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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar ectfade la combinacion de las cepas
probioticas P62\(ibrio sp.) y P64 Bacillussp.) en un sistema de cultivo (engorde) de
camaron Litopenaeus vannameiasi como el poder estudiar su efecto sobre las
comunidades bacterianas presentes en muestrasodeage de camarén, sedimento y
agua.

Se emplearon seis piscinas de 0.04 Ha, correspuadia un tratamiento control (n=3)
y un tratamiento con probidtico (n=3). Los aninsalde estadio PL 49 fueron
sembrados a una densidad de 29 animalesl@mlimento fue suministrado diariamente
a todas las piscinas; con adicion de probidticedpedo un dia) en el alimento para las
piscinas tratamiento. La frecuencia de alimentacide de dos veces al dia para todas
las piscinas. La suspension de probidticos de emgracion 1E+09 UFC.ml fue
adicionada al alimento reportando como concentafiital de 3.8E+06 UFC:yde
alimento. Se suministré por un periodo de 70 déard de los 123 dias pertenecientes
al ciclo de cultivo. Quincenalmente se tomaron nraesde agua, sedimento y camaron
para andlisis bacteriolégicos y moleculares. Laaultados de supervivencia (%) y
produccion (Kg.Ha) fue mejor en el tratamiento control, mientras qlePeso
promedio corporal (g) y Tasa de crecimiento diggialial) fue mejor en el tratamiento
con probidtico, sin embargo estas diferencias ncstramn ser estadisticamente
significativas (p>0.05). El estudio de la comunidbdcteriana estimado de las
densidades promedios de UFC obtenidas en aguajesaidi y camaron del tratamiento
probidtico, mostraron que existi6 un incrementoeémumero de UFC en AM en

muestras de camaron y una disminucién del nimerdFe de presuntos vibrios en
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TCBS en todas las muestras; sin embargo no mostrasy estadisticamente
significativos. La caracterizacién de los aisladbtenidos en muestras de estbmago de
camarén y sedimento revelaron la presencia deooriganismos Gram-positivos y
Gram-negativos dentro de los tratamientos, congongdo de Gram-negativo®entro

de los grupos aislados en las muestras de sedimenéstomago de camaron
encontramos la presencia de los gén¥libgo y Aeromonasn ambos tratamientos con
una reduccion del porcentaje de ambos géneros ipanemento del porcentanje de
otros microorganismos Gram-negativos en el tratatfmieon probiético. No se reportd
la presencia del géne®seudomona®n las muestras de estdbmago de camarén y
sedimento en los tratamientos.

Los perfiles de 16S rRNA obtenidos por DGGE (Geletlrctroforesis con gradiente
denaturante) empleado para estimar los indicesramos que la diversidad bacteriana
fue diferente entre tratamientos en las muestragdienento y estbmago de camarén en
lo que se refiere a riqgueza (R), nimero y abundadeiespecies (H) y homogeneidad
(E). El tratamiento con probi6tico mostré que lapexies bacterianas sé distribuyeron
en un mayor numero de especies y las abundanee®fmas semejantes entre si (mas
homogénea). Mientras que el tratamiento controltrbasma tendencia de disminucion
de su diversidad que podria deberse a que alguemeies bacterianas presentardn
dominancia, denotando abundancias menos semejamiies si (menos homogeneas).
Los geles compuestos ilustraron el desplazamiemtesgecies dentro de la microflora
de estobmago de camarén que no fue reportada pordimes durante todo el periodo de
muestreo

Los dendrogramas que grafican la similaridad eidge perfiles de 16S rRNA y

representan la comunidad bacteriana en las muediagstomago de camaron,
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sedimento y agua en ambos tratamientos permit@etgrminar que la estructura de la
comunidad entre los tratamientos cambid pero lardidad no fue reducida durante la
aplicacién del probiotico, observandose las comaded bacterianas mas similares
dentro de los tratamientos en las muestras de agthde camardn. Mientras que en las
muestras de sedimento el cambio de la estructwdasdcomunidades bacterianas es
menor comparada con la de estdbmago de camardndosierds similares las
comunidades entre tratamientos, mientras que lasugiolades en muestras de agua
presentan estructuras mas similares entre tratémsie posiblemente por poseer
especies filogenéticamente mas relacionadas.

La presencia de las cepas probidticas P62-P64 d6 per evidenciada dentro del
cultivo, debido a que ambas especies generarordendss bandas en los perfiles 16S

rRNA, requiriendose para demostrar su presenciandesecuenciacion de las bandas

obtenidas por edGGE.



1. INTRODUCCION

Los microorganismos cumplen un rol importante es faiscinas de cultivo,
particularmente con respecto a la productividadlocde nutrientes, nutricion de
animales cultivados, calidad de agua, control dersredades e impacto ambiental

sobre los efluentes (Moriarty,1997).

El control de patdgenos es un problema en acureyljue causa grandes pérdidas de
produccion a nivel de criaderos y piscinas de at@oespecialmente en sistemas
intensivos. Recientes reportes de la FAO citansael#ermedades como uno de las
mayores limitantes en la produccién acuicola atteddel mundo (Nash,1990). Debido
a su importancia econémica, el manejo de enfernesdad invertebrados acuaticos, es
una parte inherente del sistema de produccionsiverde animales, y particularmente

en camarones han sido bien descritos (Bachére; Ra@iguez & Le Moullac, 2000).

La modificacion y control de comunidades bactesapadria contribuir a mejorar la
supervivencia larvaria y la salud de animales d&vouen criaderos, incrementando la
productividad en engorde y disminuyendo el riesg@@htaminar poblaciones naturales
con bacterias resistentes a antibiéticos. En altureu se ha reportado que la
composicién bacteriana en tanques, criaderos adgsapiscinas puede ser cambiada
por adicion de especies seleccionadas que despkazZas bacterias normalmente

presentes (Verschueet¢al, 2000).

El uso de probidticos surge como una herramieatmanejo que depende de conocer

mas acerca de la naturaleza de competicién enpecies de bacterias presentes en



ambientes naturales. El éxito en el uso de miceusgnos depende de definir los
procesos y practicas ecoldgicas de manejo a sebiadas, de los tipos de especies
perjudiciales que son dominantes y especies atteasadeseables de bacterias que
podrian ser adicionadas. La exclusion competitisauno de los procesos ecolégicos
que permite la modificacién de la composiciobn dpeeis bacterianas en el agua,

sedimento y animales de cultivo (Moriarty, 1999).

En particular, el uso de probiéticos ha sido regmt ampliamente en vertebrados
(Skjermo & Vadstein, 1999; Gatesoupe, 1999; Versobet al, 2000) e invertebrados

(Riquelme et al., 1997; Arayt al, 1999; Riquelmet al, 2000).

Los principales grupos de microorganismos utilizadmmo probidticos en la
acuicultura de camarones, ostras y peces han bigmidos a partir de aislamiento y
seleccion de cepas de ambientes acuaticos. Ertre ésstacan los génervébrio,
Pseudomonas, Lactobacillus, Bacillyslevaduras (Moriarty,1990; Gomez-Git al,

2000 ).

El rol ecoldgico exacto de estos grupos en logmias de cultivo es desconocido en la
actualidad (Gémez-Git al, 1998, 2000, 2002). Asi también, la influencih u de
probioticos sobre la microbiota gastrointestinahpenece pobremente descrito (Raskin

et al, 1997; Wallneet al, 1997;Hugenholtzet al, 1998).

Los métodos tradicionales, a pesar de ser sena@kmsomicos y relativamente rapidos,

permiten estimar la diversidad en sistemas dewvoulgpero no ofrecen una vision



representativa de la diversidad microbiana debidgua los medios de cultivo no
pueden satisfacer los requerimientos de todos lasoorganismos (Ranjardt al,

2000; Kirket al, 2004).

Ahora es posible estudiar la dinamica de poblagiofiactores que afectan el
crecimiento tanto de patdgenos, organismos deseadpecies dominantes en piscinas
y mejorar las practicas de manejo. Para eso somsaeas técnicas capaces de
determinar cuales especies bacterianas estan rwlec& un tiempo dado y como la
composicién de estas especies cambia en un platmoamno resultado de variaciones

en factores controladores como temperatura y corzeadn de nutrientes.

Las nuevas técnicas en biologia molecular hacerraalpomsible determinar el

crecimiento, la presencia y supervivencia de esgeparticulares de bacterias en su
ambiente, aportando informacion complementaria a técnicas clasicas. La

electroforesis en geles de gradiente denaturan@®Gf) es una nueva herramienta
molecular utilizada en estudios de ecologia mienabibasada en el andlisis de rRNA
bacteriano sin el cultivo de los microorganismdssta técnica molecular separa los
fragmentos de DNA de doble cadena (de longitudésitichs) de acuerdo a las

propiedades de fusién de cada fragmento.

La DGGE puede ser usada para el analisis de seaset®’S rRNA amplificados por
PCR, obtenidas de extracciones de DNA de comunsdadenezclas de diferentes
aislados bacterianos. Los patrones resultantearsalizados y comparados permitiendo

una determinacion directa de la diversidad genétcaeriana.



En el futuro, esta técnica puede ser desarrollamaocun potencial dispositivo de
monitoreo cualitativo de la calidad de agua eresists de acuicultura (Rombaet al,
2001). Con el fin de validar el resultado de DG@®&E, mismas muestras se deberan
rastrear utilizando medios de cultivo convenciosate en medios de aislamiento

selectivo (Muyzer & Smalla, 1998).

El objetivo del trabajo fue evaluar la aplicacide la combinacién de los aislados
probioticos P62 \(ibrio sp.) y P64 Bacillus sp.) en la dieta del camarditopenaeus
vannameidurante un ciclo de cultivo (engorde); al mismampo el andlisis de las
comunidades bacterianas por medio de la técni€@GIBE para detectar la presencia de
los probidticos y estudiar su efecto sobre la didaxd de la microbiota bacteriana

asociada al sistema de cultivo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EL ROL DE LOS MICROORGANISMOS EN LOS SISTEMAS DE CUIVO

EN ACUICULTURA

En los sistemas de cultivo acuaticos los microdsgans desempefian multiples e
importantes funciones. Ejercen efectos directosestzbproductividad, nutricion de los

animales cultivados, ciclo de nutrientes, calidadadua, control de enfermedades, y
sobre la calidad ambiental de los efluentes, qumnsaentran influenciados por diversos
factores tales como el sistema de cultivo, espetitisadas, actividad econémica. Este
hecho sugiere que el manejo de la actividad de omiganismos sobre mantos
alimenticios y ciclo de nutrientes son necesariasapoptimizar la productividad

(Moriarty, 1997).

Dentro del habitat de cultivo existen diferentespgis funcionales de bacterias, todas
interactuando juntas (Blackburn,198¥ry,1987), las cuales se pueden desplazar
facilmente entre habitantes y hospederos. Es rautaide una mejor comprension de

las interacciones microbio-hospederos y de sugndaf naturales para una produccion

exitosa de animales cultivados (Olafsen, 2001).

2.1.1. Enfermedades bacterianas

Entre las enfermedades bacterianas que han siddadas al cultivo de Litopenaeidos

en el Ecuador, podemos mencionar el Sindrome deGé&viota, Necrosis



Hepatopancreatica (NHP), Micobacteriosis, el &im# de Bolitas y Sindrome de

Zoea (Sotomayor, 2000).

El cultivo con altas densidades de animales equiesde criaderos y piscinas es un
medio propicio para la proliferacién de microorganos, provocando que los animales
acuaticos cultivados se encuentran rodeados pcentmrnoque soporta patdégenos

oportunistas independientes del animal hospedewdjepdo estos incrementarse

alrededor del animal.

Normalmente, estos microorganismos se encuentrah &gua, sedimento y formando
parte de la microflora intestinal de muchas espeaieuaticas (Moriarty,1999). Es
importante sefialar que, los patdégenos oportunassasnen su rasgo patologico en
determinadas condiciones ambientales o fisiologicague el hospedero se encuentra.
De ahi que la microflora de invertebrados marinastrgs especies acuaticas podrian
albergar bacterias que son patdgenas a otros sngasi También cohabitantes
invertebrados u organismos alimenticios en acuicallpodrian servir como vectores
para la transferencia de patdégenos en peces u aiogles. El contacto con estos
agentes invariablemente resultar4 en una reduct@da capacidad inmunitaria de los

animales, provocando asi la incidencia de enféaghes (Johnson, 1989).

El establecimiento de patologias infecciosas y méectiosas asociadas con
enfermedades que afectan los cultivos de camandrasidbuidos a una variedad de
agentes bioldgicos y otros como bacterias, hongostozoarios, virus, factores

nutricionales y ambientales (Lightner, 1992).



Las patologias de origen infeccioso en el cultied-itopenaeidos son ocasionados por
microorganismos clasificados como oportunistas patdogenos que pueden ser
saprofitos naturales o heterétrofos en al aguadymanto. Estos participan en la
descomposiciéon de la materia organica provocando tpidensidad de la poblacién
bacteriana se incremente, como ocurre en las psq@wor la abundancia de materia

organica disponible (Moriarty,1997).

Dentro de los microorganismos oportunistas preseatelos sistemas de cultivo, los
vibrios han sido considerados como los principalgsrtunistas bacterianos para los
camarones (Baticadost al, 1990). Moriarty (1999), indica que la produccida

camarones en muchos paises se ha visto disminaidenfermedades, particularmente

causada por los Vibrios luminiscentes, en esp¥®imlo harveyi

Entre las especies de vibrios asociados con enfizmies en el cultivo de camaron, se
mencionan entre otro¥/ibrio alginolyticus (Lightner,1992),Vibrio parahaemolyticus
(Mohney et al, 1994), Vibrio harveyi (Morales,1992) vy Vibrio campbellii

(Hammed,1995)

2.1.2. Control de enfermedades

Las enfermedades son un problema en acuicultatssando pérdidas de produccion
cercanas al 100% en criaderos, piscinas de crecimiy engorde, especialmente en

sistema intensivos. Recientes reportes de la FA@n a las enfermedades como uno



de los principales limitantes para la producciéniemla alrededor del mundo (Nash,

1990; Moriarty, 1997).

Por el momento, las enfermedades son consider&daster limitante en el cultivo de
camaron (Link, 1995). Los tratamientos convenciesiatomo el uso de desinfectantes,
drogas antimicrobianas, han demostrado tener Bxittado en la prevencion o cura de

enfermedades acuéticas (Subasinghe,1997).

El énfasis en el manejo de enfermedades debeesstaminado a la prevencién, la cual
es una mejor opcién costo-efectiva que la cura.nfde una prevencion adecuada
permite disminuir el uso de quimicos (antimicroligndesinfectantes, y pesticidas), los
cuales largamente tratan los sintomas del probema la causa (Pianas & Cunha,

1999)

En acuicultura, incluso cuando la presencia degesids no es evidente, se utilizan
grandes cantidades de desinfectantes y antibiopeos inhibir bacterias, ejerciendo
presion sobre el ambiente microbiano, pudiendoementar la aparicion natural de
resistencia bacteriana con el riesgo de transferethe patdgenos resistentes en los
humanos (Moriarty,1999). Este hecho genera pre@diipan ambientalistas, bidlogos

y gobiernos sobre el uso indiscriminado de aniitéty otros compuestos quimicos.

Asi, el control de patégenos requiere de nuevaategtas, que sean costo-efectivas y
ambientalmente seguras. El uso de bacterias basdgfirobidticos) que desplacen los

patégenos (por procesos de competicion o por &ditidn de sustancias inhibitorias)



estd acaparando aceptacién en la industria animmlo cuna alternativa barata y

efectiva para reemplazar a los antibiéticos (Mtyjdl997).

