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GLOSARIO

Antibidtico: sustancia quimica producida por un ser vivo o derivado sintético, capaz
de inhibir en pequefias cantidades los procesos de ciertos microorganismos

sensibles, destruyendo e impidiendo su desarrollo y reproduccion.

Bacteri6éfago: virus que infecta y se replica en las células bacterianas. Puede

contener ADN o ARN de doble o simple cadena.

Ciclo litico: ciclo de replicacion de un bacteriofago en el cual la maquinaria
metabdlica de la célula es aprovechada para el ensamble de nuevas particulas

viricas liberandose éstas por lisis (0 muerte) de la célula hospedera.

Ciclo lisogénico: ciclo de replicacion de un bacteriéfago en el cual el material
genético del virus se integra al cromosoma bacteriano y se replica junto con la célula
sin destruirla. Sin embargo, bajo condiciones desfavorables para la célula hospedera

se puede activar la ruta litica.

Conversion lisogénica: expresion por la bacteria de genes transferidos por un fago
lisogénico.

Cepa bacteriana: colonia o conjunto de bacterias que tienen mismo patrimonio

genético.

Hospedero (célula): célula bacteriana que puede ser infectada efectivamente y
utilizada por un bacteriéfago.

Lis6égeno: se le denomina a la unidad de fago lisogénico y bacteria (lisogenizada),

cuando el bacteri6fago se encuentra en estado de profago.

Patdgeno: es aquel elemento o medio capaz de producir algun tipo de enfermedad o
dafio al organismo, cuyas condiciones estén predispuestas a las ocasiones

mencionadas.

Probidtico: microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades

adecuadas promueven beneficios en la salud del organismo huésped.

Xl



Profago: estado intracelular de un bacteriéfago. Cuando éste se encuentra integrado

en el genoma del hospedero.

Pseudolis6geno: cepa bacteriana o bacteria lisogénica que después de cierto
namero de generaciones pierde el profago pero retiene algunas de las caracteristicas

adquiridas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): técnica molecular empleada para
amplificar un fragmento de ADN. Sus aplicaciones principalmente se enfocan a la

identificacion y descripcion de fragmentos del genoma el organismo de interés.
Vibriofago: bacteriéfago que infecta bacterias del genero Vibrio.

Vibriosis: serie de infecciones de caracter bacteriano ocasionadas por bacterias del
género Vibrio. Comun en acuicultura de peces y crustaceos.
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RESUMEN

En el presente estudio se evalué la incidencia de vibrios y fagos en el cultivo larvario
de camaron durante dos ciclos de produccién. Las mayores incidencias se
registraron al inicio del ler ciclo y a finales del 2do. Se aislaron un total de 45
bacterias en el primer ciclo y 36 en el segundo, de las cuales se identificaron
mediante herramientas moleculares 8 especies de vibrios: V. alginolyticus, V.
azureus, V. brasiliensis, V. harveyi, V. natriegens, V. parahaemolyticus, V.
proteolyticus y V. tubayashi y 14 cepas de Vibrio sp. De éstas, la especie mas
recurrente fue V. alginolyticus que se observo en la mayoria de los estadios de
desarrollo de las larvas seguido de V. harveyi que se observé en algunos estadios.
Se aislaron 38 fagos en el primer ciclo y 31 fagos en el segundo. La mayoria de los
fagos del primer ciclo fueron liticos y capaces de infectar mas de dos hospederos
(hasta un maximo de 5) mientras que en el 2do ciclo fueron mas abundantes los
fagos lisogénicos, siendo la mayoria especificos de su cepa blanco. Se registré la
mayor cantidad de fagos para las cepas de V. alginolyticus y V. harveyi. Se encontro
que, generalmente, la presencia de fagos liticos corresponde a una disminucion en
cantidad de vibrios y que parece tener relacion con la cantidad de fagos observados
(a mayor numero de fagos la disminucion es méas pronunciada). En el caso de fagos
lisogénicos no se observa una relacion consistente con la fluctuacion numérica de
los vibrios, sin embargo, el aumento en la incidencia durante los ultimos dias de
muestreos en el 2do ciclo coincide con el aumento en el numero de fagos
lisogénicos.

Para evaluar la capacidad de los fagos con ciclo lisogénico de inducir virulencia en
vibrios, se realizaron 4 experimentos con un total de 19 vibriofagos y sus cepas que
incluyen a V. parahaemolyticus, V alginolyticus y V.harveyi. Se utiliz6 el modelo de
infeccion de larvas de camaron blanco L. vannamei. Se registraron dos casos
particulares (fago 34 con V. harveyi y fago 41 con otra cepa de V. harveyi) donde se
observé un incremento significativo (p<0.05) en la mortalidad inducida por la bacteria
en estado de lisogeno respecto al control y tratamientos con V. harveyi sin fago. Por
lo que se presume que el aumento en la virulencia de V. harveyi se debe a la
presencia del fago lisogénico. Debido a esto, se puede considerar que la virulencia
de otros vibrios que son patégenos en los cultivos de camaron puede estar
relacionada a la presencia de fagos lisogénicos.

Palabras clave: bacterioéfagos, ciclo litico, ciclo lisogénico, patogénesis, vibrios.
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ABSTRACT

In this study, the incidence of vibrios and their phages in cultured shrimp larvae was
evaluated during two cycles of larvae production. Higher incidence values were
recorded at the beginning of the first cycle and at the end of second cycle. A total of
45 bacteria were isolated in the 1% cycle and 36 in the 2" cycle. Using molecular
techniques, 8 species of vibrios were identified: V. alginolyticus, V. azureus, V.
brasiliensis, V. harveyi, V. natriegens, V. parahaemolyticus, V. proteolyticus and V.
tubayashi. Also 14 strains were identified as Vibrio sp. V. alginolyticus was the most
common and observed in almost every stage of larvae development followed by V.
harveyi, which was observed in few stages.

38 phages were isolated in the 1% cycle of production and 31 in the 2" cycle. The
majority of the phages of the first cycle were found to be of Iytic type and infecting
more than 2 hosts (or as much as 5 in few cases). In the second cycle, lysogenic
phages were more abundant and found to be specific and restricted to their host
bacterium. A major number of phages were found infecting V. alginolyticus and V.
harveyi. The presence of lytic phages matches a point of low vibrio incidence values.
In the case of lysogenic phages, no consistent relation with fluctuations in vibrio
numbers was observed, however, the raise in the incidence during the last days of
the 2" cycle matches the augmentation in number of lysogenic phages.

In order to evaluate the ability of lysogenic phages to induce virulence in vibrios, 4
experiments were performed with a total of 19 vibriophages and their target strains,
including V. parahaemolyticus, V. alginolyticus and V. harveyi. An experimental model
of infection of white shrimp larvae L. vannamei was used. Two particular cases were
registered (phage 34 with V. harveyi and phage 41 with other V. harveyi strain) to
produce a significant (p<0.05) decrease in survival rates compared to the control
group and treatments with phage-free V. harveyi. Thus, the increase in the virulence
of V. harveyi, is apparently phage mediated. It also suggests that virulence of other
Vibrio pathogens of shrimp may be influenced by the presence of lysogenic
bacteriophages.

Keywords: bacteriophages, lytic cycle, lysogenic cycle, pathogen, vibrios.
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. INTRODUCCION
|.1 Caracteristicas generales de los bacteriéfagos

Los microorganismos son la mayor fuerza detrds de los ciclos de energia y
nutrientes en los océanos, constituyendo aproximadamente el 90% de la biomasa
viva. Se estima que los virus, como los bacteriéfagos, se encargan de destruir
aproximadamente el 20% de esta biomasa diariamente. Los virus bacterianos o
bacteriéfagos son las particulas mas abundantes en el medio marino, y se estima
que existen hasta 10’ fagos por mililitro de agua (Suttle, 2007). Esta observacién,
acompafnada de la evidencia de que los virus son los agentes sustanciales de la
mortalidad del plancton heterétrofo y autétrofo, no explica completamente su
importancia debido a la enorme subestimacion de los efectos que tienen las
infecciones virales que se producen en el océano, pero sugiere que los bacteriéfagos
juegan el papel mas importante en la mortalidad de microorganismos marinos, v,
consecuentemente afectan los ciclos de nutrientes, la estructura y composicion de

las comunidades microbianas (Ronda et al., 2003; Suttle, 2007).

|.2 Biologia basica
[.2.1 Estructura y composicion

Los bacteriéfagos, o fagos, son virus que contienen ADN o ARN y se replican en
las células bacterianas. Poseen un estado intracelular y uno extracelular. En el
estado extracelular se denominan viriones y pueden ser considerablemente
complejos, mientras que en el estado intracelular su material genético forma parte del
genoma del hospedero y se denominan profagos. Los viriones son particulas
submicroscoépicas que contienen material genético de cadena simple o doble (que
varia en tamafio desde 40,000 hasta 480,000 pares de bases) rodeado de una
estructura proteica llamada capside. La capside esta formada por cierto nimero de
moléculas individuales o subunidades estructurales denominadas capsomeros, los
cuales se organizan de un modo preciso y repetitivo alrededor del acido nucleico
reconociéndose dos tipos de simetria: helicoidal (semejante a forma de resorte,
caracteristica del virus mosaico del tabaco) e icosaédrica, caracteristica de los

bacteriéfagos (Madigan et al., 1999).



