y consumidores
humanos.

2. Debe estar libre de genes de resistencia a antibioticos codificados por
plasmidos.

3. Debe ser resistente a las sales biliares y a un pH bajo preferentemente para

uso en peces.
Criterios favorables adicionales:

1. Debe mostrar caracteristicas de crecimiento ventajosas (por ejemplo, un
periodo de retraso corto, una duplicacion a corto en el tiempo y/o crecimiento
a temperaturas de crianza del hospedador).

2. Debe exhibir propiedades antag6nicas hacia uno o mas patdégenos
representativos.

3. Debe producir enzimas digestivas extracelulares relevantes (por ejemplo,
quitinasa si se van a incorporar ingredientes ricos en quitina a la dieta, o
celulasa si la dieta es rica en ingredientes vegetales) y/o vitaminas.

4. Debe ser reconocido como seguro para su uso como aditivo alimenticio.

5. Debe ser autoctono del huésped o del entorno del cultivo del organismo
acuético.

6. Debe permanecer viable en condiciones normales de almacenamiento y ser lo
suficientemente robusto como para sobrevivir a los procesos industriales.

7. Debe poder adherirse y/o crecer bien dentro del moco intestinal.

8. Deberia poder colonizar la superficie epitelial intestinal.

1.2.7 Modos de accion de los probidticos

Los modos de accion de los probitticos son diversos desde la produccion de

antibioticos hasta la adhesion impidiendo la colonizacion de los patégenos en el
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epitelio (Mohapatra et al., 2013). Se menciona a continuacién los modos de accion

de los probidticos en general:
Produccion de compuestos inhibidores.

La actividad antimicrobiana puede deberse a la produccion de antibidticos
(Kuebutornye et al., 2020; Tan et al., 2016). Phaeobacter gallaeciensis produce el
antibiotico acido tropoditietico (TDA) que es un fuerte antagonista de muchas
bacterias, incluidos los patdégenos de peces y moluscos (Thole et al., 2012)
teniendo un efecto protector en Pecten veligers contra Vibrio pectinicida (Genard
et al., 2014) y contra Vibrio tubiashii (Karim et al., 2013).

El efecto también puede deberse a la produccion de bacteriocinas (Dash et al.,
2017; Ock Kim et al., 2020); sideréforos (Tan et al., 2016). Compuestos producidos
por Lactobacillus lactis subsp. lactis mostr6 actividad antimicrobiana contra
diversas especies de Aeromonas (Sugita et al., 2009), Carnobacterium sp.,
también mostro actividad antimicrobiana contra V. anguillarum y A. salmonicida
(J6born et al., 1997).

Algunas bacterias también producen compuestos semejantes a las bacteriocinas.
Una cepa de Aeromonas media A199 exhibié actividad antagonista contra una
amplia gama de patégenos como Aeromonas, Vibrio y otros in vitro (L. Gibson et
al., 1998), luego se identific6 como indol (2,3 benzopirrol) (Lategan et al., 2006),
con actividad antibacteriana y antifungica (Desriac et al., 2010). Roseobacter sp.
es otra bacteria probidtica que produce una sustancia antagonista contra V.
anguillarum que mejora la supervivencia de las larvas de vieira. La sustancia

proteica es susceptible a la tripsina y estable a 100 °C (Ruiz-Ponte et al., 1999).
Competicién por los sitios de adhesién

Ringg et al., (2007) ha reportado que la adicién de probidticos en peces, ralentiza
la adhesién de los patdgenos A. salmonicida y V. alginolyticus en la mucosa
intestinal debido que la adhesion al moco intestinal y la superficie de la pared

intestinal es un factor importante para que el patégeno cause dafio al hospedero
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(Olsson et al., 1992; Vine et al., 2004). También, se ha reportado que la levadura
Debaryomyces hansenii presenta una fuerte adhesion en mucus intestinal de
juveniles del pez (Sparus aurata L.) (Reyes-Becerril et al., 2008). Los probioticos

compite por sitios de adhesion (Guo et al., 2016; Kuebutornye et al., 2020).

Probablemente, en muchos casos, la adhesion de los probidticos sea inespecifica;
pero en otros, se ha observado que la adhesion es por la presencia de
exopolisacaridos (EPS) y proteinas de superficie especificas en cepas de
Lactobacillus rhamnosus en células intestinales humanas (Polak-Berecka et al.,
2014). Se ha informado que Carnobacterium sp. compiten con V. anguillarum por
los sitios de adhesion en la superficie intestinal de la mucosa de peces (Joborn et
al., 1997) sugiriendo que los pilus de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus favorece la unién al moco en la superficie celular en el intestino

humano (Kankainen et al., 2009).

Competencia por productos quimicos o energia disponible.

La mayoria de los entornos naturales albergan una coleccién increiblemente
diversa de especies microbianas. Dentro de estas comunidades, las bacterias
compiten con sus vecinos por espacio y recursos (Hibbing et al., 2010), la mayoria
de los microorganismos de interés en la acuicultura son heterotréficos,

generalmente usan sustrato organico como fuente de carbono.

Rico-Mora et al. (1998) inocularon un cultivo bacteriano (SK-05) probidtica, que
crecia en sustratos pobres en un cultivo de la diatomea Skeletonema costatum,
impidiendo el establecimiento de la cepa patégena de V. alginolyticus. Dicha cepa
bacteriana (SK-05) carecia de efecto antimicrobiano in vitro contra el patégeno V.
alginolyticus, concluyendo que podria deberse a un efecto de exclusion
competitiva porque la cepa bacteriana SK-05 utilizaba los exudados de las

diatomeas.

Se han encontrado que los patdgenos A. salmonicida y V. vulnificus producen

sideréforo (Narrillos, 2014) como factor de virulencia. Un Vibrio probidtico
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productor de sideréforo mejoroé la resistencia de larvas de Scohthalmus maximus
cuando fue desafiado por el patégeno V. anguillarum (Gatesoupe, 1997). Otro
investigador ha reportado que Bacillus sp. y Aeromonas sobria probitticos

producen sideréforos (Brunt et al., 2007).
Competencia por nutrientes

Los probidticos deberian ser parte de la microbiota residente de los cuerpos de
agua, a fin de competir con las bacterias patdégenas (Farzanfar, 2006; Hai, 2015).
Se ha sugerido que el probidtico desplaza a las bacterias patégenas por
competencia por productos quimicos o energia disponible; competencia por sitios

de adhesion, etc., (Verschuere, Rombaut, et al., 2000).

Los probidticos utilizan los nutrientes que de otro modo serian consumidos por los
microbios patdgenos (Brunt et al., 2007; Ringg et al, 2016). Algunos
microorganismos marinos sirven como una fuente suplementaria de alimentos y
actividad microbiana en el tracto digestivo y también producen acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), omega 3 (Estupifian et al., 2020). La produccion
microbiana de PUFA se ha atribuido esencialmente a cinco géneros bien
conocidos, a saber: Shewanella, Colwella, Photobacterium, Psychromonas y
Moritella (Bergé & Barnathan, 2005). De igual modo, Rarvik et al., (2003)
reportaron que tuvo efectos sinérgicos de acidos grasos poliinsaturados de cadena
muy larga de la familia n-3 acido eicosapentaenoico/acido docosahexaenoico
(EPA/DHA) y hierro en la dieta de salmon.

Mejora de la calidad del agua.

La exposicion de peces, camarones y otros organismos acuaticos a toxinas como
el amoniaco, el diéxido de carbono y el sulfuro de hidrogeno provocan estrés y
finalmente enfermedades (Ravichandran et al., 2001). Las condiciones quimicas,
bacterioldgicas y fisicas del entorno acuatico influyen en la productividad de peces

y Camarones.
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Los miembros del género Bacillus, como Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
cereus, B. coagulans y B. polymyxa son usados para la biorremediacion
microbiana de los detritos organicos. Sin embargo, estos normalmente no estan
presentes en el numero adecuado en la columna de agua, predominando en el
sedimento. Si se agregan al agua con frecuencia y una alta densidad, ciertas cepas
de Bacillus degradan la materia organica mas rapido que en situaciones donde
solo las poblaciones naturales estan disponibles. Dichos géneros producen una
variedad de enzimas que descomponen sustancias proteicas y el almidén en
monomeros, que luego son usados como fuente de energia por otros organismos
mejorando de la calidad del agua (Kuebutornye et al., 2020; Phatthongkleang et
al., 2019; Worawattanamateeku & Ray, 2011).

Varias especies de Bacillus spp. se utilizaron para eliminar el amoniaco en las
aguas residuales del cultivo de camarones con una eficiencia de 84-94%
(Phatthongkleang et al., 2019). Los principales problemas de calidad del agua se
deben a la toxicidad por amoniaco y nitrito, incrementado por la baja cantidad de
oxigeno disuelto en el agua, que puede mitigarse mediante la aplicacion
microrganismos para remocion del nitrito (Ciji & Akhtar, 2019). E incluso la adicion
de otros microrganismos como Lactobacillus sp, Nitrosomonas y Nitrobacter en
postlarvas de camaron L. vannamei aumento su supervivencia por reduccion del
amoniaco Yy nitrito (Karthik et al., 2016). En el mismo camino Wang & He, (2009)
reportaron que la aplicacion de probiéticos mitigaria la presencia de nitrogeno y

fosfato en los sedimentos de los estanques de Penaeus vannamei.

Interferencia con la deteccion de quérum

Qudrum sensing es un mecanismo que tienen las bacterias en respuesta a su
densidad de poblacién, es una comunicacion quimica bacteriana de célula a célula.
Muchas bacterias Gram negativas producen lactonas de homoserina aciladas
(AHL), autoinductor 1 (Al-1) y el autoinductor 2 (Al-2) como moléculas de seiial.

Se ha reportado que bacterias patégenas como A. hydrophila, A. salmonicida, V.

anguillarum, V. harveyi, V. vulnificus poseen quorum sensing como mecanismo de
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virulencia, la interrupcién de la deteccion de quérum (QS) es una nueva estrategia
antiinfecciosa en acuicultura (Defoirdt et al., 2004). EI mismo investigador Defoirdt
et al., (2005) reportdé que el sistema mediado por Al-2 (autoinductor - 2) es
responsable de la virulencia de V. harveyi hacia Artemia franciscana gnotobiotica.
Se ha encontrado que las algas rojas marinas, Delisea pulchra, actian como un
antagonista de QS (Manefield et al., 1999; Tinh et al., 2007). Estos compuestos,
protegieron a Brachionus, Artemia y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de los
efectos negativos del patdgeno Vibrio sp., cuando se agregaron a concentraciones
adecuadas (Defoirdt et al., 2006; Tinh et al., 2007).

En las bacterias patégenas del género Aeromonas, su expresion de factores de
virulencia como adhesinas, citotoxinas, hemolisinas, lipasas y proteasas se regula
a través del mecanismo de quorum sensing, que esta mediado por moléculas de
sefalizacion N-acil homoserina lactonas (Vadassery & Pillai, 2020). En peces se
ha aislado Enterococcus faecium QQ12 tiene capacidad de degradar un
autoinductor sintético semejante al que produce Aeromonas hydrophila (AHL)
(Vadassery & Pillai, 2020). También Bacillus puede degradar acil homoserina
lactona (AHLs) (Kuebutornye et al., 2020).

Modulacion de las respuestas inmunes del huésped.

Los mecanismos inmunes especificos y no especificos son elementos importantes
para proteger a los peces contra los patdgenos invasores. En los peces, la piel y
el moco son la linea principal de defensas inespecificas. Cuando los patégenos
ingresan al cuerpo, se movilizan defensas no especificas celulares y humorales
(Mehana et al., 2015).

Aligual que los patdgenos, los probidticos también inducen una respuesta inmune.
Entre las numerosas ventajas adjudicadas a los probiéticos, es la modulacion del
sistema inmune. Los diferentes probioticos, ya sea monospecies o multiespecies,
pueden eventualmente elevar la actividad fagocitica, lisozima, complementaria, de
estallido respiratorio, asi como la expresion de varias citocinas en los peces

(Nayak, 2010b). B. amyloliquefaciens como probidtico es capaz de modular los
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parametros inmunoldgicos de la tilapia (Ridha & Azad, 2012). Igual sucede con
Bacillus sp. (cepa S11) que fue agregado como suplemento alimenticio,
incremento la respuesta inmune y aumento la supervivencia de Penaeus monodon

cuando fue expuesta con el patégeno Vibrio harveyi (Rengpipat et al., 2003).

Se demostro que la administracion de probiético Shewanella putrefaciens Pdpl1l
aislada de piel sana del pez dorada (Sparrus aurata) provoco la transcripcion de
genes relacionados con el sistema inmune (Tapia-Paniagua et al., 2014); en otros
casos, se incrementa el sistema inmune a varios niveles. La actividad e indice
fagociticos, lisozima, complemento de los niveles de C3, niveles IgM, se acrecent6
cuando se administro en la dieta de B. pumilus y B. clausii de mero Epinephelus
coioides (Sun et al., 2010). De igual modo, la adicién de probidticos muertos en la
dieta de tilapia Oreochromis niloticus tiene un incremento en el sistema inmune
inespecifico resultando en una mejora de la resistencia a la infeccion del patégeno
Edwardsiella tarda (Taoka, Maeda, Jo, Kim, et al., 2006). Irianto & Austin, (2003)
encontraron resultados similares usando probiéticos muertos. Existe otros

mecanismos adicionales de los probioticos en peces (Gréfico 6).

Existe escasa informacién relacionado con el sistema inmune de la “concha de
abanico”. Mufioz et al., (2019) observaron que varios genes se transcriben en A.
purpuratus adultas cuando fue inoculado en el musculo aductor con Vibrio
splendidus muerto por calor y modula la microbiota de su entorno, aunque dicha

informacion no es muy clara.
Actividad antibacteriana

La alimentacion de rotiferos con aditivos alimentarios que contienen bacterias
vivas del acido lactico o esporas de Bacillus disminuyeron la cantidad de Vibrio
patdgenas en los rotiferos y mejoraron la tasa de supervivencia del rodaballo
(Gatesoupe, 1991). La administracion de la bacteria probiotica (de humanos) de
Clostridium butyricum, por via oral a la trucha arco iris (O. mykiss), mejoré la
supervivencia de los peces a la infeccién por V. anguillarum (Sakai et al., 1995),
igualmente componentes celulares de los probiéticos in vitro de Bacillus
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methylotrophicus y Bacillus subtilis tuvieron efecto probiético en Carpa Catla
(Mukherjee & Ghosh, 2016).
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Grafico 06. Mecanismos de accion de los probidticos en peces y otros organismos (Bermudez-Brito et al., 2012).

Los moluscos y las larvas filtran grandes volimenes de agua de mar diariamente,
siendo susceptibles a los cambios en la estructura de la poblacion bacteriana en
el agua (Burge et al., 2016). Las bacterias marinas sintetizan estructuralmente
diversas de metabolitos secundarios bioactivos (Andryukov et al., 2019), que
juegan un papel importante en la antagonizacién probablemente con bacterias
patégenas. Como consecuencia de ello, deberia establecerse un equilibrio entre
los microorganismos probioticos y los potencialmente patégenos. Kesarcodi-
Watson et al., (2016) han informado que los probiéticos Phaeobacter gallaeciensis,

Pseudoalteromonas sp., Neptunomonas sp., Alteromonas macleodii
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proporcionaron proteccion a larvas del molusco Pecten maximus cuando fue

desafiado con el patégeno V. pectenicida.

Jayaprakash et al., (2005) han sefialado que Micrococcus MCCB 104, una bacteria
marina aislada del agua del criadero demostré propiedades antagonistas
extracelulares contra varias especies de Vibrio y Aeromonas sp., bacterias
asociadas con los sistemas de cria de larvas de Macrobrachium rosenbergii.
También, se observd que B. subtilis aislado de intestino, disminuyé
significativamente el nimero de Aeromonas moviles, presuntos Pseudomonas y
coliformes totales, con un aumento de longitud y peso de peces ornamentales
vivos (Ghosh et al., 2008). De igual manera, varias especies de Bacillus y
Citrobacter freundii mostraron un efecto inhibitorio contra A. hydrophila in vitro en
Oreochromis niloticus (Aly et al., 2008).

También otro vibrio marino (cepa C33) tuvo efectos inhibitorios sobre el
crecimiento del patdgeno V. anguillarum-VAR utilizada en el cultivo en masa de la
‘concha de abanico” A. purpuratus, una de las fracciones (A2) obtenido de los
extractos de acetato de etilo de productos extracelulares de la cepa C33 tenia una
actividad antimicrobiana, se caracterizé de forma preliminar como un hidroxil éter
alifatico. Este compuesto demostro actividad bacteriostatica contra los importantes

patégenos marinos V. parahaemolyticus y V. splendidus (Jorquera et al., 2000).
Actividad antiviral

Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas spp. y corineformes tuvieron actividad antiviral
contra el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) en salmones
(Kamei et al., 1988). Li et al., (2009) demostraron que la alimentacion con una cepa
de B. megaterium aumenté la resistencia al virus del sindrome de la mancha
blanca (WSSV) en los camarones Litopenaeus vannamei. Asimismo, se
documentd que los Pseudomonas, Aeromonas/Vibrio, y corineformes tuvieron
efecto antiviral contra el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV)
(Kamei et al., 1988; Lakshmi et al., 2013).
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La aplicacién de probidticos de Lactobacillus como una cepa Unica o mezclada con
Sporolac mejoro la resistencia a la enfermedad contra la enfermedad viral

linfocistis de lenguado (Paralichthys olivaceus) (Harikrishnan et al., 2010).

Existe poco interés en la Ultima década en la evaluacién antiviral de los probidticos
en la acuicultura. Se han utilizado varios especies de Bacillus para mejorar la
inmunidad antiviral de los crustaceos (Kuebutornye et al., 2020; Sanchez-Ortiz et
al., 2016).

Actividad antifungica

Existen pocos estudios sobre el efecto antifungico de los probidticos. Aeromonas
media (cepa A199) aislados de agua dulce, en cultivo de anguilas (Anguilla
australis Richardson), presentaron actividad antagonista contra Saprolegnia sp.
También, se ha informado que la cepa de Aeromonas (cepa A199) protege a los
peces contra la saprolegniosis (Lategan et al., 2006). En un estudio separado, el
uso de varias especies de Pseudomonas sp. M162 y Janthinobacterium sp. M169
mostraron una inmunidad mejorada contra saprolegniasis en trucha arco iris
(Heikkinen et al., 2016). De igual manera, Lactobacillus plantarum exhibié actividad
inhibitoria contra Saprolegnia parasitica en bagre (Pangasius

hypophthalamus)(Nurhajati et al., 2012).

1.2.8 Probidticos en acuicultura
Papel de los probidticos en diferentes organismos acuicolas.

La acuicultura tiene un gran desafio en minimizar las enfermedades en las
diferentes etapas del proceso. A menudo cuando se produce a gran escala, los
organismos acuaticos son sometidos a estrés, por espacio, exceso de alimento,
deficiente calidad de agua, etc.; lo que conlleva a facilitar la presencia de
enfermedades. Una forma de controlar las enfermedades ocasionadas por

bacterias era usando antibiéticos, que a la larga obtuvieron resistencia
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antimicrobiana. Otra forma ecoamigable de controlar los microbios patdégenos en

acuicultura son los probidticos.

Las larvas y los alevines tienen una inmunidad subdesarrollada para defenderse
de los microbios patdgenos presentes en el cuerpo de agua. Por eso es
importante, agregar bacterias probidticas antes de la eclosion de los huevos,
porque la microbiota futura de las larvas y alevines y adultos incluyendo los
patdgenos depende en gran medida de la microbiota inicial.

Durante la eclosion intensiva de huevos y la cria de larvas marinas, pueden ocurrir
diversas formas de interaccion entre las bacterias y las superficies biol6gicas. Esto
puede resultar en la formacién de una microbiota indigena o ser el primer paso de
infeccidén. El desarrollo continuo de la acuicultura se basa en un mejor control
microbiano para prevenir la proliferacion y propagacion de patdogenos (Olafsen,
2001).

