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Resumen

El cultivo del camardn blanco Litopenaeus vannamei es un recurso acuicola de gran importancia econdmica
a nivel mundial. No obstante, es severamente afectado por varios tipos de enfermedades infecciosas,
principalmente virales y bacterianas. Para asegurar la sostenibilidad de la industria del camaron, se debe
mejorar la productividad en particular mediante el uso de mix de bacterias probidticas eficientes para la
prevencion de las enfermedades bacterianas. La metagendmica dirigida al ADN ribosémico bacteriano
representa una potente herramienta para analizar la microbiota del camaroén y evaluar mix de bacterias
probidticas. En el presente estudio, dos mix (CA1 y CA2) de bacterias probidticas de Bacillus spp. fueron
evaluados frente a bacterias patdgenas ( Vibrio spp., Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damselae
y Staphylococcus spp.), en infecciones experimentales con la determinacion subsecuente por
metagendmica de los cambios de composicion microbiana de los intestinos de juveniles en paralelo a los
respectivos incrementos de sobrevivencia. Los dos mix de bacterias probidticas CA1 y CA2 condujeron a
cambios importantes en la composicion de la microbiota intestinal, en particular a nivel de la riqueza de la
microbiota. Ademas de incrementos generalmente significativos de las sobrevivencias en todas las
condiciones. Este estudio de metagendmica de la microbiota de L. vannamei abre la via a una mejor
comprension de las relaciones camardn-bacterias para la seleccion de mezcla de bacterias probidticas y el
uso de prebidticos, asi como para futuras investigaciones metagendmicas centradas en la microbiota de
otros drganos (hepatopancreas, hemolinfa, ovarios) o componentes de cultivo (biofilm, periphyton,
bioflocs, suelos, agua).

Palabras clave: camardn, Litopenaeus vannamei, metagendmica, microbiota, bacterias patogénicas,
bacterias probidticas.

Summary

Metagenomics of the microbiota of juveniles of Litopenaeus vannamei inoculated with
probiotic and pathogenic bacteria

The cultivation of white shrimp Litopenaeus vannamei is an aquaculture resource of great economic
importance worldwide. However, it is severely affected by several types of infectious diseases, mainly viral
and bacterial. To ensure the sustainability of the shrimp industry, productivity should be improved in
particular by using a mix of efficient probiotic bacteria for the prevention of bacterial diseases.
Metagenomics directed to bacterial ribosomal DNA represents a powerful tool to analyze the shrimp's
microbiota and evaluate the mix of probiotic bacteria. In the present study, two mix (CAl1 and CA2) of
Bacillus spp. Probiotic bacteria. were evaluated against pathogenic bacteria (Vibrio spp., Pseudomonas
aeruginosa, Photobacterium damselae and Staphylococcus spp.), in experimental infections with the
subsequent determination by metagenomic changes of microbial composition of the intestines of juveniles
in parallel to the respective increases in survival. The two mix of probiotic bacteria CA1 and CA2 led to
important changes in the composition of the intestinal microbiota, particularly at the level of the richness
of the microbiota. In addition to generally significant increases in survival in all conditions. This
metagenomic study of the L. vannamei microbiota opens the way to a better understanding of shrimp-
bacteria relationships for the selection of probiotic bacteria mix and the use of prebiotics, as well as for
future metagenomic investigations focused on the microbiota of other organs (hepatopancreas,
hemolymph, ovaries) or culture components (biofilm, periphyton, bioflocs, soils, water).

Keywords: shrimp, Litopenaeus vannamei, metagenomics, microbiota, pathogenic bacteria, probiotic
bacteria.
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Introduccion

El cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamej, es una actividad de gran
importancia econémica (Flegel, 2012; Lightner et al., 2012; Tandel et al., 2017). Las
pérdidas masivas reportadas durante los Ultimos afos, estan generalmente relacionadas
a infecciones bacterianas en particular, el sindrome de mortalidad temprana (EMS) y
mas recientemente relacionado a la enfermedad de necrosis aguda hepatopancreatica
(EMS/AHPND) por sus siglas en inglés (Boonyawiwat et al., 2017).

Basandose en datos moleculares y estudios epidemioldgicos realizados en varios paises
afectados por el sindrome EMS/AHPND, se caracterizé a Vibrio parahaemolyticus como
causante de la mortal pandemia (Gomez et al, 2014; Nunan et a/., 2014). Los plasmidos
involucrados en la patogenicidad de V. parahaemolyticus fueron posteriormente
detectados en otras especies de vibrios, sugiriendo que la transferencia interespecifica
de plasmidos podria ocurrir en cultivos de camarones (Xiao et al., 2017).