Algunos bacteriéfagos son estructuralmente mas complejos, poseen cabezas
icosaédricas y colas helicoidales relacionadas con la forma en la que infectan a sus
bacterias hospederas. Se componen de seis partes estructurales (Figura 1): cabeza,
collar (que une la cabeza con la cola), cola (consta de un tubo hueco rodeado de una
vaina helicoidal contractil), placa basal (al final de la cola, con forma hexagonal),
fibras de la cola (fibras largas que salen de la placa) y ganchos (fibras cortas que

salen de la placa) (Madigan et al., 1999; Guttman et al., 2005).

Cabeza

Collar
‘aina 2

/\ Cola

Fibras de
la Cola

Placa Basal Espiculas

Figura 1. Estructura de un bacteri6fago. Tomado de http://www.microbiologia.com.ar/virologia/

procariontes.php

I.2.2 Clasificacion de los bacteriéfagos

La mayoria de los fagos son virus desnudos, aunque algunos poseen una
envoltura membranosa en forma de una bicapa lipidica con proteinas insertadas en
ella. En estos bacteriofagos la envoltura sirve, entre otras cosas, para la
especificidad de la infeccidén virica y controla algunos aspectos de la penetraciéon del
virus. En estos fagos la envoltura no se toma en cuenta para la simetria sino el virion

que se encuentra dentro. La clasificacion de los fagos se basa principalmente en el



tipo de material genético considerando si éste es monocatenario o bicatenario, en
segundo lugar, la presencia de la envoltura, y por ultimo la complejidad morfolégica.
Con base en estas tres caracteristicas se clasifican en 13 familias (Figura 2) de las
cuales solamente tres presentan envoltura (Plasmaviridae, Lipothriviridae vy
Cystoviridae) y las restantes se separan segun su morfologia (ademas de la
naturaleza del material genético) y pueden ser de arquitectura de cabeza-cola,
(incluye tres grandes familias: Myoviridae, con colas contractiles y complejas que
poseen collares, placas basales y fibras; Siphoviridae, de cola larga no contractil; y
Podoviridae, de cola corta); sin cola (Corticoviridae, Tectiviridae, Fuselloviridae,
Leviviridae y Microviridae) y de aspecto de baston (Rudiviridae y Inoviridae) (Madigan
et al., 1999; Guttman et al., 2005).

Famil ias de bacter iéfagos
ADN bicatenario

Con envoltura

ADN bicatenario. Sin envoltura

[
Rudiviridae

Fuselloviridae

Lipothrixviridae
Corticoviridae

7 Plasmaviridae
@ Tectiviridae
) > f\

Podoviridae
} ARN
ADN monocatenario ) - -
Monocatenario Bicatenario
Inoviridae I
Microviridae Leviviridae Cystoviridae

Figura 2. Clasificacion de los bacteriéfagos con base a su genoma y ultra-estructura. (Redibujado y
modificado de Ackermann, 2006)



I.3 Replicacion

Cuando los fagos entran en contacto con bacterias susceptibles, se fijan en su
superficie e introducen el material genético, una vez en el interior de la célula se
inicia la fase intracelular, durante la cual tiene lugar la replicacion viral. En términos
generales, la replicacion consiste en que el genoma del virus coordina la sintesis de
todos los componentes necesarios para las nuevas particulas viricas, estos
componentes luego son ensamblados y los nuevos viriones salen rompiendo la
célula para establecer infecciones paralelas. En el caso de los bacteri6fagos las
diferentes fases de este proceso se resumen en siete etapas: 1) Fijacion o absorcion,
2) Penetracion, 3) Fases tempranas de la replicacion, 4) Replicacion, 5) Sintesis de
proteinas para subunidades estructurales, 6) Ensamblaje y 7) Liberacion (Figura 3;
Madigan et al., 1999).

Bacteria

Lisis y liberacion
de las
particulas virales,

\

N
@ Sintesis de enzimas virales y
replicacion del material genético viral
T =ig\

Sintesis de las cubiertas proteicas y
encapcidacion del material genético viral

Ensamblaje

Figura 3. Replicacion de bacteri6fagos. Modificado de http://www.microbiologia.com.ar/virologia/
procariontes.php



1.3.1. Ciclo litico y ciclo lisogénico

Los bacteriéfagos presentan una peculiaridad relacionada con su ciclo de
replicacion lo cual los divide en dos grupos: fagos con ciclo litico y lisogénico
(Madigan et al., 1999; Guttman et al., 2005). El ciclo litico lo tienen la mayoria de los
fagos y consiste en la multiplicacién del virus en el interior de la bacteria que termina
con la lisis (muerte) del hospedero y liberacion de la progenie del fago. Generalmente
se consideran dos aspectos importantes para el ciclo litico: el periodo de latencia y
periodo de eclipse. El periodo de latencia es el tiempo que transcurre desde la
infeccion hasta la liberacion de la progenie, mientras que el periodo de eclipse, que
es parte del periodo de latencia, es el tiempo que necesita el fago para producir la
primera progenie intracelular. La duracion de este ciclo, basado en el modelo del
fago T4, es de 20 a 30 minutos, donde aproximadamente 10 minutos corresponden
al periodo de eclipse. El resultado es un aumento exponencial de particulas viricas
acompafnado por la eliminacion total de las bacterias susceptibles (Abedon, 1989;
Guttman et al., 2005).

Los bacteriéfagos con el ciclo lisogénico también provocan lisis, pero en la
mayoria de los casos establecen otro tipo de relacion con su hospedero ya que una
vez que el genoma del virus ha entrado en la bacteria, no se forman nuevas
particulas viricas, sino que el genoma del virus se duplica dentro de la bacteria en
sincronia con su cromosoma Yy es transferido de una generacion de bacterias a la
siguiente. En cuanto al ciclo en si, tomando como ejemplo el bacteriéfago lambda, al
introducir el material genético del virus, éste se vuelve circular y se integra en el
genoma bacteriano por entrecruzamiento, linealizandose nuevamente. Una vez
incorporado, el genoma del virus se replica junto con el cromosoma bacteriano. En
algunos casos, como el fago P1, el profago se encuentra en calidad de pladsmido y se
segrega a células hijas con exactitud. A la unidad profago-bacteria se le denomina
lisogeno o célula lisogénica. El ciclo lisogénico, en algunos casos puede pasar al
ciclo litico mediante un proceso de induccién provocada por estimulos externos que
generalmente son desfavorables para el hospedero (generalmente, al grado de dafo

al ADN) donde el genoma virico activa la lectura de genes liticos, se ensamblan los
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viriones y se produce el ciclo litico. A este tipo de virus se les denomina fagos
atemperados o lisogénicos. Uno de los aspectos mas importantes del ciclo lisogénico
es el fendbmeno de la conversion lisogénica y transduccion. Esto significa que en
algin momento del ciclo de replicacion del fago, éste es transcrito con genes
adicionales pertenecientes al hospedero. Posteriormente estos genes son
introducidos en otro hospedero distinto donde pueden ser expresados cambiando
algunas caracteristicas importantes. Como resultado el metabolismo de la célula
puede cambiar y/o la célula puede obtener capacidad de producir algin compuesto
nuevo, inclusive toxinas. (Breitbart et al., 2005; Calendar & Inman, 2005; Guttman et
al., 2005).