Los huevos de peces se mantienen a altas densidades en incubadoras con una
microbiota que difiere en nidmero y caracteristicas a la del mar, los huevos se
llenan de bacterias en horas después de la fertilizacion. Se ha reportado, que los
huevos de salmoénidos pueden estar poblados por un gran nimero de bacterias,
con 1073-10"6 bacterias por gramo (Yoshimizu et al., 1980). La microbiota diversa
qgue finalmente se desarrolla en la superficie del huevo refleja la composicion
bacteriana del agua; sin embargo, la adhesion especifica de la especie a los
receptores de superficie también puede afectar la composicion de la microbiota
(Olafsen, 2001).

La microbiota de los invertebrados marinos y el plancton puede estar dominada
por vibrios oportunistas o potencialmente patdgenos en ciertas épocas del afio, y
los invertebrados marinos pueden albergar bacterias que son patégenas para otros
organismos (Olafsen, 2001). Ademas, se reconoce que, hasta cierto punto, es
posible manipular la microbiota de los peces en desarrollo mediante el uso de
prebioticos, es decir, ingredientes alimenticios no digeribles que afectan
beneficiosamente a los probidticos y al huésped al estimular su crecimiento (Burr
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et al., 2005), los probidticos podrian colonizar los huevos y tracto digestivo
(Robertson et al.,, 2000). Una microbiota adherente relativamente densa, no
patégena y diversa presente en los huevos probablemente seria una barrera
efectiva contra la adhesién de patdgenos en los huevos de peces (Hansen et al.,
1992).

1.2.9 Impacto en peces

Los peces son una de las fuentes mas ricas en proteinas animales y es el sector
productor de alimentos mas rapido del mundo. La produccién de peces se
maximiza mediante la intensificacion con la adicion de dietas comerciales,
promotores de crecimiento y varios otros aditivos (Mohapatra et al., 2013). Muchos
investigadores, han sefalado que el uso de microorganismos probidticos o sus
productos secretados se utilizan en la acuicultura para controlar enfermedades y

reemplazar el uso de agentes quimioterapéuticos (Akter et al., 2016).

Se ha sugerido que la presion a gran escala en cultivo de peces, puede causar
cambios rapidos en las poblaciones de patégenos que probablemente tengan
efectos evolutivos duraderos sobre la virulencia de los patégenos, tal como
sucedié cuando se observo que la virulencia, el crecimiento y la capacidad
competitiva del patdogeno de peces Flavobacterium columnare increment6
(Sundberg et al., 2016).

La supervivencia y la resistencia a los patégenos también aumentaron
significativamente después de la suplementacion con probiéticos durante la vida
de larvas de rodaballo Scophthalmus maximus (Gatesoupe, 1997). Sin embargo,
se observ6 una mortalidad en el Salmon del atlantico (Salmo salar) cuando fueron
alimentados con Lactobacillus, como aditivo alimenticio y posteriormente fueron
desafiados con A. salmonicida (Gildberg et al., 1995); probablemente, como
indican los autores, la bacteria escasamente colonizo el intestino. Otro probidtico
nuevo es Aliivibrio que se agrega a través del agua para mejorar la supervivencia

y la tasa de conversion alimenticia del Salmon del atlantico adulto (Salmo salar)
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en comparacion con el control (Klakegg et al., 2020). Otros investigadores como
Putra et al., (2020) observaron que la adicion del probiético Bacillus NP5 en el
agua, mejoro resistencia a la infeccion por Aeromonas hydrophila en el Bagre
africano (Clarias gariepinus). También se han usado otros microorganismos, como

probioticos en peces (Cuadro 5).
1.2.10 Impacto en crustaceos

La carcinicultura (cria de camarones en viveros) es uno de los sectores mas
productivos y de notable aumento dentro de la acuicultura marina; aun asi, el
incremento del cultivo para satisfacer una demanda cada vez mayor ha
ocasionado un incrementado en enfermedades produciendo pérdidas econdémicas
cuantiosas (Toledo et al.,, 2018). Los organismos mas usados son Litopenaeus
vannamei (camaron blanco del pacifico) y Penaeus monodon (camaron tigre
negro) (Toledo et al.,, 2018). Se ha reportado que la administracién diaria de
probioticos a base de B. fusiforme incrementé la supervivencia de L. vannamei
(Guo et al., 2009) conduciendo a una mejora en el rendimiento del crecimiento al

aumentar la digestibilidad de los alimentos (Liu et al., 2009).

Zhou et al., (2010) encontraron que la especie de B. subtilis B10, B. coagulans
B16 y Rhodopseudomonas palustris G06, cuando se agregaron como aditivo al
agua aumentd significativamente algunas actividades del sistema inmune en

tilapia (Oreochromis niloticus).

Asimismo, Far et al., (2009) encontraron que los camarones L. vannamei tratados
con B. subtilis redujo el numero de Vibrio spp. en el tracto digestivo durante el
periodo cultivo; igualmente, la tasa de supervivencia, y los rendimientos fueron
significativamente mayores que los otros grupos tratados y de control. De igual
modo, B. cereus y Paenibacillus spp. redujeron la mortalidad de la larva de
Penaeus monodon cuando fue desafiado con el patdégeno Vibrio spp. (Ravi et al.,
2007).
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Cuadro 05: Probidticos empleados en peces. Adaptado de Mohapatra et al. (2013).

Probiético Parametros Especies investigadas

L. lactis DR, IR, GM Oncorhynchus mykiss,
Salmo trutta

Leu. mesenteroids DR, IR, GM, GP O. mykiss, S. trutta

L. sakei DR, IR, GM 0. mykiss, S. trutta

L. plantaram DR, GM, GP O. mykiss

L. rhamnosus DR, GP, GM, IR 0. mykiss

E. faecalis BC, GP, IR, DR O. mykiss, Lithobates catesbeianus

B. subtilis + B. licheniformis BC, DR, GM, GH, GP,  O. mykiss

B. subtilis DR, IR 0. mykiss, L. catesbeianus

E. faecium BC, FU, GM, GP, GH 0. mykiss

P. acidilactici BC, FU, GM, GP, SM O. mykiss

A. sobria DR, IR O. mykiss 0. mykiss

S. cerevisiae BC, BE, FU, GM, GP, O. mykiss

C. divergens DR, IR, GH, GM, GP O. mykiss, Salmo salar

C. maltaromaticum IR O. mykiss

C. inhibens DR, IR, GM O. mykiss, S. salar

Brachothix thermosphacta DR, IR 0. mykiss

A. hydrophila DR, IR O. mykiss

V. fluvialis DR, IR O. mykiss

Carnobacterium spp. DR, IR, GM O. mykiss

V. alginolyticus DR, IR, GM O. mykiss, S. salar

Ps. fluorescens DR O. mykiss

D. hansenii GM 0. mykiss

R. glutinis GM O. mykiss

Kocuria SM1 DR, IR O. mykiss

Enterobactor DR, IR O. mykiss

B. mojavensis DR, IR 0. mykiss

L. delbrueckii GH, DR, GM S. salar

Bifidobacterium bifidium IR L. catesbeianus

Zooshikella sp. IR Paralichthys olivaceus

V. anguillarum DR, IR 0. mykiss

Abreviaturas de los géneros: A., Aeromonas; B., Bacillus; C., Carnobacterium; D., Debaryomyces; E. Enterococcus,
L., Lactobacillus; La., Lactococcus; Leu., Leuconostoc; P., Pediococcus; Ps., Pseudomonas; R., Rhodotorula; S.,
Saccharomyces; V., Vibrio.

Parametros investigados: BC, composicion corporal; BE, enzimas de borde en cepillo; DR, resistencia a
enfermedades; FU, colonizacion en alimento; GH, histologia intestinal, GM, microbiota intestinal (incluida la
colonizacién de probidticos); GP, rendimiento de crecimiento; IR, respuesta inmunologica / hematologica; SM,
malformacion esquelética,
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Moriarty, (1998) us6 Bacillus como probiéticos en los estanques de cultivo de
camarones peneidos completando el periodo de crecimiento en 160 dias sin
ningun problema, en comparacion con casi el fracaso de los estanques de cultivo
donde no se uso Bacillus. En otro trabajo, Rengpipat et al. (2003) observé que, en
las estaciones calidas y frescas, los camarones cuando fueron alimentados con
suplemento Bacillus S11 crecieron significativamente mas y tuvieron una
supervivencia significativamente mayor que los camarones alimentados sin el
suplemento. La adicion de B. subtilis E 20 en la dieta de L. vannamei provoc6 un
incremento de la actividad fagocitica y una mayor actividad de eliminacién (Tseng
et al., 2009).

La adicion del Lactobacillus plantarum en el medio de cria de larvas de camarén
de mejord el crecimiento y la supervivencia de las larvas de Panaeus indicus
(Arumugam et al., 1999). Otra lactobacteria Lactococcus lactis AR21 estimulé el
crecimiento de rotiferos e inhibié el crecimiento de V. anguillarum (Shiri et al.,
1998).

En la misma ruta, Planas et al., (2004) encontraron que la adicion de la
Lactococcus casei, Pediococcus acidilactici aumento, tanto la tasa de crecimiento
maxima especifica, como la densidad maxima obtenible en los cultivos del rotifero
Brachionus plicatilis. Las larvas del camaron gigante de agua dulce,
Macrobrachium rosenbergii, tuvieron una mayor supervivencia cuando se
alimentaron con nauplios de Artemia enriquecidas con B. subtilis en comparacion
con las larvas alimentadas con Artemia no enriquecida (Keysami et al., 2007). Se

muestran en la Cuadro 6, probiéticos empleados en camaron.

1.2.11 Impacto en bivalvos

El uso de probidticos en el cultivo de organismos marinos se ha convertido, en las
Ultimas décadas, en una herramienta prometedora para la produccion de
criaderos, dada su capacidad para reducir las bacterias patdgenas (Avendafio &
Riquelme, 1999; Balcazar et al., 2006; Aditya Kesarcodi-Watson et al., 2008).
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El primer trabajo sobre probidticos en bivalvos fue realizado por Douillet &
Langdon, (1994), en esa época, no hizo evaluacién in vitro, ni desafio con un
patdégeno, se agregd directamente a las larvas axénicas de ostras del Pacifico,
Crassostrea gigas una bacteria CA2 que mejoré, tanto el crecimiento larvario,

como la supervivencia.

En un estudio sobre C. gigas, Gibson et al., (1998) encontré que la bacteria
Aeromonas media (cepa A199), fue capaz de inhibir 89 de las 90 cepas de Vibrio
probadas in vitro. Este antagonismo generalizado se probd en bioensayos con
larvas de ostras. Se descubrié que A199 fue capaz de prevenir la muerte de las
larvas cuando se desafi6 con el patégeno V. tubiashii hasta 105 UFC/mL, si A199
se inoculaba 1 hora antes a 10"4 UFC/ mL.

Se han realizado otras investigaciones sobre moluscos en “concha de abanico” de
Pecten maximus (Ruiz-Ponte et al., 1999), ellos encontraron que la cepa de
Roseobacter sp. (BS107) produjo antagonismo in vitro solo cuando el probiético
se cultivdé en presencia de otra bacteria que produce una molécula proteica. Se
han utilizado una serie de probioticos en el cultivo de camarones (Cuadro 6). Un
nuevo probidtico Phaeobacter inhibens cepa S4Sm, no solo produce el antibiético
TDA, sino también la formacion de biofilm (Zhao et al., 2016).

De igual modo, otras bacterias aisladas de cultivos larvarios producen también
sustancias que inhiben las bacterias patégenas (Riquelme et al., 2001). También,
se han usado Phaeobacter inhibens S4 (S4) y Bacillus pumilus RI06-95 (RI) para
proteger las larvas de las ostras orientales Crassostrea virginica, contra el desafio
bacteriano de Vibrio coralliilyticus RE2 (Sohn et al., 2016).

Los probidticos utilizados en la acuicultura de mariscos incluyen géneros de
Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus, Bacillus, Alteromonas, Clostridium,
Arthrobacter, Paenibacillus, Bifidobacterium, Pseudoalteromonas, Aeromonas,
Rhodosporidium, Roseobacesces, Phaeobacter, Vibrio (Ringg, 2020). De igual
manera, otras bacterias aisladas de cultivos larvarios producen también sustancias

gue inhiben las bacterias patégenas (Riquelme et al., 2001).
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El aspecto nutricional de las larvas de moluscos ha ganado mucha importancia en
los dltimos afios. Douillet & Langdon, (1994) observaron un mayor crecimiento de
las larvas de Crassostrea gigas cuando se suplementaron con la cepa bacteriana
CA2 como suplemento alimenticio. Una cepa bacteriana identificada como
Aeromonas haloplanctis, obtenida de las gonadas de la “concha de abanico” (A.
purputatus) mostro actividad inhibidora in vitro contra muchas bacterias patdogenas
como V. ordalii, V. parahaemolyticus, V. anguillarum y A. hydrophila (Riquelme et
al., 1996).

1.2.12 Efecto de los probidticos en el metabolismo de organismos acuaticos.

En todas las dietas suplementadas con tres probiéticos, los alevines de pez Labeo
rohita tuvieron un mayor crecimiento, retencion de nutrientes y digestibilidad y una
relacion de conversién alimenticia mas baja. La poblacidén bacteriana heterotroéfica

total en el intestino se redujo drasticamente (Mohapatra et al., 2012).

Con mayor énfasis, existen estudios para maximizar el crecimiento usando dietas
con probidticos, entre ellos a Enterococcus faecium en Oreochromis niloticus
(Tachibana et al., 2020). Otros autores evaluaron el efecto en el crecimiento
usando B. subtilis, B. licheniformis y Enterococcus faecium (Merrifield, Harper, et
al., 2010), el efecto en la microbiota intestinal (Merrifield, Bradley, et al., 2010),
efecto en la adhesion intestinal (Merrifield, Harper, et al., 2010). También,
emplearon como probiotico células liofilizadas (Merrifield et al., 2011), células
muertas (formalizadas o sonicadas) (Brunt & Austin, 2005; Irianto & Austin, 2003;
Newaj-Fyzul et al., 2007). Se han usado diferentes probiéticos en larvas, juvenil y

adulto contra Vibrio patdogeno (Cuadro 7) en moluscos.
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Cuadro 06: Probioticos empleados en el cultivo de camardn y sus principales
efectos a nivel de postlarva. Adaptado de Toledo et al. (2018).

Especie probidtico

Especie crustaceo

Administracion

Efectos benéficos

Bacillus sp.
Bacillus subtilis
Bacillus spp.
Bacillus sp.
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
de amonio,
Arthrobacter sp.

Psychrobacter sp.

Producto comercial

Penaeus monodon
Penaeus monodon
Penaeus monodon
Penaeus monodon
Penaeus monodon

Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei

(Rhodopseudomonas palustris,

Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus casei
S. cerevisiae)
Lactobacillus spp.

Bacillus endophyticus
B. tequilensis y; Alibio
(producto comercial)
Bacillus sp.

Bacillus spp.
(producto comercial:
Protexin Aquatech)
Bacillus licheniformis
B. subtilis y B. subtilis
subsp. subtilis

Adicion al agua
Adicion al agua
Aditivo alimenticio
Aditivo alimenticio
Adicion al agua

Adicion al agua

Adicién al agua

Adicion al agua

Adicion al agua

Marsupenaeus japonicus Aditivo alimenticio

Litopenaeus vannamei

Adicion al agua

Fennerpenaeus chinensis Adicion al agua

Fenneropenaeus indicus Aditivo alimenticio

Litopenaeus vannamei

Aditivo alimenticio

Mejora la supervivencia frente
a Vibrio spp.
Mejora la supervivencia frente
a Vibrio spp.
Mejora la supervivencia frente
a Vibrio sp., la resistencia a estrés
Mejora la supervivencia frente
a Vibrio sp. y estimula crecimiento
Mejora la supervivencia frente
a Vibrio spp.
Mejora la calidad del agua (reduccién
nitrito y nitrato) y estimula el
crecimiento
Mejora la supervivencia, la
velocidad de crecimiento
y el estado inmunoldgico
Mejora la supervivencia,
estimula el crecimiento
y el sistema inmune
Mejora la supervivencia,
estimula el crecimiento
y reduce el tiempo de
produccion

Mejora la supervivencia y
estimula el sistema inmune
Mejora la supervivencia

y modula la composicién de la
microbiota intestinal

Estimula el sistema inmune

y el crecimiento, reduce el estrés
oxidativo

Mejora la supervivencia y
estimula el crecimiento

Actividad antiviral, mejora la
supervivencia

estimula el crecimiento y el
sistema inmune
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Antagonismo antimicrobiano

Existe evidencia acumulada de que los probiéticos son efectivos para inhibir una
amplia gama de patdgenos de peces. Por ejemplo, una cepa de Carnobacterium
sp., aislada del intestino del salmoén del Atlantico demostré antagonismo in vitro
contra los patdgenos A. salmonicida, Streptococcus milleri, Photobacterium
damselae subsp. piscicida, V. ordalii, V. anguillarum y Yersinia ruckeri cuando fue
alimentado con el probidtico durante 14 dias, e indico efectividad para reducir la
enfermedad causada por A. salmonicida, V. ordalii e Y. ruckeri, pero no por V.

anguillarum (Robertson et al., 2000).

Cuadro 07: Probioticos usados en el cultivo de moluscos en Chile. Adaptado de
De La Fuente et al., (2015).

Molusco beneficiado  Etapa Especie probidtica Especie patogénica

A. purpuratus Larva Alteromonas haloplanktis Vibrio sp., Aeromonas hydrophila
A. purpuratus Larva Vibrio sp. Vibrio anguillarum-related
A. purpuratus Larva Arthrobacter sp. Vibrio anguillarum-related
A. purpuratus Larva Pseudomonas sp. Vibrio anguillarum-related
A. purpuratus Larva Bacillus sp. Vibrio anguillarum-related
Concholepas Larva Bacillus sp. Vibrio parahaemolyticus

C. concholepas Larva Bacillus pumilus Vibrio parahaemolyticus
Concholepas Larva Bacillus pumilus Vibrio parahaemolyticus
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Vibrio sp. Vibrio parahaemolyticus
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Vibrio sp. Vibrio parahaemolyticus
Haliotis rufescens Juvenil/adulto  Agarivorans albus Vibrio parahaentolyricus
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Amin et al., (2020) sefialaron que aisld del tracto intestinal del abulén hibrido
(Haliotis laevigata x H. rubra) a Enterococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus lactis y Enterococcus lactis, que exhibieron actividades antagonistas
contra patégenos bacterianos Vibrio alginolyticus, Listeria monocytogenes.

En el camardn Penaeus vannamei se observo que Vibrio P62, Vibrio P63y Bacillus
P64 tuvieron efectos inhibitorios in vitro contra el patégeno V. harveyi (Gullian et
al., 2004).

Efecto sobre el crecimiento

Se observdO una mejor supervivencia y crecimiento de las larvas halibut
Hippoglossus L.) como resultado de ofrecer presas vivas tratadas con bacterias
nativas seleccionadas (Bjornsdottir et al., 2010). En concordancia con lo anterior,
numerosos trabajos han demostrado que la adicion de probiéticos puede mejorar
las tasas de crecimiento y el aumento de peso de los peces, incluidos en los
salmonidos (Bagheri et al., 2008; Taoka, Maeda, Jo, Jeon, et al., 2006). El ultimo
autor anterior también, observo que la adicion de Bacillus spp. mejoro la tasa de
crecimiento especifica, relacion de conversion alimenticia y la relacion de eficiencia

de proteinas.

La investigacion realizada por Shinde et al. (2008) determin6 que post larva de
Macrobrachium rosenbergii cuando fueron alimentados con un consorcio
microbiano que contenia las bacterias: Streptococcus faecium, Lactobacillus
plantarum, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum,
Streptococcus thermophilus; y hongos: Torulopsis spp. y Aspergillus oryzae,

observaron un incremento en peso y en tasa de eficiencia alimenticia en las larvas.
Efecto sobre la microbiota intestinal

El intestino es un érgano importante donde los patégenos y probidticos compiten
en varios niveles; entre ellos, la colonizacion del tejido y liberacién de enzimas. La
dieta administrada en forma continua juega un factor critico en la colonizacién del

epitelio intestinal por las bacterias probidticas de grupo LAB, Bacillus spp. en
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trucha marron (Salmo trutta), trucha arcoiris (O. mykiss) (Bagheri et al., 2008;
Balcazar et al., 2007; Merrifield, Bradley, et al., 2010). Del mismo modo, Mohapatra
et al., (2012) notaron una disminucion significativa en el recuento de bacterias
heterotréficas totales cuando fue agregado en la dieta, una mezcla de los
microbios probioticos, sugiriendo que la tasa de colonizacion de los tractos
digestivos de los alevines de trucha arcoiris O. mykiss se vio afectada por el nivel

de bacterias en la dieta.