2.1.2.1. Manipulacién de la microflora bacterigmaAcuicultura

En los ecosistemas acuéaticos, existe una intiraaiéel entre los microorganismos y los
organismos cultivados. La microflora de los sistem@ cultivo difiere draméaticamente
de la que se encuentra en el mar, y es influengadkas técnicas de cultivo, nutrientes,
técnicas de desinfeccion y uso de antibioticos. hmanipulacién de la poblacién

bacteriana y, en particular, la capacidad de ctawmted nimero de patdgenos, permitiria
mejorar el estado de salud asi como la superviadaoiaria en criaderos. Aumentando
la productividad en los sistemas de crecimientamndiuyendo el riesgo de contaminar

poblaciones naturales con bacterias resistentestacicos (Moriarty, 1997).

Para ello conocer la relacion precisa entre lagebas de la columna de agua y
aquellas que estan creciendo sobre o dentro daniosles. Lo que es esencial para
tomar decisiones en procedimientos operacionalde ynanejo. Es necesario mayor
investigacion sobre la naturaleza de las poblasitiaeterianas asociadas con animales

acuaticos, tanto en ambientes silvestres comolteccu

El uso de bacterias benéficas (probibticos) parapldear microorganismos por
procesos competitivos es una estrategia utilizamtalg industria animal como una
medida preventiva frente a la administracion débaiticos. Debido a que la mayoria

de microbios son transitorios en animales acujtlaawicrobiota intestinal de animales
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acuaticos podria cambiar rapidamente con la intcida de bacterias provenientes del
agua Yy del alimento. Asi mismo, la microflora baetea en los sistemas de cultivo
puede también ser modificada por la adicion deooiganismos (Moriarty,1990). Esta
particularidad se basa en el principio de exclustimpetitiva que permite la

modificacion de la composicion de especies baotas en al agua, sedimento e
intestinos de animales. La "modificacion de la poidin microbiana”, implica el

consumo continuo de microorganismos benéficos, @umagedir el establecimiento de
microorganismos patogenos, lo que permite que seeritenten las condiciones

generales de salud (Guzman, 1992).

Moriarty (1999) indica que la composicion de esggcenicrobianas en tanques de cria o
grandes piscinas acuicolas puede ser cambiada @aidion de especies bacterianas

seleccionadas para desplazar especies nocivas.

2.1.3. Probiéticos

El uso de probiéticos data desde el siglo pasadpprtado en los trabajos de
Metchnikoff en seres humanos, quien sostenia guagkestion de microorganismos

benéficos permitia el control de microorganismdsgenos (Aguirre, 1993).

En la actualidad el término “probidtico” ha siddinido de diversas maneras: Parker
(1974), lo define como organismos y sustanciascpméribuyen al balance microbiano
intestinal. Fuller (1989) indica que son suplemsriimenticios microbianos vivos que

afectan benéficamente al animal hospedero al miegbtaalance microbiano intestinal.
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Segun, Havenaat al (1992) menciona que ademas un probidtico estgpeesto por
uno 6 una mezcla de microorganismos vivos que agiis a los animales o al hombre,
afectan benéficamente el huésped mejorando lasiediages de la microflora

autéctona.

En acuicultura Gatesoupe (1999) considera a ldsiqticos como células microbianas
gue son administrados en una manera que les pangitsar al tracto gastrointestinal
y mantenerse vivos, con el objetivo de mejoragalad; al tener la capacidad de mejorar
la calidad del agua y sedimento (Douillet,1998; @nrat al,1998). Mientras que,

Moriarty (1999) indica que la adicion de microorgamos vivos a tanques y piscinas

modifica la composicion de agua y sedimento.

Para Guzman & Valle (1999) el término probibticosclébe a todos aquellos

complementos alimenticios a base de microorganisunass. Dentro de estos se

destacan los productos elaborados con levaduragerizs acidificantes, vibrios,

microalgas o subproductos provenientes de éstopugden ser suministrados en las
dietas, directo en el medio y/o al interior delamgmo. Sin embargo, los estudios y
experiencias que se han obtenido hasta el momeatoprobidticos, han demostrado
gue no existe una cepa que pueda cubrir todaxpestivas para solucionar todos los
problemas de una especie. Las mezclas de micrasngast han demostrado ser mas
eficaces y tener mayor potencial comercial cuamoempleados como probidticos en
el cultivo de animales (Austiet al, 1995; Douillet & Langdon, 1994; Gatesoupe,

1993).
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2.1.3.1. Mecanismos de accidn de los Probioticos

Entre los diversos criterios que caracterizan loscanismos de accion de los
probidticos en los cultivos acuaticos se mencionaproduccion de compuestos
inhibitorios, competicion por compuestos quimicoenergia disponible, competicion
por sitios de adhesién, incremento de la respuastane, mejora de la calidad del
agua, interaccion con fitoplancton; fuente de macraicronutrientes; y contribucion

enzimatica en la digestion.

Varios reportes del uso de probidticos en acuicaltindican que la salud de los
animales es mejorada por la remocién o disminudéna densidad de poblacion de
patdgenos, mejorando la calidad del agua a trazésd degradacion mas rapida de la

materia organica (Moriarty, 1999).

Irianto & Austin (2002) como también Fuller (1988#falan que el uso de probidticos
podria estimular el apetito, la respuesta inmurlelazey/o humoral y mejorar la
nutricibn por produccion de vitaminas, secrecion aenpuestos antimicrobianos,

detoxificacion de compuestos en la dieta o poratagion de compuestos indigeribles.

Gullian (2001) estudi6 el efecto inmunoestimuladeebacterias probidticas asociadas al
cultivo de L. vannamei encontrando un indice inmunitario (Rengpipatal, 2000)
mayor en camarones inoculados ddacillus cepa P64 . alginolyticuscepa |,

respecto al tratamiento control.
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2.1.3.2. El uso de probidticos en Acuicultura

EN CRUSTACEOS

Entre las bacterias que han sido exitosamenteadiis como probiéticos hoy en dia en
crustaceos encontramos al gén¥ibrio (Griffith, 1995; Garriques & Arevalo, 1995),
Bacillusspp. (Moriarty, 1998; Rengpipat al, 1998) yThalassobacter utiligMaeda &
Liao, 1992). La mayoria de investigadores hanadéskesta variedad de probidticos del
agua de cultivo de camarén (Nogami & Maeda, 1992¢Kkbusarakonet al, 1997;
Tanasomwanget al, 1998), o del intestino de diferentes especiespdeaeidos

(Rengpipatt al, 2000).

En el mismo sentido, Garriques & Arévalo (1995)gan@n una cepa dé alginolyticus
aislado del agua de mar cerca de un criaderorgaslaeLitopenaeus vannamen una
prueba de desafio de patogenicidad V. parahaemolyticupor inmersiéon. Reportaron
que no fueron observadas mortalidades en el tratdmiprobiético, mientras que se
observé el 100% de mortalidad en el tratamientotrobndespués de 96h de

experimentacion.

Moriarty (1998) noté un incremento de superviveragacrustaceos en piscinas donde
la variedad deBacillus spp. fue introducida. Mientras que, Maeda & Lia®92)
reportaron que el uso de una bacteria del suelificeda como PM-4 promovio el
crecimiento de larvas deenaeus monodomprobablemente por actuar como fuente de

alimento.
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EN PECES

Austin et al (1995) utilizaron una cepa & alginolyticuscomo probiotico en pruebas
de desafio corAeromonas salmonicida/ibrio anguillarumy Vibrio ordalii sobre
salmon del Atlantico. El experimento reveld quedicacion del probidtico al salmon
Atlantico permitié la reduccion en la mortalidadsgeés de la exposicién. Mientras
que, Queiroz & Boyd (1998) reportaron que el iddcwcomercial deBacillus spp.
incrementd la supervivencia del bagre de canal bésinvestigadores prestaron mayor
atencion a los criterios de calidad de agua, l@desuse vieron pobremente afectados

por el tratamiento.

Por otro lado, Robertsoet al (2000) aislaron cepas dearnobacteriumsp. del
intestino deSalmo salar yevaluaron su uso como probidtico en el cultiveaknones.
Estos autores determinaron que después de 14 diaglrdinistracion se redujo la
incidencia de bacterias patdgenas cokewomona salmonicida, V. ordali Yersinia

ruckeri.

Recientes pruebai vitro han demostrado el efecto antagonico en el cuttersalmén
de la bacteria ptwética Pseudomonas fluorescemrgpaAH2 contraV. anguillarum

(Gram et al, 1999) yA. salmonicidgGramet al, 2001).

Estudios realizados por DeSchrijver & Ollevier (@DP@eportaron que la aplicacién de
Vibrio proteolyticusmejoré la digestion de proteinas en peces tytwehniles cuando

fueron administrado por via oral. Mientras queano & Austin (2002) reportaron que



15

aislados deAeromona hydrophilay Vibrio fluvialis fueron efectivos en controlar

infecciones poA. salmonicidaen truchas arcoiris.

MOLUSCOS BIVALVOS

El uso deArthrobactersp., cepa 77, ha sido reportado como método deotont
prevencion de infecciones provocadas pdrio esplendidus, V. alginolyticug A.

hidrophyla en el cultivo de scallofrgopecten purpuratu@Riquelmeet al, 2000).

Riguelmeet al(1997) reportaron que en el cultivo de scakopurpuratus la bacteria

Alteromona haloplanktisy un Vibrio (cepa 11), produjeron inhibicion deV.

anguillarum bacteria patégena asociada a infecciones deslae/acallops.

2.1.3.3_Géner8Bacillus

Bacterias gram-positivas que se caracterizan péorsoa bacilar, dispuestos en forma
par o de cadenas, con bordes terminales redondeatigsramente curveados. Estos
microorganismos son motiles, poseen flagelos perds y pueden ser aerdbicos o
anaerobicos facultativos. Poseen una amplia doadsde habilidad fisiolégica con

respecto al calor, pH y salinidad (Bergey, 1994).

El géneroBacillus se lo encuentra en un amplio rango de habitatsiinmente se
encuentra en sedimentos marinos de donde es maéntal ingerido por animales
como los camarones que se alimentan dentro o sblsedimento. Existen reportes de

aislamientos de variedades Blacillus de peces (Hamieet al. 1978; Strom & Olafsen,
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1990; Nedoluha & Westhoff, 1995; Sadhukhetnal, 1997; Kennedyet al, 1998;
Sugitaet al, 1998), crustaceos (Austin & Allen, 1982; Shaaneit al,1996; Sugitaet

al.,1996; Gomez-Giet al.1998), y bivalvos (Sugitat al, 1981).

Pocas especies del géneBacillus son patdgenas de vertebrados e invertebrados.
Tampoco han sido asociados con patologias de srgasiacuaticos (Gullian, 2004).
Degradan la materia organica, facilitan el rececldg nutrientes, compiten con otras
bacterias, entre ellas las patégenas, por alimestsstratos y secretan enzimas contra

bacterias gram-negativas (Moriarty, 1997; Berge94).

La ventaja de utilizar la especRacillus como probiético en acuicultura se debe
principalmente a que no existen reportes de qudapgenes de resistencia antibiotica
o virulencia a vibrios o bacterias gram-negativelaaionadas (Rabinowitz & Roberts,
1986). Ademas sus esporas son faciles de intnodnclimento seco (Moriarty, 1998;

Queiroz & Boyd, 1998; Kennedst al, 1998; Rengipatt al, 1998; Sugitat al, 1998).

Microorganismos de este género han sido utilizatosl mejoramiento de la calidad de
agua por influir sobre la composicién de la poldladiacteriana inicial transportada en
el agua y por reducir el nimero de patégenos qadeguafectar las especies cultivadas
(Wanget al, 1999; Irianto & Austin, 2002). Ilgualmente exta celulares dBacillus
subtilis BT23 demostraron tener un gran efecto inhibitaoatra el crecimiento d¥.
harveyi aislado dePenaeus monodoren pruebas de antagonismo (Vaseeharan &

Ramasamy, 2003).
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2.1.3.4. GénerV¥ibrio

Son bacterias en forma de bacilos rectos o cugmasn-negativos, métiles con uno o
varios flagelos polares, los cuales estan encesralouna vaina continua con una
membrana fuera de la pared celular. Son anaeréfdacalativos, quimoorganotréficos
teniendo metabolismo de tipo respiratorio y ferragmb. Su temperatura Optima varia
considerablemente entre 20 y 30°C. La mayoria de especies son sensibles al agente
vibriestatico 0/129. Los iones de sodio estimulaorecimiento de todas las especies y
son un requerimiento absoluto de casi todas lascesp Se encuentran en ambientes
acuaticos con un amplio rango de salinidades. Sonunes aislados de ambientes

marinos y estuarinos, sedimento, plancton (Ber$y@94).

Existe poco conocimiento acerca de como los Vibindsractuan con los organismos
acuaticos, sin embargo comunmente ellos son losbiies mayormente aislados de la
microflora "normal” de contenidos intestinales démales marinos como crustaceos,

peces, y otros organismos acuaticos (Colwell, 1984

Los Vibrios forman parte de la microflora normall deamarén L. vannamei
(Vandenberghet al, 1999). Mos®t al (2000) reportaron que ld&brio y Aeromonas
componen el 85% (cerca de’10FC.g* de tejido intestinal) de la flora bacteriana en el
intestino del camardn. Gomez-Git al (1998) encontraron una alta abundancia de
Vibrio (1° UFC.g' y 10* UFC.mt%), en el hepatopancreas y hemolinfa.deannamei

saludables respectivamente.
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Estudios realizados en flora intestinal de camar@udtivados en piscinas camaroneras
en Filipinas reportaron que los tratamientos cdesrose encuentra usualmente
dominados por especies d&brio sucrosa negativa (verde en agar TCBS), siendo
algunos luminiscentes ante la presencia de aritibgtMientras que la variedad de
Vibrio sucrosa positiva (colonias amarillas) fueron festamente utilizados como

probiodticos en el cultivo (Moriarty, 1998).

Algunas especies son patégenas para los humartossyespecies lo son para animales
invertebrados y vertebrados marinos (Bergey, 19B#)uso de especies del género
Vibrio es controversial debido a que dentro del géneisteax especies que han sido
asociados a enfermedades del camarén. Sin emleardgecuador €V. alginolyticusha
sido asociado con larvas y camarones juvenilesiables y enfermos (Vandenbergte
al.,1999). La cepa Variedad ILV( alginolyticus)ha sido usado rutinariamente en los
criaderos del CENAIM desde 1999, para preveniremnédades infecciosas

relacionadas con &. harveyi(Zherdmanet al, 1997; Gullian, 2004).

2.2. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD MICRBIANA.

Los estudios de diversidad bacteriana difiereneeeifos en el procedimiento de
obtiener los aislados, modos de caracterizacionodoé de agrupamiento empleados
para identificar niveles taxonémicos, el nivel daikridades o distancias usadas para
definir una especie o biotipo, y la medida de diidad usada (Watve & Gangal, 1996).
Los métodos clasicos de microbiologia, especiaenesl conteo de colonias

bacterianas en agares ricos en nutrientes, fuesefialos para aislar o contar bacterias
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particularmente patégenas. Las estrategias culidygendientes podrian subestimar la
riqgueza en las muestras, la cual es mejor estipadaétodos cultivo-independientes.
En la actualidad se han producido avances engeofoicrobiana con el desarrollo de
nuevos métodos de andlisis para estudiar micrommas acuaticos y sus actividades.
Este hecho permite demostrar que las bacteriags@ualquier ambiente acuatico de
10 a 10000 veces mas numerosas, en relacion cgueldas técnicas microbiologicas

tradicionales demuestran (Moriarty, 1997).

Los métodos independientes de cultivo suministracuadro mas exacto de la riqueza
de comunidades bacterianas en comparacion conétsdos dependientes de cultivo.
Estos métodos evitan la presion de seleccién intgyses los requerimientos del dltimo
para el crecimiento en un sustrato sélido (Amanal, 1995; Brock, 1987; Staley &

Konopka, 1985).