Debido a sus caracteristicas, los fagos con ciclo litico se han utilizado como
agentes de biocontrol para bacterias patdgenas para el humano y recientemente en
organismos cultivados. Entre éstas bacterias, las de familia Vibrionaceae se

consideran de mayor interés (Brock & LeaMaster, 1992; Ronda et al., 2003).

I.4. Vibrios y su importancia en acuicultura.

Las bacterias que pertenecen a la familia Vibrionaceae (Gram-negativas) son de
considerable importancia por su relacién con procesos patoldgicos en la produccion
acuicola. El grupo comprende ocho géneros: Allomonas, Beneckea, Enhydrobacter,
Listonella, Lucibacterium, Photobacterium, Salinivibrio y Vibrio; donde los géneros
Vibrio y Photobacterium son bacterias marinas (salvo unas excepciones como Vibrio
cholerae, que se encuentra en aguas dulces y es el responsable de la enfermedad
del cdlera); que requieren sodio para su crecimiento. El género Vibrio es el mas
estudiado y es considerado el de mayor importancia debido a que muchas especies
son patdgenas para humanos y para los organismos marinos, incluyendo crustaceos,
peces y moluscos que son cultivados para el consumo humano. Por otro lado, la
incidencia de vibrios patdégenos en organismos de cultivo y en organismos extraidos
del medio natural (como peces y moluscos) es un problema sanitario que ha
propiciado numerosos estudios al respecto (Madigan et al., 1999; Ronda et al.,
2003).



En acuicultura, los vibrios se han reportado en numerosos casos de mortalidades
en cultivos de peces, crustdceos y moluscos (Brock & LeaMaster, 1992). Entre las
especies mas reportadas se encuentran V. parahaemolyticus, V. harveyi, V.
natriegens, V. campbelli, V. alginolyticus y V. carchariae. V. harveyi es una bacteria
luminosa que se asocia a los crustaceos y peces, y en las granjas de cultivo también
se puede encontrar en el agua de los estanques. Esta bacteria en particular es
responsable de mortalidades masivas ya que invade el hepatopancreas del
hospedero y provoca la muerte de larvas de camarones peneidos como respuesta a
una severa inflamacion, se propaga muy rapido y una vez que ocurre la infeccion es
sumamente dificil controlar (Johnson, 1989; Vinod et al., 2006). V. parahaemolyticus,
junto con otros vibrios (V. alginolyticus, V. vulnificus y V. anguillarum) infecta a los
cultivos de camarones en sus estadios de larva, postlarva, juvenil, subadulto e
incluso adulto. La infeccién empieza de manera superficial, en la cuticula, subcuticula
y apéndices o branquias manifestdndose en puntos de tonalidades cafés a negras.
Sin tratamiento adecuado la cuticula se degrada poco a poco y puede producirse lo
gue se conoce como Vvibriosis sistémica, que es el caso mas severo y mortal
(causando la mortalidad del 100% de los animales en 24 horas); se caracteriza por
una infecciébn generalizada severa que involucra varios sitios provocando estrés,
comportamiento erratico, necrosis de apéndices, anorexia, inflamacién y finalmente
la muerte (Brock & LeaMaster, 1992; Brock & Main, 1994; Lightner & Redman, 1998).

Recientemente se ha empezado a considerar la posibilidad de que la virulencia
de vibrios que causan la vibriosis puede estar relacionada con la presencia de
bacteriofagos lisogénicos filamentosos (Flegel et al., 2005).

I.5. Relacion de los bacteridfagos con la virulencia de Vibrio

La presencia de los bacteriéfagos lisogénicos se ha visto como un problema
serio, ya que se ha comprobado que en estado lisogénico las bacterias pueden
incrementar su virulencia. En el caso especifico de Vibrio se han aislado fagos
filamentosos de las cepas de Vibrio cholerae y se ha confirmado que dichos fagos

son responsables de la virulencia de la bacteria ya que codifican la toxina de célera



(Waldor & Mekalanos, 1996). De la misma manera se han encontrado fagos
lisogénicos en las cepas de V. harveyi, V. mimicus, V. parahaemolyticus y otras
bacterias que se consideran patogenas para el humano y/u organismos cultivados;
los cuales se han asociado a la virulencia de sus respectivas cepas. Debido a esto,
los fagos lisogénicos generalmente se consideran como vectores de genes
indeseables. Inclusive, en trabajos recientes se sugiere que la virulencia de las
bacterias que se han reportado altamente patégenas se debe exclusivamente a la
presencia de los fagos lisogénicos (Keynan et al., 1974; Faruque et al., 1999; Nasu et
al., 2000; Oakey & Owens, 2000).

I.6. Importancia de las interacciones entre las poblaciones de vibrios y fagos.

Aunque se sabe que en un ambiente determinado existen poblaciones de fagos
liticos y lisogénicos, apenas se esta considerando la importancia de las interacciones
de los mismos con las bacterias residentes. Los bacteriéfagos presentes en un
sistema, generalmente dependen de la diversidad y abundancia de bacterias
susceptibles a la infeccion, que a su vez, dependen de las condiciones del medio,
tales como temperatura, salinidad, pH, cantidad de materia organica, entre otras
(Bossi et al., 2003; Breitbart et al., 2005). Se ha encontrado cierta tendencia en
cuanto a la ocurrencia de fagos liticos y lisogénicos en distintos ambientes (Jiang &
Paul, 1994, Breitbart et al., 2005). Sin embargo las interacciones entre los vibrios y

sus fagos en un ecosistema son complejas y se tiene poco conocimiento al respecto.

Sin embargo, podemos esperar que los fagos liticos actien como reguladores de
las poblaciones de vibrios mas exitosos y abundantes mediante lisis, mientras que
los fagos lisogénicos aporten genes a sus hospederos y formen liségenos, algunos
de los cuales pueden tener caracteristicas que les proporcionen ciertas ventajas
asegurando la preservacion de ambos (Jiang & Paul, 1994; Breitbart et al., 2005;
Suttle, 2007). Se ha reportado que las poblaciones de vibrios marinos varian
dependiendo de las condiciones del medio, principalmente en funcién de la

temperatura. Por lo consiguiente, se espera que las poblaciones de los vibriofagos



varien de manera similar en cuanto a la diversidad, tipo y abundancia (Koga et al.,
1982; Chibani-Chenoufi et al., 2004).

En los sistemas de cultivo, las condiciones ambientales son mas controladas pero
se puede esperar patrones de comportamiento similares a los observados en los
sistemas naturales, y es posible que los cambios en las condiciones de éstos
sistemas afecten la composicion de las poblaciones de vibrios y sus fagos, asi como
la posibilidad de que algunos fagos pueden ser vectores de virulencia. Sin embargo
no se han realizado estudios en acuicultura acerca de las interacciones entre los
vibrios y fagos. Por lo que en el presente trabajo se pretende evaluar la incidencia de
ambos durante el cultivo larvario de camarén blanco L. vannamei con el fin de

entender el papel que juegan los vibriofagos en la camaronicultura.

. ANTECEDENTES

[I.1. Vibriofagos marinos y su importancia ecologica.

Uno de los primeros trabajos y de mayor importancia sobre vibriofagos marinos,
se atribuye a Baross et al. (1978), quienes aislaron fagos de V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus y V. anguillarum a partir de las ostras, almejas, cangrejos, camarones,
de agua de mar y de sedimentos del noroeste del Océano Pacifico. De este estudio
concluyeron que las fuentes con mayor incidencia de vibriofagos son moluscos
bivalvos y crustaceos, debido a que presentan altas concentraciones de vibrios. Poco
tiempo después, Koga et al. (1982), aislaron 18 bacteriéfagos liticos de agua de mar
contra V. parahaemolyticus, y los caracterizaron en cuanto a variantes morfolégicas,
rango de especificidad, resistencia a temperaturas elevadas y sensibilidad a
solventes, obteniendo solamente fagos de tipo Myovirus y Siphovirus con rango

estrecho de especificidad y sensibles a diversos solventes.