A partir de estas informaciones, el diagndstico de la enfermedad EMS/AHPND se ha
enfocado en la deteccién molecular de los genes de toxinas pirAB, en particular por la
técnica LAMP (Loop mediated isothermal AMPIification) de facil realizacién en campo (Liu
et al, 2017). Sin embargo, otras cepas de vibrios han sido aisladas en relacion a
mortalidades masivas de L. vannamei en otras regiones del mundo, identificadas como
V. campbelli (Dong et al., 2017); V. harveyi (Moreno et al., 2017); V. nigripulchitrido
(Goudenége et al,, 2013); V. europaeus sp. (Dubert et al., 2016); V. sinaloensis (del
Carmen Flores-Miranda et al., 2012).

La predominancia de vibrios aislados de camarones, considerados como patdgenos
basandose en datos epidemioldgicos y pruebas de infecciones experimentales, ha sido
recientemente cuestionada en la medida en que podria resultar del caracter altamente
cultivable en los medios bacterioldgicos clasicamente utilizados en acuicultura,
conduciendo a detectar casi exclusivamente vibrios en muestras de la microbiota de
camardén, mientras que otras especies de bacterias podrian estar presentes pero
dificilmente o incluso no cultivables (Quimi et a/., 2017).

Esta demostracion de la diferencia fenomenal de composicién microbiana de camarones
seglin sea caracterizada directamente o luego de una fase de cultivo ha sido posible
gracias a la tecnologia conocida como metagendmica dirigida al ADN ribosdmico
bacteriano que estd basada en la secuenciacion masiva de los amplicones
correspondientes a todas las bacterias presentes en una muestra independientemente
de su caracter cultivable o no.

Varios estudios relacionados a la microbiota del camarén han sido publicados. Sha et al.
(2016) estudiaron por metagenomica dirigida los efectos de la suplementacion dietética
con Lactobacillus pentosus HC-2 (HC-2), Enterococcus faecium NRW-2, o el
sobrenadante libre de bacterias de un cultivo de HC-2 sobre la composicidon bacteriana
de L. vannamei. Ademas de otros estudios (Suo et al., 2017; Xiong et al., 2016, 2017).
Por tanto, la metagendmica constituye una potente herramienta para analizar la
composicion microbiana del camardn.

En el presente estudio se analizd por metagendmica los efectos de la inoculacién de
bacterias probidticas y patédgenas, sobre la composicion de la microbiota del intestino de
juveniles del camardn blanco L. vannamei en paralelo al analisis de sobrevivencia.
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Material y Métodos

Acondlicionamiento y siembra de postiarvas de L. vannamei

Se utilizaron postlarvas en estadio PL 12, procedentes de la empresa Marinasol Punta
Mero — Per(, las cuales fueron trasladadas al Centro Colectivo Experimental de
Biotecnologia Acuatica de Puerto Pizarro (CEBAP), donde se realizd el conteo y pesaje
respectivo (0,03 g por postlarva-PL), bajo condiciones controladas (28 ©°C de
temperatura, pH 8 y 6 ppm de oxigeno en promedio diario), posteriormente se llevo a
cabo la siembra de las postlarvas en tanques de polietileno (Rotoplass) de 1 m?, a una
densidad poblacional de 40 PL/L.

Obtencion y preparacion de bacterias probidticas

Las bacterias probioticas del mix CA1 (consorcio de 6 cepas de Bacillus spp.) y del mix
CA2 (consorcio de las 6 cepas de Bacillus spp. del mix CA1 con la adicién de dos especies
de Bacillus sp.), fueron aisladas a partir de muestras de intestino de camardn blanco
nativo silvestre y macroalgas de acuerdo al protocolo del laboratorio de biotecnologia
Concepto Azul S.A. e IncaBiotec S.A.C., respectivamente; las cuales fueron cultivadas en
caldo Tripticasa Soya (TCS) a 37 °C durante 24 h, con agitacion. La concentracion de
bacterias en suspension del género Bacillus fue obtenido usando una curva estandar de
relacion a una densidad dptica de 600 nm; asimismo, se realizaron estudios previos de
pruebas de PCR (Polimerase Chain Reaction) con primers especificos para péptidos
antimicrobianos y lactonasa (Mora et al., 2011).