En el Peru, Gutiérrez, (2012) observé que cuando fue usado alimento extruido
suplementadas con Amino Plus, probidtico comercial, que contiene Lactobacillus
y Streptococcus y Saccharomyces cerevisiae en una especie hibrida de peces,

mejoro la tasa de crecimiento y indice de conversion.
Efecto sobre las enzimas digestivas.

El sistema digestivo es muy susceptible a la composicion de los alimentos y el
fotoperiodo. Las larvas japonesas de lenguado Paralichthys olivaceus y los
juveniles del pez Miichthys miiuy fueron alimentadas con el rotiferos Brachionus,
Artemia nauplii notdndose un cambio de las enzimas lipasa y la tripsina por efecto
del alimento y el fotoperiodo, respectivamente (Bolasina et al., 2006; Shan et al.,
2008). Otros investigadores como Tovar et al., (2002) informaron resultados
similares, ellos indicaron que la amilasa y tripsina aumentaron en la larva de lubina
(Dicentrarchus labrax) cuando fueron alimentados con levadura viva
Debaryomyces hansenii. Asimismo, Mohapatra et al., (2012) encontraron un nivel
elevado de actividades de las enzimas digestivas (proteasa, amilasa y lipasa) en
alevines del pez Labeo rohita cuando se aliment6 en forma conjunta de B. subtilis,

S. cerevisiae y Lactococcus lactis.

Las enzimas digestivas liberadas por lo probiéticos le confieren al hospedero una
ayuda nutricional. Por ejemplo, la adicion de bacterias probioticas B. subtilis,
Lactobacillus plantarum en el alimento mejoré las actividades enzimaticas:
amilasa, proteasa y lipasa en el tracto gastrointestinal de la tilapia del Nilo
Oreochromis niloticus (Essa et al., 2010). Situacion parecida obtuvieron Djauhari
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et al., (2016), quienes suplementaron los alimentos con probidticos, obteniendo
como resultado un mayor recuento total de probiéticos en el intestino, con un

mayor valor de actividad de amilasa, proteasa y lipasa.
Efecto sobre sistema inmune.

Existe poca informacion de la evaluacion del sistema inmune en camarones. En
los crustaceos se basa en respuesta celular, asi como también respuesta humoral,
de modo que ambos ejercen una accién para eliminar microorganismos
probablemente patégenos. Durante estas reacciones conjuntas intervienen los
hemocitos, los cuales constituyen la fraccion celular de la hemolinfa (Olsen et al.,
1991).

Se observo niveles mas altos el estado inmunitario como: actividad bactericida,
lisozima, complemento, actividad alternativa de la via del complemento, titulo de
anticuerpo; también, aumento de peso y relacion de conversién alimenticia y
mortalidad reducida cuando la trucha arcoiris (O. mykiss) fue alimentado con el
suplemento oligosacéarido de manano (MOS) derivado de la pared celular de S.

cerevisiae (Staykov et al., 2005).

La administracion de dieta suplementada con Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
y B. subtilis inactivadas por calor en juveniles del pez Sparus aurata L. aumentaron
IgM del suero, granulocitos acidéfilos y actividad fagocitica (Salinas et al., 2008).
En forma similar, Balcazar et al., (2007) encontraron que actividad alternativa del
complemento en el suero, niveles de inmunoglobulina sérica fueron mas altos
cuando se administré Lactobacillus sakei y Leuconostoc mesenteroides en trucha

marron (Salmo trutta).

Tanto, los componentes subcelulares del patdgeno V. harveyi, como los
“probidticos” A3-47 (Aeromonas salmonicida) y A3-51 (A. sobria) fueron exitosos
para la estimulacion de la inmunidad y la prevencién de las infecciones por V.
harveyi en la trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum). Las pruebas in
vivo determinaron que los peces alimentados con A3-51 produjeron anticuerpos

de reaccién cruzada contra V. harveyi, a nivel de la membrana externa y productos
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extracelulares del patégeno. También, la supervivencia de estos peces infectados
con V. harveyi fue alta, siendo similar al nivel alcanzado con los peces vacunados
(Arijo et al., 2008). En forma similar, Tachibana et al., (2020) encontraron que el
analisis del estallido respiratorio se incrementd en tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) cuando se agregd en la dieta, el probidtico Enterococcus faecium en

pulsos de 14 dias frente al desafio del patdgeno A. hydrophila.

La barrera intestinal sirve como defensa de primera linea en los camarones.
Clostridium butyricum (CB) puede producir &cido butirico que proporciona energia
para las células epiteliales del intestino del huésped. La adicion de CI. butyricum
en la dieta mostro un resultado beneficioso en la salud intestinal de L. vannamei al
modular la composicidon del microbioma intestinal, mejorar la actividad del
metabolismo microbiano y promover la digestion e inmunidad del huésped (Duan
et al., 2018).

Es importante el uso de probidticos vivos. Reyes-Becerril et al., (2008) han
reportado que cuando se alimentd a Sparus aurata L. con levaduras viva
Debaryomyces hansenii durante 4 semanas encontré que los niveles de expresion
del gen C3 (gen del complemento) estaba significativamente regulada por la dieta
experimental; mientras que, los otros genes estaban significativamente
desregulados. El intestino mostré una mayor expresion de los genes TCR-b (T-cell
receptor b), C3 (gen del complemento) y TNF-a (Tumour necrosis factor a) cuando
se administro la levadura y el nivel de ARNm de C3 aumentd hasta 365 veces en
el grupo alimentado con levadura en comparacion con los peces alimentados con

la dieta de control; asimismo, incremento el sistema inmune innato.
Respuesta probiotica al estrés
Infeccion patégena

A. hydrophila es una bacteria Gram negativa omnipresente de los ambientes de
agua dulce y es un patégeno bien conocido de muchas especies de peces

cultivados y silvestres, incluyendo carpa (Cyprinus carpio), bagre de canal
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(Ictalurus punctatus), lubina rayada (Morone saxatilis), lobina negra (Micropterus

salmoides) y tilapia (Oreochromis spp.) (Baumgartner et al., 2017).

Se han aislado de un vieira Yesso (Patinopecten yessoensis) en Corea, en gran
proporcion, A. salmonicida y A. hydrophila que secretan muchas enzimas
extracelulares como hemolisinas, lipasas, proteasas y DNasa que causan la
degradacion de los componentes de la célula huésped, lo que acelera la infeccion
(De Silva et al., 2019). También, se ha aislado A. hydrophila de larvas enfermas
de A. purpuratus de una epizootia, dicho patdgeno fue resistentes a la mayoria de
los agentes quimioterapéuticos probados: novobiocina, ampicilina, cloranfenicol,
tetraciclina, oxitetraciclina, estreptomicina, eritromicina, trimetrofina sulfonamida y
Trimetrofin sulfametoxazol (Riquelme et al., 1996). Ellis et al., (1981) mencionaron
gue A. salmonicida libera productos extracelulares produciendo forunculosis en
peces salmoénidos. A. salmonicida produce una proteasa (Price et al., 1989),

probablemente sea un factor de virulencia.

Se conoce que la supervivencia de las bacterias en ambientes acuaticos se ve
afectada por una variedad de parametros que incluyen desde la concentracion de
sal, la presencia de metales pesados, el pH, cantidad de nutrientes y la
temperatura. La bacteria patégena A. hydrophila habita como un componente
‘normal” de la microbiota intestinal de los peces, que exhiben respuestas
hemotoxicas que pueden causar mortalidad en masa en varias especies de peces,
como carpa, cabeza de serpiente, gouramies y bagre. Se considera como agente
etiolégico de la septicemia hemorrégica, septicemia asintomética, infeccion

ulcerosa, pudricion de la cola y pudricién de la aleta (Das et al., 2006).

Irianto & Austin (2003) revelaron que las bacterias inactivadas con formalina de A.
hydrophila A3-51 y Carnobacterium BA211, cuando se aplica como aditivo para
piensos, muestra un efecto beneficioso en el control de la infeccion por A.
salmonicida atipico en alevines de trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss. En se
mismo contexto, Raida et al., (2003) , encontraron que mejoro la resistencia contra
la infeccion por Yersinia ruckeri cuando las truchas fueron suplementadas con

esporas de B. subtilis y B. licheniformis (BioPlus2B).
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Recientemente, Kim et al., (2010) reportaron que la administraciéon de una dieta
enriguecida con Zooshikella sp. cepa JE-34 (bacteria marina), aislada de
sedimento marino, mejoré la respuesta inmune innata, y el crecimiento en
lenguado del olivo (Paralichthys olivaceus) cuando fue desafiado con el patégeno
Streptococcus iniae; probablemente, la exclusién competitiva sea el mecanismo
de inhibicion del crecimiento del patdgeno A. hydrophila por B. cereus (Lalloo et
al., 2010). En la Cuadro 5 se proporciona un resumen de los diferentes probidticos

probados contra varios patégenos especificos de peces.
Mejora el efecto sobre el estrés oxidativo.

Ademas de la presiéon del patégeno, el langostino peneido adulto Litopenaeus
stylirostris esta sujeto a perturbaciones ambientales especialmente el oxigeno
disuelto e incluso cuando fue desafiado a 28 °C, la hiperoxigenacion minimizo la
mortalidad (Wabete et al., 2008). También, la exposicion a contaminante como
PCB (Bifenilo policlorado), DDT (Diclorodifeniltricloroetano) en el agua provoca un
estrés oxidativo incrementando actividad de superdxido dismutasa y catalasa en
peces (Ferreira et al., 2005) y si se agrava en algunos casos provoca cambios en
los estados fisioldégicos cuando se expone a hipoxia e hiperoxia en camarones
(Zenteno-Savin et al., 2006).

Todos estos estresores incrementan el nivel oxidativo que pueden mitigarse con
el uso de los probidticos que aumenta el estado antioxidante. Se evalud el efecto
del probiético Pediococcus acidilactici MA18/5M en camarones, Litopenaeus
stylirostris cuando fueron expuestos al patégeno V. nigripulchritudo encontrdndose
gue las enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa y catalasa en la
glandula digestiva fueron menores (Castex et al., 2009). Resultados similares
obtuvieron Tovar-Ramirez et al., (2010), que encontraron que el grupo alimentado
con Debaryomyces hansenii mostré un crecimiento mas alto y niveles mas bajos
de actividad de enzimas antioxidantes peroxidasa de glutatibn y superoxido

dismutasa cuando fue alimentada con la levadura.
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Estudios recientes han evidenciado que las proteinas de choque térmico, que
llevan a cabo funciones de limpieza intracelulares cruciales y caracteristicas
inmunorreguladoras extracelulares inesperadas, son importantes para mantener
la integridad de la barrera mucosa y la homeostasis intestinal. Probablemente,
sea evidente que la microbiota entérica incluyendo los probidticos aumente la
inmunidad por la produccion de proteinas de choque térmico. Asimismo, Varela et
al., (2010) reportaron que el uso de probiético Pdpl1, una bacteria probiética de la
familia Alteromonadaceae control6 el aumento en el nivel de cortisol cuando se
sometié a una condicion de estrés debido a una alta densidad de poblacion en

juveniles de Dorada, Sparus auratus.

El uso de probioticos en muchos casos es dificil en la industria debido a la baja
viabilidad de las bacterias después de la granulacion, durante el almacenamiento,
asi como a los problemas con la manipulacién y preparacion de los alimentos. Una
alternativa para mejorar el efecto sobre el estrés oxidativo, son los prebidéticos. En
lugar de introducir bacterias probidticas solas, se agrega los prebidticos que
estimula las poblaciones de microbiota indigenas beneficiosas seleccionadas
(Lauzon et al., 2014). En la Cuadro 8, se muestran los principales candidatos a
prebioticos en acuicultura y en Grafico 7, se sefala los mecanismos de accion de

los probioticos en el camaron.
1.2.13 Prebidticos

Un prebidtico es un ingrediente alimenticio no digerible en el hospedero que afecta
beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la
actividad de una o un numero limitado de bacterias y asi mejorar la salud del
huésped (Ringg et al., 2010). A pesar de las ventajas sefialadas en los mamiferos
existen pocos estudios en el cultivo de peces y mariscos en comparacion con los
probidticos (Gibson et al., 2004; Ringg et al., 2010). Se han investigado el efecto
sobre el crecimiento, conversion alimenticia, microbiota intestinal, dafio/morfologia
celular, resistencia contra bacterias patégenas y parametros inmunes innatos, y

otros parametros en peces y mariscos (Cuadro 8).
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Gréfico 07. Accién de los probidticos en el camarén. La inhibicién directa de patdgenos mediante
la modulacién del sistema inmune del camarédn, la producciébn de sustancias
inhibidoras que podrian interactuar directamente con patdégenos y también son
capaces de manipular la microflora y las condiciones fisicoquimicas del ecosistema
del estanque (Trujillo et al., 2017).

1.2.14 Probi6ticos comerciales

En el mercado existen probidticos comerciales para diferentes usos, y resultados.
No siempre su uso obtiene resultado adecuados. El probiotico comercial CA 'y el
probiético FG (Bacillus sp. y Lactobacillus sp.) no mostraron ninguna proteccion
significativa contra la infeccion por Pseudomonas fluorescens 58°C cuando los

peces fueron alimentados con el probiético (Abraham et al., 2008).
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Cuadro 08: Prebidticos candidatos para acuicultura. Adaptado Mohapatra et

al., (2013).

Prebidticos =~ Parametros investigados Especies evaluadas

Gro Biotac A»  Eficiencia alimenticia, explosion respiratoria,Robalo rayado hibrido (Morone chrysops X
resistencia contra Streptococcus iniae, Morone saxatilis)
rendimiento de crecimiento

GOS Rendimiento de crecimiento, mejor Salmoén del Atlantico (Salmo salar)
utilizacién, composicién corporal
Proteina y valores organicos de ADC Tambor rojo (Sciaenops ocellatus)

MOS Rendimiento de crecimiento, utilizacion Salmoén del Atlantico (Salmo salar)
de piensos, composicion corporal, histologia,
intestinal. Resistencia a infeccion parasitaria

FOS Rendimiento de crecimiento, hematologia Canal de bagre (/ctalurus punctatus)
o funcion inmune, supervivencia larval, Langosta europea (Homarus gammarus)
desarrollo morfoldgico de etapas juveniles
Microbiota intestinal, histologia, Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Rendimiento de crecimiento, respuesta
inmune, composicion corporal

scFOS Velocidad de crecimiento, efecto en la Larvas de rodaballo (Scophthalmus maximus)
microbiota, velocidad crecimiento Tilapia hibrida (Oreochromis niloticus X
conversion, supervivencia Oreochromis aureus)

X0S Ganancia de peso, conversion Camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimenticia
Crecimiento, supervivencia Carpa cruciana (Carassius auratus gibelio)

AXOS Crecimiento, produccién de butirato Bagre africano (Clarius gariepinus)
Microbiota en intestino, Esturion siberiano (Acipenser baeri)
produccion de butirato, crecimiento

IMO Poblacion microbiana, resistencia, Camarén blanco del pacifico (Lifopenaeus
Respuesta inmune a WSSV vannamei)

Inulina Susceptibilidad contra Tilapia (Tilapia aureus)

A. hydrophila'y E. tarda

Dafio celular intestinal, ITVC,
Control de la microbiota

Dario celular intestinal, crecimiento
Dafio celular intestinal, inhibicion
de fagocitosis

Char artico (Salvelinus alpinus)

Salmoén del Atlantico (Salmo salar)
Dorada (Sparus auratus)

FOS, fructooligosacaridos; scFOS, fructooligosacaridos de cadena corta; MOS, mananoligosacaridos; GOS,
galactooligosacaridos; XOS, xilooligosacaridos; AXOS, arabinoxilooligosacaridos; OMI, isomaltooligosacaridos; TVC,
recuento total viable; ADC, coeficiente de digestibilidad aparente



Cuadro 09: Probioticos comerciales usado en acuicultura Adaptado de
Cruz et al., (2012); Shefat, (2018).

Martinez

Microorganismos Especies objetivo
Bacillus sp. Bagre, Peneidos
Carnobacterium divergens Gadus morhua
Alteromonas sp. Crassostrea gigas
Lactobacillus helveticus Scophthalmus maximus
Lactobacillus lactis Brachionus plicatilis
Streptococcus thermophilus Scophthalmus maximus
Streptomyces Xiphophorus helleri
Lactobacillus casei Poeciliopsis gracilis

Bacillus sp. Vibrio sp.
Bacillus coagulans
Enterococcus faecium
Lactobacillus rhamnosus
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas sp.
Roseobacter sp.
Saccharomyces cerevisiae
Phaffia rhodozyma
Vibrio alginolyticus

Vibrio fluvialis
Carnobacterium sp.
Lactobacillus acidophilus
Bacillus spp.
Lactococcus lactis
Lactococcus helveticus
Bacillus sp. y Vibrio sp.
Carnobacterium sp.
Lactobacillus acidophilus
Shewanella putrefaciens
Bacillus sp.

Lactobacillus acidophilus
Bacillus coagulans
Lactobacillus delbrueckii
Saccharomyces sp.
Bacillus subtilis
Pediococcus acidilactici
Bacillus subtilis
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Vibrio alginolyticus
Aeromonas schubertii
Paracoccus denitrificans
Phenylbacterium sp
Gluconobacter sp

Macrobrachium rosenbergii
Cyprinus carpio, koi
Anguilla

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Vieiras, larvas
Litopenaeus vannamei
Litopenaeus vannamei
salménidos
Oncorhynchus mykiss
Hepialus gonggaensis
Clarias gariepinus
Farfantepenaeus brasiliensis
Epinephelus coioides
Scophthalmus maximus
Macrobrachium rosenbergii
Hepialus gonggaensis
Clarias gariepinus
Solea senegalensis
Penaeus monodon
Clarias gariepinus
Pennaeus vannamei
Dicentrarchus labrax
Penaeus monodon
Paralichthys olivaceus
Litopenaeus stylirostris
Poecilia reticulata
Danio rerio
Xiphophorus helleri
Xiphophorus helleri
Gadus morhu

Gadus morhu

Gadus morhu

Gadus morhu

Gadus morhu
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Varios productos comerciales han tratado de explotar la misma idea de que las
bacterias que mejoran la calidad del agua pueden ser beneficiosas para la salud
animal.

Por ejemplo, se uso “bacteria”, Aquatic Warehouse; “Biostart”, Advanced
Microbial Systems; “BRF-1A, BRF-13A, PB-32, PBL-44”, Enviro-Reps
International; “Liqualife”, Cargill; “microbial and enzymic products”, Alliance
Bioremediation and Composting; “PondPro-VC”, Biomanagement Systems,
Wellington Point; “probiotics”, Contessa, ZB Industries (Gatesoupe, 1999).

Estos productos se conocian como "probidticos" (Cuadro 9) y la mayoria de ellos
posee bacterias nitrificantes y/o Bacillus spp.(Gatesoupe, 1999). A continuacion

(Cuadro 9), se muestran otros probiéticos comerciales.

1.2.15 Seguridad y evaluacién de probidticos.

En referencia al analisis econémico y de acuerdo con el precio de mercado se
registr6 ganancia hasta del 30% cuando la dieta fue suplementada con
probiotico/prebidtico comercial Biogen, que contenia alicina, enzima hidrolitica,
esporas de B. subtilis y extractos de ginseng, en Tilapia del Nilo Oreochromis
niloticus (L.) (El-Haroun et al., 2006). Usando el mismo probiético comercial, El-
Dakar et al., (2007) reportaron una reduccion en el costo de alimentacion de un

73-78 % en el cultivo del pez conejo Siganus rivulatus.