Chibani-Chennoufi et al. (2004), realizaron un estudio sobre interacciones de
fagos y sus hospederos desde un punto de vista ecolégico. Un aspecto interesante
de este trabajo es la consideracion del papel de los fagos lisogénicos en los

ecosistemas. Hambly & Suttle (2005), publicaron resultados de una investigacion
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acerca de la viriésfera y el intercambio genético entre comunidades de fagos dando
mayor importancia a las interacciones fago-hospedero y concluyen que el papel
principal de las poblaciones de hospederos en la ecologia y evolucion de los fagos,
es de servir como vectores de intercambio genético. Otro trabajo interesante sobre la
importancia de virus marinos y bacteriéfagos fue realizado por Suttle (2007), donde
remarca la influencia de virus marinos en la composicion de las comunidades
marinas y en los ciclos biogeoquimicos, especialmente el ciclo de carbono, donde la
contribucion se debe a los efectos de lisis bacteriana mediada por fagos. Al
presentarse un evento de lisis, se liberan cantidades considerables de materia
organica que es utilizada por otras bacterias y/o depositada en el fondo. Se estima
gue en el océano profundo, debido a la lisis bacteriana, se producen de 0.37 a 0.67

giga toneladas de carbono.

[1.2 Problemas que causa Vibrio en acuicultura y camaronicultura.

Wong et al. (1979), aislaron el agente causante de mortandades en cultivos de
salmoén que fue identificado como Vibrio anguillarum. Posteriormente Chong et al.
(1983), reportaron casos de vibriosis identificando a vibrios como V. anguillarum y V.
parahaemolyticus como responsables de provocar mortandades. Mas tarde, Egidius
et al. (1986), identificaron y describieron un nuevo Vibrio, V. salmonicida como
agente etiologico de la “vibriosis de agua fria”. Yong & Seng (1990), realizaron un
estudio sobre vibrios que causan infecciones serias y mortandades en granjas de
peces y designan a V. parahaemolyticus y V. alginolyticus como patégenos de mayor
importancia. Finalmente, Reed & Francis-Floyd (1996) reportan que existen siete
especies de vibrios que son patdégenos para los peces, entre estos, V. damsela, V.

charchariae y V. vulnificus.

Uno de los primeros trabajos complejos acerca de enfermedades en
camaronicultura se atribuye a Brock & LeaMaster (1992), quienes revisaron las
principales enfermedades de etiologia bacteriana, fungica y parasitaria de camarones
afectados y concluyen que las enfermedades causadas por bacterias son de

importancia considerable debido a los altos indices de mortandad. Baticados et al.
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(1990), reportaron a V. harveyi y V. splendidus como causantes de vibriosis en
Penaeus monodon. Poco tiempo después Ishimaru et al. (1995), describieron una
nueva especie de Vibrio, V. penaecida, al cual consideran patégeno para Penaeus
japonicus. Otro trabajo que se puede considerar de suma importancia fue realizado
por Vandenberghe et al. (1999), donde reportaron las especies de vibrios asociados
al cultivo de camardn blanco, Litopenaeus vannamei, en diferentes estadios de
desarrollo. En este trabajo observaron que V. alginolyticus y V. harveyi son los vibrios
MA&s comunes en camarones sanos y enfermos, teniendo mayor incidencia de V.
harveyi en camarones enfermos comparado con otros vibrios. V. parahaemolyticus
se reporta en tercer lugar en incidencia, pero solamente en estadios juveniles.
GOmez-Gil et al. (2001), describieron las enfermedades infecciosas mas comunes en
la camaronicultura en México, resaltando la importancia de las infecciones
bacterianas, especialmente la vibriosis. En su trabajo reportaron a V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. damselae como principales causantes de
vibriosis en tanques de engorda y a V. harveyi y V.splendidus como dominantes y
responsables de vibriosis durante el cultivo larvario. Un aspecto interesante de este
trabajo es la mencién del aumento en la resistencia bacteriana como respuesta al
uso de antibidticos para tratar las infecciones. Un trabajo similar fue realizado por
Karunasagar et al. (2005), donde describieron a la vibriosis como un problema serio
en la camaronicultura y consideran a V. harveyi como un patégeno primario y de
mayor importancia. Goarant et al. (2006), describieron a Vibrio nigripulchritudo como
agente causante del sindrome de “verano”. En su estudio demuestran que cepas
patégenas de V. nigripulchritudo son responsables del desarrollo de un nuevo tipo

vibriosis sistémica.
[1.3 Fagoterapia en acuicultura

Recientemente el aislamiento y uso de fagos ha ganado mucho interés en la
acuicultura. Wu & Chao (1982) examinaron los efectos del fago ®ET-1, aislado del
agua de estanques de cultivo en Taiwan especifico de Edwardsiella tarda. En los
experimentos in vitro, los fagos mataron 25 de 27 cepas de E. tarda en ocho horas.
Park et al. (1997), demostraron que los bacteriofagos son capaces de controlar
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infecciones con Lactococcus garviae en cultivos de peces. Nakai et al. (1999),
aislaron dos fagos de Lactococcus garviae que infectan el pez limon de Japodn
(Seriola quinqueradiata); los aplicaron en inyecciones y como parte del alimento y
tuvieron excelentes resultados durante pruebas de reto. Posteriormente, Park et al.
(2000), trabajaron con peces Ayu infectados con Pseudomonas altivelis y aislaron
dos fagos especificos de esta bacteria y los aplicaron exitosamente para su control.
Payne et al. (2004), describieron la habilidad de dos diferentes vibriofagos aislados
de organismos enfermos para infectar V. harveyi, V. cholerae y V. mimicus.
Karunasagar et al. (2005), aislaron bacteri6fagos de camarones infectados y los
evallan como alternativa de control de infecciones de V. harveyi obteniendo
resultados superiores a los generados por una mezcla de antibiéticos. Vinod et al.
(2006), aislaron un bacteriéfago de los cultivos de camaron capaz de infectar V.
harveyi con marcado potencial para el biocontrol. Shivu et al., (2007), reportaron a
seis fagos de Vibrio harveyi que tienen un amplio espectro litico por lo que proponen
su uso para el control de dicha bacteria en camaronicultura. Phumkhachorn &
Rattanachaikunsopon (2010), aislaron un bacteri6fago a partir de camarones

infectados y caracterizaron su capacidad de lisar cepas patdgenas de Vibrio harveyi.
II.4 Evidencias de la relacion de vibriofagos lisogénicos con la virulencia de Vibrio.

Los primeros reportes acerca de la relacion de fagos de ciclo lisogénico con la
patogénesis en vibrios corresponden a una serie de estudios sobre fagos de V.
cholerae. El primer trabajo fue realizado por Waldor & Mekalanos (1996), quienes
aislaron el fago filamentoso CTXd como responsable de codificar la toxina del
cOlera. Kar et al. (1996), aislaron otro fago filamentoso, VSK, de V. cholerae que
induce menos virulencia. Unos afios mas tarde, lkema & Honma (1998), aislaron otro
fago lisogénico de la cepa 0139 de V. cholerae. Al poco tiempo Faruque et al. (1999),
reportaron la capacidad del fago CTXd de infectar V. mimicus confiriéndole
virulencia. Nasu et al. (2000), aislaron un fago lisogénico de una cepa altamente
virulenta de V. parahaemolyticus y determinaron que la toxicidad de la bacteria se
debe a la presencia del fago. Austin et al. (2003), reportaron la asociacion del fago

lisogénico VHML con la virulencia de V. harveyi. Khemayan et al. (2006), examinaron
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el efecto litico de un fago tipo Siphoviridae aislado de V. harveyi y concluyen que

este es inestable registrandose induccién de lisogenia y formacion de liségenos.

1.  JUSTIFICACION

Recientemente se ha puesto un mayor interés en el uso de bacteriéfagos por la
necesidad de controlar poblaciones de bacterias resistentes a los antibiéticos donde
los fagos especificos para dichas cepas pueden ser aislados en pocos dias, lo cual
es una ventaja ante los antibidticos que tardan mas tiempo en desarrollarse.