Obtencion y preparacion de bacterias patogenas

Las bacterias patdgenas utilizadas fueron 8 y se aislaron a partir de muestras de camarén
con sintomatologia de estar enfermos; estas se caracterizaron en el laboratorio de
biotecnologia de la empresa IncaBiotec S.A.C., identificandose a V. nigripulchritudo, V.
sinaloensis, V. parahaemolyticus, V. harveyi, Staphylococcus haemolypticus, S. warmeri,
Photobacterium damselae y Pseudomonas aeruginosa, las cuales fueron cultivadas en
caldo Tripticasa Soya (TCS) a 37 °C durante 24 h, con agitacion. La concentracion de
bacterias patdgenas en suspension fue obtenida usando una curva estandar a una
densidad éptica de 600 nm.

Inoculacion de bacterias probioticas y patogenas

Tres grupos experimentales fueron organizados (tratamiento control, tratamiento CA1 y
tratamiento CA2) en tanques de 1 m3. La alimentacién con balanceado se basd en
porcentajes de biomasa, segun la tabla de alimentacion considerada por Nicovita S.A.C.,
se utilizé solo alimento balanceado para el tratamiento control CSP, para los tratamientos
CA1 o CA2 se adiciond por 30 dias los mix de bacterias probidticas a razén de 0,01 mL
por gramo de alimento dando una concentracion final de 10* UFC/mL, esto ultimo con
el proposito de colonizar el intestino del camardn con las bacterias probidticas.

Posteriormente las postlarvas con un peso promedio de 0,61 g fueron distribuidas a
razon de 30 individuos por unidad experimental (1,66 PL/L en baldes de 18 L) para iniciar
la etapa de infeccidn con las diferentes bacterias patdgenas, (V. harveyi, V. sinaloensis,
V. parahaemolyticus, V. nigripulchritudo, S. haemolypticus, S. warmeri, P. damselaey P.
aeruginosa), por triplicado y en dos periodos de infeccion (al dia 30 y al dia 45), a través
de la inoculacién de los cultivos patdgenos en el cuerpo de agua, a una concentracion
final de 10* UFC/mL por unidad experimental.
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Andlisis metagenomico

Obtencién de muestras de L. vannamej: Transcurridos los 30 dias de inoculacion con las
bacterias patdgenas y con las postlarvas en estadio juvenil de 3 a 4 g, es decir con el
tamano suficiente para poder diseccionar los intestinos, se obtuvieron 8 muestras de los
tratamientos de CA1 y CA2 inoculadas con las 4 bacterias patdgenas que presentaron
mayores porcentajes de mortalidad. Asi como las 4 muestras de los tratamientos
controles CA1, CA2, CSP, sin inoculacion de bacterias patdgenas (control negativo) y CSP
inoculado con la bacteria patégena V. nigripulchritudo (control positivo).

Extraccién y secuenciacion de ADN bacteriano: Se realizd la extraccion de ADN
bacteriano de las muestras obtenidas del intestino de camardn, con el kit de Aislamiento
de ADN Power Soil (MO BIO Laboratory Inc, France). La calidad del ADN fue medida por
espectrofotometria a una densidad dptica 260/280 nm para ser enviadas a MR DNA
(Shallowater, TX, USA), donde el ADN bacteriano fue secuenciado con la técnica PGM
de Ion Torrent y asi obtener las secuencias totales de la region V4 del ADN ribosomal
16S y dichas secuencias obtenidas luego fueron analizadas utilizando software
bioinformaticos.

Analisis bioinformatico: Las secuencias totales de la regidon V4 del ADN ribosomal 16S,
se procesaron y analizaron utilizando el software de QIIME-1.9.1 (Caporaso et al., 2011),
y MOTHUR 1.39.0 (Schloss et al., 2009), de manera que los puntajes de calidad "cero"
se interpretaron como una base ambigua y se filtraron por el marcado de calidad (Q20)
y las secuencias inferiores de 80 bp y mayores de 350 bp se eliminaron usando MOTHUR.
Mediante QIIME, se empledé USEARCH61 para la eliminacion de secuencias quiméricas.
Asimismo, las secuencias no quiméricas fueron agrupados a una asignacion de referencia
abierta en OTUs (Operational Taxonomic Unit). Para las secuencias asignadas a OTUs,
se aplicd uclust en la busqueda de secuencias no oportunas a la base de datos SILVA
(Edgar, 2010; Edgar et al., 2011) del mismo modo se filtraron aquellos OTUs que estaban
a menos de 0,005% del total (Bokulich et al, 2013). Entonces las secuencias fueron
asignadas a la base de datos SILVA al 97% de identidad en OTUs de acuerdo a su mejor
puntacion y la identificacion taxondmica fue determinada empleando la base de datos
RDP (Ribosomal Date Proyect).