También, es necesario tener en cuenta, que cuando cambian las condiciones
“optimas” o cuasi optimas del cultivo de los organismos acuéticos de temperatura,
pH, tipo de alimento, oxigeno disuelto, contaminantes de origen antropomorfo; se
desencadena la proliferacion de microbios oportunistas que normalmente viven en
el ambiente y aprovechan el estrés del hospedero. Generalmente, cuando se
cultiva a gran escala, se procura maximizar el numero de individuo por espacio,
descuidando a veces que se acumula productos de desecho como nitratos, nitrito,
sulfuro de hidrogeno, que no se neutraliza, lo que provoca un sistema inmune

deficiente.
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1.3.Formulacion del problema de investigacién

Antes de la produccién y comercializacion de los probiéticos a escala comercial,
es importante verificar la inocuidad del candidato a probiético en condiciones de
estrés para minimizar los riesgos potenciales, preferentemente debe usarse
microbios identificados como seguros GRAS (Generally Recognized as Safe)
como Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, Bifidobacterium,
Bacillus. También debe tener en cuenta, la relacion dosis-efecto en las diferentes

etapas del cultivo (Verschuere, Heang, et al., 2000)

Actualmente en el Perq, existe poca informacién en revistas de la especialidad,
sobre el uso de probidticos en la acuicultura. Se menciona algunos reportes de
probioticos vivos en peces. Saldafa, (2011), reportd el uso de la viscera de A.
purpuratus usando Lactobacillus sp. en el crecimiento de alevines de Oreochromis
niloticus; situacion similar, Gutiérrez, (2012) evalué el efecto de un probidtico
comercial (Amino Plus) que contenia Lactobacillus, Streptococcus y S. cerevisiae
en el crecimiento de una especie hibrida. Quispe, (2017) aisl6 bacterias nativas
del tracto intestinal de “trucha arcoiris” del género Lactobacillus y Bacillus con

propiedades probidticas frente a Yersinia ruckeri; mas no uso el probidtico aislado.

En la Universidad Nacional del Santa existen tesis de pregrado relacionados con
el uso de probidticos; Melgarejo, (2016) solo realizo el aislamiento lactobacteria
BG10 con actividad inhibitoria contra los patégenos de L. vannamei: V. harveyi y
Shewanella algae. Cabrera & Marcelo, (2017), estimo el efecto de la
administracion de S. cerevisiae en la proliferacion de hemocitos Cryphiops
caementarius. Chafloque & Choquehuanca, (2018) evalu6é el efecto de
Lactobacillus sp. y S. cerevisiae, como suplemento en dietas, sobre el crecimiento
y supervivencia de alevines de Piaractus brachypomus “paco” en laboratorio. En

la presente investigacién planteamos la siguiente interrogante:

¢Cual es el efecto de la adicion de bacterias probidticas naturales en la
supervivencia de larvas de Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) frente a Vibrio

anguillarum y Aeromonas salmonicida?
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1.4.Delimitacion del estudio

La presente investigacion se desarroll6 con material y equipos del Laboratorio de
Investigacion de la Universidad Nacional del Santa en los meses de enero 2018 a
mayo 2019.

El estudio ha obedecido a una investigacion aplicada y de tipo experimental
enfocada en dos etapas: la primera en el aislamiento de bacterias candidatas a
probioticas procedente de intestino de A. purpuratus adultas y la segunda en el
desafio de las bacterias aisladas candidatas a probiética frente al desafio de
bacterias patdgenas V. anguillarum, A salmonicida en larvas de A. purpuratus.

Los datos recopilados fueron procesados y examinados a través de la estadistica,
donde se interpreté en base a los resultados de las variable dependientes e

independientes para arribar a las conclusiones segun los objetivos planteados.
1.5 Justificacion e importancia de la investigacién

1.5.1 Justificacion del problema

En el proceso de produccién de “concha de abanico” A. purpuratus, un punto critico
es la etapa inicial de obtencién de larvas ya sean de ambientes naturales que
normalmente son escasas o0 de hatcheries. En la etapa inicial existe una alta
mortalidad de las larvas de la “concha de abanico”, lo que afecta la obtencién de
semilla en un numero apropiado; provocando, a) no tener semillas disponible para
el asentamiento y posterior siembra y cosecha, b) probablemente una alta
mortalidad en los cultivos suspendidos debido a que depende la microbiota inicial
de la eclosion de las larvas, c) indirectamente por una alta carga microbiana
probablemente de patdgenos y d) problemas econémicos directo e indirectos a la
empresa productora. Por eso, en esta investigacion se pretende el aislamiento y
evaluacion de bacterias probioticas benéficas que contrarresten los efectos de los
patégenos larvales, a partir de intestino de “concha de abanico” adultas y

saludables.
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1.5.2 Importancia de la investigacion

La acuicultura es el sector de mas rapido desarrollo de la industria agroindustrial
y, aunque el crecimiento se ha desacelerado en las ultimas dos décadas, la
produccion acuicola (excluyendo plantas acuaticas y algas) se ha incrementado
de 59 millones de toneladas en 2010 a 73.4 millones de toneladas en 2014 (FAO,
2016).

La acuicultura peruana viene experimentado un crecimiento significativo en las
tltimas décadas, tal es asi que los volimenes de cosechas en 1993 fueron de
4.753 ty en el 2013 fue de 105.158 t incrementandose cerca 22 veces (Baltazar &
Palacios, 2015). Una de las especies de mayor crecimiento es la produccién de
“concha de abanico” para el 2009 fue 8.041 t por un valor de 40 136.236 US$ con
un incremento para el 2013 de 105 158 t por un valor 140.0444. 267 US$, superior
a la produccion de langostinos. En el area marina, el cultivo de “concha de abanico”
dentro de las cinco especie con mayor exportacion al 2013 represent6 el 49% del
total; en cambio, el cultivo de trucha, tilapia y paiche juntos representd 3.61%
(Baltazar & Palacios, 2015).

La produccion de “conchas de abanico” (A. purpuratus) en el Perd se ha
incrementado aceleradamente en las ultimas décadas debido a su gran demanda
en los mercados internacionales (Mendo et al., 2008), llegando a 19 mercados
internacionales, en su mayoria el mercado Europeo y Estados Unidos (Vivar,
2016).

Para el 2014 (periodo enero-noviembre) segun (ADEX, n.d.) se exportaron
US$ 115,1 millones en total, siendo los principales mercados Estados Unidos con
US$ 50 millones y Francia con US$ 29 millones. Ambos destinos concentraron

43.7% y 34.6% de los envios totales, respectivamente (Vivar, 2016).

El crecimiento de la acuicultura se ha favorecido principalmente por la expansion
de area de crianza, incremento de los sistemas de cultivo, manejo de la
reproduccién, mejora genética, control de patdgenos, disponibilidad de alimento

preparados e incorporacion de nuevas especies. Una de las necesidades urgentes

58



en los sistemas de cultivo semi intensivos e intensivos es el conocimiento,
preferentemente en la identificacion temprana de enfermedades en las “conchas

de abanico”, especialmente en el cultivo larval.

Las epizootias se estan incrementando notablemente provocando graves pérdidas
econdmicas, el uso de desinfectante y antimicrobianos tiene un limitado éxito en
la prevencion de enfermedades. Las enfermedades son consideradas como un
factor limitante en muchas aéreas de la acuicultura (Verschuere, Rombaut, et al.,
2000). Uno de los ejemplos mas elocuente en nuestro pais son las pérdidas
millonarias ocasionada por el virus de la mancha blanca en la zona norte de

nuestro pais.

El cultivo de “concha de abanico” se ha convertido en una fuente de trabajo
sostenible, que genera divisas debido a la exportacion generando empleos directo
e indirectos generando un valor econdmico para el pais de US$ 74 millones 34 mil
en 2018, con un crecimiento de 39.5% con destino a paises como Francia, Espafa,
Paises Bajos, EE.UU., entre otros (ADEX, n.d.).

1.6 Objetivos de la investigacion

Objetivo General:

Determinar el efecto de la adicibn de bacterias probidticas naturales en la

supervivencia de larvas de Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) frente a Vibrio

anguillarum y Aeromonas salmonicida.

Objetivos Especificos

1.

Aislar y evaluar bacterias con potencial antagonista contra los patégenos V.

anguillarum, Aeromonas salmonicida, mediante técnica de top agar.

. Cuantificar la supervivencia acumulada de las larvas enfrentadas a bacterias V.
anguillarum o A. salmonicida

. Desafiar a las bacterias candidatas a probi6ticas contra patégenos: V.

anguillarum y Aeromonas salmonicida en larvas de A. purpuratus.
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4. Evaluar el efecto de la adicién de las dos mejores bacterias probidticas a dos

concentraciones con las bacterias patdégenas V. anguillarum y Aeromonas

salmonicida.
5. Identificar molecularmente de las dos mejores bacterias probidticas aisladas.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Fundamentacion teoricos de la investigacion

Para la produccion industrial, como para la artesanal de “concha de abanico” es
necesario la obtencion de larvas saludable en cantidad y en calidad. Se ha informado
gue la captura de “concha de abanico” en el Perq, representé el 40-80% de la
produccion total de moluscos en Perd, en el periodo 2008-2013 (PRODUCE
(Ministerio de la Produccion), 2013). Si bien existen varias especies de vieiras en
aguas peruanas, solo una es notable por su gran abundancia e importancia

econdmica: la “concha de abanico” peruana, A. purpuratus (Mendo et al., 2016).

Los estudios sobre la fecundidad de A. purpuratus en Perl son limitados, pero se
estima que en épocas especiales como en el evento el Nifio 1982-1983, durante el
primer de desove, se liberan 1-10 millones de huevos (Valdivieso & Alarcon, 1985).
La produccion artificial de semilla anormal; puede llegar a la tasa de mortalidad hasta
un 100% y en otros casos en que los cultivos que terminaron con el asentamiento de
larvas, éstas mostraron bajas tasas de supervivencia (Avendafio & Cantillanez,
2001). Situacién similar manifestaron Rojas et al., (2019) que a las 36 horas,

obtuvieron 100 % de mortalidad de la larvas.

En Chile y en todo el mundo, el cultivo intensivo de larvas bivalvas y las post larvas
se realizan comunmente en acuicultura de sistema cerrado (CAS) llegando a tener
15-92% de mortalidad larval. En cambio, cuando usaron un sistema con recirculacion,
practica no comun, que retira particulas y metabolitos encontraron que la tasa de
mortalidad larval fue 32-85% (Merino et al., 2009). Otro problema asociado con las
larvas son los bajos valores del indice lipidico de los huevos (Gallager et al., 1986),
el cual es un factor determinante para la supervivencia de las larvas, al constituir la
principal fuente de nutricion durante la fase endotréfica de la organogénesis. Existe
una relacion directa entre la fecundidad de A. purpuratus, en funciéon de su talla
(Avendafio & Cantillanez, 2001).
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De lo manifestado anteriormente, el factor clave es la obtencion de larvas saludables,
que es perturbado por el crecimiento desordenado de las empresas que estan
contaminado con materia organica, por progenitores defectuosos, por inadecuada
alimentacion de los progenitores, por el cambio climatico, por escasez de normas

legales, etc.

Los probidticos son una alternativa viable técnicamente y que no dafa al medio
ambiente acuatico. Existen varias bacterias que actian como probidticos en A.
purpuratus presentando un efecto inhibitorio contra vibrios patdgenos: como
Alteromonas haloplanktis, Alteromonas sp, Aeromonas media, Roseobacter sp.,
Arthrobacter sp. (Rodriguez et al., 2003), probablemente contra V. anguillarum;

mejorando la supervivencia de larvas.

Los probidticos tiene diferentes mecanismos de accion, algunos producen
antibiéticos (Olmos, 2014; Tan et al., 2016), otros bacteriocinas (Panigrahi & Azad,
2007; Vandenbergh, 1993); sideréforos (Pybus et al., 1994; Tan et al., 2016; Thole et
al., 2012), etc.

2.2 Marco Conceptual

Probiotico

Son microrganismos generalmente vivos, que se administras en el alimento a los
organismos acuaticos. En 1988, la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) definié los microbios vivos utilizados en la alimentacion animal
como "microbios de alimentacién directa” (Lauzon et al., 2014), en forma similar a la
FAO, sefiala, microorganismos vivos administrados en cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del huésped (Hotel & Cordoba, 2001). En el Perq,
no existe legislacion referente a la denominacion de probidtico y lo relacionado a su

produccién a gran escala.

Patdégeno

Generalmente son bacterias, aunque también pueden ser virus, hongos y parasitos,

gue se encuentran en ambientes acuaticos como habitantes normales de la
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microbiota de intestino de los organismo acuaticos o de cuerpos de agua y que

provocan enfermedad en el hospedero (Gatesoupe, 2000).
Microbiota

Es el conjunto de microrganismos que se localizan en diferentes cavidades del
organismo acuatico y en el cuerpo de agua. La microbiota es generalmente
considerada como transitoria en organismos acuaticos. Puede variar con los cambios

de temperatura y de salinidad (Gatesoupe, 2000).
Epizootia

Una enfermedad que ataca a muchos animales en una poblacion al mismo tiempo se
difunde ampliamente y se propaga rapidamente (Parker, 2012). Situacion que ocurre

cuando se cultiva organismos acuaticos a gran escala.
Larva

Una forma inmadura del molusco que debe sufrir un cambio de apariencia o pasar
por una etapa metamorfica para alcanzar el estado adulto (Parker, 2012). Estan
altamente expuestas a desordenes de microbiota asociada, y a un sistema inmune

gue esté todavia en proceso de terminacion (Gatesoupe, 2000).

Sistema inmune moluscos bivalvos

Como todos los invertebrados, los moluscos tienen un sistema de defensa que los
protege de los patdégenos. A diferencia de los vertebrados, los sistemas de defensa
de los moluscos parecen estar limitados a la inmunidad innata o natural. El sistema
inmunoldgico de los moluscos esta presente principalmente en la hemolinfa. Consiste
en células circulantes o hemocitos, proteinas plasmaticas y respuestas que se
integran en sistemas multiméricos que incluyen ambos tipos de componentes, celular

y humoral. (Vargas-Albores & Barracco, 2001).
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Sistema inmune en crustaceos

El sistema inmune al igual que otros invertebrados, los crustaceos se encuentra en
la hemolinfa, el liquido tisular. Los hemocitos, células circulantes contenidas en la
hemolinfa, actian en el mecanismo de inmunidad innata a los microorganismos
intrusos, que pueden considerarse funcionalmente anélogos a los leucocitos de los
vertebrados., debido a que intervienen principalmente en la deteccion y eliminacion
de objetos extrafios o en la coagulacion de la hemolinfa. Dentro de los factores
humorales circulantes existen innumerables moléculas con diferentes funciones
fisioldégicas: hemocianina, proteinas de reconocimiento, lipoproteinas, factor de
coagulacion, proteinas de reconocimiento de -glucanos y lipopolisacéaridos, capaces

de reconocer bacterias y los hongos (Sierra & Granados, 2018).

Sistemainmune en peces

Los peces poseen un sistema inmune semejante a vertebrados superiores, poseen
un sistema innato y sistema humoral, cuentan también con componentes y funciones
especiales, como los centros melanomacrofagos y la capacidad fagocitica (Penagos
et al., 2009).
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO
3.1 Hipotesis Central de la Investigacion

La adicion de bacterias probiéticas de ambientes naturales, a patégenos: Vibrio
anguillarum y Aeromonas salmonicida aumentaran en un 25% la supervivencia de

las larvas de A. purpuratus
3.2. Variables e Indicadores de la Investigacion

En la presente tesis se distinguen las siguientes variables: independientes,

dependiente y variable control.

Se us6 como variable control: temperatura del agua en el crecimiento de los
probioticos y patdgenos, tipo de microalga, cantidad de microalga como alimento
en la larva, crecimiento de los probidticos y patégenos, temperatura del agua,
salinidad y oxigeno disuelto en las larvas D de A. purpuratus.

3.2.1 Cuadro de operacionalizacion de variables
Variable Independiente: Tipo de Probiéticos (A, B, C, D, E) y Tipo de
Patogeno (V. anguillarum, A. salmonicida).

Variable Dependiente: Porcentaje de supervivencia

Cuadro 10: Variables e indicadores

Variables Definicion Indicador Valor | Tipo de
Final Variable

Probiéticos Son microrganismos generalmente vivos, que se Tipo y Numero de 5 Numérica
administras en el alimento a los organismos acuaticos | probiéticos

Patbgeno Son bacterias, virus u hongos que se encuentran en Tipo y Numero de 2 Numérica
el medio acuatico como habitantes normales de la Patogenos
microbiota del intestino de los organismos acuaticos o
de cuerpos de agua y que provocan enfermedad
dades en el hospedero

Supervivencia Es la cantidad de larvas que superviven por efecto Larvas de A. % Numérica
del probiético y la bacteria patégena purpuratus que
superviven
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3.3. METODOS DE LA INVESTIGACION

El método de la investigacion es experimental, consistio en manipular las variables
de la investigacion de acuerdo al disefio experimental como: tipo de bacterias

probidticas y bacterias patdgenas.

3.4. DISENO O ESQUEMA DE LA INVESTIGACION

Es un disefio factorial 2 x 5 que manipula dos bacterias patdgenas y cinco bacterias
probidticas y espera una respuesta de la supervivencia larval frente al desafio de
bacterias patégenas con 3 réplicas. Posteriormente se evalu6 en forma conjunta las
dos mejores bacterias probidtica en dos concentraciones en el desafio de bacterias

patégenas.

Cuadro 11: Tratamientos experimentales

Patogeno Probidtico Replical | Replica2 | Replica3
Control (larvas) .- Al A2 A3
Supervivencia (larvas +V. anguillarum) .- B1 B2 B3
V. anguillarum Prob A D1 D2 D3
Prob B El E2 E3
Prob C F1 F2 F3
Prob D G1 G2 G3
Prob E H1 H2 H3
Supervivencia (larvas +A. salmonicida) c1 C2 C3
A. salmonicida Prob A K1 K2 K3
Prob B L1 L2 L3
Prob C M1 M2 M3
Prob D N1 N2 N3
Prob E 01 02 03

3.5. POBLACION Y MUESTRA

3.5.1 Poblacion
e Larvas D de A. purpuratus obtenida de la Empresa Aquacultivo del Pacifico
S.A.C.

3.5.2 Muestra
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e 40000 larvas de Larvas D de A. purpuratus proveniente de la Empresa
Aquacultivo del Pacifico S.A.C para ser transportados en hielo hasta el

laboratorio de Investigacion de la Universidad Nacional del Santa (UNS).

3.6. Actividades del proceso investigativo
1. Obtencién y mantenimiento de bacterias patdogenas de larvas A. purpuratus V.

anguillarum y Aeromonas salmonicida.

2. Aislamiento de bacterias candidatas a probidtica por el método de top agar de
intestino A. purpuratus frente a bacterias patégenas V. anguillarum y Aeromonas
salmonicida.

3. Obtencion de larvas D de A. purpuratus procedente de la Empresa Aquacultivo del
Pacifico S.A.C

4. Determinar el efecto sobre la supervivencia larvas de A. purpuratus frente a
bacterias patdgenas V. anguillarum y Aeromonas salmonicida.

5. Obtencion y preparacion del crecimiento de la microalga Isochrysis galbana del
cepario del Laboratorio de Maricultura de la Universidad Nacional del Santa en
Medio de cultivo F72 de Guillard

6. Desafio de las bacterias candidatas a probiéticas contra V. anguillarum, A.
salmonicida en larvas de A. purpuratus in vitro.