En la camaronicultura, se ha sugerido el uso de los fagos para controlar las
poblaciones de bacterias oportunistas, como V. parahaemolyticus y V. harveyi entre
otras que causan pérdidas drasticas durante la produccion. En este caso el uso de
los bacteriéfagos constituye una alternativa mas saludable comparada con los
antibioticos convencionales. Sin embargo, no se ha evaluado la abundancia de fagos
en los cultivos larvarios de camardén y en consecuencia tampoco se han realizado
estudios acerca de la interaccion de las poblaciones de vibrios con sus fagos. De
este modo, la importancia del presente trabajo radica en que es uno de los primeros
analisis de la presencia de fagos en los cultivos larvarios de camar6n como primer
paso para entender el papel que juegan éstos en los tanques de cultivo mediante el
andlisis de las interacciones entre sus respectivas poblaciones, lo anterior es muy
importante ya que ello puede ser un factor determinante de la viabilidad técnica y

legal de la terapia de fagos en acuicultura.
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V. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general.

Evaluar la incidencia de vibriofagos y su capacidad para inducir virulencia en
vibrios durante el cultivo intensivo de larvas del camaron blanco Litopenaeus

vannamei.

IV.2 Objetivos especificos.

e Evaluar la incidencia de vibrios y sus fagos durante la produccion intensiva de
larvas de camaroén blanco L. vannamei

e Caracterizar el proceso de replicacién de los fagos aislados asi como la
especificidad de los mismos

e Evaluar la capacidad de fagos de ciclo lisogénico para inducir la virulencia en

experimentos controlados.

V. HIPOTESIS:

En sistemas naturales existen interacciones entre vibrios y sus fagos que reflejan
la estabilidad del sistema que depende de las perturbaciones a las que se somete.
En los tanques de cultivo larvario de camardn se espera que existan poblaciones de
vibrios interactuando con fagos especificos donde en condiciones de mayor
perturbacién del sistema los fagos estén regulando el crecimiento bacteriano
mediante lisis (mayor incidencia de fagos con ciclo litico) y que algunos sean
responsables del aumento en la virulencia de vibrios. Por otro lado en condiciones de
menor perturbacion del ambiente se espera una tendencia hacia la dominancia de

fagos con ciclo lisogénico y relativamente pocos vibrios.
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VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1 Evaluacion de la incidencia de vibrios y sus fagos durante la produccion

intensiva de larvas de camarén blanco L. vannamei.

VI.1.1. Aislamiento de vibrios y fagos
VI.1.1.1 Muestreos.

Se realizaron muestreos durante dos ciclos de produccion larvaria en la granja
Acuacultura Mahr (Pichilingue, B.C.S., México). En cada caso se seleccionaron tres
tanques al azar (de la misma sala) y se tomaron muestras de larvas (y nauplios) de
camaron y muestras de agua en bolsas estériles. Los nauplios de camaron fueron
recolectados utilizando un tamiz de 200 um y las larvas utilizando una de luz de malla

mayor. Estas fueron trasladadas en refrigeracion y procesadas en el laboratorio.

Cada vez se contaron 1000 larvas por muestra, se concentraron en un volumen
de 3 mL y se homogeneizaron con un disruptor de tejidos para ser procesadas para
el aislamiento de fagos y vibrios. Posteriormente el nUmero de larvas por muestra fue

reducido a 500 y luego a 50 en funcién del aumento de talla de los organismos.

VI.1.2. Aislamiento e identificacion de vibrios.
VI.1.2.1 Aislamiento

Se tomaron 20 pl del homogeneizado de larvas y se sembraron en medio de
cultivo TCBS que es selectivo para bacterias del género Vibrio. Las colonias que
crecieron se examinaron y se aislaron diferenciando las mismas con base en su
morfologia colonial (Gomez-Gil & Roque, 2006). A las colonias aisladas se les realizé
la tincion de Gram y posteriormente se caracterizo su perfil de uso de fuentes de
carbono mediante el sistema de multipruebas BIOLOG-GN2. Con los resultados
obtenidos se construyd un arbol de similitud de patrones bioquimicos en el software

Statistica 8 usando método de Ward y distancias Manhattan.
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VI.1.2.2. Identificacién molecular

La identificacion de las cepas se realiz6 mediante la amplificacion del &cido
desoxirribonucleico ribosomal (ADNr), utilizando la reaccibn en cadena de la

polimeras (PCR) y su posterior secuenciacion mediante el siguiente protocolo:

Aislamiento del ADN de las bacterias
Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN conocido como Fenol-Cloroformo
mostrado en el anexo 1 (Ausubel et al., 2002; Sambrook & Russell, 2001).

Amplificacidon del fragmento del gen 16s ADNr mediante PCR.

Se utilizaron dos pares de oligonucle6tidos para amplificar una region del gen 16s
27F/1385R (GAGTTTGATCCTGGCTCA/CGGTGTGTRCAAGGCCC) y 27F/1525R
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG/TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTCWTCCAGCC)

con el fin de obtener un fragmento relativamente grande.

La reaccion se realizé en tubos Eppendorf de 200 ul de capacidad con 50 pul de la
mezcla de reaccion. La reaccion de amplificacion contenia 100 ng de ADN, 0.25 uM
de cada oligo, 5 pyL de buffer PCR 10X, 10 mM de dNTP’s, 1 U de Taq polimerasa y
agua mili-Q estéril para tener un volumen final de 50 pL. Las reacciones se
amplificaron en un termociclador BIORAD MJ Mini con el programa mostrado en el

anexo 2.

Los productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 1% en buffer TBE
tefiidos con SYBR Gold. De cada reaccion se tomaron 5.0 pL y se mezclaron con 2
uL de buffer de carga (50% glicerol, 0.1 M EDTA pH 8.0, 0.25% de azul de
bromofenol) (Sambrook et al., 2001). Como estandar se utilizaron 2 puL del marcador
de 10 Kb DNA Ladder (INVITROGEN). La electroforesis se corrio a 70 V durante 60

minutos. Los resultados fueron documentados como se menciond anteriormente.

Los productos fueron enviados para su secuenciacion a los laboratorios de

MacroGen (http://www.macrogen.com) en Seul, Korea. Una vez obtenidas las
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secuencias se depuraron y alinearon utilizando el software Codon Code Aligner. Para
esto, se eliminaron bases de baja calidad al inicio y al final de cada secuencia, se
alinearon los fragmentos de secuencias para construir el consenso y finalmente se
analizaron las discrepancias y se corrigieron donde fuera necesario. Adicionalmente
se efectuaron analisis de alineamiento Blast entre las secuencias obtenidas en el
presente estudio y aquellas reportadas en el National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se construyé el arbol filogenético
usando método de Neighbor-Joining (modelo de distancias: p-distance, gaps:

pairwise deletion) incluido en el paquete Codon Code Aligner.

VI.1.3. Aislamiento de fagos.
VI.1.3.1. Obtencién de lisados crudos

Para el aislamiento de fagos se utilizé6 el procedimiento descrito por Carlson

(2004), que consiste en el enriquecimiento en medio liquido (ver anexo 3).

VI.1.3.2. Aislamiento de fagos liticos y lisogénicos

Los lisados crudos que mediante la prueba de puntos mostraron actividad litica
detectable se procesaron segun el siguiente procedimiento:

Se repitié la prueba de puntos con el lisado para comprobar actividad, el area de
in6culo sin colonias resistentes se recortd con un asa previamente esterilizada y se
coloco en tubos con caldo marino estéril previamente inoculados con la bacteria
susceptible, se incubaron a 35°C por 24 hrs. Los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm
a 4°C durante 20 min, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y se realizé la
prueba de puntos para comprobar actividad litica. Las colonias resistentes, en caso
de ser detectadas, se resembraron en caldo marino estéril y se incubaron a 35°C por
24 hrs. Al término de la incubacion los tubos fueron expuestos a radiacion UV
durante 30 segundos. Se incubaron a temperatura ambiente durante una hora y
posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm a 4°C durante 20 min. Con el
sobrenadante se realiz6 nuevamente la prueba de puntos, con el fin de determinar el

ciclo de replicacion del fago, lo que depende de la intensidad del efecto litico y de la
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capacidad de formar liségenos. Al obtener un resultado positivo en la prueba de
puntos usando el sobrenadante proveniente del cultivo de las colonias resistentes, el
lisado se considera de tipo litico estricto. Por otro lado, si el resultado es negativo,
significa que el liségeno esta formado y no es susceptible a la infeccién con el mismo

fago, lo que es una de las caracteristicas clave para detectar fagos lisogénicos.