Andlisis estadistico: La representacién de los datos de supervivencia tanto en las
infecciones experimentales como en tanques de produccion de postlarvas de camardn,
se realiz6 con el software InfoStat y R STUDIO, con analisis de varianza ANOVA de una
sola via para analizar las diferencias entre los diferentes grupos de tratamientos
(tratamientos (P <0,05); asimismo se comprobd las diferencias entre los tratamientos
con el test de Tukey y LSD.

Construccién de las curvas de rarefaccion: El andlisis de rarefaccion de las secuencias
de las 12 muestras fue llevado a cabo en QIIME (http://giime.org/), asimismo los indices
de Chao1l y Shannon fueron calculados para estimar la riqueza de género y a diversidad
de cada muestra de los tratamientos.

Resultados

PCR de péptidos antimicrobianos y genes de lactonasas

Se realizaron pruebas especificas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
péptidos antimicrobianos y lactonasa, donde el consorcio CA1 resultd positivo para el
péptido antimicrobiano de la bacilisina y el gen de la lactonasa. Mientras que el consorcio
CA2 dio positivo en la prueba de péptidos antimicrobianos, surfactina, subtilina, bacilisina
y el gen de la lactonasa (Tabla 1).
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Tabla 1. Prueba de PCR. PCR para el gen de Acil hemoresyne lactonasa (iia) y para genes
antimicrobianos: bacilisin (bac), subtilin (sub) y surfactin (suf).

Muestra Iaa Bac Sub Sur
CA + +
Bacillus befjingensis
Bacillus firmus +
Bacillus foraminis
Bacillus cereus
Bacillus megaterium +
Bacillus firmus
Bacillus seohaeanensis
Bacillus aerius + +
Bacillus stratosphericus +
Bacillus toyonensis
Bacillus anthracis
Bacillus endophyticus
Bacillus aguimaris
Bacillus subterraneus
Bacillus sp. + +

Porcentaje de supervivencia de postilarvas de L. vannamei

Las tasas de supervivencia se establecieron en el dia 60, mostrando en todos los casos
valores aumentados entre animales control (CSP) y aquellos tratados con CAl y CA2,
estos aumentos fueron significativos en varios casos entre control y tratamientos CA1 y
CA2 (Figura 1).

Andlisis metagenomico de las muestras de L. vannamei

En el analisis metagendmico de las muestras de L. vannamei, segun se puede observar
en la Tabla 2, se obtuvo como resultado que el nimero de amplicones secuenciados
estuvo entre 21 701 (CSPVn) y 118 908 (CA2Pd), el nimero de OTUs entre 52 (CSP) y
336 (CA2Pd), el nUmero de familias bacterianas entre 16 (CSP) y 82 (CA2Pd) y el nimero
de géneros bacterianos identificados por metagendmica entre 24 (CSP) y 134 (CA2Pd).

Ademas, se realizd el analisis de la curva de rarefaccion resultando, en una curva
asintotica casi horizontal en algunos tratamientos, donde indica que el nimero de OTUs
no aumenta en relacion con el nimero de amplicones secuenciados, es decir que todos
los OTUs presentes en la muestra han sido identificados. Por lo tanto, el analisis
metagendmico de la muestra control CSP corresponde a tal situacion, confirmando su
baja diversidad microbiana practicamente totalmente caracterizada (Figura 2).

Consecuentemente la suplementacion del alimento con mix de bacterias probidticas
conduce a un enriquecimiento de la diversidad microbiana intestinal, siendo el CA2 mas
eficiente que el CAl (Figura 2). Finalmente, parece que las infecciones experimentales
con las diferentes bacterias patdgenas conducen a procesos de enriquecimientos de la
composicion microbiana con los nimeros de OTUs incrementando en funcién del nimero
de amplicones secuenciados, en particular CA1Pa y CA2Pd (Figura 1).
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Analisis de varianza ANOVA
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia en la prueba experimental de camarén Litopenaeus vannamei. Camarones alimentados durante 30 dias con comercial
balanceado (CSP: color gris), suplementado con consorcio de bacterias probioticas CA1 (color amarillo) o CA2 (color naranja). Camarones infectados los dias
30 y 45 con cepas patdgenas S. hameolypticus (Sh), S. warmeri (SW), P. aureginosa (Pa), V. nigripulchritudo (Vn), V. sinaloensis (N's), Vibrio parahaemolypticus
(Vs), Vibrio harveyi (Vh) y P. damselae (Pd). Prueba de comparacion de medias usando el método LSD (valor p >0,05). Recuperado de software InfoStat, 2017.
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Tabla 2. Andlisis de secuencia. Camarones alimentados durante 30 dias con alimento balanceado (CSP) o con alimento balanceado inoculado con mix de cepas
probidticas CA1 o CA2 y luego no desafiado (CSP, CA1, CA2) o desafiado (dias 30 y 45) con varias bacterias patdgenas cepas: V. nigripulcritudo (Vn), P.

aeruginosa (Pa), V. harveyi (Vh) o P. damselae (Pd).