7. Determinacion de porcentaje de sobrevivencia larval de A. purpuratus.

8. Evaluacién de la mezcla de las mejores candidatas a probiéticas frente al desafio

V. anguillarum, A. salmonicida en larvas de A. purpuratus.

3.7. Técnicas e instrumentos de la investigacion
3.7.1 Técnicas

Las técnicas observacionales en la presente investigacion fueron:

e En el aislamiento de bacterias
Se realizo el aislamiento por estrias de bacterias candidatas a probioticos
usando agar comun salino proveniente de intestino de A. purpuratus.
Posteriormente, se resembro y verifico que eran cultivos puros usando el
mismo medio de cultivo.

e Evaluacién antibacteriana de bacterias candidata a probioticas
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Se sembro las bacterias en un medio sélido y se incubo hasta obtener
colonias, posteriormente se mato a las bacterias con vapores de cloroformo
y finalmente se agreg6 una sobrecapa con la bacteria patégena y se volvio a
incubar seleccionando las colonias con halos netos de inhibicion.
e Desafio de las larvas con bacterias probioticas

Se obtuvo larvas D de A. purpuratus de la Empresa Aquacultivos del Pacifico
S.A.C y se alimentd las larvas con Isochrysis galbana que previamente
habian crecido en medio Guillard. Se sembr6 en caldo comun salino a las
bacterias candidatas a probidtica al igual que las bacterias patdégenas. Se
inoculd previamente a las bacterias candidatas a probidticas 24 horas antes
del desafio de V. anguillarum y A. salmonicida y se determiné el porcentaje

de larvas supervivientes.

3.7.2 Instrumentos
e Microscopio O6ptico compuesto MOTIC BA31DE,
e Estereoscopio, LABOMED
e Autoclave Raypa AES-50,
e Congeladora Fiocchetti SUPERARTIC 400 te
e Cabina de bioseguridad CHC-777A2-04,
e Espectrofotometro PG instruments LTD T80 UV-VIS
e Balanza analitica Precisa350-8689,
e Estufa Binder, 2.0
e Agitador Magnético lka C-MAG HS 7 digital
¢ Incubadora Pol-eko Din 12880
e pH metro Thermo 8107NUMD
e Medidor Multiparamétrico para Calidad del Agua HANNA HI19828
e Agitador rotatorio VWR 10000-1

3.8. Procedimiento para la recolecciéon de datos
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A. Aislary evaluar bacterias con potencial antagonista contra V. anguillarum
ATCC 19264, Aeromonas salmonicida ATCC 33658.

A.1 Seleccién y aislamiento de bacterias con potencial probiético mediante

aislamiento por estrias.

1.

Se procedio a obtener muestras del tracto intestinal de A. purpuratus
adultas “concha de abanico”, provenientes de la Empresa el Dorado,
distrito de Nuevo Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de

Ancash se lavo dos veces con solucion salina fisiologica estéril (SSFE).

Se realizé diluciones seriadas hasta 10"-4 'y se sembr6 0.1 mL en placas
Petri conteniendo agar comun con NaCl 2% y se incub6 durante 2 dias
a 30 °C.

A.2. Evaluacion de bacterias candidatas a probiéticas con actividad anti-
Vibrio in vitro (Dopazo et al., 1988; Touré et al., 2003)

1.

Los cultivos aislados se guardaron en frio y se realizé una coloracion
Gram para verificar si son cultivos puros.

Se resembraron para obtener cultivos puros usando el mismo medio
de cultivo y en las mismas condiciones de temperatura y tiempo en el
aislamiento.

Los cultivos con potencial probidtico se sembraron en caldo comdn
con NaCl 2% a 30 °C durante dos dias.

Se inocul6 con 20 uL de cada cultivo, en placas con agar comdn con
NaCl 2%. Se dej6 secar durante 30 minutos a temperatura ambiente y
se incubo durante 2 dias a temperatura de 30 °C.

A las colonias obtenidas se agreg6 vapores de cloroformo durante 20
minutos en la placa. Posteriormente, se esperd que se elimine los
vapores de cloroformo y se verti6 una sobrecapa de Top agar
inoculado con un cultivo patdégeno de 24 horas de incubaciéon de V.
anguillarum, a una concentracién de 7.1 x 104 cél./mL, encima de las

placas anterior. En forma similar se procedi6é con A. salmonicida.
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4. Se incubo adicionalmente 2 dias a 30 °C y determiné los halos de

inhibicion neto alrededor de las colonias.

B. Cuantificacion la sobrevivencia de larvas de A. purpuratus con bacterias

candidatas a probidéticas y V. anguillarum y A. salmonicida.

1. Las bacterias candidatas a probiéticas y V. anguillarum y A. salmonicida
crecieron en caldo comun con 2% NaCl durante 48 horas a temperatura
ambiente.

2. Las bacterias se centrifugaron asépticamente y se lavé con tampon fosfato
salino y se ajusto la concentracion bacteriana de 1076 cel./mL mediante
espectrofotometria a 600 nm mediante curva de calibracion.

3. A cada una de las tres réplicas que contiene larvas D colocada en agua
de mar estéril e Isochrysis galbana se agreg6 una dosis Unica de cada
bacteria candidata a probidtica al inicio y (control), 10"4 y 10”6 cél/mL,
segln corresponda.

4. Se midio a tiempo cero y cada 24 horas hasta 3 dias, la supervivencia de

las larvas.

C. Desafio de las bacterias candidatas a probidticas contra V.

anguillarum, A. salmonicida en larvas de A. purpuratus
C.1 Obtencién de larvas en la fase larval D

Las larvas de A. purpuratus de 5 mm de 3 dias de eclosién fueron
obtenidas de la Empresa Aquacultivos del Pacifico S.A.C. ubicada, Bahia
Samanco-La Boquita, distrito de Samanco, Departamento de Ancash,
transportada en recipientes de bolsa con aireacion con hielo al Laboratorio

de Investigacion de la UNS.
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C.2 Preparacién del agua de mar

Se trajo agua de mar en recipientes y se filtr6 con papel de filtro para
eliminar particulas gruesas y se esteriliz6 en recipiente de 10 L en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El agua de mar en el que hizo el
desafio estuvo a: 18 °C - 21 °C (temperatura ambiente), Salinidad: 35 PSU,
Oxigeno Disuelto (O.D.): 7 - 8 mg/L, pH: 7,2, conductividad: 52 mS/cm

medido con un equipo multipardmetro.
C.3. Crecimiento de las microalgas

Se obtuvo las microalgas del cepario del Laboratorio de Maricultura de la

Universidad Nacional del Santa.

Se prepard aguar de mar enriquecida con Guillard F7 (1 mL de Guillard A
y un 1 mL de Guillard B por cada litro de agua de mar estéril) (Helm &
Bourne, 2006).

Se sembrd con Isochrysis galbana en botellas de plastico con fuente

iluminacion durante 7 dias.
C.4 Alimentacion de las larvas de A. purpuratus

1. Se ajusto la densidad 10 a 15 larvas/mL por cada recipiente de 300
mL.

2. Se hizo una renovacion diaria del agua, con ayuda de un tamiz de
malla nytal o nytex de 45 micras de didmetro vy, traslado
momentaneamente hacia un segundo tanque de menor volumen (en
este caso 0.3 mL) con fines de manejo, evitando la permanencia de
larvas en altas densidades.

3. Producido el desaguado de los tanques, estos se lavaron con
abundante agua potable y una mezcla de alcohol yodado/agua potable
(proporcién 1:1). Terminado el lavado de los tanques, éstos son
llenados nuevamente con agua de mar filtrada/esterilizada hasta
alcanzar los 300 mL (IMARPE, 2008).
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4. Se suministrd, a razon de 5000 cél/mL de Isochrysis galbana cada 24

horas.
C.5. Cultivo de bacterias con potencial probidtico y de los patégenos

Las cinco bacterias candidatas con mayor potencial probiético y las
bacterias patdgenas: V. anguillarum y A. salmonicida fueron sembradas

en caldo comUn con NaCl 2% durante 48 horas.

C.6. Desafio de las bacterias probidtica en larvas de A. purpuratus

frente a las bacterias patdgenas in vitro.

1. Se desinfectd los recipientes con acido clorhidrico, se enjuagd con
agua potable estéril. Después se volvio a enjuagar con lejia a 5 ppm
se dejé durante 6 horas y se enjuago con abundante agua estéril.

2. El acondicionamiento, mantenimiento y alimentacion de las larvas se
realizaron segun lo descrito en el manual practico de cultivo de
bivalvos en criadero (Helm & Bourne, 2006).

3. Paralo cual, se instalé un sistema de cultivo con aireacion continua.
Se coloco 10 larvas/mL en cada recipiente de 300 mL de larvas D de
A. purpuratus. Se realizaron conteos diarios por un periodo de 72
horas mediante el uso de un estereoscopio. Todos los cultivos
estuvieron aireados con flujo de 0.1 L. mint. La cual fue analizado con
un multiparametro.

4. Las bacterias candidatas a probidticas a concentraciones de 1076
cél./mL se agregaron por separado al inicio de la evaluaciéon en un
recipiente que contiene las larvas D de A. purpuratus, en dosis Unica.

5. Después de 24 horas de la adicion de bacterias candidatas a
probiodtico, se agregd las bacterias patégenas: V. anguillarum, A.
salmonicida en cada recipiente 1x 10”4 cel./mL en forma separada.

6. La supervivencia de las larvas de A. purpuratus fue determinada por

conteo directo cada 24 horas hasta las 72 horas con la ayuda de una
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camara de zooplancton. Los datos de supervivencia fueron graficados
en funcion de tiempo.

7. Se realiz6 tres repeticiones por cada tratamiento.

3.9. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Los datos de supervivencia larval frente al desafio de bacterias patégenas V.
anguillarum y A. salmonicida con bacterias candidatos probidticos se realizaran
mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (p< 0.05) para establecer
diferencias entre promedios usando Python V3 y RStudio 1.1.456.

Prueba de Hipoétesis de acuerdo a Montgomery, (2004)

Para Factor Vibrio anguilarum:

Variable: NUmero de dias

HO: la supervivencia larval es la misma en cualquier dia

H1: la supervivencia larval al menos es diferente para un dia

Variable: Tipo de probidtico

HO: la supervivencia larval es la misma al variar el tipo de probiotico

H1: la supervivencia larval es diferente al menos con un tipo de probi6tico
Efecto interaccion:

Ho: No existe interaccidn entre el nUmero de dias y el tipo de probiético

H1: existe interaccion entre el numero de dias y el tipo de probiotico

Para Factor Aeromonas salmonicida

Variable: Numero de dias

HO: la supervivencia larval es la misma en cualquier dia

H1: la supervivencia larval al menos es diferente para un dia
Variable: Tipo de probidtico

HO: la supervivencia larval es la misma al variar el tipo de probidtico

H1: la supervivencia larval es diferente al menos con un tipo de probiotico
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Efecto interaccion:
Ho: No existe interaccion entre el nUmero de dias y el tipo de probidtico

H1: existe interaccion entre el nimero de dias y el tipo de probidtico

Se aplico el andlisis de homocedasticidad de la varianza para cada factor, a fin de
determinar, si los residuales siguen una distribucién normal de acuerdo test: Bartlett y
Levene.

Asimismo, se realiz0 la Prueba de Dunnett, que consiste en comparar los tratamientos a
un control. Una vez determinada se realizé la Prueba de T pareada, detectar diferencias

entre cada una de ellas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y evaluacidon de bacterias antagonista contra V. anguillarum y A.

salmonicida

En la presente investigacion se aislaron 30 cultivos microbianos provenientes de
intestino de A. purpuratus adultas, de los cuales 12 presentaron accion inhibitoria
representando un 40% que produce sustancias inhibitorias cuando se evalu6 con
los patdgenos: V. anguillarum y A. salmonicida por separado (Cuadro 12), siendo
la mayoria Gram negativos, en forma semejante a la identificacion molecular de A.
purpuratus adultas realizada por Serrano et al., (2020). Es un porcentaje
comparativamente elevado al encontrados por Riquelme et al., (1997) que tuvieron
2.2% de bacterias que producian accién inhibitoria. Los halos netos de inhibicion
de los cultivos aislados variaron desde 2 a 20 mm; valores relativamente bajos a
los encontrado por De la Fuente & Fuandez, (2019); pero concordante a lo

reportado por (Karim et al., 2013).

Factores que podrian influir en el desafio de larvas de A. purpuratus como el
oxigeno disuelto del agua de mar fue similar a lo registrado para el ambiente natural
en el cultivo de semilla de colectores artificiales encontrando los valores de oxigeno
disuelto 7 - 8 mg/L (Bandini & Mendo, 1999). El valor del pH fue ligeramente inferior
a lo reportado por White et al., (2013) y el rango la temperatura ambiente (18 a 19.9
°C), en la cual los factores mencionados no tuvo influencia en la investigacion
(Kheder et al., 2010). Por consiguiente, la calidad del agua no influyé en la

mortalidad de las larvas de la concha de abanico.

La microbiota presente en los moluscos bivalvos depende de la especie y el lugar
del hatchery. En muchos estudios se ha encontrado que la especie predominante
asociado con bivalvos es el género Vibrio, mucho de ellos son patégenos
(Romalde et al., 2014).
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Cuadro 12: Caracteristicas de los cultivos con potencial inhibitorio
provenientes de intestino de A. purpuratus adultos.
Cdédigo Halo de inhibicion (mm) Forma Coloracion
Cultivo microscoépica | Gram
V. anguillarum | A. salmonicida

Prob A 10 15 bacilar negativa
Prob B 12 17 bacilar positiva
Prob C 8 11 bacilar negativa
Prob D 8 10 bacilar negativa
Prob E 9 13 bacilar negativa
61 2 10 bacilar negativa
62 2 4 bacilar negativa
65 4 3 bacilar negativa
69(1) 1 4 bacilar negativa
69(2) 2 15 bacilar negativa
67 5 8 bacilar negativa
71 0 20 bacilar negativa

Se muestran en los Graficos

muestras microbianas.

8, 9 y 10 el efecto antimicrobiano de diferentes
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Gréfico 08. Efecto inhibitorio de cultivo Grafico 09. Efecto inhibitorio de cultivo
69(1), 62 y 71 mediante sobrecapa de 69(2), 67 y 61 mediante sobrecapa.
A. salmonicida de V. anguillarum

Grafico 10. Efecto inhibitorio de cultivo 69 (2), 67 y 61
mediante sobrecapa de A. salmonicida

En el presente estudio, se ha escogido como bacterias patdgenas de larvas de A.
purpuratus, a V. anguillarum y A. salmonicida por reportes encontrados. En el Peru
se han aislados los géneros: V. harveyi, V. mediterranei y V. splendidus de un
evento de mortalidades larvarias masivas de “concha de abanico” (Godoy et al.,
2011; Smith, 2017). Adicionalmente, Smith, (2017) aisl6 de medios naturales los
géneros: V. antiquarius, V. campbellii, V. madracius, V. pomeroyi, V. variabilis y
Aeromonas, de los hatcheries y en larvas de A. purpuratus en el Perd, en un
porcentaje apreciable.

77



En esta investigacién, se han aislado bacterias Gram negativas con potencial
probiotico proveniente del intestino de moluscos A. purpuratus adultas. En especial
cinco bacterias son candidatas a probidticos destacando a la bacteria rotulada
como Prob A, identificada molecularmente como Pseudomonas stuzeri, en forma
similar a lo reportado por Pellon et al., (2014); Riquelme et al., (2001). Pellon et al.
(2014) aislaron en el Peru al género Pseudomonas sp. con capacidad inhibitoria
contra bacterias patbgenas como V. anguillarum, V. splendidus, V. vulnificus, A.
sobria y A. hydrophila provenientes de A. purpuratus y C. gigas y de moluscos
bivalvos. Del mismo modo, De la Fuente & Fuandez, (2019) aislaron el género a
Pseudomonas que inhibia al patdgeno V. parahaemolyticus. En forma semejante
Pseudomnas fluorescens AH2 inhibié a Vibrio anguillarum (Lone Gram et al.,
2001), otra especie Pseudomnas aeruginosa MB I -3 también inhibi6 a Listonella
(Vibrio) anguillarum (Lee et al., 2014). EIl género Pseudomonas es habitante

comun en suelo, incluso de agua marina.

Se ha usado a P. aeruginosa como parte de la mezcla con Burkholderia cepacia
para mejorar la supervivencia de semilla de Crassostrea corteziensis (Campa-
Cordova, 2009); al igual que, P. aeruginosa conjuntamente B. cepacia incremento

la supervivencia larvaria de C. corteziensis (Campa-Cérdova et al., 2011).

Existe pocos estudios del efecto de Pseudomonas usado como probiético en
larvas de A. purpurartus. En otras especies se ha reportado el uso de
Pseudomonas aeruginosa (PIC 4) como antagonista de V. harveyi, en postlarva
de Penaeus mejorando su supervivencia (Janakiram, P. Veerendrakumar et al.,
2014).

También, en la presente tesis se han aislado bacterias Gram positivas proveniente
del intestino de moluscos Argopecten, con potencial inhibitorio, como ocurre la
bacteria Gram positiva rotulada como Prob B, identificado molecularmente como
Bacillus sp.; de manera semejante a lo sefialado por Escamilla-Montes et al.,

(2015) y Karim et al., (2013). De manera semejante, Godoy et al., (2011) sefialaron
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gue el género Bacillus fue predominante en sistemas de cultivo de larvas de ostion
chileno A. purpuratus. Se conoce que las bacterias marinas del género Bacillus
spp. produce varios tipos de antibiéticos como lipopéptidos, polipéptidos,

macrolactonas, poliquetidos y isocoumarinas (Mondol et al., 2013).

Es importante tener criterios de seleccion de probidticos apropiados como, tipo de
aislamiento, medio de cultivo, patégeno objetivo. Por esa razén, en la presente
investigacion, se lavo y trituro el tracto intestinal y se aisld bacterias candidatas a
probidticas de diluciones de 107-4. Esta informacion es muy valiosa porque
permitiria obtener a bacterias candidatas a probidticas que se encuentran en
abundancia, maxime si también produce sustancia inhibitoria in vitro. Aunque los
resultados obtenidos in vitro no garantizan necesariamente que pueda ocurrir in
vivo, debido a varios factores que lo involucran como la virulencia del patégeno,
caracteristica del candidato a probiético, el hospedero y factores ambientales
(Lone Gram et al., 2001).

Los aislamientos microbianos se tiene que realizar del ecosistema donde se
encuentra el hospedero y que cumpla con ciertos requisitos, porque puede ocurrir
lo que sucedié cuando se agrego bacteria acido lactica (LAB) Pediococcus
parvulus y la levadura Candida parapsilosis a 5 x 10"4 cél./mL en dieta de tilapia
observandose no hubo una diferencia entre peso y supervivencia; no obstante que

el aislamiento fue del intestino de tilapia (Luna et al., 2013).

4.2 Mortalidad acumulada de las larvas enfrentadas a bacterias patdgenas V.

anguillarum o A. salmonicida

En el presente trabajo se verificd la mortalidad de las bacterias patégenas V.
anguillarum y A. salmonicida cuando fueron adicionadas en larvas D de A.
purpuratus observandose que ocurre 5.79 = 557% y 8.27 £7.40% de
supervivencia al cabo de 72 horas (Cuadro 13). Resultados parecidos se
obtuvieron con los Vibrio patégenos VAP16 y VAP 18 gue causaron una

supervivencia larval de 20 a 40% a las 48 horas en larvas de A. purpuratus (Rojas
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et al., 2016) y otra especie de Vibrio: Vibrio bibalvicida VAP30 ocasiono una
supervivencia larval en 0-10 % en criadero comercial en menos de 30 horas (Rojas
et al., 2019).

Las enfermedades bacterianas provocan altas mortalidades en larvas en moluscos
(Lauckner, 1983), incluso en los moluscos cultivados. Las especies V.
alginolyticus, V. anguillarum, V. tubiashi y otros Vibrio spp. y Pseudomonas se
encuentran asociadas a severas mortalidades a cultivos larvales en moluscos

(Tubiash et al., 1965), tal como se observa en la Cuadro 13.

Cuadro 13: Porcentaje de supervivencia larval acumulada promedio de 3
réplicas de larvas solas y frente a bacterias patdégenas: V.

anguillarum o A. salmonicida (1x 10"4 cél. /mL)

Dia Solo larvas | Larvas + V. | Larvas + A.
D de A.|anguillarum salmonicida
purpuratus

1 100.00 100.00 100.00

2 100.00 100.00 100.00

3 100.00 5.79 8.27

Los resultados obtenidos en esta investigacion se corroboran con lo mencionado
por Riquelme, Hayashida, Vergara, et al.,, (1995), quienes reportaron que V.
anguillarum proveniente de epizootias de hatcheries comerciales chilenas
provocaron escasa supervivencia de larvas de A. purpuratus debido a la
produccion de exotoxinas, preponderantemente por aumento de temperatura y
materia organica desde las concentraciones celulares de10”"4 a 1078 células/mL
(Riquelme, Hayashida, Toranzo, et al., 1995). Resultados semejantes en
supervivencia larval de A. purpuratus fueron obtenido con otras especies como

Vibrio bivalvicida que ocasiono una escasa supervivencia alrededor de 0% a las
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36 horas (Rojas et al.,, 2019). En forma similar, V. owensii también causan
epizootias en larvas langosta espinosa adornada Panulirus ornatus (Goulden et
al., 2012). Las especies de Vibrio puede encontrarse en el mar, moluscos, peces,

crustaceos, sedimento (Leyton & Riguelme, 2008).