Varios estudios proveen informacién sobre la didaxs bacteriana, abundancia de
especies y variacion estacional en la composicétas comunidades bacterianas. Sin
embargo, a pesar de que las técnicas moleculaemandientes del ADN evitan los

errores implicados en el aislamiento de bactenasesmedios de cultivo, los métodos

independientes de cultivo no son capaces de detifdeencias en actividad celular.

Moriarty (1997) enuncia que los métodos moléculdras permitido a los ecélogos
microbianos estudiar las funciones de grupos ddéebas en su ambiente natural.
Kisand & Wikner (2003) utilizaron la combinacion tles métodos para analizar la

diversidad de la comunidad natural microbiana paeximizar un estimado de la
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rigueza de bacterioplancton descomponedor de matmganica fluvial disuelta
(RDOM). Estos autores evaluaron la habilidad declantificacion de la hibridacién
DNA-DNA cultivo dependiente, libreria de genes naddos de 16S rRNA, y
electroforesis de geles de gradiente denaturantengfdring Gradient Gel
Electrophoresis 0 DGGE) para detectar la taxa batten la misma muestra. Ellos
establecieron que los diferentes métodos utilizawostraron similar distribucion de la
taxa a nivel genético. Sin embargo la competicionivel de las especies entre los

métodos fue pobre, y solo una especie fue ideatifigor los tres métodos.

2.2.1. Metodologia clasica

Kirk et al (2004) indica que los métodos tradicionales \@miajosos en su manejo por
ser sencillos y econdmicos, ya que permiten estiandiversidad bacteriana en sistemas

de cultivo mediante conteos directos o cultivddeterias viables en placas.

Siembra y Aislamiento en placa

Carrasco (2004) indica que para estudiar las bastes necesario que sean cultivadas
en un medio ya sea liquido 6 sdlido. Los medioscdkiivo contienen distintos
nutrientes que van desde azucares simples hastéaaas complejas como la sangre o
el extracto de caldo de carne. Para aislar o parifuna especie bacteriana a partir de
una muestra formada por muchos tipos de bactesgasiembra en un medio de cultivo
sélido donde las células que se multiplican no éamie localizacion. Tras muchos
ciclos reproductivos, cada bacteria individual ganpor fisibn binaria una colonia

macroscopica compuesta por millones de céluladasiesia la original. Si esta colonia
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individual se siembra en un nuevo medio crecendocoultivo puro de un solo tipo de

bacteria.

Muchas especies bacterianas son parecidas modalignte, por lo que es imposible
diferenciarlas con el uso del microscopio; en ests®0, para identificar cada tipo de
bacteria, se estudian sus caracteristicas biogasnsembrandolas en medios de cultivo
especiales. Asi, algunos medios contienen produgiesinhiben el crecimiento de la
mayoria de las especies bacterianas, pero nd lipdeen estudio. Entre los métodos
primarios mas comunes tenemos: la tincibn de Graorfologia, catalasa, oxidasa,
OF (Oxido — Fermentacion), crecimiento en aerobigsianaerobiosis y motilidad.
Entre los métodos secundarios y terciarios (dirpde la propiedad de secrecién
enzimatica y de produccion de metabolitos) tenenposduccién de pigmentos,
produccion de indol a partir de triptéfano, prodancde coagulasa, de fenilalanina, de

amilasa, etc (Castro, 1989).

2.2.1.1. Limitaciones de Metodologia Tradicional

A pesar de que se sabe que un gran porcentafmldeice total de la bidsfera depende
de los microorganismos, sélo se conocia alrededarnd 1% del total (Roszak al.,
1987; Torsviket al.,1990). Esto se debia a las deficiencias que pad@ai los estudios
basados en métodos tradicionales que estudiabancdoacteres morfoldgicos,
fisioloégicos (necesidad de nutrientes) y estruddsra(diferencia entre lipidos de

membranas). Para todos ellos era pre-requisitocedesl cultivo, pero los medios
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actuales no permitian aislar mas que una minimae pde los microorganismos

existentes.

A partir de la identificacion basada en cultivosneedios solidos o liquidos, se obtiene
informacion valiosa; sin embargo, la formacion adonias por microorganismos es
dependiente de las condiciones disponibles pareregimiento, como nutrientes y
temperatura de incubacion. Adicionalmente es camocgue algunos de los
microorganismos acuéticos no pueden ser cultivhd@s condiciones convencionales.
Estos organismos entran en un estado fisiologtenaalo en el que son viables pero no

cultivables (VNC) (Roszack & Colwell, 2002).

2.2.2.Técnicas moléculares

Actualmente la microbiologia ambiental se encueetrauna nueva era, donde gran
cantidad de informacion es generada con el uso wdos métodos en biologia
molecular para la caracterizacion de microorgaossntoy en dia, las técnicas que
emplean ADN nos ayudan a superar los problemasrtegfms con la metodologia
tradicional y clasificar a los organismos de un maodis adecuado, de acuerdo a su
filogenia. Estos estudios podemos hacerlos condoitnsecuencia total de nucleotidos
del genoma del microorganismo, o regiones parceesstudios del rRNA 16S o 18S,
debido a que son secuencias que se han manterstinteauniformes a lo largo de la
evolucion, ayudando a trazar la historia naturalodemicroorganismos, constituyendo
la auténtica unidad en la que puede basarse @rgitita evolutiva bacteriana (Woese

et al, 1990; Pace, 1997).
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2.2.2.1. rIRNA Ribosdtmico para el estudio de ldwsion microbiana

Los rRNA ribosomicos estan entre las macromolécuolegor conservadas desde el
punto de vista evolutivo en todos los sistemassitos genes del RNA ribosémico en
todos los organismos actuales comparten un ancestndn, y no parecen haber sido

objeto de transferencia genética lateral entrecéspéRodicio & Mendoza, 2004).

Inicialmente se realizaron estudios de secuenciaddh 16S rRNA. Posteriormente los
estudios se extendieron al 23S rRNA. Continuandolacsecuenciacion completa del
5S rRNA que debido a su pequefio tamafio, es madargpeconémica que las

anteriores (Rodicio & Mendoza, 2004).

Los rRNA 16S y 18S son unos excelentes cronémeino¢eculares debido a que: (1)
se encuentran universalmente en todos los orgasjs(@p poseen grandes regiones
muy conservadas, Utiles para establecer relacifilogenéticas lejanas; (3) presentan
suficientes regiones variables para evaluar rel@sioproximas; y (4) no son

susceptibles de cambios de secuencia rapidos femce®m, dada su funcién central en
la expresion genética (Rodicio & Mendoza, 2004)i, Aebido a lo necesario de sus
funciones, se han conservado bien extensas regimdes genes del rRNA y sus
secuencias pueden utilizarse para medir distan@ilagenéticas, incluso entre

organismos que tienen poca relacién entre si.
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2.2.2.2. Técnicas de analisis de DNA-comunitaricipg

El analisis de DNA parcial de una comunidad usuatmee enfoca en secuencias del
genoma que son marcados y amplificados por PCRyitrageque las técnica de DNA-

comunitario total tratan de investigar toda lainiacion genética en el DNA extraido.

Clonacién y caracterizacion de fragmentos de PCR

Se utiliza para investigar la diversidad de comadés bacterianas al producir una
libreria de clones de secuencias rrs (genes derB8\) obtenidas por PCR de

extractos de DNA. El producto clonado se lo emptesa separar las secuencias
pudiendo ser caracterizadas individualmente utii;aPCR/RFLP (Reaccion en cadena

de polimerasa / Polimorfismo de longitud de fragtoemle restriccion).

Técnicas de huellas genéticas “fingerprintings”

Estas se basan en amplificaciones por PCR perceaquaiere libreria de clones. Su
principio es fragmentar en partes la diversidadelmuencias amplificadas claramente
por migracion en geles de electroforesis o gelgsotlacrilamida, separandolos en base
a sus tamafios; entre ellos tenemos ARDRA (An&lisigestriccion del DNA ribosomal
amplificado), T-RFLP (Terminal-RFLP), RISA (An&ls de los espacios intergénicos
ribosomales), RAPD (Amplificacion al azar de fragruos polimérficos del DNA) o

secuencia (DGGE, TGGE) (Ranjard,et al.,2000).
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Separacion electroforética usando gradiente destizante

Este método es usado para separar fragmentos de d2Nén mismo tamafio pero
diferentes secuencias (Muyzetr al, 1993). Este involucra la separacion del producto
amplificado en geles de poliacrilamida conteniendo gradiente lineal de agente
desnaturalizante. Este agente desnaturalizanteepsezdquimico (urea o formamida),
como es el caso del DGGE, o podria ser un facaroficomo la temperatura, en cuyo
caso la técnica se denomina TGGE (Muyeeral, 1993; Felskeet al, 1998). La
ventaja de esta técnica es que permite la detacmdim directa de la diversidad genética
de una poblacion de bacterias presentes en unatrmuyefRombautet al, 2001;

Casamayoet al, 2000).

2.2.2.3. Aplicaciones de PCR-DGGE en Ecologia

Herramienta de monitoreo para evaluar calidad gieha

Con ayuda del DGGE se puede realizar controlesligad en agua. Asi, Kawat al,
(2002) analizaron la comunidad bacteriana en agpardda, utilizada en procesos de
manufactura farmacéutica. Los patrones de banda -PFGRBRE fueron
significativamente mas bajos que los encontradoarebientes acuaticos, siendo los
Bradyrhizobium sp, Xanthomonassp. y Stenotrophomonasp., los géneros mas
frecuentes.

DeWettincket al (2001) con ayuda de PCR-DGGE compararon lasdsigéinéticas de

muestras de agua mineral y de agua subterraneamileando la presencia de bacterias
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viables pero no cultivables en estas aguas. Elrdgraima de cluster obtenido indico
gue cada tipo de agua fue caracterizado por urnl psgecifico, cada clase de agua

formo un solo cluster.

Los fragmentos 16S rRNA obtenidos por PCR-DGGE $idn usados para estudiar
poblaciones microbianas en diferentes clases @ ldg agua dulce (Casamagoral,
2000; Lindstrom, 1998; Zwast al, 1998) y en diferentes habitat de aguas subeasan
(Kilb et al, 1998). Riemann & Winding (2001) estudiaron lanahica de una
comunidad bacteriana por 19 dias dentro de dosauossios de agua dulce. Con ayuda
del 16S rDNA amplificado por PCR, demostraron qasi ¢odas las secuencias de
bandas de bacterias presentes en el gel de DGé&mBnfuelacionados a grupos
comunmente encontrados en agua duleeProteobacteria, CF (Cytophaga-

Flavobacterium).

Herramienta en Ecologia Microbiana Marina

El gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) esmétiodo usado en ecologia
microbiana para evaluar la estructura de comungladacterianas en muestras
ambientales, en particular  agrupaciones bacteriapa ecosistemas marinos
(Moesenedeet al, 1999; Murrayet al, 1996; Riemannet al, 1999; Schaueat al,

2003; Muyzer & Smalla, 1998).

Ferrari & Hollibaugh (1999) realizaron un estudarg analizar la variacion espacial en

la diversidad del bacterioplancton de muestras iteretites estaciones del Océano
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Artico. El resultado del analisis permitio la gg@eion en cinco grupos mayores con un
80% de similaridad, por analisis de regresion dmilaiidades de la curva

densitométrica derivada de los patrones de DGGE.

Rosello-Moraet al(1999) investigaron la respuesta de la comunidadoiniana de

sedimentos marinos con ayuda de FISH y DGGE. Laz@siconcluyeron que el grupo
CFB (Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidesuega un importante rol en la
descomposicion de materia organica, y sugieren este grupo es el posible

responsable de la hidrélisis de macromoléculasmdatacion.

Rombautet al (2001) realizaron estudios de huellas genéticeisayuda de gel de
electroforesis de gradiente desnaturalizante (DG@&)la microbiota en agua de
cultivo de dos sistemas de cultivo de rotifer8a¢hionus plicatilis lote versus
recirculacion). El perfil genético de la comunidaakcteriana presente en el agua de
cultivo de lote cambi6 diariamente debido a cambaosivel de dominancia de bandas;
mientras que en el sistema de recirculacion fue osmesusceptible a variaciones

relativas a la microbiota.

Castle & Kirchman (2004) compararon los resultades dos técnicas de cultivo
independientes como son el DGGE y FISH en esiudie composicién de
comunidades microbianas en aguas estuarinas @evarel y en Bahia de Chesapeake
(EEUU). Estos analisis demostraron que el 64% d#ostolas comparaciones

identificaron los mismos grupos como dominantesargbos métodos revelaron
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cambios sistematicos en la estructura de comuniddideterianas en gradientes

estuarinos.

Herramientas para el control en la produccién deipticos

Los analisis de la mayoria de productos probittiads estan basados en métodos
cultivo-dependientes que involucran el uso de needispecificos de aislamiento e
identificacién de un limitado namero de aisladosteEhecho hace de esta una

actividad muy laboriosa y consumidora de tiempo.

Pintadoet al (2003) emplearon el DGGE para cuantificar y feriinezclas de cultivo
definido de bacterias acido lacticas durante lalyproion de probibticos a partir de un
complejo de polisacaridos. Temmermah al(2003) realizaron el estudio de 10
productos probiéticos, incluyendo cuatro produatieerios, una bebida de frutas, y
cinco productos secos congelados que fueron swgesmglisis microbioldégicos usando
metodologia cultivo-independiente. Los resultad@sdn comparados con resultados de
andlisis convencionales cultivo-dependientes. Eopade bandas de DGGE obtenido
permitié la identificacion directa de los productasiplificados, encontrandose una
mayor sensibilidad para la detecciéon de variedad@srobianas en productos
probioticos, siendo el proceso rapido, confiableggroducible en relacién con los

resultados cultivo-dependientes.
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2.2.2.4. Analisis de los patrones de DGGE

Los sistemas de analisis de imagen modernos hamadoser de valor para los andlisis
de bandas de DGGE y sus patrones de asociaciopuesie extraer informacién como

el numero de bandas de ADN que representan espedelviduos presentes en una
comunidad. La posicién (ausencia o presencia deldsaparticulares) e intensidad
relativa de las bandas han facilitado el calculocdeficientes de similaridad para
describir relaciones entre comunidades. Adicionatemeel uso de indices de diversidad
comunes como herramientas importantes para trataomhprender la estructura de una
comunidad, incorporan el nimero de bandas obtereda$a electroforesis lo que

suministra mas informacion acerca de la composidéruna comunidad estudiada

(fide Sigleret al, 2004).

Los indicadores de Simpson y los indicadores den®iva(mas utilizados por ecélogos
de plantas y animales), suministran el suficiergsoppara la abundancia relativa de
acuerdo a la riqueza de especies pero fallan aiderar las distancias taxonémicas
entre especies, individuos, o cualquier otra catagtentro de una comunidad (género,

familia, etc).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO Y UNIDADES EXPERIMENTALESEI trabajo de

investigacion se llevd a cabo en seis piscinasuliive semi-intensivo de 0.04 Ha
ubicadas en el sector A de la Estacion Experimel@aENAIM (Fig.1), localizada en

la localidad de Palmar, Peninsula de Santa Elensdor.

SECTOR C SECTOR B SECTOR A

Area detanques Rellenos Area detrabajo
Larviculiura - Maduracion Bodega de plasticos
Patio de embalaje de plasticos

Bodega de alimentos
Generadores
Resenvorios de diesel Area de transferencia

Estacion de bombeo
Campamento

Fig.1. Distribucion geogréafica del area de estutimmado de: Quevedo, 2005.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue completamente aleatd@iorrespondié a un tratamiento
control correspondiente a las piscinas # 9, 13y1d4n tratamiento con probiotico
correspondiente a las piscinas # 10, 11, 12 (Fi@@)ante un periodo de cuatro meses
(un ciclo de cultivo, engorde) dentro del cualdiécan de probidtico se realizé durante

70 dias.
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Los animales de estadio PL 49 fueron sembradosaadensidad de 29 animaleg/m
El probidtico se proporcioné en el alimento en faraiternada (pasando un dia) en las
las piscinas tratamiento. La adicion del probiégcoel alimento se suspendid 15 dias

antes de la cosecha.