Este método fue modificado omitiendo el paso de adicion de cloroformo (para
romper las células y liberar la progenie de fagos) debido a que se ha reportado que
puede inactivar o destruir ciertos fagos filamentosos debido a su capacidad de

degradar algunos de sus componentes estructurales.

VI.2. Incidencia de vibrios y sus fagos
VI.2.1. Incidencia de vibrios

Se estim6 el nimero de vibrios por larva y por mililitro de agua mediante la
determinacion de unidades formadoras de colonias (UFC). Para esto se hicieron
diluciones decimales de las muestras (en solucién salina estéril (NaCl 2%).
Posteriormente se hizo la siembra de las mismas por triplicado en agar TCBS
poniendo 13 pl de cada muestra y las placas se incubaron a 35°C, al término del

periodo de incubacién se contaron las colonias.

VI.2.2.Incidencia y purificacion de fagos

El método descrito por Carlson (2004) y otros autores se basa en la expresion de
la ruta litica para poder detectar y contabilizar los fagos por lo que no se puede
aplicar con los lisados de fagos lisogénicos debido a la alta probabilidad de obtener
un sesgo importante en el numero de fagos (en el caso de ser detectados). Tomando
en cuenta dicha limitante, para los fagos lisogénicos solo se considero la presencia y

la diversidad de los mismos.

Se estimé el niumero de fagos por muestra mediante la determinacion de
unidades formadoras de placas (UFP) siguiendo el método descrito por Carlson

(2004) el cual es un método general para fagos liticos, que consiste en hacer
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diluciones decimales del lisado de fagos (hasta 10™). De cada dilucién se tomé 1 mL
y se inocul6é en un tubo con agar marino liquido (mantenido a una temperatura entre
45 y 50°C aproximadamente) al cual también se le agregaron 20 pL del
homogeneizado de la bacteria de interés, se mezclé el contenido usando un vortex y
se vacio en una caja petri sobre una capa de agar marino. Se dej6 incubar a 30°C
por 24 hrs. Al término del tiempo de incubacion se examinaron las cajas petri con la
finalidad de observar unidades formadoras de placas (UFP), las cuales se presentan
como areas transparentes delimitadas que corresponden a la actividad del fago. Con
esta prueba se consiguen dos objetivos, contabilizacion de fagos y la purificacion de
los mismos ya que cada UFP corresponde a un fago especifico.

Posteriormente se recortaron las UFPs seleccionadas (con base en su
morfologia) y se transfirieron a tubos con caldo marino estéril previamente inoculados
con la bacteria de interés, y los tubos se incubaron a 30°C por 24 hrs. Los cultivos se
filtraron usando membrana de 0.2 um y con el sobrenadante se realiz6 la prueba de
puntos para confirmar la presencia de fago. De este mismo sobrenadante de tomaron
2 mL y se inocularon en un tubo con caldo marino el cual fue previamente sembrado
con una alta densidad de la bacteria de interés, se dejo en incubacién a 35°C por 24
h. El proceso se repiti6 para obtener mayor concentracion de fagos. Finalmente se
centrifugd a 3,000 rpm a 4°C durante 40 min, el sobrenadante se transfirié a tubos

nuevos y se almacenoé en refrigeracion a 10°C para su uso posterior.

VI.3. Caracterizacion de los fagos

VI.3.1. Determinacion del rango de especificidad.

Para determinar el rango de hospederos para cada fago se realizé la prueba de
puntos con cada bacteria obtenida en los muestreos, ademas cada fago se probo
contra las siguientes cepas de referencia: Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802,
Vibrio harveyi ATCC 14126, Vibrio natriegens ATCC 14048, Vibrio campbellii ATCC
25920, Vibrio proteolyticus ATCC 15338, Vibrio pelagius ATC 25916 y Vibrio

carchariae ATCC 35084. La determinacién del rango de especificidad produce dos
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tipos de resultados: rango de hospederos para los fagos y rango de “susceptibilidad”
para las bacterias.

VI.3.2. Seleccion de fagos liticos y lisogénicos

Con el fin de seleccionar a los fagos con mayor potencial litico se realizaron
pruebas de puntos en placas de agar marino y TCBS, posteriormente se recortaron
las areas de inoculo libres de colonias resistentes y se sembraron en tubos con caldo
marino previamente inoculado con la bacteria de interés. Se tomaron en cuenta el
area de expansion (doble halo) y la proporcién de colonias resistentes. Los fagos
seleccionados se purificaron, se concentraron y fueron almacenados en refrigeracion
para su posterior uso. En estas pruebas, los fagos que presentaron mejores
caracteristicas se clasificaron segun su efectividad, siendo los mas efectivos aquellos

que presenten doble halo de expansién y sin bacterias resistentes.

Para los fagos lisogénicos, una parte del procedimiento fue similar al usado para
los fagos liticos y consiste en la caracterizacion de la expresion en placas de agar
marino de la ruta litica. Sin embargo en este caso se considera de mayor importancia
la parte del area del in6culo que presenta colonias resistentes, se recorto la parte
gue no presenta colonias resistentes para la seleccion del fago que provoco la lisis.
De igual manera las colonias resistentes se aislaron y se les realizé la prueba de
lisogénia para determinar la formacion del liségeno. Después de inducir ciclo litico en
los lisbgenos formados se realiz6 la prueba de puntos con los fagos liberados. De la
misma manera se realiz0 la prueba de puntos con los fagos aislados del area que no
presentd colonias resistentes. Las pruebas se repitieron dos veces para comparar los
resultados. En ambos casos se determind el porcentaje relativo de colonias
resistentes (algunas de las cuales son lisdgenos). En estas pruebas los fagos se
caracterizaron en cuanto a su estabilidad por lo que los que presentaron
constantemente mayor inclinacion hacia el ciclo litico caracterizado por pocas
colonias resistentes, y que al formar lisdgenos sean facilmente inducibles, se
consideraron inestables. De lo contrario, los fagos que mostraron poca actividad litica

y formaron lisbgenos estables, se consideraron lisogénicos estrictos o estables.
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VI.3.3. Evaluacion de la estabilidad del ciclo de replicacion.

Empleando las pruebas de puntos se monitoreo el comportamiento del ciclo de
replicacion de los bacteriofagos liticos y lisogénicos, para esto se hicieron cinco
repeticiones para cada fago. Se tomoO en cuenta la morfologia de placas. El

procedimiento se repiti6 cada 3 dias durante 15 dias.

VI.4. Evaluacion de la capacidad de fagos lisogénicos para inducir virulencia

en vibrios en experimentos controlados.

Las larvas en estadio Nauplio | fueron aclimatadas en el laboratorio de
microbiologia con aireacién constante a una temperatura de 30 °C. Después de
aproximadamente 24 hrs, ya que las larvas alcanzaron el estadio Nauplio V-V,
fueron tratadas con Didxido de cloro (ClO3) a una concentracion de 0.3 ppm durante
5 minutos y neutralizado con tiosulfato de sodio, para eliminar la microbiota asociada.
Una vez realizado el tratamiento, las larvas fueron contadas en grupos de 100
organismos y colocadas en unidades experimentales con 100 mL de agua de mar
artificial estéril a 35 /-, pH 7.8 — 8.2, 30 °C + 1 °C y sin luz durante 24 horas para su

acondicionamiento.

Las cepas de vibrios de interés fueron sembradas en Agar marino 2216 e
incubadas a 30 °C por 24 hrs. Posteriormente las bacterias fueron cosechadas y se
ajustaron a una densidad Optica de 585 nm a 1 de absorbancia en 10 mL de agar
marino liquido usando tubos de vidrio de tapén de rosca. En estadio Nauplio V se
realizé la infeccidén adicionando en cada unidad experimental una dosis de 600 pl de
bacteria susceptible correspondiente a 2-10° UFC-ml™*. Para los tratamientos con

fagos, se adicionaron 100 pl del concentrado de fagos.

Los organismos fueron mantenidos con dosis diarias de la microalga Chaetoceros
calcitrans a una densidad de 1-10 ° cel-mI™ y sin recambio de agua durante 96 horas.
Transcurrido este tiempo se registrd la supervivencia, estadio de desarrollo vy
presencia de signos de vibriosis. Los datos se analizaron a través de un ANOVA'y

comparaciones multiples de Tukey.
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VIl. RESULTADOS

VII.1. Incidencia de vibrios y presencia de fagos en el cultivo larvario del
camardn blanco L. vannamei.
VII.1.1. Ocurrencia de vibrios en las larvas del camaron e identificacion.