También se observé en la presente investigacion una escasa supervivencia de
larvas (8.27 + 7.4%) de A. purpuratus cuando se agregd A. salmonicida.
Resultados semejantes obtuvieron Riquelme et al., (1996) quienes encontraron,
que larvas moribundas estaba compuesto solo por A. hydrophila y que era
patdgeno a concentraciones entre 5,5 x 102 a 5,5 x 10”4 células/mL. De Silva et
al., (2019) reportaron que Aeromonas spp. fue patégena para la vieira coreana
Yesso (Patinopecten yessoensis) y se han encontrado en la concha abanico, callo

de hacha (Atrina maura) (Sotomayor & Balcazar del Pifial, 2003).

Hay escasos reportes realizados con A. salmonicida que infectan

experimentalmente en larva de “concha de abanico” A. purpuratus.

4.3 Desafio de las bacterias candidatas a probioticas contra V. anguillarum, o A.
salmonicida en larvas de A. purpuratus.
Se escogieron para ser desafiados a cinco probiéticos rotulados como Prob A,
Prob B, Prob C, Prob D y Prob E debido a que tuvieron mayor actividad in vitro
inhibitoria para ambas bacterias patdgenas V. anguillarum y A. salmonicida
(Cuadro 14 y Cuadro 15).

De acuerdo con la Grafico 11 y Cuadro 14, los candidatos a probioticos rotulados
como Prob Dy E, a las 24 horas presentaron una supervivencia alrededor de 0%.
El Prob C provocé una supervivencia de 93.02%, 57.5%, 0% a las 24 horas, 24y
72 horas, respectivamente cuando fueron desafiados con la bacteria patégena V.
anguilarum. En cambio, el probi6tico Prob A, provoco una supervivencia alrededor
de 100% a las 48 horas y 66.87% a las 72 horas reduciendo la mortalidad en
34.86 % en relacién al control (Cuadro 22) cuando fue desafiado con V.

anguillarum. Resultados parecidos fueron obtenido con la bacteria candidata a

81



probiotico rotulado como Prob B, que mostro una supervivencia de alrededor de
94 % a las 48 horas y 67% a las 72 horas, respectivamente cuando fue desafiado
con la bacteria patégena V. anguilarum encontrandose que los Prob A y Prob B

son los mejores candidatos a probiéticos en incrementar la supervivencia.

Se ha reportado el uso de Bacillus como probiético. Este género posee la
capacidad para producir sustancias antimicrobianas que son activas contra
muchos microbios y no son patdégenas ni téxicas, junto con su capacidad de
esporulacién les da una doble ventaja en términos de supervivencia en diversos
entornos en comparacion con otros probidticos como Lactobacillus spp
(Kuebutornye et al., 2019).

El prob B identificado como Bacillus sp., logro incrementar 61.8% la supervivencia
larval cuando fue desafiado con V. anguillarum, valor alto en comparacion con el
obtenido por Karim et al., (2013), ellos obtuvieron 31% de supervivencia cuando
uso como probidtico Bacillus pumulis RI06-95 frente al patdgeno V. tubiashii RE22
y 47.75% cuando se desafio con A. salmonicida. El prob B fue mejor que el Prob
A (Cuadro 22).

Cuadro 14: Porcentaje de supervivencia larval promedio de 3 réplicas de A.
purpuratus de cinco candidatos a probiéticos desafiados con V.

anguillarum (1x 104 cél./mL)

Dias (% supervivencia larval)

Probidtico 0 1 2 3
Probiot A 1076 cél./mL +
larvas + V. anguillarum 100.00 100.00 97.44 40.65
Probiot B 1076 cél./mL +
larvas + V. anguillarum 97.22 93.33 94.44 66.87
Probiot C 1076 cél./mL +
larvas + V. anguillarum 97.78 93.02 0 0
Probiot D 1076 cél./mL +
larvas + V. anguillarum 97.44 6.39 0 0
Probiot E 1076 cél./mL +
larvas + V. anguillarum 100.00 0 2.78 2.08
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En el Perq, Castafieda & Zevallos, (2011) encontraron que la supervivencia larval
de A. purpuratus en condiciones de laboratorio, en el dia cuatro de incubacion fue
un 24 % en Pucusana, 52 % en llo, llegando en el dia 15, 0% de supervivencia en
llo; sin la adicidon de patdgeno. La variabilidad de resultados de la supervivencia
larvales es alta, similar a Rojas et al., (2019) cuando fue desafiado con Vibrio
splendidus (Rojas et al., 2015) y en la presente investigacion especialmente los

primeros dias del desafio larval.

Cuadro 15: Porcentaje de supervivencia larval promedio de 3 réplicas de larvas de
A. purpuratus de cinco candidatos a probidticos desafiados con A.

salmonicida

Dias (% supervivencia larval)

Probidtico 0 1 2 3
Probiot A 106 cél./mL + | 100 100 94.89 38.15
larvas + A. salmonicida
Probiot B 1076 cél./mL + | 97.74 93.75 92.67 56.02
larvas + A. salmonicida
Probiot C 1076 cél./mL + | 97.62 94.41 39.26 0
larvas + A. salmonicida
Probiot D 10"6 cél./mL + | 97.22 9.29 0 8.33
larvas + A. salmonicida
Probiot E 106 cél./mL + | 98.04 1.75 0 6.67
larvas + A. salmonicida

4.4 Evaluacion de cinco candidatos a probiético en el desafio del patdégeno Vibrio

anguilarum

La supervivencia de larvas de A. purpuratus (Gréafico 11), son parecidos a otros
trabajos de investigacion cuando fueron desafiados con la bacteria patdgena V.
anguillarum. Riquelme et al., (1996), (2001) reportaron que Vibrio alginolyticus y
V. splendidus causaron escasa supervivencia en larvas de A. purpuratus.

También, con otro Vibrio como V. alginolyticus causa poca supervivencia en larvas
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de vieiras A. ventricosus (Abasolo-Pacheco et al., 2017) y Nodipecten subnodosus
(Luna-Gonzalez et al., 2002). De igual manera, Freites et al., (1993) sefialé que V.
anguillarum y V. alginolyticus ocasionaron escasa supervivencia en larvas de vieira
Euvola ziczac. Asimismo, se ha informado que V. (Listonella) anguillarum cepa 90-

11-287 serotipo O1 en larvas de rodaballo Scophthalmus maximus (Planas et al.,

2005).
Porcentaje de supervivencia de cinco candidatos probiodticos frente al desafio de V. anguillarum
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Grafico 11. Porcentaje de supervivencia de larvas con cinco probiéticos adicionados
(1076 cél./mL) desafiados con la bacteria patdgena V. anguillarum. Los valores

son promedio de tres replicas.

Como se puede observar en el Cuadro 16, los resultados de ANOVA relacionado
con la evaluacion de cinco candidatos a probiéticos frente al desafio del patégeno
V. anguillarum, en larvas D de A. purpuratus, el valor p<0.05, por lo que rechaza
la hipétesis nula. Es decir, existe varianza significativa diferente para el tipo de
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probidtico y nimero de dias en la supervivencia y ademas entre estas variables

hay una interaccion especialmente tipo de probidtico-dia.

El nimero de dias es la variable mas fuerte que afecta a la supervivencia, de larvas
por el patdgeno, tal como ocurre con lo reportado por Planas et al., (2005). Luego
le sigue el tipo de probidtico y finalmente la interaccion. Como se ha observado
(Gréfico 11), el numero de dias tiene un efecto fuerte y en el tercer dia se da la
menor supervivencia para muchos de los probiéticos, pero el probiético B es el que

proporciona mas supervivencia a los tres dias.

Cuadro 16: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluaciéon de cinco candidatos a
probiéticos frente al desafio del patégeno de Vibrio anguillarum.

= Z Analisis de varianza de cinco candidatos gprobioticos desafiados con V. anguiTTarum
-
= TWOwWEy2 <-aov{supervivencia ~ TipoProbiotico=Dia, data= data)
> summary {twoway2)
Df Sum 5q Mean 5q F value Pri=F)

TipoProbiotico 5 42EE9 85328 14.76B 1.9Fe-03 ===

Dia 1 GE5E4B ELE48 96.252 4.3Be-14 ==
TipoProbiotico:Dia &5 4561 912 1.578 0.18
Residuzls &0 34828 L7E

Signif. codes: 0 f===' p 001 *==' Q.01 *=' 0. 05 ‘.7 0.1 F "1

Una de las suposiciones del ANOVA en que se basa esta prueba es que los datos
siguen una distribucién normal, lo cual en estos datos muestran que hay una

desviacioén, pero la prueba de ANOVA es bastante robusta a estas desviaciones.

En el anexo (Grafico 17), se observa que la distribucién de datos de los cinco
candidatos a probidticos de todos los dias desafiados con V. anguillarum, indica si
siguen una distribucion normal los datos deberian estar sobre la linea azul (todos
los puntos), pero como se observa aqui hay una desviacion. Existe un gran
variabilidad de datos obtenidos que se corrobora con lo reportado por Karim et al.,
(2013) y por Rojas et al., (2015). Solamente puede considerarse cercana a la

distribucion normal en el tercer dia, tal como se observa en el anexo (Grafico 18).
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En el anexo (Cuadro 28) se muestra que la homocedasticidad de la varianza
mediante la prueba de Barlett (misma varianza en los grupos analizados de datos
distribuidos normalmente), referente al efecto de cinco candidatos a probidticos
frente al desafio con V. anguillarum, tiene un p<0.05 (p = 2.2e-16), concluyendo
gue las varianzas de los tratamientos tienen diferencias significativas. Pero, como
la distribucion de datos no serian normales (Grafico 17), se aplico la prueba de
Levene que es menos sensible y es una alternativa mas robusta a la prueba de
Bartlett cuando las distribuciones de los datos no son normales, se obtuvo un p =
0.69, que no es menor de p<0.05, indica que las varianzas en cada tratamiento no
encuentran diferencias significativas con mediana probabilidad, como se observa
en el anexo (Cuadro 29). Como conclusién se podria deducir que lo mas probable

es que las varianzas sean distintas por cada tratamiento.

En la Prueba de Dunnett, que consiste en comparar los diversos tratamientos de
los cinco candidatos a probidticos con un control referente al desafio de V.
anguillarum, (Cuadro 17), observamos que en el dia 2 y 3, que los Prob A y Prob
B tienen mas probabilidad de generar mas supervivencia larval que el resto de las
bacterias candidatas a probioticos, aun asi, debido al P-Valor relativamente alto,
aun no es 100% confiable que genere mas supervivencia que el control. EI Prob B
es mas probable que genere mas supervivencia que control. Para el dia tres
(Cuadro 30), se observa, que es casi 100 % probable que el Prob A y Prob B

generen mas supervivencia que el control.

Es importante destacar que incluso especies distintas del mimo género del
probiotico tienen comportamiento distinto frente a un patégeno; por ejemplo,
Pseudoalteromonas sp. D41 y P. gallaeciensis podrian ser eficaces contra el
desafio de V. coralliilyticus, pero no contra V. pectenicida (Kesarcodi-Watson,
Miner, et al., 2012).

En la prueba de T no pareada es una prueba que compara los promedios de dos

grupos independientes para determinar cual de los probi6ticos es mejor desde
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punto de vista estadistico, es decir compara la bacteria candidata a probiético Prob
A y Prob B referente al desafio de V. anguillarum. Analizando los resultados
(Cuadro 18y 31) del anexo, en la Prueba de T no pareada indica que existe mayor
probabilidad de supervivencia del Prob B que el Prob A. El Prob B, es
aproximadamente 2 veces mejor que el Prob A. Eso se corrobora que en promedio

Prob B tiene mejor supervivencia que el Prob A (Cuadro 31).

Cuadro 17. Prueba de Dunnett relacionado con cinco candidatos a probiéticos en el dia

2 y dia 3 frente al desafio de V. anguillarum.

#ia 2 y dia 2

datapiazz = Tilter(data, Dia==2)

modd <-aovi Supervivencia ~ TipoProbictico, data = datahiaz3)

Vibriodunl <- glht{modo,TinfTct = mcp{TipoProbiotico = "Dunnett™), alternative = "greater™)
summary (Vibriodunll}

L L T

Simultaneous Tests Tor Ganeral Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Dunnett Contrasts

Fit: aowv(formula = Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = dataDiaz3)

Linear Hypotheses:
Estimate std. Error © walue Pri=t)

ProbiotA - ControlAeromonas <= 0 12,38 17.18 0.722 0.546
ProbiotE - Controlasromonas <= 0 20.21 17.16 1.178 0.342
ProbiotC - Controlasromonas <= 0 -34.51 17.16 -2.011 ©.9%9
ProbiotD - Controlasromonas <= 0 -49.97 17.16 -2.912 1.000
ProbiotE - Controlasromonas <= 0 -50. 80 17.16 -2.981 1.000
{Adjusted p values reported -- single-step method)

Cuadro 18. Prueba T pareada comparando Prob A y Prob B el dia 2 y dia 3 frente al

desafio de V. anguillarum

> #Lomparando probiotico A ¥ B, dia 2 ¥ 3
>

> t.test{filter(data, Dia»=2 & TipoProbiotico=="ProbiotA")$Supervivencia,
+ Filter{data, Dia»=2 & TipoProbiotico=="Probiot8")%$Supervivencia, alternative = "greater",
+ wvar.egual = FALSE)

welch Two Sample t-test

data: filter(data, Dia »>= 2 & TipoProbiotico = "Probiota™)ssupervivencia and filter(data, Dia »= 2 & TipoProbiotico == "ProbiotB™)$supervivencia
t = -0.4926, dF = 8.43983, p-value = 0.6326

alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0

95 percent confidence interwval:

-37.15984 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

66.51726 74.34626

Se ha demostrado la infeccién experimental de larvas de Mytilus galloprovincialis,
P. maximus, C. virginica, C. gigas, Ostrea edulis por diferentes especies de Vibrio
(Romalde & Barja, 2010). Pero, en la seleccién de probioticos puede aislarse el
género Vibrio. Se informé que el Vibrio sp. OY15 1073 UFC/mL probidtico mejord
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la supervivencia de las larvas Crassostrea virginica cuando fue desafiados con
Vibrio sp. B183 patégeno (Kapareiko et al., 2012). Del mismo modo, De la Fuente
& Fuandez, (2019) informaron que el género Vibrio aislado, inhibia in vitro al

patdgeno V. anguillarum.

Los resultados de variabilidad de los datos de la supervivencia obtenidos en la

presente investigacion son casi semejantes a lo reportado por Rojas et al., (2015).

4.5 Evaluacion de cinco candidatos a probidtico en el desafio del patégeno

Aeromonas salmonicida

En forma similar a la supervivencia larval ocasionada por V. anguillarum ocurre
con la otra bacteria patdégena A. salmonicida. Los candidatos a probioticos Prob D
y E a las 24 horas mostraron una escasa supervivencia larval, el Prob C se
comporté de manera semejante cuando fue desafiado con A. anguillarum, incluso
en concentraciones mas bajas A. hydrophila (5.5 x 10"2 cel./mL) provoca escasa
supervivencia en larvas de A. purpuratus (Riquelme et al., 1996), Gréfico 12.

Los probioticos Prob Ay Prob B, (Grafico 12), también tuvieron un efecto protector
cuando fueron desafiados con la bacteria patégena A. salmonicida. El Prob B a
1076 cél./mL logro incrementar la supervivencia larval cuando fue desafiado con
A. salmonicida en un 47.75%, y redujo un 61.08% de mortalidad larval cuando fue

desafiado con A salmonicida en comparacion con el control.

La evaluacion de cinco candidatos a probid6ticos frente al desafio del patdogeno A.
salmonicida, en larvas D de A. purpuratus, el valor p<0.05, por lo que rechaza la
hipotesis nula. Por lo tanto, existe diferencia significativa diferente para el tipo de
probidtico y nimero de dias, en la supervivencia y ademas hay interaccion entre

tipo de probidtico-dia débil. (Cuadro 19)
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Porcentaje de supervivencia de cinco candidatos probiéticos frente al desafio de A. salmonicida
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Gréafico 12. Porcentaje de supervivencia de larvas adicionadas con cinco probiéticos
desafiados (10"6 cél./mL) con la bacteria patdgena A. salmonicida. Los

valores son promedio de tres replicas.

La homocedasticidad de la varianza (Cuadro 32) del anexo, referente al efecto de
A. salmonicida cuando se desafio a cinco candidatos a probioticos, de acuerdo al
test de Bartlett, que se usa para probar la homogeneidad de las varianzas en
muestras, el p = 2.2 e-16, es menor p<0.05 concluyendo que las varianzas de los

tratamientos tienen diferencias significativas.

En la prueba de Levene que es una alternativa mas robusta a la prueba de Bartlett
cuando las distribuciones de los datos que no serian normales se obtiene un p =
0.58, que no es no menor a p<0.05, indica que las varianzas en cada tratamiento
no encuentran diferencias significativas con baja probabilidad, anexo (Cuadro 33).
Como conclusion se puede deducir que lo mas probable que las varianzas sean

distintas por cada tratamiento.
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Cuadro 19: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacibn de cinco
candidatos a probidticos frente al desafio del patégeno de A.

salmonicida

# Analiside varianza de cinco candidatos a probioticos desariados con A. salmonicida

=
=
> TWoOWEy2 <-aov{supervivencia ~ TipoProbiotico*Dia, data= data)
> SUMmMErY {TwWowayz)

DT Sum 59 Mean 5q F value  Pri=F)

TipoProbiotico 5 42589 8538 14.76B 1.97e-09 ===

Dia 1 EE5E48 EEG48 95.254 4.3Be-14 =+
TipoProbioticoiDia & 4561 912 1.578 0.18
Residuzls &0 34EER L7

Sigmif. codes: 0 f===' 0,001 ‘==' Q.01 ‘=* Q0,05 .7 0.1 F "1

De acuerdo con la prueba de Dunnett (Cuadro 20 y 34) en anexo, que compara
los tratamientos con el control referente al desafio de A. salmonicida con cinco
candidatos a probioticos, existe diferencia con el control, especialmente con el
Prob B. Situacion parecida se obtuvo con Bacillus flexus a una densidad de 1 X
1076 UFC/mL produjo 45% de supervivencia en larvas de A. ventricosus cuando
fue desafiado con Vibrio alginolyticus (Abasolo-Pacheco et al., 2017). Para el dia
tres, los mejores probioticos A y B se acentla la diferencia y estadisticamente son

significativos (Cuadro 34).

Cuadro 20. Prueba de Dunnett relacionado con cinco candidatos a probi6ticos en

el dia 2 y dia 3 frente al desafio de A. salmonicida.

#ia 2 yv dia 3 Prueba de Dunnst

datapiazz = filter(data, Diax=2)

modd <-aov{ Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = dataDiaz3)

aeromonasdunl <- glhtimodd,linfct = mcp{TipoProbiotico = "Dunnett™), alternative = "greater™)
summary [ aeromonasdunl)

WO

Simultanepus Tests Tor General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Dunnett Contrasts

Fit: apw{formula = Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = datadiaz3)

Linear Hypotheses:
Estimate std. Error t wvalue Pri>t)

Probiota - Controlasromonas <= 0 12.38 17.16  0.722 0.546
ProbiotE - Controlaeromonas <= 0O 20.21 17.18 1.178 0.342
Probiotl - Controlasromonas <= 0 -34,51 17.16 -2.011 0.99%9
ProbiotD - Controlasromonas <= 0 -49,97 17.16 -2.912 1.000
ProbiotE - Controlaeromonas <= 0O -50. 80 17.16 -2.961 1.000
{Adjusted p values reported -- single-step method)
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Una vez determinado que el Prob Ay Prob B son diferentes al control se realiz6 la
prueba t no pareada mostrado para el dia 2 y 3 en la que se observa que ambos
probiodticos probablemente no son diferentes estadisticamente (Cuadro 21),

acentuandose en el dia 3 (Cuadro 35).