El alimento se distribuyé al voleo a cinco metledas orillas de las piscinas dos veces
al dia (9H00 y 15H00 ). La tasa de alimentaciommsatuvo en un rango de 3.5-2%
sobre su biomasa durante todo el experimento, seffprograma de alimentacion

establecido por el CENAIM .

Fig. 2. Foto tomada de las piscinas corresponglieal tratamiento Control
y al tratamiento con Probiético. EsbacExperimental de CENAIM, Palmar.

3.3. APLICACION DE PROBIOTICOS EN ALIMENTO

Los recipientes que contenian las suspensionetertzanasVibrio P62y Bacillus P64
a una concentracion inicial de 1 Xiftieron descongelados 30 minutos previo a la

adicion en el alimento. Preparandose posteriorm&d@eml de soluciéon que contenia
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una relacién de:10 ml de P62, 10 ml P64 y 80 mhdea de mar filtrada por cada
Kilogramo de alimento, reportandose 3.8 ¥ UFC.g* de alimento. Adicionalmente,
se aplic al alimento un recubrimiento de aceitpafrado (tratamiento y control), para

ello se emple6 50 ml de aceite de pescado porKitmzramo de alimento.

3.4. RECOLECCION DE MUESTRAS

3.4.1. Seleccién de sitios de muestreo

Se establecieron cinco puntos representativos aled& las piscinas control y
probiotico, recolectandose quincenalmente 5 maegior piscina, las cuales fueron

homogeneizadas, resultando en una muestra pongigor dia de muestreo.

En cada punto para la recoleccion de muestra®eégdimiento fue el siguiente:

MUESTRA DE AGUA: La muestra fue tomada a media oola de agua, utilizando
frascos estériles de 500 ml y transportadas enhasta su procesamiento en el

laboratorio.

MUESTRA DE SEDIMENTO: Para la toma de muestrasédimento se utilizé un

tubo de PVC (corer) estéril, el cual fue introdiaca una profundidad de 5 cm del suelo
de la piscina. Las muestras fueron colocadas edaBuplasticas y homogeneizadas
dando origen a una muestra por piscina para luegaransportadas en frio hasta el

laboratorio para su procesamiento.
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MUESTRA DE ANIMAL: Se tom6 muestras a partir deranles de 1g de peso, cada
muestra contenia de 15 animales por piscina. Lawades fueron recolectados en
recipientes plasticos, provistos de agua de lein@sy transportados en frio hasta su

posterior tratamiento en el laboratorio.

3.5. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Las siembras de muestras de sedimento, camarOmua/sagrealizaron siguiendo la
metodologia tradicional por el método directo (lgy segun Manual de Diaat al

(2000).

Para las muestras de sedimento se pesé 10 g ddraneesun frasco estéril que
contenia 90 ml de solucién salina estéril (2%), leampdo diluciones sucesivas en una
relacion 1:10 y sembrando 100 uL de estas dilési@n Agar Marino (AM) (18104

y 10% y Agar Thiosulfato Citrato Sales Biliares (TOBS.0%, 102y 10°9).

Para las muestras de agua se realizé siembraadiredtluciones sucesivas (1§ 10?)
en una relaciéon 1:10 en tubos de ensayo, y sembra®@d uL de estas diluciones en

AM y TCBS.

Para las muestras de camarén, se sembré una nezclagramo de muestras de
estdbmagos macerados de cada tratamiento por miseinaliluciones de f010*y 10°

para agar AM; 18,10°y 10* para agar TCBS.
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Las placas fueron incubadas a 30 °C (Incubadorar@ker, Model SI 450 Sibata
Scientific Technology LTD) por 24 horas para lasesttas de agua y camarén, 48

horas para las muestras de sedimento.

3.5.1. Conteo v caracterizacion morfolégica de lalonias

Con la ayuda del contador de colonias (IUCHI, Rigi€olony Counter DC-3), se
realiz6 el conteo total de UFC presentes en caaara muestras de agua, camarén y

sedimento, respectivamente, siguiendo el criei®@onde (1977).

La identificaciébn morfoldgica y el aislamiento depas bacterianas se realizé en base a
caracteristicas morfolégicas presentadas en el MateuNorrell & Mesley (1997). Las
colonias seleccionadas fueron aisladas siguiendoéebdo de siembra por estrias, en
placas de agar TSA (Agar Tripticasa Soya) al ENdCl y en AM aquellas colonias

gue no crecierén en agar TSA.

Las cajas fueron incubadas a 30 °C por 24 horaa Rapreservacion, los aislados

fueron resuspendidos en Caldo Triptico de Soya JTSBlementado con 20% de

glicerol antes de ser almacenadas a -80 °C.

3.5.2. Técnicas de identificacion bacteriana

Se aislaron un total de 350 cepas durante los e¢messtreos realizados en el periodo

de 70 dias de adicion de probidtico, de las cusésueron provenientes de camarén y
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184 de sedimento. La identificacion de bacteriaan@Gpositivas y Gram-negativas se
realizd por el método de Ryuss, segun el protodalecrito en Castro (1989). Para
aquellas colonias de dificil caracterizacion pate emétodo se realizd la tincion de
Gram, segun el protocolo del manual practico dededogia Marina (Castro, 1989).

Para la identificacion de los aislados coWMibrios se utilizé desoxicolato de Sodio
(0.5%), para la prueba del hilo mucoide o pruebkdebra. Esta técnica los diferencia
de otros bacilos gram-negativos particularmente Akromonas (Métodos de

Laboratorio para el diagnostico ¥ério Cholerag OPS-CDC,1994).

Para la identificacion de los aislados cofseudomonay Aeromonasse usé los

medios de cultivo Agar para Pseudomonas P y Agarrifiide (Manual de

Microbiologia de Merck C.A., 2000).

3.6. ANALISIS MOLECULAR

3.6.1.Extraccion de ADN

El ADN total bacteriano extraido de muestras deinsexto, agua y estbmago de
camaron fueron obtenidos siguiendo el método despor Smallaet al, (1993);
utilizando CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromida) 20% — Fenol — Cloroformo
para la extraccion y purificacion e Isopropanolparprecipitacién. Las condiciones de

extraccion se muestran en el Anexo # 1.

Para la extraccion del &cido nucleico del aguapfueentrifugados 2000 ml de muestra

a 1100 g. El residuo obtenido fue resuspendidoZcomnt de agua destilada doblemente
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filtrada estéril y separados en microtubos de 1,% mazon de 500 ul de muestra en

cada tubo y almacenado a - 20°C.

Las muestras fueron centrifugadas a 17000 g pormlfutos. Se removié el
sobrenadante, y se adiciondé 500 pl de tampdén CT@&y( trimethyl ammonium
bromide), 4 pl de Proteinasa K (Invitrogen®) (cemicacion final 20 mg. mi). Se
agito y se llevo a “bafio maria” a 55°C por 2 hoRwsteriormente, se aplicd el mismo
protocolo empleado para la extraccion de sedimgtomardn, a partir de la adicion de

fenol — cloroformo cuyas condiciones se muestrael@nexo # 1.

Para las muestras de sedimento se realiz6 en pltigear una lisis mecénica. Para ello
se colocd en microtubos estériles de 1.5 ml, Ochde perlas de vidrio o perlas de
ceramica Magna Lyser Green Beads (R&thagregando posteriormente 0,5-1 g. de
suelo, 500 pl de tampon CTAB (Cetyl trimethyl ammuom bromide) y 10ul de
lizozima (concentracion final 50 mg. #)l Se homogenizé por 2 minutos (para ayudar a
la lisis celular) y se incub6 en “bafio maria” a°@7por 45 minutos. Se agregé 10 ul de
Proteinasa K (Invitrogét) (concentracion final 20 mg. Mly se homogeneizé agitando
mecanicamente por 1 minuto, incubado a 55-60°Clgmra 6 a 3YC durante 12 horas
usando “bafio maria”. Una vez enfriadas las muestrdasmperatura ambiente, se
centrifugaron a 17000 g por 10 minutos, separandstepormente 1 ml de
sobrenadante en microtubos de 1.5 ml estérilesteRormente, se siguié el mismo
protocolo empleado para la extraccion de agua yao@m a partir de la adicion de

phenol — cloroformo, cuyas condiciones se muestral Anexo # 1.
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El ADN bacteriano extraido del sedimento fue peaido siguiendo el método descrito
por Smitet al, (1997). Para obtener un ADN de mejor calidadbgel de impurezas,
como &cidos humicos que pueden inhibir la amptifima posterior, se utilizé un
Sistema de Purificacion basado en columnas (Wiz®@R Preps DNA Purification

System) de acuerdo a las recomendaciones deldakgicver Anexo # 2.

Para ADN bacteriano extraido del estbmago de cama® colocaron 2 érganos en
microtubos por piscina, se adicioné 500ul CTAB pl4 de Proteinasa ky se llevd a
“bafio maria” a 55-60°C por 1 hora, para posteriotgemacerarlos y dejarlos a %7
durante 12 horas. Una vez enfriadas las muestraemgeratura ambiente, se
centrifugaron a 17000 g por 10 minutos, separandstepormente 1 ml de
sobrenadante en microtubos de 1.5 ml estérileslantos y secos. Posteriormente, se
siguié el mismo protocolo empleado para la ext@atcie agua y sedimento, a partir de

la adicion de fenol — cloroformo cuyas condiciosesmuestran en el Anexo # 1.

La concentracion de acidos nucleicos fue determirmaddiante espectrofotometria a
una absorbancia de 260 nm, utilizando para eflioeqguipo Bio Photometer
Eppendorf. Una vez determinada la concentracion del ADNe ésé almacenado a

- 20°C hasta su uso posterior

3.6.2. Amplificacion (PCR-16S rRNA) del ADN bacteéano

Las amplificaciones por PCR-16 S rRNA fueron realas por el método descrito por

Schaefer & Muyzer, (2001). Las muestras de ADNédy@mno extraidos a partir de las
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muestras de agua, suelo y estbmago del camardnfuenplificadas por PCR- DGGE
utilizando 2 ul de ADN (60 ng.ut), 0.375 uM de los iniciadores PRBA-338-F-GC
(5°CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCAIAC
GGAGGCAGCAG-3") y 518R-1(5"-ATTACCGCGGCTGCTGG-39raplementarios
de la region conservada 16S rDNA, 2.1 mM de Mg Gl2 mM de fosfato de
desoxinucleotidos, 2.5 ul de buffer-PCR 10X Tatymerasa (Promega, 0.75 U de
taq polimerasa (Promegaen volumen final de mezcla por muestra de 25Lal.
amplificacion por PCR ( Tabla # 1) se realiz6 en equipo PTC-200 MJ

Researcﬁ, con 30 ciclos térmicos.

Tabla 1. Condiciones de amplificacién para PCRademuestras de agua, sedimento y

camaron.

Fase Temperatura (°C)  Tiempo (m)
Desnaturalizacion inicial 94 5
Desnaturalizaciof?) 92 1
Hibridacion®) 55 1
Polimerizaciérf® 72 2
Polimerizacién finaf? 72 10
Conservacior? 20 30

Msolo ultimo ciclo® Al completar 30 ciclos® Se repite 29 veces

Los productos de la reaccion de PCR fueron visaddig preliminarmente en geles de
agarosa al 2% con adicion de 5 pl de bromuro déoetl0 mg.mt?), registrandose por
fotografia con una camara (Kodak Digital DC 120 @9y un transiluminador (TFX-
35M Gibco BRL UV), y visualizados utilizando elggrama “Kodak Digital Science
IQ Image Analysis Software” (Version 3.0, Mac; FR). La elaboracién de geles de

agarosa se muestra en el Anexo # 3.
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M P C8 PC CC PA CA

Fig. 3: Gel de Agarosa de muestras de ADN bacteramplificado por 16S rRNA-
PCR de muestras de estbmago de camarén, sedinyeamgua. M: Marcador;
PS: Probiotico sedimento; CS: Control sedimenta; P@Gbiético camarén; CC:
Control camarén; PA: Probiético agua; CA: Contrglia.

3.6.3. Electroforesis en geles de Poliacrilamida cdradiente Desnaturalizante

Se utilizé un equipo para geles de gradiente desaleante (C.B.S Scientific. Co
DGGE - 2001-Rev. B). Se siguio el protocolo desqgritr Muyzeret al (1993) para la
electroforesis en geles de poliacrilamida con gmteéi desnaturalizante con algunas

modificaciones.

Se empled la tincion de plata (Agh)&iguiendo el protocolo descrito por Dinesthal
(1995)con algunas modificaciones ( Ver Anexo # 4 y #B8)gel tefido, se fotografié
con una camara digital OLYMPUS C- 5000 (5 Megamgeincremento éptico 3x de

38 mm — 14 mm), sobre una caja de luz blanca &ig.
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Fig. 4: Patrones de DGGE de genes de 16S rRNActeris presentes en muestras de
estbmago de camardn, sedimento y agua. M: Marca@sr Probiotico
sedimento; CS: Control sedimento; PC: Probitticona@n; CC: Control
camaron; PA: Probidtico agua; CA: Control agua.

3.6.4. Andlisis de Imagen

Las imagenes de los geles fueron guardadas corhtv@scen formato TIFF y fueron
procesadas usando el programa “Adobe Photo Shagsipn 7.0, Mac.) y “Gene
Profiler” (version 4.05). Con ayuda de este prograse determind la presencia o
ausencia de bandas, asi como la intensidad de itasas1 Para que una banda sea
considerada en el analisis se determiné que combrmituviera un 5% de intensidad

total en la linea analizada.

3.7. PARAMETROS ABIOTICOS

Diariamente se realizaron lecturas de tempergt@pay oxigeno disuelto (mgl) con
ayuda de un equipo YSI — 85 provisto de sensoenpératura. Para las lecturas de pH,

se empled un equipo de mano pH testr2 “double jpmt{ OAKTON® Instruments).



41

Para salinidad ( %0 ) se utilizé el refractomet® mano marca ATAGO, Modelo

5/Mill.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados finales promedios de todos los nmemstde supervivencia, peso
promedio, comunidad bacteriana y aislados bacmsifueron analizados por analisis
de varianza (ANOVA) de una sola via a un nivel defianza del 95%, con ayuda del
programa estadistico Data Desk 6.1. Para cumgiirlas asunciones de normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad d&amaas (prueba de Levene) se
emple6 el programa estadistico STATISTICA.1 (1994-2000, StatSoft, Oklahoma,
EE.UU.); algunas variables fueron transformadas Ameexo 6). Cuando se declar6
significancia, la prueba de Scheffé fue utilizadsapga comparacién multiple de medias

a un nivel de significancia: 0,05.

Con ayuda del software Gene Profiler (Version 4.88)realiz6 un analisis de la
estructura microbiana partir de las bandas gengfaalala electroforesis usando indices

de diversidadquincenalesyjue fueroncalculados a partir de las siguientes férmulas:

- Rigueza de especies (S):

Se define como el numero de diferentes organismeseptes en una muestra (nUmero
de bandas presentes en DGGE). No considera laongiop y distribucion de cada
especie en la comunidad.

Se calcul6 con la siguiente ecuacion:
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S= # de bandas detectadas

- Indice de Shannon-Weaver:
Esta medida se calcula en base a las bandas gderfdses obtenidos del DGGE, toma
en consideracion el nUmero y la intensidad relatavdas bandas en una linea individual
(Koizumi, 2003)
Se calculé con la siguiente ecuacion:

H=-Y Pi. Log Pi
Donde:

Pi es la intensidad relativa de las bandas en dih. pe

- Igualdad u homogeneidad (Evenness)

Se define como una medida que expresa qué tarasieslla abundancia de diferentes
especies. Se calcula a partir del indice de rauwz especies (S) y el indice de
Shannon-Weaver (H").