De la porcion de las bacterias cultivables de las muestras se aislaron en total 80
bacterias. De estas cepas se perdieron cinco; el resto se sometid a pruebas con
fagos para identificar las cepas susceptibles a infeccidén. Los datos generales sobre
los muestreos, y el listado de cepas para cada ciclo se muestran en los apéndices
(Tablas VIII a XI).

VII.1.1.1. Cepas identificadas mediante el método de multipruebas BIOLOG

Se practicé la identificacion de 54 cepas usando el sistema de multipruebas
BIOLOG. Solamente 13 cepas fueron identificadas con 100% de similitud. Por lo cual
se realizd una comparacion entre ellas con base en el uso de las fuentes de carbono.
Se construyé un dendograma usando el método de Ward y las distancias de
Manhattan (Figura 4). En el dendrograma se observan tres grupos (a nivel de corte
presente). La mayoria de las cepas fueron identificadas como Vibrio alginolyticus.
Los grupos 1 y 2 son los que menos se parecen a V. alginolyticus teniendo menor
parecido el grupo 1 (ya que se encuentra mas separado del grupo 3), mientras que el
grupo 3 parece estar conformado por vibrios muy similares e incluye cepas que

fueron identificadas positivamente como V. harveyi y a la mayoria de V. alginolyticus.
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Ward's method
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Figura 4. Dendograma de similitudes entre las cepas identificadas usando BIOLOG. Se distinguen tres
grupos. Grupo 1: grupo mas heterogéneo, diferentes géneros presentes, menor parecido con grupo 3.
Grupo 2: otro grupo heterogéneo, con algunas cepas no identificadas, incluye posibles Pseudomonas
sp. Grupo 3: grupo con alto parecido entre cepas, dominado por V. alginolyticus.

VII.1.1.2. Cepas identificadas mediante la secuenciacion parcial del gen 16s DNAr.

Se obtuvieron secuencias de 49 cepas. Inicialmente se procesaron siete cepas
utilizando primers para un fragmento pequefio del gen y secuenciadas en una sola
direccion, obteniéndose secuencias de calidad mediana. Posteriormente se
secuenciaron 42 cepas en ambas direcciones, de las cuales ocho (ambos
componentes) resultaron de calidad muy baja complicando o haciendo imposible la
identificacion de las mismas. Las secuencias de cuatro muestras no se pudieron
alinear por lo mismo. Debido al alto parecido entre la mayoria de las secuencias de
calidad obtenidas, se dificulta la identificacion a nivel especie ya que existe un alto
grado de similitud entre las cepas de la misma especie a nivel del gen 16s. Sin
embargo, se pueden observar tres grupos con especies similares (Figura 5), donde el

grupo 1 estd compuesto por especies ajenas a Vibrio, teniendo a Salinococcus y
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Acetobacter. El grupo 2 contiene secuencias similares a V. alginolyticus (con nueve
cepas) incluyendo V. azureus y V. parahaemolyticus. Mientras que en el grupo 3 se
observan especies de V. brasiliensis/tubayashi y similares (con ocho cepas). Es
interesante notar que varias de las especies tipo son muy parecidas entre si, como
en el caso de V. parahaemolyticus con V. proteolyticus y V. brasiliensis con V.
hepatarius. También se observa que V. alginolyticus presenta la variacion mas
amplia entre todas las cepas ya que aparece en los diferentes grupos. Por otro lado
se tiene una cepa, M21.T1.L.AM, que parece estar muy similar a la cepa ATCC de V.
harveyii (especie tipo) pero relativamente distante de otras cepas de V. harveyi, las
cuales no tienen una ubicacion clara. Se presenta otra complicacion en la ubicacion
de V. parahaemolyticus ya que ambas cepas se encuentran distanciadas de la cepa
tipo (ATCC) y una, M8.T6.A.VC tiene alto parecido con V. azureus tipo. Las primeras
siete cepas procesadas Yy las secuencias de baja calidad no fueron incluidas en el
arbol filogenético.
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Figura 5. Arbol filogenético de cepas secuenciadas. Se pueden diferenciar tres agrupaciones: 1)
bacterias distintas a vibrios, 2) grupo de similares a V. alginolyticus y 3) similares a
V.brasiliensis/tubayashi. Como secuencias tipo se usaron seis vibrios de la cepa ATCC (subrayadas
en negrita) y cepas representativas de otras especies.
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VII.1.1.3. Ocurrencia de vibrios en las larvas del camaroén.

De las cepas procesadas, 48 fueron identificadas. Sin embargo no se pudo llegar
a nivel especie en el caso de 16 cepas (de las cuales 14 son Vibrio sp.). Se
identificaron seis cepas que no pertenecen al género Vibrio las cuales se distribuyen
en los géneros Aeromonas, Planomicrobium y Salinococcus. Se diferenciaron ocho
especies de vibrios siendo V. alginolyticus la especie mas comun en la mayoria de
los estadios de desarrollo larvario seguido por V. harveyi. Los estadios donde se

encontré el mayor niumero de vibrios fueron Mysis 2-3 (Tabla I).

Tabla I. Ocurrencia de diferentes especies de vibrios en los estadios de desarrollo larvario.

Estadio de desarrollo larvario

Bacteria Zoea 1l Zoea 2-3 M2-M3 M3-PL1 Mysis 1 PL2-PL3 PL3-PL4 PL6-PL7 PL8-PL9 PL9-PL10 PL12-PL13 PL16-PL17 PL18-PL19 PL20-PL21 Total

A. pasteurianus 1 1
Aeromonas sp. 1 1 2
Planomicrobium sp. 1 1
S. roseus 1 1 2
V. alginolyticus 1 1 2 4 1 1 1 1 12
V. azureus 1 1
V. brasiliensis 1 1 2
V. harveyi 2 2 1 1 6
V. natriegens 1 1 2
V. parahaemolyticus 1 1 2
V. proteolyticus 1 1
V. tubayashi 1 1 2
Vibrio sp. 1 3 3 1 1 1 2 1 1 14
Total general 1 3 7 4 0 6 6 5 0 6 4 2 2 2 48

VII.1.2. Bacteri6fagos aislados.

Se aislaron un total de 69 fagos considerando ambos ciclos. De los cuales no se
observa que exista una clara dominancia segun el tipo de fago en cada ciclo. Sin
embargo, si se consideran los tanques por separado, se pueden observar
diferencias. Cabe mencionar que no necesariamente todos los fagos para un ciclo

dado son diferentes.

En el primer ciclo de produccion se observdé un mayor numero de fagos liticos,
especialmente en los tanques 9 y 12. En el segundo ciclo, los fagos aislados en su
mayoria fueron lisogénicos observandose mayores numeros de los mismos en el

tanque 6 y 1y la menor cantidad en el tanque 2 (Tabla II).
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Tabla Il. Bacteriofagos liticos y lisogénicos aislados en el primero y segundo ciclo de produccién.

Ciclo Tanque Fagos lisogénicos  Fagos liticos Total
7 5 7 10
1 9 6 5 8
12 5 12 11
Total 16 24 38
1 6 4 10
2 2 4 5 9
6 8 3 11
Total 18 12 31

VII.1.3. Incidencia de vibrios y presencia de fagos

Se estimo la incidencia de vibrios por larva y por mL de agua (exceptuando el
primer ciclo debido a datos insuficientes). En el caso de los fagos las estimaciones
fueron mas complicadas debido a que los fagos lisogénicos no se pueden cuantificar
usando el método tradicional de agar de doble capa por lo que se presentan datos de

presencia/ausencia de distintos fagos.
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VII.1.3.1. Ciclo 1

Tanque 7: vibrios y fagos

El tanque 7 fue el que menor cantidad de vibrios present6. Los picos de mayor
incidencia asi como los mayores declives en la misma, coinciden con la presencia de
fagos. Se observaron picos de incidencia de vibrios en zoea 2-3 y postlarva 2-3. Los
fagos lisogénicos estuvieron presentes en el primer pico de vibrios mientras que los
liticos en el segundo y en los valores de incidencia mas bajos. Es interesante que se
encontraron fagos de ambos ciclos en dos ocasiones (postlarva 2-3 y al final, en
postlarva 8 - 9). Los valores mas bajos en cantidad de vibrios corresponden a los

dias de tratamiento con antibiéticos y recambios (Figura 6).
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Figura 6. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacion en larvas de
camaron en el tanque 7.
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Tanque 9: vibrios y fagos