TRATAMIENTOS

CspP CA1 CA2 CSPVn CA1lVn CA2vnh CA1Vh CA2Vvh CAl1Pa CA2Pa CA1Pd CA2Pd CcspP

TAMANO DE LA MUESTRA

Ndmero total de secuencias 72841 71373 41635 21701 46961 47162 45119 38100 53201 45658 55310 118908 72841

Numero de OTUs 82 207 207 198 313 288 305 237 327 248 287 336 82
Filo 5 5 10 8 9 8 9 7 12 8 9 11 5
Clase 9 11 17 14 23 20 22 17 22 20 18 25 9
Familia 19 31 57 63 84 76 83 73 94 68 68 104 19
Genero 26 82 123 114 169 157 145 146 174 130 201 218 26

INDICES DE DIVERSIDAD Y RIQUEZA ESTIMADA

Chaol 49,902 157,452 189,039 185,761 293,558 271,611 246,660 241,870 315,216 215,642 251,289 340,978 49,902

Shannon 1,682 3,568 4,988 4,836 4,973 4,662 3,604 3,894 5,568 2,702 4,338 5,249 1,682
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Asi mismo, la riqueza microbiana fue estimada utilizando los indices de Shannon, asi
como la diversidad microbiana se estimé usando los indices de Shannon, siendo la
microbiota de CSP, la que cuenta con la mas baja riqueza y diversidad (Chaol: 49,90;
Shannon: 1,68) y la microbiota de CA2Pd la que presenta los mas altos valores (Chaol:
340,97; Shannon: 5,24; Tabla 2).

Complementariamente debemos sefalar que el tratamiento con el menor nimero de
especies Unicas fue el tratamiento CA1Pd con 3, mientras que el tratamiento CA1Vh tuvo
el mayor nimero de especies Unicas con un total de 37 especies, mientras que los otros
tratamientos CSP, CSPVn, CA1, CA2, CA1Vn, CA2Vn, CA2Vh, CA1Pa, CA2Pay CA2Pd con
un numero de especies Unicas de 11, 7, 18, 23, 9, 23, 10, 13, 6 y 32, respectivamente.
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Figura 2. Curvas de tizon del intestino del camardn. La curva de rarefaccion se calculé para los
12 conjuntos de datos metagendmicos del gen del ARN 16S bacteriano del intestino de camarén
al 97% de similitud. Recuperado de software QIIME, 2017.

Caracterizacion de la composicion microbiana

En la caracterizacién de la composicion microbiana de los intestinos de juveniles de L.
vannamei, €l filo Proteobacteria estuvo presente en todos los tratamientos, siendo mas
predominante en CSP, CA1, CA2, CSPVn, CA1Vn, CA2Vn, CA2Pa, CA1Vh, CA2Vh, CA1Pd
habiendo alcanzado niveles de 88,2%, 84,1%, 75,3%, 80,9%, 90,6%, 86,8%, 93,3%,
78,0% y 85,7%, respectivamente, del total de bacterias, pero fue menos frecuente en
CA1Pa (67,4%) y CA2Pd (69,8%). El filo Bacteroidetes fue el segundo filo mas
abundante, también estuvo presente en todos los tratamientos, pero con mayor
predominancia en CA2Vh (17,9%) y CA2Pa 18,8% (Figura 3).
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Tabla 3. Top 20 de los géneros y especies de interés patdgenos y su abundancia relativa. Camarones alimentados con balanceado e inoculado mix de bacterias
probidticas CA1 o CA2 y luego no desafiado (CSP, CA1, CA2) o desafiado (dias 30 y 45) con varias cepas bacterianas patdgenas: V. nigripulchritudo (Vn), P.
aeruginosa (Pa), V. harveyi (Vh) o P. damselae (Pd).