Se calculé con la siguiente ecuacion:

E=H/Log (S) (para cualquier base)

Se generd una matriz binaria (presencia o ausdedxndas) individuales en todas las
lineas que fueron transformadas a una matriz dendis utilizando la distancia
genética (Link et al, 1995) en el software Treeddersion 1.3b) para construir
dendogramas usando el método de analisis multd@@uster UPGMA (Unweighted

Pair Group Method With Arithmetic Averages, sighasinglés).



La distancia genética fue calculada a partir degaiente formula:

N, +N
GDXY:_X_Y_

NX + NY + NXY
Donde:
Nx: Numero de bandas en la linea Xy no en la linea Y
Ny: Numero de bandas en la linea Y y no en la linea X

Nxy: Numero de bandas compartidas en lineas Xy Y.

43
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4. RESULTADOS

4.1. SUPERVIVENCIA Y PESO PROMEDIO

Los resultados mostraron que el tratamiento conteplortd una mejor tasa de
supervivencia y produccién comparados con el rraato probidtico. Sin embargo
estas diferencias no mostraron ser estadisticansegrtéicativas (Tabla 2; P>0.05). A
pesar que el tratamiento con probidtico presenttnajor peso promedio por animal y
tasa de crecimiento por dia, no demostraron difggensignificativas (Tabla 2; P>0.05)

con respecto al tratamiento control.

Tabla 2. Parametros de produccion de cultivo deacamLitopenaeus vannamein

diferentes tratamientos. Valores son promediodesviaciénestandar (n=3

piscinas)
Pardmetros de Tratamiento
produccion Control Probiético
Tasa de supervivencia (% 1593 2.77 14.4Q2.722
Peso medio corporal (g) 11+0.64 11.72:0.63F
Crecimiento diario (g.di8 0.082:0.00% 0.095:0.00%8
Produccién (Kg.hd) 555.83114.84 471.6%35.38

aDatos en la misma fila con diferente superindaesgnificativamente diferentes (p<0,05).

4.2. COMUNIDAD BACTERIANA

ESTOMAGO DE CAMARON
El nGmero promedio total de UFC! gecuperadas en AM fue mayor en el tratamiento
con adicién de probidticos comparado con las maesttel tratamiento control

(Tabla 3). Sin embargo el incremento no mostr6 estadisticamente significativo
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(P=0.06). El tratamiento control reporté un vattinimo de 1.78E+06 UFC:'gen el
quinto muestreo y el valor maximo de conteo det2¥®@7 UFC. ¢ en el cuarto
muestreo; en tanto que para el tratamiento conidtrob el valor maximo registrado
fue de 1.34E+08 UFC.en el tercer muestreo y un minimo de 4.04E+06 WP@n

el quinto muestreo (Fig.5a).

A pesar que el nimero promedio total de UECde vibrios presuntivos aislados en
agar TCBS en el tratamiento control fue ligerarmestiperior al tratamiento con
probiotico (Tabla 3), no evidenciod ser estadistieara significativo (P=0.877).

a) b)

¢ CONTROL ® PROBIOTICO ¢ CONTROL = PROBIOTICO
1.00E+10 1.00E+10

1.00E+08 ] 1.00E+08

: % )
1.00E+06 I T 1.00E+06 I

1.00E+04 1.00E+04

1.00E+02 1.00E+02
0 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
NUMERO DE MUESTREO NUMERO DE MUESTREC

Fig. 5. Numero de UFC:!gValores promedio+ desviacion estandar) en muestras de
estbmago de camaron durante el periodo de addasdprobidtico a) Agar
Marino y b) Agar TCBS.

Durante el tiempo de muestreo los valores maxingosilrios presuntivos reportados

para el tratamiento control fue de 1.57E+07 UFC. gn el primer muestreo y un

minimo de 8.74E+05 UFC.gen el quinto muestreo. En tanto que para el traatoi

con probidticos el valor maximo reportado fue d@5E+06 UFC. g en el tercer

muestreo y el valor minimo fue de 8.77E+04 UFE ey el quinto muestreo (Fig.5b).
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SEDIMENTO

El nimero promedio total de UFC! gecuperadas en AM en el tratamiento control fue
ligeramente mayor que el tratamiento con probidficabla 3). Sin embargo no mostré
ser estadisticamente significativo (P=0.12). Sentép8.83E+06 UFC. ‘§del cuarto
muestreo como valor maximo de UFC. en el tratamiento control, mientras el valor
minimo de UFC. g registrado fue de 6.07E+05 UFC! gn el quinto muestreo. El
valor maximo de UFC. -fregistrado para el tratamiento con probiético fie
1.49E+06 UFC.q en el tercer muestreo, mientras que el valor nimegistrado fue

de 4.92E+05 UFC.en el segundo muestreo (Fig.6a).

a) b)

# CONTROL ® PROBIOTICO ¢ CONTROL = PROBIOTICO

1.00E+08
1.00E+08 1
1.00E+07
1.00E+07 o

1.00E+06
1.00E+06 1 E i
1.00E+05
1.00E+05 1 I
1.00E+04
1.00E+04 1 1
1.00E+03
1.00E+03 1 f

1.00E+02
1.00E+02

1.00E+01

1.00E+01 T T T T 1 0 1 2 3 4 5
0 1 2 3 4 5 NUMERO DE MUESTREO

NUMERO DE MUESTREO

Fig.6. Namero de UFC.g(Valores promedia desviacion estandar) en muestras de
sedimento durante el periodo de adicién de prghbidta) Agar Marino y b)
Agar TCBS.

A pesar de que el nimero promedio total de UFC.dg vibrios presuntivos

recuperados en TCBS en el tratamiento controlmasgor que el tratamiento con

probidtico (Tabla 3), este incremento no demostférehcias significativas (P=0.17).

El valor médximo de UFC. g-1 presentado durantawstreo en el tratamiento control

fue de 2.15E+04 en el cuarto muestreo, mientragefualor minimo registrado fue de

2.33E+03 UFC. § en el quinto muestreo. El valor maximo registrgzhra el
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tratamiento con probidtico fue de 5.00E+03 UFC.en el segundo muestreo , mientras

gue el valor minimo registrado fue de 4.67E+02 U§ten el tercer muestreo (Fig.6b).

AGUA

El nimero promedio total de UFC:ttecuperadas en AM a pesar de ser mayor en el
tratamiento con probiético comparado con el contmed muestra diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 3; P=0.83¢ observa una tendencia al
decrecimiento en en el nimero total de UFC! mh el tratamiento con probiético,
siendo 2.56E+04 UFC. rhlel valor maximo reportado en el primer muestreigninas

gue el valor minimo registrado fue de 1.01E+03 UfEC. en el tercer muestreo.

Un comportamiento contrario se observa en el trigiatm control que presenta una
tendencia al incremento en el nimero total de URIE, reportando el valor maximo
de 5.6E+03 UFC. mll en el cuarto muestreo, mientras que el valormuniegistrado

fue de 2.17E+03 UFC. nilen el tercer muestreo (Fig.7a).

a) b)

¢ CONTROL = PROBIOTICO
¢ CONTROL ® PROBIOTICO

1.00E+05 I 1.00E+05

1.00E+04 I 1.00E+04 I

t ¥
1.00E+03 f 1.00E+03

1.00E+02 I
1.00E+02
1.00E+01

1.00E+01

e

1.00E+00

0 1 2 3 4 5 1.00E+00
0
NUMERO DE MUESTREC

NUMERO DE MUESTREO

Fig.7. Nimero de UFC. nl(Valores promedia desviacién estandar) en muestras de
agua durante el  periodo de adicién de proidos) Agar Marino y b) Agar
TCBS
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A pesar de que se reportd un mayor nimero prontethb de UFC. mt de vibrios
presuntivos en TCBS en el tratamiento con prolmétomparado con el tratamiento
control (Tabla 3), no evidencid ser estadisticamesignificativo (P=0.19). Para el
tratamiento con probiético se determiné un valokima de 6.27E+03 UFC. mide de
vibrios presuntivos en el primer muestreo, mienghvalor minimo de 1.03E+02
UFC. mit en el quinto muestreo. En el tratamiento congblyalor maximo fue de
1.65E+02 UFC. m}t en el primer muestreo y 2.00E+01 UFC:'ngomo valor minimo

en el quinto muestreo (Fig.7b).

Tabla 3. Numero promedio total de UFC (+ desvia@§tandar) evaluadas durante el
periodo experimental en piscinas de cultivo de canesL. vannamea través
de ANOVA de una via.

TRATAMIENTO MEDIO DE CULTIVO

AM TCBS
Camaron (UFC. @)

o 4.61E+07 6.34 E+08
Probiotico (P62-P64) (7.94E+07) (1.25E+06)
Control 6.26 E+06 6.80E+06

(1.01E+07) (1.30E+07)
Sedimento (UFC. g)
Probidtico (P62-P64) 1.15E+06 2.82E+03
(1.10E+06) (2.88E+03)
Control 2.61E+06 7.36E+03
(4.59E+06) (1.29E+04)
Agua (UFC. mH)
Probiotico (P62-P64) 6.45E+03 1.58 x 16?2
(1.82E+04) (4.91 x 16)
Control 3.40E+03 1.04E+02
(2.96E+03) (1.14E+02)

@ Datos en una misma columna con diferente supedndson significativamente diferentes

(p<0.05), n=3 piscinas.
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4.3. CARACTERIZACION DE AISLADOS BACTERIANOS GRAM-BSITIVOS Y

GRAM-NEGATIVOS

Las muestras de camarén y sedimento presentarpnedominio de bacterias Gram-
negativas (Fig.89 8b). Adicionalmente se observé que las muestesatiimento
presentan mayor contenido de bacterias Gram-positomparados con las muestras

de camaron.

En muestras de estbmago de camardn no existicienenitias significativas (P=0.304)
en el contenido de microorganismos Gram-negativoBeeambos tratamientos,
reportando 96.98 + 2.87% en el tratamiento contr@8.33 + 2.88 % en el tratamiento
probiodtico. Existe un mayor porcentaje de microarg@os gram-positivos en el
tratamiento con probidtico (11.66 + 2.88%) comparadn el tratamiento control (3.01
+ 2.87 %). Sin embargo la diferencia de contenidommostré ser estadisticamente

significativo (Fig.8a; P=0.101).

Aunque en las muestras de sedimento se observé@xste un mayor porcentaje de
microorganismos Gram-positivos (40.01 £13.83 %) ektratamiento con probidtico
comparado con el tratamiento control (28.74 + 9)8%0 demostré6 ser
estadisticamente significativo (P=0.41). En tante @l tratamiento control presenta
mayor contenido de microorganismos Gram-negati@i@k25 + 9.78%) que el
tratamiento con probidticos (59.98 +13.83%), sirbargo la diferencia no mostré ser

estadisticamente significativa (Fig.8b; P=0.41).
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a) b)
EPROBIOTICO CONTROL OPROBIOTICO B CONTROL
120 - a a 120 -
g 100+ 100 1 a
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Fig 8. Porcentaje de aislados identificados comantpositivos y Gram-negativos en

a) Muestras de camarén y b) Muestras de sedimévitdores Promedios
desviacion estandar)

4.4, CARACTERIZACION DE AISLADOS BACTERIANOS EN BAS A

CARACTERISTICAS METABOLICAS

Todas las cepas aisladas presentaron morfologiakares; colonias no pigmentadas en
TSA, colonias pigmentadas en AM , mientras que &BS formaban colonias
fermentadoras (amarillas) y no fermentadoras (Jeide identificacion bacteriana se
realiz6 en base a algunas caracteristicas mort@égi metabdlicas, alcanzando el nivel

taxonémico de género.

Dentro de los microorganismos Gram-negativos édislale muestras de estbmago de
camaron se determiné que el tratamiento contradgmt® un mayor contenido de los
génerosVibrio y Aeromonas comparados con el tratamiento probioéticos, cuya
diferencia no reportd ser estadisticamente sigiifia (P=0.69 y P=0.42

respectivamente; Fig. 9a 'y 9b).
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El tratamiento con probidtico present6é una eleya@aencia de otros microorganismos
Gram-negativos comparado con el tratamiento carfirolambos tratamientos dentro de
los aislados caracterizados no se determind laepees del génerd®’seudomonas

durante el estudio.

a) b)
*
Otro *
9% Orr
17
Vibric
499
Aeromc Vibri
38% 53y Aeromc
34%

Fig 9. Porcentaje de los génerddbrio, Aeromonasy otros microorganismos Gram-
negativos en muestras de estdbmago camaron. a)leatamControl y
b)Tratamiento Probidtico:. Otros: Microorganismos Gram-negativos no pertemesea

los género®seudomonas, Aeromona¥ibrio.

Para los aislados obtenidos de las muestras deaetti, el porcentaje de vibrios en el
tratamiento control fue mayor comparado con elatréénto con probidtico, sin
embargo no se observaron diferencias estadistidam&gnificativas (P=0.67; no
obstante no se determinaron diferencias signifiaati(P=0.82) en el contenido de
Aeromonas en ambos tratamientos, mientras que el contenido dotros
microorganismos Gram-negativos fue superior eragaiiniento con probioticos (Fig
10a y 10b). Durante el estudio, no se determingrésencia del géne®seudomonas

en ambos tratamientos.



52

OTRC *
15%
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Fig.10. Porcentaje de los génerdsbrio, Aeromonag/ otros microorganismos Gram-
negativos en muestras de sedimento. a)Tratamieatdrd y b)Tratamiento

Probiético * Otros: Microorganismos Gram-negativos no pert@ges a los géneros
Pseudomonas, Aeromona¥ibrio.

4.5. ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA POR MBIO DEL DGGE

Se calcul6 la rigueza y la abundancia relativdadeespecies bacterianas (promedio
quincenal) a partir del nimero e intensidad de &snde 16S rRNA bacteriano

obtenidos con el DGGE. A partir de los perfileserados se calcularon varios indices
para estimar la diversidad bacteriana, riqueza mdyeneidad de las comunidades

bacterianas presentes en ambos tratamientos.

4.5.1.indices de diversidad en muestras de estdmago dent@on

Durante el tiempo de muestreo, el tratamiento obmtrostro una ligera tendencia a
disminuir su riqueza de especies durante los cuatuestreos seguidos de una
recuperacion hacia el quinto muestreo, reportangaseel tratamiento control un valor
maximo de 11 en el primer muestreo y un valor ménde 9 en el cuarto muestreo

(Fig. 11a). El tratamiento con probidtico mostrgelios cambios en su riqueza de
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especies durante el periodo de muestreo, reportal@8 como valor maximo en el

tercer muestreo y 8.0 como valor minimo en el rimuestreo (Fig.11b).

Durante el periodo de muestreo, el indice de Shekveaver en el tratamiento control
reflejé una tendencia a la disminucion del numeabyndancia de especies presentes
en las comunidades bacterianas, reportando un waaimo de 1.97 en el segundo
muestreo y un valor minimo de 1.52 en el quintostree (Fig.11c). El tratamiento con
probidtico por el contrario muestra una tendenaiarabios en el nimero y abundancia
de especies dentro de las poblaciones bacteridodargo del muestreo, reportando su
valor maximo de 1.90 en el quinto muestreo y umivaiinimo de 1.66 en el cuarto

muestreo (Fig.11d).