Cuadro 21. Prueba T pareada comparando Prob Ay Prob B el dia 2 y dia 3 frente
al desafio de A. salmonicida.

> #Comparando probiotico A v B, dia 2 y 3, Aeromonas

>

> t.test(filter(data, Dia>=2 & TipoProbiotico=="ProbiotA™)Ssupervivencia,

- filter(data, Dia»=2 & TipoProbiotico=="ProbiotB"}%supervivencia, alternative = "greate

o
+ var.equal = FALSE)
wWelch Two sample t-test

data: filter(data, Dia »= 2 & TipoProbiotico == "ProbiotA")%supervivencia and filter{data, Dia >
= 2 & TipoProbiotico == "ProbiotB")}%Supervivencia
t = -0.80343, df = 7.5861, p-value = 0.7769
alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval:
-38. 68189 Inf
sample estimates:
mean of x mean of y
69.04202 E0.65476

La distribucién de datos de los cinco candidatos a probiéticos de todos los dias
desafiados con A. salmonicida observando que no se encuentran en una
distribucion normal; los puntos estdn muy dispersos respecto a la linea azul, se
mejora ligeramente en el dia tres (Grafico 20), en el anexo. Existe un gran
variabilidad de datos obtenidos que se corrobora con lo reportado por Karim et al.,
(2013) y por (Rojas et al., 2015).

Existen escasa informacién de reportes de infeccion y de probidticos contra la
bacteria patdgena A. salmonicida en larvas de A. purpuratus. Sutton & Garrick,
(1993) mencionaron que la enfermedad bacteriana de larvas cultivadas de almeja
gigante Tridacna gigas fue causada por una especie de Vibrio, Aeromonas y

Plesiomonas.

Asimismo, Riquelme et al., (1996) reportaron que la concentracion 5.5 x 1072
cel./mL de A. hydrophila provoc6 mortalidad en larvas de A. purpuratus;
probablemente debido alto contenido de materia organica producido por la
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acumulacion de larvas moribundas en el fondo de los tanques. Aunque cierta
especies de Aeromonas media A199 puede usarse como probiotico, debido a que
exhibié actividad antagonista contra una amplia gama de patégenos como

Aeromonas, Vibrio y otros in vitro (Gibson et al., 1998).

El probiotico A aislado identificado molecularmente como Pseudomonas stutzeri,
tuvo un efecto probidtico adecuado en la supervivencia larval de A. purpuratus; en
comparacion con los otros tres probiéticos cuando se desafio con los patdgenos
V. anguillarum y A. salmonicida. Logro incrementar 34.86% la supervivencia larval
en comparacion con el desafio de larvas con V. anguillarum y 29.88% en

comparacion con el desafio de larvas con A. salmonicida (Cuadro 22).

El efecto Pseudomonas como probiético puede atribuirse a la produccion de varias
sustancias antimicrobianas como 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) (Shanahan et
al., 1992), un antibiético fenazina (Zhang et al., 2017), sideréforos que median la
competencia por el hierro (Fgaier & Eberl, 2010; Gram et al., 1999).

Cuadro 22. Incremento de supervivencia larval en el dia tres de las bacterias
candidatas a probidticos, Prob Ay Prob B desafiado por los patégenos.

Supervivencia Incremento de
larval en el supervivencia larval
desafio (%) (%)

V. anguillarum (5.79%) control
Prob A + V. anguillarum 40.65 34.86
Prob B + V. anguillarum 66.87 61.08
A. salmonicida (8.27 %) control
Prob A + A. salmonicida 38.15 29.88
Prob B + A. salmonicida 56.02 47.75
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Otras bacterias Gram negativas igualmente son perjudiciales para el cultivo de
pectinidos como los del género Pseudomonas (Gémez-Leon, 2010; Riquelme et
al., 1996; Riquelme, Hayashida, Toranzo, et al., 1995). Por el contrario, algunas
bacterias marinas, contribuyen nutricionalmente al crecimiento de las larvas
Crassostrea gigas como CA2 actuando como probiéticos a la concentracién de
1075 cel./mL cuando se usO en el alimento de larva en forma conjunta con

Isochrysis galbana (Douillet & Langdon, 1994).

Resultados similares al Prob A fueron encontrados con diferente especies de
Pseudomonas que tuvo efecto antagonico contra A. hydrophila, ya sea como célula
entera, célula entera muerta por calor, producto intracelular o producto extracelular
(Das et al., 2006). En forma similar De la Fuente & Fuandez, (2019) informé la
obtencion que el probiético Pseudomonas sp. que inhibia in vitro a V. anguillarum.
El efecto podria deberse a compuestos antimicrobianos presente en el
sobrenadante del probiético Pseudomonas fluorescens AH2 que inhibia in vitro
después de 7 dias a. salmonicida (Gram et al., 2001). Asimismo, se sefal6 que la
mezcla Pseudomonas aeruginosa-Burkholderia cepacia mejord la supervivencia
de larvas de Crassostrea corteziensis (Campa-Cérdova et al., 2011).
Probablemente, la accion sea como inmunomodulador en forma semejante a P.

synxantha aumenta al respuesta inmune de langostinos (Hai et al., 2009).

Al igual que en la presente investigacion, también se ha usado Bacillus como
Bacillus pumilus, que contrarresté la infeccion contra el patégeno V. tubiashii en
las ostras orientales (Crassostrea virginica) con dispersion de datos (Karim et al.,
2013). Asimismo, un Bacillus spp. marino inhibi6 a al patégeno V.
parahaemolyticus del molusco Concholepas (Leyton & Riquelme, 2010), otra
especie Bacillus pumilus RI06-95 en un tratamiento diario de en los tanques
redujo la cantidad de Vibrio spp. en las larvas y en el agua de la almeja Mercenaria;

mas no en Argopecten irradians (Sohn et al., 2016).
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Abasolo-Pacheco et al., (2017) reportaron que la adicibn de Bacillus y
Lactobacillus en larvas y juveniles de A. ventricosus protegio contra el patégeno
V. alginolyticus. La mezcla de Phaeobacter inhibens S4 y Bacillus pumilus RI06—
95 cuando fueron adicionados al agua protegieron a las larvas de A. irradians

frente al desafio del patégeno V. coralliilyticus RE22 (Sohn et al., 2016).

El probiético Prob B, identificado como Bacillus sp. logré disminuir 61.08% con el
desafio de larvas con V. anguillarum en comparacion con el control y 47.75% en
comparacion con el desafio de larvas con A. salmonicida. La ventaja que posee el
género Bacillus es la formacién de esporas que le permite sobrevivir en
condiciones desfavorables, tal como ocurrié cuando se usé Bacillus y bacterias
acido lactica en larvas mostrando mayor supervivencia que la bacteria acidolactica
(Campa-Cordova, 2009). Ma et al., (2020) han usado Bacillus aquimaris para
proteger a larvas de la vieira, Patinopecten yessoensis cuando fue desafiado con
Vibrio splendidus.

En otros organismos también, se ha utilizado Bacillus subtilis BT23como un
posible tratamiento probiético para el camardn tigre negro Penaeus monodon
(Vaseeharan & Ramasamy, 2003), B. amyloliquefaciens tuvo efecto probidticos
contra los patdgenos de peces: Aeromonas hydrophila, A. veronii, Acinetobacter
junii, A. tandoii, Acinetobacter sp (Kavitha et al., 2018), B. subtilis AN11
proporciond un efecto antagonista contra Pseudomonas aeruginosa, Edwardsiella
tarda, Vibrio parahaemolyticus (Das et al., 2014), Bacillus (B. licheniformis y B.
amyloliquefaciens) tuvieron un efecto probiético en larvas de rébalo comun,
Centropomus undecimalis (Tarnecki et al., 2019). También la adicion de Bacillus
subtilis RCMB21 recubierto con capa protectora en la dieta incremento el peso
juveniles de Macrobrachium malcolmsonii (Tarnecki et al., 2019).

Probablemente el efecto beneficioso de Bacillus pueda deberse la reduccion de la
respuesta oxidativa, tal como ocurre con la mezcla de Bacillus afiadida redujo la

respuesta antioxidante: superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa en
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relacion al control en semillas A. ventricosus (Vega de la Vega del Rocio et al.,
2020).

Las especies de Bacillus son ubicuos, se encuentran en el suelo, agua y alimentos.
Las principales especies de Bacillus utilizadas como probioéticos incluyen B.
subtilis, B. coagulans, B. clausii, B. pumilus, B. licheniformis y B. cereus. Estan
siendo usado como probidtico incluso en humanos (Schultz et al., 2017), en
plantas (Schisler et al., 2004), también en la proteccién de larvas de moluscos

(Riquelme et al., 2001) y en carpas (Kumar et al., 2006).

El género Bacillus pose varios mecanismos por el cual pudo mejorar la
supervivencia larval cuando fue desafiado por la bacteria patégena, como:
produccion de bacteriocinas, supresion de la expresién génica de virulencia,
competencia por los sitios de adhesion, produccion de enzimas liticas, produccion
de antibitticos, competencia por nutrientes y energia y produccion de &cidos
organicos (Kuebutornye et al., 2020), inmunoestimulacién (Vega de la Vega del
Rocio et al., 2020).

4.6 Efecto de las concentraciones Prob A-Prob B desafiado con V. anguillarum

Se evalu6 (Grafico 13) el efecto de la combinacion de los dos mejores probidticos
aislados (Prob A y Prob B) a concentracion 10"4 cél./mL y 1076 cél./mL en el
desafio de V. anguillarum encontrdndose que no son estadisticamente significativo
a p< 0.05 (Cuadro 23) para todos los dias. En cambio, si fue estadisticamente

significativa para el tercer dia (Cuadro 36).

Probablemente, el incremento de la mezcla Prob A-Prob B a 1076 cel./mL podria
inducir una disminucion de la actividad alimentaria, activacion de defensas
antioxidantes (catalasa, superoxido dismutasa, peroxiredoxina) y activacion de la
respuesta inmune (no autorreconocimiento, via de sefalizacion NF-kK,
hematopoyesis) en forma semejante cuando se expuso la bacteria patdgena V.
coralliilyticus a larvas de Crassostrea gigas (Genard et al., 2011, 2013), la cual

afectaria la supervivencia larval.
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Cuadro 23: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacién de ProbA-Prob
B a diferentes concentraciones: 1074 y a 1076 cél./mL frente al desafio

del patdgeno de V. anguillarum de todos los dias.

= #analisis de wvariarza de ProA_Prob2 a 1044 v ProA_ProbB a 1046 desatiado con V. anguillarum
= TwWowsy3 <-aov{supervivencia ~ TipoProbiotico=Dia, data= data)
> SUMmMErY {(twoway3)

DT Sum 5q Mean 5q F value  Pr(=F)

TipoProbiotico 1 1z.04 12.04 2.8359 0.1075

Dia 1 126.08 126.08 29.723 Z.45e-05 ==
TipoProbiotico:dia 1 14.01 14.01 3.203 0.084z2 .
Residuals 20 E84.83 4.24

Signif. codes: 0 f===" Q0 001 *==' Q.01 *=' Q.05 Y. Q.1 F 1

Resultados distintos a la presente investigacion se obtuvo cuando se incremento
la cantidad de probiético; por ejemplo, cuando se incrementé 0.1 x 103 UFC a 10
x 10”3 UFC/mL de Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia disminuyo la
supervivencia larval en Crassostrea corteziensis (Campa-Cordova et al., 2011) o
cuando se incrementd Alteromonas macleodii y Neptunomonas sp 10 x 1076
UFC/mL a 100 x 1076 UFC/mL produjo una alta mortalidad en larvas de Perna

canaliculus (Kesarcodi-Watson, Kaspar, et al., 2012).

En ciertas ocasiones la mezcla de 2 o mas cepas probidticas mejora la
supervivencia larval de Crassostrea virginica en un 45% como ocurrié con la
mezcla de Bacillus pumilus RI06-95 - Phaeobacter sp. S4 cuando fue desafiado
con el patégeno Vibrio tubiashii RE22 (Karim et al., 2013); situacion que no es
observada en la presente investigacion aunque desde el punto de vista de ANOVA

no hubo diferencias significativas.
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Superviventia de Prob a- Prab B a 1044 y Superviventia de Prob a- Prab B & 10% desafiado can V. anguillarum
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Gréafico 13. Porcentaje de supervivencia de Prob A-Prob B a 10"4 y 1076 cél. /mL
adicionados en el desafiado con V. anguillarum.

Otra posibilidad en reducir la mortalidad es la mezcla de otras cepas probidticas
distintas; por ejemplo, Pseudomonas sp. 11, Vibrio sp. C33, Bacillus sp. B2
protegio las vieiras chilenas de la mortalidad bacteriana y también proporcioné su
actividad antibacteriana contra bacterias similares a V. anguillarum (Riquelme et
al., 2001). También ha habido otros intentos de mezclar otros probidticos, por
ejemplo, las bacterias &cidolactica-Bacillus. Campa-Cordova et al.,, (2011)
encontraron una mayor supervivencia larvaria con bacteria acidolactica y Bacillus
a una dosis de 1x1074 UFC/mL en comparacion con el grupo de control. En ese
estudio mostr0 el efecto beneficioso de estos probidticos, agregados

individualmente o mezclados en cultivo de larvas de Crassostrea corteziensis.
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4.7 Efecto del probidtico A y B en forma separada a diferentes concentraciones

desafiado con V. anguillarum

Se evalud los dos cultivos potencialmente probidticos: Prob Ay Prob B identificado
molecularmente como Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp, respectivamente, a
diferentes concentraciones por separado en el desafio de larvas de A. purpuratus
con la bacterias patogena V. Anguillarum encontrdndose que de acuerdo al
ANOVA no existe diferencia significativa (p<0.05) de los tratamientos del Prob A
10”4 cél./mL, 10”6 cel./mL de todos los dias cuando fueron desafiados con V.

anguillarum (Grafico 14 y Cuadro 24), y del tercer dia (Cuadro 37).

Estas observaciones no concuerda a lo reportado por Campa-Coérdova et al.,
(2011). Ellos al aumentar 1x10* UFC/ml a 1x10° UFC/mI de bacteria acido-lactica
(cepa NS61) disminuyo la supervivencia larval de Crassostrea corteziensis.
Contradictoriamente la suplementacién probidtica con la Lactobacillus plantarum
10® UFC/g proporciona una mayor rendimiento productivos del pez payaso
Amphiprion ocellaris, pero se tuvo que incrementar a 108 UFC / g para mejorar la

resistencia al patégeno Vibrio fluviales (Paixéao et al., 2020).

Paraddjicamente, muchas cepas avirulentas contribuyen a la infeccion. En
experimentos con la cepa virulenta V. crassostreae J2-9, las inyecciones de 1076
bacterias/animal indujeron una mortalidad del 90%, en contraste con 4x10™4 se
redujo a 5% de mortalidad. Por el contrario; la inyeccion de 4x10"4 de la cepa
virulenta V. crassostreae J2-9 con una cepa avirulenta J2-20 indujo una mortalidad
del 70% (Lemire et al., 2015) probablemente porque las cepas avirulenta
proporcione o ayude a usar sideroforos a los patégenos (Cordero et al., 2012) o
contribuyen directa o indirectamente que inician las cascadas de sefalizacion de
deteccion de quorum sensig como mecanismo de virulencia de los patégenos
(Bassler, 2002).
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Grafico 14. Porcentaje de supervivencia del Prob A, a diferentes concentraciones

de 1074 y 1076 cél./mL desafiado con V. anguillarum

Cuadro 24: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacion de Prob A, a

diferentes concentraciones: 10M y a 1076 cél./mL frente al desafio

del patégeno de V. anguillarum de todos los dias.

=

#4nalisis de variarza de ProA & 1044 v ProB a 1046 desafiado con V. anguillarum

= twoways <-aov{Supervivencia ~ TipoProbioticosDia, data= data)
= SUMMErYy {(Twoways)

DT sum Sq Mean 50 F value  Pri=F)
TipoProbiotico 1 7F.0= .04 1.108 0. 305
Dia 1 156.41 156.21 24.612 F.52e-05 ===
TiparFrobiotico:Dia 1 &.07 E.07 0.956 0.340
residuzals 20 127.10 E.35
Signif. codes: O f===' Q,001 ‘==' Q,0L = Q.05 ‘. Q.1 °f ' 1

En realidad, los moluscos como animales filtradores necesitan grandes volimenes

de agua para su nutricion y respiracion. En consecuencia, estdn en contacto

continuo con abundantes microorganismos de su medio marino, que incluyen tanto
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patdgenos como comensales (Schmitt et al., 2012). Se puede encontrar bacterias
en la hemolinfa, que tedricamente no deberian estar presente, presuntamente
probidticas (Garcia-Tello et al., 2002), también se encuentran en el tracto digestivo
y gbnadas en A. purpuratus a una concentracion alrededor de 4.5 x 10M

(Avendano-Herrera et al., 2001).

Existen otros microbios probiéticos de moluscos como por ejemplo Phaeobacter
gallaeciensis, que es una bacteria que coloniza superficies marinas bioticas y
abidticas. Produce el antibidtico acido tropoditiético que lo convierte en un fuerte
antagonista de los patdégenos de los moluscos (Thole et al.,, 2012) y se ha
demostrado que protege a los Pecten veligers de Vibrio pectinicida (Genard et al.,
2014) y a Crassostrea virginica (Sohn et al., 2016). De igual manera, Roseobacter
sp. es otra bacteria que produce una sustancia cuando esta en presencia de V.
anguillarum mejorando la supervivencia de las larvas de vieira, la sustancia es

susceptible a la tripsina y estable a 100 °C (Ruiz-Ponte et al., 1999).

El Prob B identificado como Bacillus sp. a 10"4 cél./mL, 106 cel./mL desafiado
con V. anguillarum no existe diferencia significativa (p>0.05) de todos los dias de
acuerdo al ANOVA (Cuadro 25 y Grafico 15, y del tercer dia (Cuadro 38).

Se obtuvieron resultados distintos a lo reportado por Karim et al., (2013), ellos
encontraron que la concentracion de 1074 cel./mL de Bacillus pumilus RI06-95 tuvo
el mismo porcentaje de supervivencia de larvas de Crassostrea virginica que 10°6
cel./mL cuando fue desafiado con el patdgeno Vibrio tubiashii RE22. Otra
preocupacion que debe tener en cuenta es que la adicion de probidticos
incrementa el metabolismo y como consecuencia la cantidad de oxigeno disuelto
(Raja et al., 2015).
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Gréfico 15. Porcentaje de supervivencia del Prob B, a 10"4 cél./mL, 1076 cel./mL

desafiado con V. anguillarum.

Cuadro 25: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluaciéon de Prob B a
diferente concentraciones 104 cél./mL, 1076 cel./mL frente al desafio
del patégeno de V. anguillarum de todos los dias.

> #Analisis de variarea de ProB & 10°4 w ProB a 1046 desafiado con V. anguillarum de todos los dias
> twoways <-aov{supervivencia ~ TipoProbiotico=Dia, data= data)
> summary {Twowaye)

Df Sum 5q Mean 5 F wvalue Pr=F)

TipoFrobiotico 1 1.042 1.042 0.828 0.373740

Dia 1 21.675 21.675 17.225 0.000495 ===
TipoFrobiotico:Dia 1 0.075 0.075% 0,060 0,803612
Residuals 20 25.167 1.2558

Signif. codes: 0O f===" 0,001 ‘==' Q.01 f=* Q.05 .7 0.1 F "1
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4.8 Identificacién molecular de bacterias de los probidticos Ay B
Se realizé por la Empresa Inca Biotec SAC

1. El proceso de extraccion de ADN genomico (ADNg) permitié la obtencion de un
pellet de ADNg visible para ambas muestras.