TRATAMIENTOS
GENERO CSP CAl CA2 CSPVn CA1Vvn CA2vn CA1Pa CA2Pa CAlVh CA2vh CA1Pd CA2Pd
Proteobacteria; Vibrio 945% 56,3% 7,1% 257% 16,4% 135% 17,8% 67,1% 56,5% 2,7% 15,0% 6,3%
Proteobacteria; Roseobacter 0,0% 2,9% 134% 14,6% 19,3% 32,6% 12,6% 6,7% 5,6% 14,1% 15,0% 21,5%
Proteobacteria; Tropicimonas 0,0% 2,1% 20,1% 3,6% 7,4% 5,7% 6,5% 4,0% 1,4%  39,0% 24,3% 7,6%
Verrucomicrobia; Roseibacillus 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,3% 0,3% 4,6% 1,6% 0,0% 0,0% 0,5% 2,2%
Proteobacteria; Paracocccus 0,0% 3,4% 3,8% 2,4% 1,5% 1,9% 2,1% 1,5% 0,4% 0,6% 0,6% 1,9%
Proteobacteria; Psychromonas 0,0% 0,1% 1,7% 1,5% 2,9% 0,6% 0,0% 1,4% 0,9% 2,2% 8,0% 3,7%
Proteobacteria; Photobacterium 0,8% 0,2% 0,0% 0,0% 0,6% 0,9% 0,0% 1,4% 0,0% 0,0% 0,0% 0,6%
Proteobacteria; Loktanella 0,0% 0,3% 2,9% 3,8% 3,7% 7,0% 2,5% 1,3% 1,0% 4,1% 3,6% 5,4%
Proteobacteria; Ascidiaceihabitans 0,0% 0,1% 2,4% 2,3% 2,7% 4,3% 1,7% 0,9% 0,4% 2,3% 2,1% 2,9%
Proteobacteria; Ruegeria 0,0% 2,2% 3,6% 2,6% 7,9% 3,1% 4,7% 0,9% 0,3% 0,4% 1,4% 3,5%
Proteobacteria; Pseudoalteromonas 0,0% 1,1% 0,3% 1,6% 4,6% 0,8% 1,0% 0,6% 0,7% 0,6% 3,4% 1,5%
Bacteroidetes; Costertonia 0,0% 0,0% 0,0% 0,5% 2,1% 0,1% 2,5% 0,5% 0,0% 1,3% 1,8% 2,1%
Proteobacteria; Celeribacter 0,0% 0,2% 2,5% 0,8% 0,7% 0,5% 0,7% 0,5% 0,1% 2,1% 1,3% 0,7%
Firmicutes; Bacillus 0,0% 1,0% 3,6% 2,2% 0,8% 0,5% 3,8% 0,4% 0,8% 0,5% 0,7% 0,6%
Proteobacteria; Phaeobacter 0,0% 0,2% 1,5% 1,0% 0,5% 2,4% 0,1% 0,3% 0,0% 0,2% 0,3% 0,2%
Bacteroidetes; Maribacter 0,0% 0,1% 0,1% 0,2% 6,1% 1,5% 5,2% 0,2% 0,2% 13,1% 5,6% 8,7%
Proteobacteria; uncultured bacterium  0,0%  8,8% 0,0% 0,0% 0,1% 0,2% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1%
Tenericutes; candidatus Bacilloplasma  0,0%  0,0% 0,0% 10,1%  0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Bacteroidetes; Saccharicrinis 0,0% 11,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Proteobacteria; Pseudomonas 0,0% 0,0% 0,1% 0,4% 0,2% 0,1% 0,8% 0,0% 0,6% 0,1% 0,0% 0,1%




Revista AquaTIC, n° 51 — 2018 25
Revista cientifica de la Sociedad Espafiola de Acuicultura

Los 20 géneros identificados en las microbiotas intestinales de los juveniles de camardn
correspondientes a los diferentes tratamientos y con mayor abundancia relativa son
presentados en la Tabla 3. En donde se aprecia que es el género Vibrio el mas
predominante en los tratamientos CSP (94,5%), CA1 (56,3%), CA2Pa (67,1%), CA1Vh
(56,5%); mas no en los otros tratamientos. Ademas, el género Roseobacter fue mas
frecuentes en los tratamientos CA2Vn (32,6%), CA2Pd (21,5%), CA1Vn (19,3%) vy
ausente en el tratamiento control CSP. También se aprecia que el género Tropicimonas,
se encontrd con mayor abundancia en los tratamientos CA2Vh (39,0%), CA1Pd (24,3%),
CA2 (20,1%). El género Paracocccusfue mas abundante en los tratamientos CA1 (3,4%)
y CA2 (3,8%). Los demas géneros identificados fueron: Photobacterium,
Pseudoalteromonas, Psychromonas, Celeribacter, Loktanella, Marinobacter vy

Ascidiaceihabitans.
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Figura 3. Composicion de microbiotas a nivel de filo. Camarones alimentados con consorcio de
bacterias probidticas CA1 o CA2 y luego inoculados (CSP, CA1, CA2) o inoculados (dias 30 y 45)
con varias cepas bacterianas patégenas: V. nigripulchritudo (Vn), P aeruginosa (Pa), V. harveyi
(Vh) o P. damselae (Pd). Recuperado de software QIIME, 2017.