El indice de Evenness demuestra que el tratamieomo probiético mantuvo muy
homogénea su comunidad bacteriana durante losptiegros muestreos, con una
disminucion hacia el cuarto muestreo que se detéroomo valor minimo de 0.67
seguido de la recuperacion de la homogeneidad guirglb muestreo. El valor maximo
de 0.84 fue establecido en el segundo muestreol(f)g En lo que concierne al
control, existid una tendencia a la disminucionalbomogeneidad de las especies que
conforman las comunidades bacterianas duranteepiptt de muestreo siendo la
proporcion de individuos en cada especie menos génea al término del muestreo,
reportando como valor maximo 0.85 en el primer riraesy un valor minimo de 0.63

en el quinto muestreo (Fig.11e).
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Fig.11. indices de diversidad de comunidades hacis, Riqueza (S), Shannon-
Weaver (H) y Evenness (E) calculados a partir déropes de bandas
generadas por DGGE de muestras de camardn entemaisle cultivo de
Litopenaeus vannameiTratamiento Control: a, ¢ y e; Tratamiento con
Probiotico: b, d y f. (Valores promedias desviacion estandar; escala
adimensional).
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4.5.2. indices de diversidad en muestras de sedinien

El tratamiento control presentd una tendencia aceeso de su riqueza durante el
periodo de muestreo, reportdndose como valor magienimdice de riqueza (S) 18.67
en el primer muestreo y un valor minimo de 12.3&letercer muestreo (Fig.12a). Por
el contrario el tratamiento con probiético modig&ros cambios durante el muestreo
reportando 17 como valor maximo en el cuarto maestmanteniéndose estable el
nimero de especies presentes, siendo 15.33 el nmalomo observado en el tercer
muestreo (Fig.12b). Un muestreo previo a la adid@émprobidtico en el tratamiento con
probiotico revel6 un valor en su riqueza de 17 qambié hacia 16.67 durante el

primer muestreo.

Los indices de Shannon-Weaver quincenales no egparcambios en el nUmero de
especies y su abundancia dentro de las comunideaésrianas en el tratamiento con
probiotico durante el periodo de muestreo. Mientpaes el tratamiento control mostré
ligeras fluctuaciones durante el periédo de muest tratamiento control reporté un
valor maximo de 3.05 en el cuarto muestreo, sién@b el valor minimo en el segundo
muestreo (Fig.12c). El tratamiento con probidticantavo constante el nimero de sus
especies bacterianas y su abundancia a lo largouitelo observado a partir de un
muestreo previo a la adicion de probiético queore un valor de 2.42 que cambio
hacia 2.45 obtenido en el primer muestreo (postexi@dicion de probibtico) que
demostré ser el valor maximo y 2.21 como valoriménde en el tercer muestreo

(Fig.12d).
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Fig.12. indices de diversidad de comunidades bac@s, Riqueza (S), Shannon-
Weaver (H) y Evenness (E) calculados a partir déropes de bandas
generadas por DGGE de muestras de sedimento meninon sistema de
cultivo deLitopenaeus vannamefratamiento Control: a, c y e; Tratamiento
con Probidtico: b, d y f. (Valores promedi@sdesviacién estandar; escala
adimensional).

Los indices de Evenness (E) quincenales para &nir@nto control no presentan

cambios en la proporcion de sus comunidades bacteyi durante los primeros
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muestreos produciéndose un incremento hacia elocorauestreo y un descenso hacia
el quinto muestreo. El tratamiento con probidtiaopresentd variaciones durante los

muestreos, manteniéndose las comunidades bacthansgéneas (Fig 12e y 12f).

4.5.3. Indices de diversidad en muestras de agua

La riqueza de especies quincenales en la microfleragua mostré ligeras variaciones
durante el tiempo de muestreo en el tratamientdra@lonMientras la riqueza del

tratamiento con probiético sé mostré similar dueael periodo de muestreo. El
tratamiento control reporté un valor maximo de lén3el segundo muestreo y un valor
minimo de 10.5 en el quinto muestreo (Fig.13a),ntné&s que en el tratamiento con
probidtico se observé un valor maximo de 17 enegusdo muestreo y un valor
minimo de 13 en el cuarto muestreo (Fig.13b). Urestreo previo a la adicion de
probidtico en el tratamiento con probi6tico reveld valor en su riqueza de 10 que

cambi6 hacia 15.7 durante el primer muestreo.

El numero y abundancia de especies bacterianagadpe por los indices de Shannon-
Weaver (H") quincenales durante los muestreos fuemy similares en ambos
tratamientos, siendo el valor méximo registrada martratamiento control de 2.3 en el
segundo muestreo, y el valor minimo de 1.9 en &hgr muestreo (Fig.13c). El
tratamiento con probidtico report6é 2.37 como wah@ximo en el segundo muestreo y
2.06 como minimo en el cuarto muestreo (Fig.13d)nuiestreo previo a la adicion de

probiético revel6 un cambio en la distribucién déimero y abundancia de especies
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gue conforman las comunidades pasando desde 2.7Q &alor registrado en el primer

muestreo.

Los valores de los indices de Evennes (E) quinesrabtenidos durante los muestreos
no presentaron cambios, mostrando comunidades imilares en homogeneidad en
ambos tratamientos, registrando un valor maxim6.8& en el segundo muestreo y un
minimo de 0.73 en el primer muestreo para el tragiatm control (Fig.13e). Para el
tratamiento con probidtico el valor maximo regidodue de 0.89 el quinto muestreo y
el valor minimo de 0.77 en el primer muestreo. Umestreo previo a la adicion de
probiotico revelé que la homogeneidad de las codadds en el tratamiento con
probiotico no fue alterada al adicionar el proldticuyo valor de 0.77 se mantuvo

antes y después de la adicion del mismo regisead® primer muestreo (Fig 13f).
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Fig.13. indices de diversidad de comunidades bac@s, Riqueza (S), Shannon-
Weaver (H) y Evenness (E) calculados a partir déropes de bandas
generadas por DGGE de muestras de agua en un aistencultivo de
Litopenaeus vannameiTratamiento Control: a,c y e; Tratamiento con
Probidtico: b, d y f. (Valores promedios desviacion estandar; escala
adimensional).

46. GELES COMPUESTOS COMO HERRAMIENTA PARA ILUSTIRA

SIMILARIDADES ENTRE TRATAMIENTOS

El programa Gene Profiler permiti6 crear una regmescion diagramatica de los
perfiles de bandas de 16S rRNA bacteriano. Estmifiérilustrar las similaridades
entre los patrones de bandas de las muestrasatadizie camardn, sedimento y agua
durante el periodo de muestreo correspondienteaaidn de probiotico dentro del

ciclo de cultivo de camardn vannamei

El diagrama en muestras de camaron (Fig.14) pérmliservar una diferencia en las
especies presentes en las comunidades bacteriardgratamiento con probidtico en

comparacion con el tratamiento control.
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Fig.14. Gel Compuesto de muestras de estbmagandardén en Tratamiento Control: 9
(1-5), 13 (1-5), 14 (1-5) y con Probiodtico: 10 (1-31 (1-5), 12 (1-5) a partir
de perfiles de genes de 16S rRNA obtenidos por BG@Grante tiempo de
aplicacion de probiético sobre un ciclo de cultsami-intensivo de camaron

L. vannamei

Esta variacion no fue percibida por los indicesdiersidad, ya que la riqueza y la

homogeneidad se mantuvieron aproximadamente igualm@os tratamientos durante

los muestreos.

Ademas se observdé que en ambos tratamientos extsterunidades bacterianas
similares que estan presentes continuamente deletréios muestreos, que no se

encuentran fijas durante el tiempo de muestreotrarudo fluctuaciones de su presencia

durante el ciclo de cultivo.
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En las muestras de sedimento, la informacion otéenéfleja una comunidad muy
diversa en ambos tratamientos durante los difesemigestreos (Fig.15), observandose
una mayor riqueza de especies durante el tiempmuistreo en el tratamiento con
probidtico comparadas con el tratamiento contrahbAs tratamientos comparten la
presencia de ciertas especies similares que coaforfa comunidad bacteriana
filogenéticamente comdn en ambos medios, cuyaemeess fluctian a lo largo del
periodo de muestreo. Se aprecian comunidades guarsiienen presentes a lo largo

del muestreo.

TRATAMIENTO CONTROL TRATAMIENTO CON PROBIGTICO
EEEEEEEEEEz;&m;EEEEEEEEEEEEEEEE
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Fig.15. Gel Compuesto de Muestras de sedimenfratamiento Control: 9 (1-5), 13
(1-5), 14 (1-5) y con Probiodtico: 10 (1-5), 11 (1-B2 (1-5) a partir de perfiles
de genes de 16S rRNA obtenidos por DGGE duranteptiede aplicacion de
probidtico sobre un ciclo de cultivo semi-intensdecamaréih.. vannamei.

En muestras de agua se observé la presencia de gdgss de especies
filogenéticamente no relacionadas que conforman damunidades bacterianas
detectadas a lo largo del periodo de muestrem tzara el tratamiento control como

para el tratamiento con probidtico (Fig.16). No abservarén cambios en la
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composicién bacteriana entre los tratamientos, cdiy@rsidad manifiesta ligeras

fluctuaciones durante el periodo de muestreo.

TRATAMIENTO CONTROL TRATAMIENTO CON PROBIGTICO
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- BN = — = =T S S B === = = = . o =
=EE;;:_:===EEEE§:=::=;;E EEEE—=
Fig.16. Gel Compuesto de Muestras de agua enriiaiéo Control: 9 (1-5),13

(1-5),14 (1-5) y Tratamiento con Probidtico: 1050111 (1-5),12 (1-5) a partir
de perfiles de genes de 16S rRNA obtenidos por D@Gfante tiempo de
aplicacion de probiético sobre un ciclo de cultsami-intensivo de camaron
L. vannameiNota: Muestra P11-2 no registrada.

4.7. PERFILES DE BANDAS GENERADOS POR PCR-DGGE [#2 R P64.

El andlisis de los perfiles de bandas generadosrtr wle extracciones de ADN
directamente de las bacterias P@ib(io sp) y P64 Bacillussp) reportaron mas de una
banda en DGGE debido a que poseen mas de unadmmgianes que codifican 16S
rRNA en ambas bacterias (Fig.17), lo que dificu#td deteccion dentro de las

comunidades bacterianas de camarén, sedimentoay agu
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i
A1

Fig.17. Perfiles generados de secuencias de gdmek6S rRNA de aislados de
P62:Vibrios sp. y P64:Bacillus sp., M: Marcador; R: Réplica por medio del
DGGE.

4.8. ANALISIS DE SIMILARIDAD DE LOS PATRONES DE DGE

El andlisis de Conglomerados a partir de los merfille bandas de ADN bacteriano
obtenido por PCR-DGGE reportd cambios durante wisac del experimento

representados en los dendrogramas, los cualesrénaimilaridades entre las especies
bacterianas que conforman la estructura de las wmioldes presentes en los

tratamientos control y probidtico.

CAMARON

El dendrograma resultante del agrupamiento de Eseoes que conforman la
microflora de estobmago de camarén (Fig.18) reporié tendencia a asociarse en
grupos naturales que poseen especies filogenétitamelacionadas en comun dentro
de las comunidades bacterianas presentes enaghiesto control (P9, P13, P14) y el

tratamiento con probiético (P10, P11, P12).
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Fig.18. Dendrograma generado a partir de fragmeatedssS rRNA obtenidos por PCR
de muestras de estbmago de camardn durante tieengolidacion de probidtico
sobre un ciclo de cultivo semi-intensivo de camdrémannameiTratamiento
control: 9 (1-5), 13 (1-5), 14 (1-5); Tratamientonc Probiético:10 (1-5),
11 (1-5), 12 (1-5).

El bajo porcentaje de asociacion (10% de similaidentre tratamientos nos da una

vision de un efecto més claro de la accion deliptmo sobre la microflora presente en

el estbmago de camardn, cuyos patrones de abuaddec especies presentan
estructuras muy similares dentro de cada tratamidatante el periodo de muestreo.

Esto no implica que los grupos no posean especiesomln, pero sus patrones de

abundancia son encontrados consistentemente ddésremtre los grupos de ambos

tratamientos.
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SEDIMENTO

El porcentaje de asociacion a partir de un 20% iadasidad (Fig.19) entre ambos
tratamientos reportd grupos ligeramente mas aigsl entre las comunidades que
conforman ambos tratamientos. Se pudo apreciarqgtre ambos poseen un mayor
nimero de especies en comun, disminuyendo la siddthde comunidades dentro de

cada tratamiento.
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Fig.19. Dendrograma generados a partir de fragmseti¢ 16S rRNA obtenidos por
PCR de muestras de sedimento durante tiempo deaeidin de probidtico
sobre un ciclo de cultivo semi-intensivo de camdromannameiTratamiento
control: 9 (1-5), 13 (1-5), 14 (1-5); Tratamientonc Probiotico:10 (1-5),
11 (1-5), 12 (1-5).

AGUA

El porcentaje de asociaciéon a partir de un 30% igelasidad (Fig.20) en ambos

tratamientos reportan grupos mas similares dasreomunidades que conforman los

tratamientos, se pudo apreciar que entre ambogpase mayor nimero de especies en
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comun superior a camarén y sedimento disminuydadimilaridad de comunidades

dentro de cada tratamiento.
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Fig.20. Dendrograma generados a partir de fragrseto16S rRNA obtenidos por
PCR de muestras de agua durante tiempo de aplicdei@robidtico sobre un
ciclo de cultivo semi-intensivo de camaidnvannameiTratamiento control: 9
(1-5), 13 (1-5), 14 (1-5); Tratamiento con Prohioti10 (1-5), 11 (1-5), 12
(1-5).

4.9. PARAMETROS ABIOTICOS

Durante el ciclo de cultivo el valor promedio es Idos tratamientos de Oxigeno
disuelto (mg:}) reportado fue de 4.84 1.20, mientras que la temperatufRC)
registrada fue de 28.6b 1.16. El valor de pH (H registrado fue de 8.82 0.15,
mientras que la salinidad/do) reportada fue de 42.50 2.19. Los promedios por

tratamiento se observan en la Tabla 4.
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Tabla 4: Valores promedios de paramettoddsviacion estandar) fisicos y quimicos
registrados durante el periodo de cultivo en aguasipiscinas
experimentales.

TRATAMIENTO  OD (mg.1) T (°C) PH (H") S Cloo)
Control 4.8%0.65 28.530.55 8.83t0.16 42.64:2.20
Probiético 4.98:0.50 28.620.53 8.83:0.15 42.37%2.17
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5. DISCUSION

El uso de bacterias benéficas (probidticos) quepldesn patdgenos asociados con
enfermedades esta ganando aceptacion como hertandiermanejo en el control de
patdégenos; como una practica preventiva que, adtradio en lugar de los antibidticos

promueve ademas la salud animal (Gatesoupe, 1998e&Gilet al, 2000).

El empleo del génerBacillus ha sido ampliamente reportado en acuicultura por s
actividad microbicida contra vibrios luminiscentgs; sea adicionado solo (Rengpipat
et al., 1998; Moriarty 1999) o en combinacion cdra® bacterias (Queiroz & Boyd,
1998). Mientras que el uso de vibrios como pratddes controversial debido a que
algunas especies pertenecientes a este géneroassi@ados con enfermedad®s (
harveyi, V. parahaemolyticusotros vibrios luminiscentes). Sin embargo, desde 1995
en la industria camaronera en Ecuador se ha rejoogize especies caracterizadas como
V. alginolyticusson ampliamente utilizados para el control de lta mcidencia de

enfermedades en larvicultura.

Estudios realizados por Douillet (2000) demostragoe el uso de mezclas probiéticas
son mas efectivas que las cepas independientdscenteol de patdégenos, debido a la
mejor posibilidad de establecer poblaciones prat@iéta pesar que las variaciones

medio ambientales son mayores.

La efectividad de los probidticos depende largametél modo de aplicacion. Existen

varios métodos para suministrar las preparaciongsobianas: biofilm, inmersién
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(Stone,1998), alimento (Rengipat el at, 1998) ycaplon directa en tanques (Garriques
& Arevalo, 1995; Moriarty, 1998). La aplicacién ehalimento tiene varias ventajas
sobre las otras técnicas: es aplicable para atwiaubxtensiva e intensiva, y no
requiere ninguna operacion adicional del trabdja. mayoria de los alimentos
artificiales son fabricados bajo condiciones el&t®ri minimizando la potencial

contaminacion con un indculo proveniente de esatii(Jones, 1998).