2. Los ADNg fueron extraidos exitosamente, se amplificé el gen del ARNr 16S
mediante PCR.

3. La PCR se realiz6 en un termociclador utilizando los primers: 27F (5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3") y 1492R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 37) para amplificar el gen del ARNr 16S
(Lane J. D., 1991).

4. Se obtuvo un amplicon de 1500 pb aprox. para ambos cultivos bacterianos. Los
productos de PCR son mostrados en un gel de agarosa (Fig. 16). La no
amplificacion de los controles de extraccién (CE1 y CE2) y del control negativo
de PCR (C-), indican que la extraccion de ADNg y la PCR fueron realizados
correctamente. Asimismo, la amplificacion del control positivo de PCR (C+)

indica que la PCR se realiz6 de forma correcta.

Las dos muestras de amplicones fueron conservados a -20°C hasta su envio a la
empresa de Macrogen USA. Los amplicones se codificaron como A2B y B2B,

correspondientes a los cultivos A y B, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos de los cultivos A y B mostraron un grado de pureza

bueno para realizar el andlisis genético.
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Grafico 16. Gel 1.5% de agarosa con bandas de productos de PCR de las muestras analizadas
Las secuencias fueron analizadas mediante el programa Nucleotide BLAST del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiAnexo 2).

RESULTADOS DE ALINEAMIENTO A2b

Cuadro 26: Lista de especies bacterianas mas cercanas a la secuencia de
nucleétidos del cultivo bacteriano A2B, secuencia parcial del gen del
ARNr 16S. Base de datos del NCBI.

Especie bacteriana
mas cercana

(Gen del ARNr 16S)

Max
score

Total
score

Query
score

value

Identidad

acceso

Pseudomonas
stutzeri strain
SGAIr0442
chromosome,
complete genome

1369

5466

99%

0.0

100%

CP025149
1

Pseudomonas

stutzeri strain 1W1-

1A chromosome,
complete genome

1369

5477

99%

0.0

100%

CP027664
A

Pseudomonas
stutzeri strain ATCC
17588 16S ribosomal
RNA,0.0

1369

1369

99%

0.0

100%

NR_10393
4.2
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Cuadro 27: Lista de especies bacterianas mas cercanas a la secuencia de
nucleodtidos del cultivo bacteriano B2B, secuencia parcial del gen del
ARNr 16S. Base de datos del NCBI.

Especie bacteriana Max Total Query E Identidad de
mas cercana score score score value acceso

(Gen del ARNr 16S)

Bacillus sp. (in: 1378 1378 100% 0.0 100% MH412682
Bacteria strain PSUB1 A

16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Bacillus siamensis 1378 1378 100% 0.0 100% MH017395
Strain S55221 16S A
ribosomal RNA gene,
partial sequence

Bacillus 1378 1378 100% 0.0 100% MH017383
amyloliquefaciens A

strain $58221 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

Bacillus subtilis 1378 1378 100% 0.0 100% MF403067
strain DS6601 16S A
ribosomal RNA gene,
partial sequence

RESULTADO FINAL DE IDENTIFICACION A2B:
Organismo: Pseudomonas stutzeri
Clasificacion taxondémica: Bacteria; Proteobacteria, Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas.

RESULTADO FINAL DE IDENTIFICACION B2B:
Organismo: Bacillus sp.
Clasificacion taxonémica: Bacteria; Firmicutes; Bacilli;
Bacillus.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Seaislaron 30 cultivos microbianos con potencial antagonista contra las bacterias
patdgenos V. anguillarum, A. salmonicida observandose cinco cultivos con
potencial probidtico rotulado como Prob A, B, C, Dy E.

e La supervivencia larval acumulada ocasionada por las bacterias patdogenas: V.
anguillarum y A. salmonicida en larvas de A. purpuratus fue 5.79y 8.27% al
cabo de 72 horas, respectivamente.

e La adicién del Prob A, a 10”6 cel./mL al cabo de 72 horas incremento la
supervivencia larval a 34.86% cuando fue desafiado con V. anguillarumy 29.88%
con A. salmonicida; en cambio, la adicion del Prob B a 106 cél./mL incremento
61.08% cuando fue desafiado con V. anguillarum y 47.75% con A. salmonicida.

e La mezcla Prob A-ProbB a 1076 cél./mL fue relativamente mejor que la 10"4
cél./mL en la supervivencia larval frente al desafio de las bacterias patégenas V.
anguillarum al final de 72 horas.

e EIProb Ay Prob B en forma separada fue relativamente mejor a 1076 cél./mL
gue la 1074 cél./mL en la reduccion de la mortalidad larval frente al desafio de las
bacterias patdgena V. anguillarum.

e Seidéntico molecularmente a Prob A como Pseudomonas stuzeri y Prob B como

Bacillus sp.

5.2 Recomendaciones

e Aumentar el numero de replicas para aumentar la normalidad de promedio de los

datos

e Cuantificar el nimero de probiéticos de Pseudomonas stuzeri, Bacillus sp.
durante el proceso.

e Cuantificar el nimero de V. anguillarum y A. salmonicida durante el proceso.
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Evaluar el crecimiento y adhesién de Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp. en el
mucus intestinal de A. purpuratus adultas mediante fluorescencia.

Determinar la inocuidad de las bacterias candidatas a probioticas.

Evaluar el tiempo de exposicién de las bacterias candidatas a probidticos a
diferentes tiempos en el desafio.

Determinar LDso de Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp.

Determinar la velocidad de crecimiento y tiempo de generacion de los probiotico
Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp. en medio de cultivo.

Determinar coeficientes estequiométricos Yx/s, Yp/s y Qx de los dos probibticos
Pseudomonas stuzeri y Bacillus sp.

Probar en hatcheries comerciales el potencial probiotico de Pseudomonas stuzeri

y Bacillus sp.
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ANEXOS
Anexo 1

Medio de cultivo F72 de Guillard para el crecimiento de Isochrysis galbana (Helm &
Bourne, 2006)

NaNOs 75.0 g/L
NaH2P0O4.H20 5.0 g/L
Na2Si03.9 H20 30.0 g/L
FeCls. 6H20 3.5¢g/L
Na:EDTA 4.36 g/L

Disolver en 900 mL de agua destilada

Anadir 1 mL de las siguientes soluciones traza:

CuSOgs 5 H20 0.98 g/100 mL
Zn SO4. 7 H20 2.20 g/100 mL
Co Cl2. 6 H20 1.00 g/100 mL
MnClz. 4 H20 18.00 g/100 mL
Vitaminas

Biotina 1.0 mg

B12 1.0 mg
Tiamina HCI 20.0 mg

Disolver en 1L de agua destilada y congelar

Afnadir ¥2 mL de solucién de vitaminas por cada 1 L de agua de mar

Anexo 2
Secuencia de nucleétidos del cultivo bacterianos analizados

Secuencia de nucleétidos del cultivo bacteriano A (codigo A2B): 742pb.

GTCAGTATTAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTA
CGCATTTCACCGCTACCAGGAAATTCCACCACCCTCTGCCATACTCTAGCTCGC
CAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAAC
GAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTT
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAAC
GTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTA
CAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCA
TTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT
TCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAG
CCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGT
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CCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTC
GAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGC
CGCTGAATCATGGAGCAAGCTCCACTCATCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCC
TGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTA

Secuencia de nucleétidos del cultivo bacteriano B (codigo B2B): 746pb.

GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTC
TACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTC
CCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTA
AGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCAC
CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGT
ACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAG
CTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTC
GTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGT
CTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCT
TGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGT
GGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGG
TATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGT
GTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCT
CGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATG

Anexo 3
Perfil molecular de muestras analizadas
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Anexo 4

Analisis estadistico para V. anguillarum
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Gréfico 17. Distribucién de datos de los cinco candidatos a probidticos de todos los dias
desafiados con V. anguillarum.
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Gréfico 18: Distribucién de datos de los cinco candidatos a probiéticos del tercer dia
desafiados con V. anguillarum.

Cuadro 28: Homocedasticidad de la varianza, del efecto de V. anguillarum cuando fue
desafiado con cinco candidatos a probiéticos. Prueba de Barlett

> #¥BarletTest en vibrio anguillarum
> bartlett.test(Supervivencia ~ interaction{TipoProbiotico,Dia), data=data)

Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: supervivencia by interaction{TipopProbiotico, Dia)
Bartlett's K-squared = Inf, df = 19, p-value <« 2.2e-16
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Cuadro 29: Homocedasticidad de la varianza, del efecto de V. anguillarum cuando fue
desafiado con cinco candidatos a probiéticos. Prueba de Levene

= FlevenseTest en Vibrio anguillarum
= levensTest({supervivencia ~ TipoProbiotico, data=data)
Levena's Test Tor Homogeneity of Variance (center = median)
O F walue Pr{=F)
group 5 0.6105 0.6921
(=15

Cuadro 30. Prueba de Dunnett relacionado con cinco candidatos a probidticos en el dia
3 frente al desafio de V. anguillarum.

datapia3d = Tilter{data, Dia==3)

modl <-aov{ Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = dataDiaz)

vibriodunz <- glht{modi,Tinfct = mcp{TipoProbiotico = "Dunnett"}, alternative = "greater™)
#50To dia 3

summary (Wibriodunz)

oW W

Simultanesus Tests Tor General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Dunneit Contrasts

Fit: aocw{Tormula = Superviwvencia ~ TipoPFrobiotico, data = dataDiaz)

Linear Hypotheses:
Estimate Std. Error € value Pr{>t)

Probiota - Conmtrolvibrio <= 0 34. 561 2.913 11.967 <le-04 ==
FroiotE - Controlwvibrio <= 0 51,078 2.912 20.967 <le-04 ==
FPropiot - Conmtrolvibrio <= 0 -5.787 2.912 -1.387 0.399
ProbiotD - Conmtrolvibrio <= 0 -5.787 2.913 -1.98F7 0.999
ProiotE - Controlwvibrio <= 0 -3. 704 2.912 -1.271 0.991

Signif. codes: o f===* p.001 f==' Q.01 =' Q.05 f.7 O.1 FOf o1
{adjusted p values reported — single-step method)

Cuadro 31. Prueba T pareada comparando Prob Ay Prob B en el dia 3 frente al desafio de V.
anguillarum.

= #omparando probiotico A vy B, dia 2
=

> t.test{filter(data, Dia==2 & TipoPrebiotico=="Probiota")$5upervivencia,
+ Tilter(data, Dia==3 & TipoPFrobiotico=="Probiotg")$supervivencia, alternative = "greater”,
+ var.equal = FALSE)

welch Two Sample t-test

data: Tilter(data, Dia == 2 & TipoProbiotico = "Probiota")Ssupervivencia and filter{data, Dia == 3 & TipoProbiotico == "ProbiotB")$5upervivencia
t = -1.8053, df = 2.6016, p-value = 0.9087

glternative hypothesis: true difference in means is greater than O

95 percent confidence interval:

-42.659423 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

38.14815 56.01852
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Anexo 5

Andlisis estadistico para A. salmonicida
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Gréfico 19: Distribucién de datos de los cinco candidatos a probidticos de todos los
dias desafiados con A. salmonicida.

Normal Q-Q Plot Normal Q-Q Plot Normal -Q Plot
ControlAeromonas  _ Probiotico A ., Probiotico B
o o o s o
g B 2 z
- § " § ¢
J o =1 =1
£} o =)
o o L oy
o o a 3 o e
E @ o E E
o} o} o ]
w wr w
B % 32 &
| — | | —
-0.5 0.5 -0.5 05 -0.5 0.5
Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles. Theoretical Quantiles
Normal Q-Q Plot Normal Q-G Plot Normal Q-Q Plot
- Probiotico C Probiotico D - Probiotico E
i =] =1 2 =] (=]
2 g 2 g 2
£ = = £ =
8 5 3 8 |
a B2 & g g
o o @ o
[=8 [=8 [=%
E g £ g E g
o] 0 ]
2 2 e 8
| — | —— [ ——
-5 0.5 -0.5 05 -0.5 0.5
Theoretical Quantiles Theorstical Quantilss Theoretical Quantiles

Grafico 20: Distribucién de datos de los cinco candidatos a probidticos del tercer dia
desafiados con A. salmonicida.
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Cuadro 32: Homocedasticidad de la varianza, del efecto de A. salmonicida cuando fue
desafiado con cinco candidatos a probiéticos. Prueba de Barlett

> #BarletTest en aAeromonas sin normalizar
> bartlett.test(supervivencia ~ interaction(TipoProbiotico,Dia), data=data)

Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: sSsupervivencia by interaction{Tipofrobiotico, Dia)
Bartlett's K-squared = Inf, df = 19, p-value < 2.2e-16

Cuadro 33: Prueba de Levene del efecto de A. salmonicida cuando fue desafiado con
cinco candidatos a probidticos.

= #leveneTest en Aeromonas
» levensTest{supervivencia ~ TipoProbiotico, data=data)
Levena's Test Tor Homogeneity of Variance (center = median)
ODFf F value Pr{=F)
group 5 0.7609 0.5813
(o]

Cuadro 34: Prueba de Dunnett relacionado con cinco candidatos a probidticos en el dia
tres frente al desafio de A. salmonicida.

FoOl0 d14 3 PrOeDa o= DOfEct

dataniaz = Tilter{data, Dia==3)

modl <-aovi Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = dataDiaz)

aeromonasdunz <- glhtimodi,linfct = mop{TipoProbiotico = "Dunnett"), alternative = "grezter")
#5010 dia 3

summary (aeromonasdunz’

Simultanepus Tests for General Linear Hypotheses

ultiple Comparisons of Means: Dunnett Contrasts

it: aow{formula = Supervivencia ~ TipoProbiotico, data = dataDias3)

inear Hypotheses:
Estimate std. Error t© value Pr=t)

robiotA - Controlagromonas <= 0 29.B7747 B.758E86 3.411 0.0102 =
robiotE - ControlAsromonas <= 0 47.74734 B.75886 5.451 <0.001 ===
robiot - Controlagromonas <= 0 -B.27063 B.75886 -0.944 0.9733
robiotD - ConmtrolAgromonas <= 0 0.06266 B.75886 0.007 0.3313
robiotE - Controlasromonas <= 0 -1,&0401 B.75886 -0.183 0.3812
ignif. codes: @ f===' p 0oQl1 f==' Q0L *=' Q.05 *." 0.1 °F ' 1

(adjusted p values reported -- single-step method)
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Cuadro 35: Prueba T pareada comparando Prob Ay Prob B el dia 3 frente al desafio
de A. salmonicida.

> #Comparando probiotico A y B, dia 3, Aeromonas
>
> t.test(filter(data, Dia==3 & TipoProbiotico=="ProbiotA”)}$supervivencia,

+ filter(data, Dia==3 & TipoProbiotico=="ProbiotB")3%5uperwvivencia, alternative = "greate
: , var.equal = FALSE)

welch Two Sample t-test
data: filter(data, Dia == 3 & TipoProbiotico == "ProbiotA")}%Supervivencia and filter(data, Dia =
= 3 & TipoProbiotico == "Probiots"}3Supervivencia

t = -7.9861, df = 3.7912, p-value = 0.9992

alternative hypothesis: true difference in means is greater than O
95 percent confidence interwval:

-33. 32765 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

40.64815 66. 86308

Anexo 6:

Cuadro 36: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacién de ProbA-Prob B a
diferentes concentraciones: 10" y a 1076 cél./mL frente al desafio del
patogeno de V. anguillarum del dia tres.

» #Analisis de variarea de ProA_Prob2 a 1043 y ProA_ProbB & 10°F desariado con V. anguillarum de todos Tos dias
» twowaysd <-aov{Supervivencia ~ TipoProbiotico*Dia, data= data)
> summary (twowaysd)
O Sum 53 Mean 5q F value Pr(>F)
TipoProbiotice 1 37.50 37,50  28.12 0,00807 ==
Residuzls 4 5,33 1.33

Signif. codes: 0 f===' 0,001 '==' Q.01 '=' 0,00 ' 01 F "1

Cuadro 37: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacién de ProbA-Prob B a
diferentes concentraciones: 10" y a 1076 cél./mL frente al desafio del patdgeno de V.
anguillarum del dia tres.

» #Analis1s de variarza de ProA & 10°4 y ProB a 10%6 desaflado con V. anguillarum del tercer dia
» Twoweye <-aov{Supervivencia ~ TipoProbioticosDia, data= data)
» summary (twowaye)
Df Sum 5g Mean 5q F value Pr{>F)
TipoProbiotico 1 16.67 16,667 2.174 0.214
Residuzls 4 30.67 7.B&7

141



Cuadro 38: Resultados de ANOVA relacionado con la evaluacion de ProbA-Prob B a
diferentes concentraciones: 104 y a 1076 cél./mL frente al desafio del patdgeno de V.

anguillarum del tercer dia.

Residuzls

Df Sum 5 Mean 59 F value Pr{»F)

TipoProbiotico 1 0.167 0.1667

4 4,667 1.1667

0.143 0.72%

» #Analisis de variarza de ProB & 1044 vy ProB & 1046 desafiado con v. anguillarum del tercer dia
» TWowzy? <-aov{supervivencia ~ TipoProbiotico®ta, data= data)
» sUmmary {twoway?)

Anexo 7: Datos de resultados del efecto de los probiéticos en el desafio de V.
anguillarum

control Vibrio |Prob A +larvas|Prob B +larvas |Prob C +larvas |Prob D +larvas |Prob E +larvas |Prob A 104+larvas |Prob B 104+larvas
V angui V angui V angui V angui V angui V angui V angui
B D E F G H | J
Replica Dia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia
Replical 0 100.00| 100.00| 91.67 100.00] 100.00| 100.00| 98 98
Replica2 0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 97.7 98
Replica3 0 100.00| 100.00| 100.00| 93.33 92.31 100.00| 98.4 99
Replica 1 1 100.00 100.00 100.00 100.00 12.50 0.00 93.75 100
Replica 2 1 100.00| 100.00| 100.00| 84.62 0.00 0.00 100 100)
Replica3 1 100.00 100.00 80.00 94.44] 6.67 0.00 100 70
Replical 2 100.00| 100.00| 100.00| 62.50 0.00 8.33 90| 81.82
Replica2 2 100.00| 100.00| 83.33 60.00 0.00 0.00 92.86 83.33
Replica3 2 100.00| 92.31 100.00| 50.00 0.00 0.00 100 100)
Replical 3 1111 44.44] 62.50 0.00 0.00 0.00 35.29 63.64
Replica 2 3 0.00 40.00 66.67 0.00 0.00 0.00 38.18 60
Replica3 3 6.25 37.50 71.43 0.00 0.00 6.25 38.46 55.56
Anexo 8: Datos de resultados del efecto de los probiéticos en el desafio de A.
salmonicida
Control Aeromonas |Prob A +larvas |Prob B +larvas Prob C +larvas |Prob D +larvas |Prob E +larvas |Prob A 104 +larvasgProb A 106 +larvas|
A salmonic A salmonic A salmonic A salmonic A salmonic A salmonic A salmonic
C K L M N (0] P Q
Replica Dia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia

Replica 1 0 100.00 100.00 100.00] 92.86 91.67 100.00 98.50] 99.00]
Replica 2 0 100.00 100.00 93.23 100.00 100.00 100.00 99.00 98.00]
Replica 3 0 100.00 100.00 100.00| 100.00 100.00! 94.12 99.00] 99.00)
Replica 1 1 100.00 100.00 100.00] 100.00 15.38 0.00 100.00] 87.50)
Replica 2 1 100.00 100.00| 81.25 92.31 12.50 0.00 93.33 90.91
Replica 3 1 100.00| 100.00 100.00| 90.91 0.00 5.26 94.12 83.33
Replica 1 2 100.00 100.00 92.31 40.00 0.00 0.00] 100.00 81.82]
Replica 2 2 100.00 93.75 85.71] 0.00 0.00 0.00 100.00| 88.89)
Replica 3 2 100.00| 90.91 100.00| 77.78] 0.00 0.00 80.00] 92.31]
Replical 3 0.00 50.00 55.56, 0.00 0.00 0.00] 85.71 66.67|
Replica 2 3 14.29 20.00| 62.50 0.00 25.00 20.00| 66.67 62.50
Replica3 3 10.53 44.44 50.00 0.00 0.00 0.00 80.00] 70.00)
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