En cuanto al género Bacillus, correspondiente a las bacterias probidticas, podemos
sefalar que estuvo ausente en el tratamiento control CSP, pero presente en todas las
microbiotas correspondientes a tratamientos con los mix de bacterias probidticos CAl y
CA2. Ademas, se realizé la representacion del Heafman, considerando los géneros en las
microbiotas de los tratamientos (Figura 4), en donde se puede observar que la
agrupacion de los tratamientos (arriba) fluctuaba en relacion a las infecciones con
bacterias patdgenas.

Discusion

La determinacion de la relacion huésped microbiota de las bacterias intestinales ayuda
en la identificacion de microorganismos con potencial para su desempefio como
probidticos, los cuales son utilizados cada vez mas como un medio alternativo para
prevenir el uso de antibidticos en la crianza de animales acuaticos (Chai et a/., 2016;
Nayak, 2010). Por ende, en la industria acuicola del camarén la supervivencia es uno de
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Figura 4. Heafman de la diversidad bacteriana de los diferentes tratamientos. Camarones
alimentados con consorcio de bacterias probidticas CA1 o CA2 y luego inoculados (CSP, CA1, CA2)
o inoculados (dias 30 y 45) con varias cepas bacterianas patogenas: V. nigrjpulchritudo (Vn), P.
aeruginosa (Pa), V. harveyi (Vh) o P. damselae (Pd). Recuperado de software R STUDIO, 2017.
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los factores mas importantes, asimismo, esta estrechamente ligada en la determinacion
de la calidad y potencial de los probidticos. Asi teniendo como resultado, que los
camarones suplementados con el mix de bacterias probidticas CA1 o CA2 (10* UFC/mL)
sean o0 no inoculados con bacterias patdgenas, fueron influenciados positivamente en la
supervivencia. Determinando que la administracién de los mix de bacterias probidticas
CA1 y CA2, aumentan la resistencia de los camarones frente a bacterias patdgenas entre
ellas Vibrios, coincidiendo con Liu et al. (2015), quienes aislaron y caracterizaron Bacillus
spp. antagonistas a Vibrios spp. para su uso como probidticos en acuicultura.

En los datos de analisis de bioinformatica obtenidos del secuenciamiento de los
amplicones bacterianos dirigida al ADN ribosomal 16S, mediante la técnica PGM de Ion
Torrent, mostré que los tratamientos contenian entre 82 - 336 OTUs y 5 - 12 filos
diferentes, estos datos fueron similares a los obtenidos por Huang et a/. (2014), en los
que estudiaron los cambios de la composicién microbiana intestinal durante el
crecimiento de L. vannamei con niumeros de OTUs (50 - 240) detectados por el método
454 Pirosecuenciacion y siendo inferior a los datos obtenidos por Rungrassamee et al.
(2014) en una muestra de camarodn salvaje Penaeus monodon el cual tuvo mayor
numero de OTUs (806).

Estas discrepancias pueden resultar de los diferentes métodos de secuenciacion
utilizados, asi como de las diferentes especies de camarén examinadas o de las
condiciones de cultivo y los tratamientos utilizados. En el trabajo realizado por Louis-
Villasenor et al. (2013), se demuestra que la composicidn microbiana intestinal presenta
una de diversidad mayor mediante el andlisis de indice de Shannon.

En este estudio, los valores de los indices de Shannon sugirieron que el tratamiento CSP
(indice de Shannon = 1,682) tenia menor diversidad en la composicion microbiana en
comparacion a los otros tratamientos y la menor diversidad podria ser por efecto de la
presencia del patdgeno y la pobre riqueza en diversidad de especies sugiriendo una
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mayor susceptibilidad a la invasion de patdgenos (Dillon et al, 2005), pero
suplementando la mezcla de cepas probidticas con o sin desafio a bacterias patdgenas
el indice de Shannon fue mayor que el tratamiento control CSP.

Sin embargo, en este estudio los datos no fueron similares a los presentados por Luis-
Villasefior et al. (2013), quienes informaron que la suplementacion dietética con la
mezcla de Bacillus redujo significativamente la diversidad de la composicién microbiana
del intestino del camaroén L. vannamei, en contraste a lo mencionado por De Schryver y
Vadstein (2014), quienes afirman que las comunidades ricas en especies muestran mas
resistencia a la colonizacién de un patdgeno.