La supervivencia durante nuestro experimento semd@dmada por un brote de mancha
blanca a la mitad del ciclo de cultivo, el cualcadea todo el cultivo. Estudios
preliminares (Balcazar 2002) del efecto de la riaede probidticos P62-P64 frente al
virus de la Mancha Blanca (WSV), indicaron que ti&s un efecto protector contra
enfermedades, cuando el grado de infeccién es mdoeEsto podria ser atribuido al
efecto inmunoestimulante de las cepas probidtithsadas. En estudios realizados por
Gulliam (2001) se reportd que la cepa P64 mantEnsistema inmunitario de los
camarones mas activo. Los estudios histopatolégidos camarones de nuestro cultivo
reportaron que el grado de infeccion fue severarderla aparicion del evento (datos

no publicados), por lo que no podemos atribuir eiteto sobre nuestro experimento.

Nuestro estudio no report6é diferencias significaiven la tasa de supervivencia y
produccion final, que coinciden con los resultadbtenidos por Sharift al. (2001) y
Devarajaet al (2002) en cultivos d®. monodonal emplear productos microbianos

comerciales que conteni8acillusspp. como parte de su composicion.



70

Ademas, estudios realizados vivo por Balcazar (2002) con la combinacion de las
cepas P62-P64 no reportaron diferencias estadistit® significativas en
supervivencia entre tratamiento control y prolidtipero si en incremento de peso y
peso promedio del animal. Similares resultadosofu@btenidos por Gullian (2001) en
juveniles deL. vannameicon cepa®acillus P64, Vibrio P62 yV. alginolyticus(cepa

lli) como probidticos, reportando diferencias #igativas en crecimiento (P<0.05)

respecto al control después de 20 dias de ensayo.

De acuerdo con Conway (1990); Roques & Dussertl(19%iando se ha suministrado
probidticos en animales de cultivo, el increment mkso observado puede estar
relacionado de manera directa si son utilizados ocdimente de alimento o
indirectamente por produccién de enzimas y/o vitasi asimilacion de nutrientes,
mejorando de esta manera el rango de crecimiempengvencia y tasa de conversién
alimenticia (Douillet & Langdon, 1994; Garriques Arevalo, 1995). Este hecho
sugiere que a pesar de no ser estadisticameniécsitivo, el tratamiento probiotico
reportd mejores peso promedio por animal y tasardcimiento por dia comparado
con el control; sin embargo el mecanismo de acd&rprobidtico en el experimento
no fue definido. Por otro lado no podemos descaitaosible efecto relacionado con
la densidad de animales presente en el tratampotuiotico, debido a que ésta fue
menor comparada con el tratamiento control. Estmipieia un mejor aprovechamiento

del alimento suministrado por los animales delivolt
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Caracterizacion de comunidades en estomago de damaedimento y agua por

metodologia cultivo-dependiente

El nimero promedio total de UFC de la flora baeateaiestimada en el camarén, agua y
sedimento no mostré diferencias significativas eeritr’s tratamientos probidtico y
control. Sin embargo, el mayor valor promedio tadael UFC. ¢ y UFC. mi! en
muestras de estdbmago de camardn y agua de pisGitedas con probidtico comparado
con el tratamiento control podria posiblementerestaciado a la adicién regular de
probiotico (Shariffet al, 2001). Similares resultados fueron obtenidos Stariff et al
(2001) y Dalminet al (2001) en cultivo dé. monodon con productos comerciales
microbianos que contenidacillus sp. entre sus componentes. Por otro lado Devaraja
et al. (2002) reporté un incremento significativo (P<€).en el nimero promedio total
de UFC en muestras de sedimento en cultivoPdenonodona partir del uso de

productos comerciales conteniendo el géiBzcillus sp. entre sus componentes.

Nuestro experimento mostr6 en las piscinas contol valor relativamente alto de
vibrios en las muestras de estdbmago de camardrdiyneeto comparados con las
piscinas con probiético, sugiriendo un efectohidor que podria ser provocado por la
produccion de sustancias microbicidas o un mecanidgensustitucion competitiva de
los probibticos sobre estas bacteffide Gullian (2001). Este hecho concuerda con
estudios realizados por Sharét al (2001); Devarajat al. (2002) y Dalminet al
(2001) quienes evidenciaron un efecto de reducdénvibrios no significativo en

piscinas tratadas con probioticos en cultivo®dmonodon
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De acuerdo con Brisoat al. (1975); Siavichay (1997); Vandenbergbeeal (1998);
Conejero & Hedreyda (2003) las bacterias Gram-iagmason las que predominan en
los ambientes marinos, constituyendo la mayoepdetla flora intestinal de crustaceos
y de su entorno. Mientras que Hishi al (2000) indica que las bacterias Gram-
negativas forman parte de la flora normal de Litgmedos. Este hecho coincide con
nuestros resultados, en los cuales, se determia@xjgte un predominio de bacterias
gram-negativas en muestras de estdbmago de camar&ediynento en ambos
tratamientos; pero con un incremento del contemidobacterias Gram-positivas en

muestras de estobmago de camaroén en el tratamiemtorobiotico.

Alvarez et al. (2000) reportd que las bacterias Gram-negativadas que predominan
en el sedimento de los sistemas extensivos, coystilo cerca de un 80% de la
poblacion. Mientras que Moriarty & Hayward (198@dlicaron que las bacterias Gram-
positivas constituyen aproximadamente un 20% denilerobiota total presente en
sedimento. Por otro lado, un estudio realizado Rmxo (2005, Datos no publicados)
sobre la caracterizacién de poblaciones microbiarassistemas de cultivo semi-
intensivo deL. vannameien piscinas camaroneras ubicadas en el sectoraldeaP

(Peninsula de Santa Elena), reportd que la mayddamicroorganismos aislados en
muestras de sedimento fueron Gram-negativos coceptajes de 66 % y 67.8%,

mientras que para Gram-positivos fueron de 32.234 %o.

Nuestro experimento, a pesar de no encontrarseeddias significativas se obtuvieron
resultados similares al reportar un predominio detdrias gram-negativas en ambos

tratamientos en las piscinas de la estacion expetah del CENAIM. Se observé
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mayor predominio del tratamiento control con 7195 y menor predominio del
tratamiento con probidtico con 59.98 %, mientrag gara microorganismos Gram-
positivos el tratamiento con probiotico reportd walor superior de 40.01 % vy el
control reportd valores de 28.74 % inferiores aloréado anteriormente por Pozo

(2005, datos no publicados).

Posiblemente los resultados obtenidos en el tratami probidtico en nuestro
experimento sugieran que una vez adicionadas fmsde62-P64, éstas influyen sobre
la diversidad bacteriana, posiblemente provocanttbicion de algunos grupos
bacterianos, o bien ejerciendo algin mecanismoudgtigion competitiva, dejando
libre nichos biolégicos ocupados anteriormente Ipacterias autéctonas que podrian
haber sido ocupados por microorganismos GramipositEsto podria sugerir que la
incorporacion de altas concentraciones bacteri@sagficiente en la sustitucion y

modificacion de la flora natural (Gullian, 2001).

De acuerdo con Surgf al (1999) las especies de bacterias dominantessemas
camaroneras son microorganismos Gram-negativogéeroVibrio, talescomo: V.
parahaemolyticus V. harveyi y V. alginolyticus y los génerosAeromonasy
PseudomonasEstos géneros se encuentran en el agua, suelo et#b rmarino o
estuarios y conformando parte de la flora intebtilealos camarones Litopenaeidos
(Gomez-Gilet al,1998; Mosst al1996; Alvarez 1983ide Simoes; 2002; Yasuda &
Kitao1980; Vandenberghet al, 1999). Los resultados en nuestro experimento
reportaron dentro de los microorganismos Gram-iagmtislados, la presencia de los

génerosVibrio y Aeromonaspero no del génerBseudomonasormando parte de la
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flora de estbmago de camaro6n y sedimento en amd@snientos. La ausencia de este
género podria ser atribuido a las condiciones tieidad de los sistemas de cultivo,

para las cuales este género no se encuentra aolaptad

El contenido bacteriano déibrio y Aeromonasdel tratamiento con probiodtico en
muestras de estdbmago de camarén en nuestro exptie® inferior al reportado por
Leafioet al (1998) en hepatopancreasRlemonodonen estbmago de animales sanos
de L. vannamereportado por Gomez-Gédt al (1998) y en la flora bacteriana en las

branquias dé&. vannamereportado por Mosst al (2000).

Cabe mencionar que nuestros resultados concueaanos obtenidos por Gullian
(2001) y Balcazar (2002) quienes evaluaironivo las variedades P6%/iprio sp.) y
P64 Bacillus sp.) como probidticos mostrando que ejercen umt@fantagonista
reduciendo la entrada d¥. harveyi, reemplazando la microflora autoctona en
L. vannameilo que podria afirmar que su adicion altera pandatiente la composicion

bacteriana, permitiendo el acceso a ciertos nipbosotras especies bacterianas

Aunque los resultados de este trabajo no expligzataraleza de la presencia de una
abundancia relativa de otros grupos bacterianaglanion con los vibrios luego de la
adicién de probidtico, existe en la bibliografifiommacion relevante que nos permite
proponer ciertos criterios que pueden ayudar aesar este fendmeno. Asi, a pesar de
no ser estadisticamente significativo, la dismidnaie losVibrio spp. reportado en el
tratamiento probiético de muestras de sedimentst§neago de camarén pudo deberse

al efecto inhibidor deBacillus sp, y de Vibrio sp. posiblemente por produccion de
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sustancias microbicidas (Williams & Vickers,198@)acteriocinas (Browdy,1998),
sideroforos, lisozimas, proteasas, peroxido dedpgeimo o alteracion de pH por la
produccion de &cidos organicos (Sugitaal,1997). Ademas, tampoco se puede excluir
una competencia por nutrientes en el medio que ifzelque ciertos microorganismos
mejor adaptados ocupen nichos biol6gicos. Tampamterqpos descartar la posible
incidencia de la flora exdgena del medio circumnelgoroveniente de las sucesivas
reposiciones de agua, lo que permitiria una magaera y mejor abundancia relativa

de diferentes grupos taxonomicos.

Estimacion de la diversidad bacteriana por mediddeGE

Douillet & Langdon (1993); Douillet & Langdon (1994Riquelmeet al (2001)
sugieren que el mantenimiento de una comunidatefi@ca natural y equilibrada
puede beneficiar los cultivos larvarios de camasétenaeidogAlabi et al, 1997). Sin
embargo, no esta claro qué nivel de diversidacessario para mantener la estabilidad
de la comunidad. De acuerdo a Nogami & Maeda (199ajriques & Arévalo (1995)
existe modificacion de la flora bacteriana mediagituso de probidticos, pero aun no
se encuentran claramente definidos los cambios sgugroducen a nivel de la

comunidad microbiana.

Se conoce relativamente muy poco acerca de los icamproducidos en la
composicién, estructura de las comunidades y pimirlas microbianas existentes en los
sistemas de cultivo de camarones donde se emmbaticos y cOmo éste actla sobre

la diversidad microbiana. La literatura existentgbre diversidad, composicion y
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estructura de comunidades microbianas son estdeidgo descriptivos que han sido
dominantes junto con reportes de estudios de doaaneispacio-temporal de la
biodiversidad microbiana en ecosistemas acuaticoéafos, rios, lagos) y terrestres
(Morris et al, 2002). No se dispone de informacién sobreVardidad microbiana en

los sistemas de cultivo de camarone en los cualba aplicado probidtico.

La respuesta de la comunidad microbiana ante Isepoéa de los probiéticos en los
sistemas de cultivo de camarones es consideradeoraesda debido a que el
conocimiento de los microorganismos presentes ersiktemas de cultivos quedaba
limitado a aquellos que podian obtenerse a paeticultivo de laboratorio. En la
actualidad esto podria cambiar con la aplicaciotédeicas moléculares (entre las que
se encuentra el método de DGGE) que permiten estydcomparar comunidades
microbianas en diferentes ecosistemas acuaticesgstresf{de Nakatsuet al, 2000).
Sin embargo no habia sido empleado como herramidatestudio de diversidad
microbiana en sistemas de cultivo de camaroneseriiences su aplicacién una
herramienta innovadora y pionera en nuestro exgeionpara estimar la diversidad
bacteriana y la estructura de las comunidades amas presentes en la microflora de
estomago de camardn, sedimento y agua de cultivos& de esta técnica permite
aportar nueva informacion que podria ayudar a ugj@amesomprension de la diversidad
microbiana, composicién y dinamica bacteriana prieseen piscinas de cultivo de

camaron.

En nuestro estudio, los perfiles derivados de leagpon de DGGE obtenidos a partir

de secuencias de 16S rRNA bacteriano para lasedifss muestras de estémago de
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camaroén, sedimento y agua fueron utilizados commedio para estimar la diversidad
bacteriana y su intensidad relativa representéolaimiancia de especies particulares
dentro del sistema semi-intensivo (Calvo-Batlal, 2003). Siendo la obtencién de los
indices de diversidad de nuestro experimento egumto de partida importante en el
estudio de diversidad microbiana, estableciendeseenario para futuros estudios,

fundamentalmente con respecto a la dinAmica dentaunidad bacteriana.

Al comparar los indices de diversidad por tipo deestra en ambos tratamientos
podemos observar que los indices obtenidos a partimuestras de sedimento presentan
en general los indices de diversidad mas altosui&eg de las muestras de agua y por
altimo las muestras de estomago de camarén, cegodtados difieren a lo reportado
por Borbor, (2005, datos no publicados) en un ésted cultivo semi-intensivo de
L. vannameicon ayuda de técnicas moléculares basadas ersianddi 16S rRNA
bacteriano, quien reportd indices superiores deerg, numero y abundancia en
muestras de agua comparados con muestras de stmlinoen excepcién de la
homogeneidad, donde indica que las muestras demeettis se encuentran distribuidas

mas uniformemente.

Casamayor et al. (2000) citan que los ecosistemeeien ser ricos en especies, pero la
homogeneidad es muchas veces baja. En nuestroiregpr el tratamiento con
probidtico presentd una mejor distribucion del oy abundancia de especies (H")
en las muestras de sedimento y camarén, mienteaswhomogeneidad (E) no se vié
disminuida. Las muestras de agua del tratamiento grobidtico presentaron una

distribucién del niumero y abundancia de especiésylHHomogeneidad (E) similar con
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el tratamiento control. Esto podria deberse a qaatlicroorganismos presentes en el
sedimento y en estbmago de camardn habitan en dio menos cambiante que el

agua de cultivo.

Dado que la riqueza de especies presentes en azgdrap de ambos tratamientos en
muestras de estdbmago de camarén y sedimento ekrsifas variaciones en los
resultados ocurren unicamente con base en el njataindancia y proporciones de sus
especies. La variacion del indice de Shannon-Weavewestro estudio es el reflejo de
gue a medida que se realizaba el cultivo una ospespecies dominaron durante el
ciclo del cultivo en el tratamiento probiético; nrasmdo que las especies bacterianas se
distribuyer6n en un mayor numero de especies y alasndancias fuer6n mas
semejantes entre si (mas homogénea). Mientras|duataamiento control mostré una
tendencia de disminucion de su diversidad hactar&lino del cultivo, lo que podria
deberse a que algunas especies bacterianas préesermtaminancia, denotando
abundancias menos semejantes entre si. Cabe m@najoe estos valores estan
relacionados directamente con la riqueza de espexsedecir que cuando la riqueza de
especies fue alta, los valores de Shannon-Weaeeoriualtos y esto a su vez se vio

reflejado en la homogeneidad de especies (Evenness)

Estos resultados coinciden con las afirmacioneSatamayoet al (2000); Schaueet

al. (2003) quienes comentan que los cambios en émsidad relativa de las bandas
individuales de los perfiles generados por DGGEejaf el incremento y disminucién
de la poblacion bacteriana. Sin embargo cabeandjoe la homogeneidad puede estar

influenciada por las condiciones presentes durahteiclo del cultivo, parametros
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fisicos y quimicos como temperatura, salinidad, pkigeno disuelto, SST, MOA y

MOS.

Es importante mencionar que ninguna poblacion esoé en una comunidad con una
diversidad alta; por eso, aunque se elimine unéapin, la estructura del conjunto no
se altera pudiendo ocurrir modificaciones que pakesapercibidas por los indices de

diversidad.

Atlas & Bartha (2002) afirman que algunas intecilaes en las que intervienen

poblaciones microbianas son asociaciones débilégseque una poblaciéon microbiana
puede desplazar a otra; otras con asociacionesteguen las que una poblacién no
puede desplazar a ninguna, lo que podria explicabservado en las imagenes de los
geles compuestos de todos los muestreos en estsnmadmocamaron de ambos
tratamientos. La sucesion poblacional podria seralssa por la cual ciertas especies
mejor adaptadas se acomodaron paulatinamente, lemgdo a aquellas especies
pioneras en la colonizacién de los substratos dibmee fueron inhibidas por el

probiotico, ocasionando que no se observaran camdiola diversidad bacteriana

estimada por los indices.

Posiblemente el efecto de inhibicion puede estacimado con la actividad antagénica
de la combinacion P62-P64 frente a cieMdsios (Gullian, 2001; Balcazar, 2002). De

igual manera, este efecto podria atribuirse at¢@®da de bactericinas que son activas
contra otros microorganismos a concentracionessbef® ha reportado que son

producidas por microorganismos Gram-negativos (3&tal, 1992) y Gram-positivas
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(Jacket al 1995), lo que les conferiria ventaja competitigbre otras cepas que
compiten por el mismo nicho ecolégico y que de ro por esta arma quimica,

eliminarian competitivamente al organismo produdbacteriocinas.

Sin embargo, no conocemos las especies que fuespiagdadas ni los mecanismos de
accion por los que el probidtico modifico el habitavoreciendo el ingreso bacteriano
o permitiendo el desarrollo de nuevas poblacioméstampoco cuales fueron las

especies que ocuparon esos nichos.

La comparacién de conglomerados obtenidos en eiptierevelé diferencias en la
composiciéon filogenética de comunidades bacterian@®sentes en el tratamiento
control y probiético. Estas diferencias podriangratido invisibles frente a los indices
estandar de diversidad (i.e. indice de Shannon-&/debido a que estos son sensibles
cuando existen cambios en el nUmero de especibsndancia presente dentro de las

comunidades (Martin, 2002).

A partir del diagrama de conglomerados de las magdle estbmago de camarén
podemos determinar que la composicion de la comadnihtre los tratamientos ha
cambiado pero la diversidad no fue reducida durkntgplicacién del probiotico y las

comunidades bacterianas fueron mas similares ddatlos tratamientos.

En las muestras de sedimento el cambio de la éstauc de las comunidades
bacterianas es menor comparada con la de estomagmardardn, resultando mas

similares las comunidades entre tratamientos. Delignanera las comunidades en
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muestras de agua  presentaron composicibn mas asineihtre tratamientos,
posiblemente por poseer especies filogenéticamendte relacionadas. No podemos
concluir respecto a si otras variables relacionaalasultivo como el pH, oxigeno
disuelto, salinidad, temperatura influyeron direwtaite sobre el comportamiento

bacteriano ya que no presentaron diferencias Ergreatamientos.

La presencia dentro del sistema de cultivo dedasg probidticas P62-P64, no pudo ser
evidenciada debido a que ambas especies reporntasrde una banda en DGGE al
poseer mas de una copia de genes que codificamRIA&, resultando similares a lo
obtenido por Janset al (2003) en el caso dgerratia entomophilayna bacteria muy
comun en suelos de Nueva Zelanda, que tiene d@ntes de genes 16S resultando en
bandas migratorias similares en el DGGE, detecemdos o mas bandas (Callagkan

al., 2003).

Esto no implica que ambas especies no hayan paogidptarse a las nuevas
condiciones a las que fueron sometidas, utilizarézursos disponibles y establecerse
en algunos hébitats o mucho menos que no hayaplidencon un rol dentro del
sistema de cultivo. Se requiere realizar secueidciade los aislados de ADN
bacterianos obtenidos que aportaria informacion evagite para definir

taxondmicamente la comunidad bacteriana dentrosisistemas de cultivo.

En nuestro experimento el usar la combinacion dpliicacion de segmentos de 16S
rDNA por PCR vy la electroforesis por DGGE nos péidgnilistinguir diferencias en la

composiciéon de las comunidades microbianas en lestras de estbmago de camaron,
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sedimento y agua presentes en el tratamiento ¢gnmmmbidtico. EI método de DGGE
fue particularmente util por constituirse en unadétrapido, y eficaz de identificacion
bacteriana. Su aplicacion fue un paso inicial eestlidio ecolégico de comunidades
microbianas en sistemas de cultivo de camarénefibargo no podemos descartar la

informacion complementaria obtenida a partir denhétodos cultivo dependiente.

Cabe destacar que la combinacion de los métodds/acudependiente y cultivo

independiente permitieron estudiar la respuestardelio bacteriano que conforma la
microflora en el sistema de cultivo semi-intensidd_. vannameiDestacando el uso de
probidticos como una manera segura de modificarptasencia de ciertos

microorganismos en el ecosistema. Sin embargo,eqaiare de mayores estudios
complementados con la secuenciacion para conobsx saales microorganismos estan
ejerciendo su efecto asi como otras variablestdire indirectamente relacionadas con
el cultivo que puedan afectar su accién y finalimeestudios para conocer los

mecanismos que emplean para adaptarse dentro del.me

De cualquier manera, aun existen importantes ptagugue resolver en cuanto a la
composicion y estructura de las comunidades miaras, los cambios que se producen
en dichas comunidades en respuesta a la preseacobioticos y otros factores
relacionados con el cultivo, y finalmente el pafugicional de los diferentes tipos de

microorganismos que integran la comunidad.
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6. CONCLUSIONES

El empleo de las metodologias cultivo-dependiestasinistré informacion
complementaria a la metodologia cultivo indepemtgie

La técnica de cultivo en placa mostré una reduceidia presencia déibrio en
las muestras de camarén y sedimento, pero no cented diferencias en
namero total bacteriano entre ambos tratamientos.

. A pesar de evidenciarse una reduccion\brio en el animal en el tratamiento
probiotico, los indices de diversidad no mostragiferencias con respecto al
tratamiento control.

En muestras de estbmago de camaron y sedimeninidosorganismos Gram-
negativos fueron predominantes.

Los género¥/ibrio y Aeromonadueron dominantes en ambos tratamientos. No
se evidencié la presencia del géneseudomonas

La aplicacion innovadora de DGGE para estimar herdidad bacteriana
permitié un avance en el conocimiento de la esiragccomposicion y dinamica
bacteriana presente en piscinas de cultivo de caresr

El método de DGGE fue particularmente Util por ¢ibmisse en un método
rapido y eficaz de identificacion bacteriana. Slicapion fue un paso inicial en
el estudio ecolégico de comunidades microbianasistemas de cultivo de
camaron.

La combinacion de amplificacion de segmentos derD&&\ por PCR y DGGE
mostro diferencias en la composicién, dinamicastyuetura de las comunidades
microbianas en las muestras de estdbmago de camsedimento y agua

presentes en el tratamiento control y probidtico.



84

9. Los indices de diversidad mostraron que las mueskeasedimento presentan
una diversidad mayor que las muestras de agus mlgstras de estobmago de
camaron.

10.Los geles compuestos permitieron observar camivida estructura bacteriana
presente en el estbmago de camaron

11.El diagrama de cluster de los diferentes muestpeosiitié determinar que la
estructura de las comunidades bacterianas entteal@snientos cambié a pesar
de que la diversidad no fue reducida durante liaggdon del probiético.

12.No pudo ser determinada con certeza la presenci@sleepas bacterianas P62
y P64 debido a su caracteristica de contener mas @geron para genes 16S

rRNA, lo que generé varias bandas en los geles.
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7. RECOMENDACIONES

Purificar y secuenciar las bandas dominantes d& @®NA bacteriano
obtenidos por DGGE para identificar las difereniespecies bacterianas
dominantes presentes en el cultivo.

Evaluar los mecanismos de accion de los probiotsaise los parametros de
calidad de agua y determinar si podrian mejorarclandiciones de cultivo
actuando como agentes biorremediadores.

Evaluar formas alternativas para la introducciéhmebioético en el alimento,
gue permitan mejorar la viabilidad y estabilidadalpreparacion.

Estudiar el efecto de la combinacion P62-P64 soln@&s especies acuicolas
cultivadas en piscinas.

Incrementar la frecuencia de medicién de los patéms abidticos y bidticos
para conseguir establecer correlaciones con ladas\bacterianos observados
en una vez aplicado el probidtico en los sisteneasuttivo a través del tiempo.
Realizar un estudio sobre el efecto del probidtiaante dos ciclos de cultivo:
uno en la estacion de invierno y el otro en lacédtade verano en piscinas de
engorde, para observar la diferencia estaciondhdéiversidad microbiana y
como ésta puede ser afectada por los factores atalgig propios de cada época
para obtener una mejor idea del comportamientoaiiano.

Evaluar otras cepas bacterianas que presentancpitgrara ser empleados

como probidticos en piscinas de engorde.
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ANEXO # 1

EXTRACCION DE ADN BACTERIANO (Técnica segun Snedt al, 1993).

- Colocar 1 ml de sobrenadante separado de las rasiedgrsedimento en tubos de
1,5 ml estériles, autoclavados y secos.

- Adicionar 250ul de phenol — cloroformo en relaciéh, mezclar por un minuto en
vortex y centrifugar a 1700 g por ocho minutosupeear el sobrenadante en tubos
nuevos. Adicionar 400 pl de cloroformo, y centrduga 1700 g por cinco minutos,
recuperar el sobrenadante en tubos nuevos. Adici®®0 pl de Isopropanol puro
almacenar a - 20°C por 12 horas para precipitBiNa\.

- Centrifugar a 1700 g por 10 minutos.

- Eliminar el sobrenadante y lavar los pellets coud de etanol al 70% (Merck®).

- Centrifugar y eliminar el sobrenadante.

- Secar el pellet a 40-45°C por 15 minutos, y resudgeel DNA en 50ul de agua

destilada estéril doblemente filtrada.

ANEXO # 2

PURIFICACION DEL ADN BACTERIANO OBTENIDO DE MUESTRS DE
SEDIMENTO.
El DNA de las muestras se purifica por el métodscd® por Smitet al, 1997 Se
realiza utilizando un Sistema de Purificacion basad filtros (Wizard PCR Preps DNA
Purification System - Promega®), siguiendo lastrutsiones del proveedor
brevemente :
» Adicionar 500uL de resina a los tubos estériles de 1,5 ml copl5@8e muestra

(DNA).

> Agitar por dos minutos
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Tomar la muestra con una jeringa de 1 mly pasaekfiltro.

Filtrar 2 ml de Isopropanol al 80 % (para eliminesiduos de resina).

vV V VY

Centrifugar el filtro a 1700 g por dos minutos.

A\

Secar el filtro por cinco minutos a temperatura iamte.

» Colocar los filtros en tubos estériles de 1,5 nddicionar 5QUL de agua destilada
estéril doblemente filtrada a 68°C.

» Incubar las muestras por dos minutos para queual sg empape en el filtro.

> Centrifugar a 1700 g por 30 segundos para despreh@NA y recuperarlo en los

tubos nuevos.

ANEXO # 3

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

» Preparar un gel de agarosa al 2% (w/v), usandsoloaion buffer de electroforesis
(Solucién TAE 1X) y bromuro de etidio (concentraciinal 10 mg. mb).

» Cuando el gel polimeriza, retirar el sello de ladiga, el peine y colocar la bandeja
con el gel en la cubeta de electroforesis.

* Afadir suficiente buffer (TAE 1X, pH 8) para cubeirgel.

» Adicionar al producto final amplificado 5 pl de taém de deposito: azul de
bromofenol 0.25% (w/v), glicerol 40% (v/v) y

e« Tomar 8 pul del producto amplificado, colocar cadaestra en un pozo con una
pipeta, incluir un marcador de peso molecular cosherencia.

» Correr la electroforesis a 95-115 voltios, duradts horas. Llevar el gel a un
transiluminador UV y fotografiar.

» Fotografiar el gel con una camara digital y arahi
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ANEXO # 4

GELES DE POLIACRILAMIDA CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE.

* Mezclar en un tubo 11,5 ml de desnaturalizante08b,680 ul de persulfato de
amonio (10%) y 5,0 ul de tentgd

* Mezclar en otro tubo se 11,5 ml de desnaturalizaht®©%, 80 ul de persulfato de
amonio (10%) y 5,0 ul de Tenféd

* Verter ambas soluciones en un equipo para gradientcargar entre dos vidrios
con un espaciador de 0.75 mm, colocar el peingay gelimerizar durante 2 horas.

» Colocar en los geles con gradiente desnaturalizehtgroducto de PCR (8 ul) de
DNA gendmico de las muestras de sedimento, cama(brul) de DNA genémico
de las muestras de agua.

Correr la electroforesis a 8D de temperatura durante 10 minutos a 20 voltios

seguido por cinco horas a 150 voltios.

ANEXO # 5

TINCION DE PLATA (AgNQs). Segun Protocolo de Dineshal (1995).

- Colocar suavemente en las cubetas con solucionirdért los geles de
poliacrilamida.

- De cada solucion se utiliza 1,5 litros, siendodakiciones de fijacion y enjuague
nuevas para cada tincion, pudiendo reutilizar haptaximadamente 5 veces las

otras soluciones).

Soluciones y etapas para la tincién con Nitrat®ld¢a.
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PASO REACTIVO TIEMPO

10% etanol 150 ml 15 minutos
1. Fijacion 0,5% é&cido acético 7,5 ml
Enrasar con kD desionizada hasta 1.5 litros.

0,011 M AgNQ 2,89 20 minutos
2. Impregnacion o _
Enrasar con kD desionizada hasta 1.5 litros.

3. Enjuague H-O desionizada 1,5litros 1 minuto
0,75 M NaOH 45 gr +10 minutos
4, Revelado 0,085 M Formaldehido 10,5 ml

Enrasar con D desionizada hasta 1.5 litros.

0,07 M Na Cxs 11 gr 3 -5 minutos

Enrasar con pD desionizada hasta 1.5 litros.

5. Parada

ANEXO 6
Tabla resumen de las transformaciones realizadas sada variable para cumplir con
las asunciones de normalidad (prueba de KolmogBmirnov) y homogeneidad de
varianzas (prueba de Levene), durante los andligisvarianza (ANOVA). “Sin

Transformacion” indica que no hubo necesitad destramacion.

Variable Transformacion realizada

CAMARON SEDIMENTO AGUA
Conteos totales AM Lagx LoghoX LOGhoX
Conteos totales TCE LogioX LogioX LogioX
Bioquimica

Gram-positivos 4x+0,375 Arco seno (\&) -
Gram-negativos 4/x+0,375 Arco seno @&) -

Aeromonas Sin TransformacionSin Transformacién -

Vibrio spp Sin TransformacionSin Transformacion -

Indices de Diversidad

Rigueza de Especies Sin Trarsformaciél Sin Transformacié¢ Sin Transformacic
Shannon-Weaver(H) Sin Transformacion  LogioX LogioX
Evenness(E) Sin Transformacion LogioX Arco seno @/;)
Produccion

Supervivencia Arcoseno & ) i i}

Peso Promedio Sin Transformacion - -
Producciéon(Kg.Ha) Sin Transformacién - -

Tasa de crecimientos(g.dja Sin Transformacion - -
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