Ademas, en el andlisis del indice de Chaol para la riqueza de la composicién microbiana
en intestinos de camardn estuvieron en un rango de 49 - 340 filotipos. Todos los valores
de Chaol fueron inferiores a los OTUs observados en todos los tratamientos, lo que
sugiere que hubo una elevada cobertura de las especies bacterianas en el cuerpo de las
postlarvas e intestinos de juveniles.

El andlisis bioinformatico, reveld que la composicidn microbiana presenta varios OTUs
compartidos en el intestino del camardn L. vannamei en los diferentes tratamientos
(Figura 3, Tabla 3), entre ellos Rhodobacteraceae y Vibrionaceae (Familia)
pertenecientes a Proteobacteria (filo). Siendo el filo Proteobacteria predominante en la
composicion microbiana intestinal del camardn (Huang et a/., 2014; Xiong et al., 2015),
con abundancia relativamente baja de Bacteroidetes y Firmicutes.

Este patrén de composicién microbiana esta relacionado con hallazgos recientes de otros
estudios de investigacion con diferentes especies de camardn (Cardona et al., 2016;
Chaiyapechara et al., 2012; Louis-Villasefior et al., 2013; Rungrassamee et al., 2014).
Mientras que Zhang et al., (2014), determind que Proteobacteria y Tenericutes fueron
los filos dominantes en los intestinos de L. vannamei, independientemente de la dieta,
en contraste a este estudio, la abundancia de Tenericutes fue demasiado bajo en todos
los grupos de tratamiento.

La discrepancia entre este estudio y el de Zhang et al, (2014) puede atribuirse a
condiciones de crecimiento, diferentes tratamientos de desafios o el ambiente externo.
En cuanto a nivel de género, Vibrio de la familia Vibrionaceae fue predominante en la
mayoria de los tratamientos (Tabla 3). Siendo el género Vibrio un patdégeno potencial
para el camaron, y, en brotes, son causantes de vibriosis dando lugar a grandes pérdidas
econdmicas para el sector camaronero (Hong et al., 2016; Moreno et al., 2017; Xiao et
al., 2017).

Ademas, el clado Roseobacter de la familia Rhodobacteraceae esta en todos los
tratamientos; menos en el tratamiento control CSP. El aumento de este clado puede
contribuir @ aumentar la resistencia de los camarones en presencia de infecciones
bacterianas, asi mismo estudios previos mencionan que los miembros del clado
Roseobacter ejercen efectos probidticos y se utilizan como suplementos para algunos
animales acuaticos, como los nauplios de artemia (Grotkjaer et al., 2016), debido a que
los Roseobacter son metabolizadores de azufre y carbono (Gram et al, 2015), y
productoras de un compuesto antibacteriano como el acido tropoditiético (TDA), por lo
que tienen un gran potencial en la mejora de la calidad del agua y la actividad
antibacteriana.

Ademas, la grafica del Heafman mostro que los diferentes tratamientos no estaban bien
distribuidos dentro de un mismo grupo, lo que indica fluctuaciones en la composicion de
la diversidad microbiana. Esto contrasta con los resultados de Rungrassamee et al.,
(2014); y Sha et al., (2016), quienes demostraron que la composicidon microbiana del
intestino del camaron fluctuaba menos cuando crecia bajo los mismos tratamientos. Por
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lo tanto, la caracterizacion de la composicion microbiana de intestinos de L. vannamer
es de gran interés para el avance de la comprension de la relacion entre el huésped y el
microorganismo (patdgeno o no), teniendo en cuenta que algunos simbiontes
microbianos son beneficiosos para el desarrollo y la fisiologia de su huésped
(Rungrassamae et al., 2014).

Los dos mix de bacterias probidticas CA1 y CA2 han conducido a cambios importantes
en la composicion de la microbiota intestinal y del tracto digestivo, en particular a nivel
de diversidad de la microbiota. Por lo tanto, se debe realizar futuras investigaciones de
metagendmica enfocadas al estudio de la microbiota de otros drganos (hepatopancreas,
hemolinfa, ovarios, etc.) o de los sistemas de cultivo (biofilm, perifitdn, bioflocs, suelos,
aguas, etc.). Ademas, Este estudio de metagendmica de la microbiota de L. vannamei
abre la via a una mejor comprension de las relaciones camardn-bacterias
patdgenas/probidticas para la seleccion de mix de bacterias probidticos y el uso de
prebidticos.
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