El tanque 9 presentdé mayor cantidad de vibrios que el tanque 7. Los picos de
incidencia ocurrieron en los estadios zoea 3 — mysis 1 (més tarde que en el caso de
tanque 7) y postlarva 1 — 2 (igual que el anterior) pero con menor cantidad de vibrios.
Los fagos lisogénicos se presentaron en los primeros estadios, durante el primer
aumento registrado en cantidad de bacterias y al final de los muestreos donde se
registrd una baja significativa en la incidencia de vibrios, en estadios postlarva 5 — 6
(ausente en el tanque 7) y en el ultimo (postlarva 8-9). Los fagos liticos se
encontraron a mitad del ciclo, en estadios de postlarva 2 a postlarva 6 (ausente en
postlarva 4). No se detectaron mas de dos fagos del mismo tipo en las muestras
(Figura 7).
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Figura 7. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacién en larvas de camarén en
el tanque 9.
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Tanque 12: vibrios y fagos

En el tanque 12 se observo la mayor cantidad de vibrios de los tres tanques. Se
detectaron dos picos de incidencia donde de manera similar, el primer pico se
caracteriza por el mayor niumero de vibrios. A diferencia de los tanques 7 y 9, la
disminucién en cantidad de vibrios después de la adicion de antibidticos no se
observé tan marcada en el estadio mysis 2 — 3 pero llegd a nimeros muy bajos en la
siguiente muestra (postlarva 1 — 2) donde se mantiene (incluso disminuye) por cinco
dias (abarcando estadios de postlarva 1 a 5). Durante este periodo se encontraron
solamente fagos liticos, teniendo dos fagos en el primer punto mas bajo y hasta ocho
fagos en el segundo. Cuando se observé un aumento en la incidencia de vibrios
(postlarva 5-6) también se tienen registrados dos fagos lisogénicos (Figura 8). Al
igual que en los casos anteriores, en los ultimos estadios muestreados donde la

cantidad de vibrios es casi nula, se encontraron fagos lisogénicos.
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Figura 8. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacién en larvas de
camaron en el tanque 12.
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Comparacion de la incidencia de vibrios entre los tres tanques.

Los tres tanques mostraron similitudes en cuanto a incidencia de vibrios. EI mayor
namero de vibrios se observo en estadios zoea y mysis seguido por postlarva 1y 2.
Se registraron dos picos de incidencia siendo el primero con el mayor nimero de
vibrios y el segundo con cantidades considerablemente menores. Al final de los
muestreos no se encontraron vibrios en ninguno de los tres tanques. Los tanques 7 y
9 tienen un punto donde se observé una disminucion significativa en la incidencia de
vibrios, correspondiendo a los estadios mysis 1 y 2 (dia 8 del ciclo) y comparten el
intervalo en el que se registré el segundo pico de incidencia. Los tanques 9 y 12
coinciden en el pico de incidencia, donde tienen casi la misma cantidad de vibrios.
Por ultimo y al contrario de los tanques 7 y 9, el tanque 12 presenta nimeros muy
bajos de vibrios al mismo tiempo que se registra el segundo pico de incidencia para
los otros tanques, adicionalmente su segundo punto de mayor incidencia coincide

con el punto de menor (casi cero) incidencia para los otros tanques (Figura 9).
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Figura 9. Incidencia de vibrios en las larvas de camarén en los tres tanques del primer ciclo.
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Vibrios y fagos totales en las larvas.

La mitad del ciclo se caracterizd por una alta incidencia de vibrios y presencia o
dominancia de fagos lisogénicos. Posteriormente se observaron variaciones menores
en la cantidad de vibrios y se detectaron fagos liticos coincidiendo en tres casos con
las caidas en los numeros de vibrios. Se observé que mientras aumenta el nimero
de fagos liticos, mas pronunciada es la disminucion en la cantidad de vibrios. Se
registraron tres casos de presencia de fagos de ambos tipos al mismo tiempo. En el
primer caso solo hay un fago lisogénico, 11 liticos y un nimero muy bajo de vibrios.
En el segundo caso, se observan mas fagos lisogénicos y un aumento en cantidad
de vibrios. En el dltimo se observaron 3 fagos de cada tipo y nimero de vibrios

cercano a cero (Figura 10).
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Figura 10. Incidencia de vibrios y fagos en las larvas de camardn durante el primer ciclo. Se
muestra el total de vibrios y el total de fagos observados.
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VII.1.3.2. Ciclo 2

En el segundo ciclo los datos obtenidos de las muestras de agua fueron
suficientes para efectuar el seguimiento de la incidencia de los vibrios. El primer
registro de vibrios tanto en el agua como en larvas corresponde a la muestra 4 (zoea

2 — 3) ya que no se observaron vibrios en las muestras anteriores.
Tanque 1: Vibrios y fagos
Vibrios en el agua y vibrios en las larvas

El tanque 1 se registré la mayor cantidad de vibrios (en el agua y en larvas) en el
ciclo y fue descartado el dltimo dia de muestreo debido a las altas mortalidades y
complicaciones de manejo. El patrén de la incidencia de vibrios en agua fue
moderadamente similar a lo observado en las larvas, coincidiendo en el
comportamiento en 3 ocasiones generales: al principio de los muestreos en el punto
de disminucion drastica de la cantidad de vibrios (estadio mysis 1 -2), y en los dos

altimos picos de incidencia (Figura 11).
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Figura 11. Comparativa de incidencia de vibrios en larvas y en el agua en el tanque 1.
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Vibrios y fagos en las larvas

El primer registro de fagos corresponde a estadios mysis 1 y 2 (dia 7 del ciclo)
donde se observd una disminucion significativa en el niamero de vibrios y se
observan 4 fagos liticos y un fago lisogénico. En el resto de las muestras no se
observaron fagos liticos. El segundo registro de fagos lisogénicos (3 fagos distintos)
corresponde a estadios postlarva 2 - 3 y al segundo pico de incidencia de vibrios.
Posteriormente se observan fagos lisogénicos en 3 ocasiones coincidiendo con
disminuciones en cantidad de vibrios antes del pico mas pronunciado de incidencia y

a finales del mismo (Figura 12).
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Figura 12. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacién en las
larvas del camar6n en el tanque 1.
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Tanque 2: Vibrios y fagos

Vibrios en las larvas y vibrios en el agua

El patron de comportamiento de los vibrios en el agua y en las larvas en el tanque
2, resulté ser muy similar observandose pocas diferencias en el mismo, en mysis 3 y
postlarva 1 en el caso del agua se observa un aumento de vibrios (lo contrario de lo
gue pasa en las larvas) y casi al final del ciclo, en postlarva 15 — 16 disminuye la
cantidad de vibrios (valores de incidencia mas altos en larvas, Figura 13).
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Figura 13. Comparativa de incidencia de vibrios en las larvas y en el agua en el tanque 2.
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Vibrios y fagos en las larvas

El tanque 2 se caracterizé por tener la menor cantidad de fagos lisogénicos y la
mayor de fagos liticos observados en el ciclo. Incluso se registro la presencia de un
fago litico en estadios mysis 2 -3 (dia ocho del ciclo) para los cuales no se realizé la
cuantificacion de vibrios. Se observaron solamente dos picos de incidencia de
vibrios, uno al principio del ciclo y otro al final. Se registr6 una cantidad de vibrios
relativamente baja y poca variacion en la misma durante la parte media del ciclo
(mysis 3 hasta postlarva 12, equivalente a 14 dias del ciclo). Lo ultimo puede ser
relacionado a la presencia de los fagos liticos al inicio del ciclo. Como en los casos
anteriores, la presencia de los fagos liticos se caracteriza por una disminucion en la
cantidad de vibrios en las cinco ocasiones que éstos fueron detectados. Por otro
lado, los fagos lisogénicos se registraron solamente al principio y al final del ciclo y

estan presentes en eventos de disminucién de la cantidad de vibrios (Figura 14).
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Figura 14. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacion en las
larvas del camarén en el tanque 2.
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Tanque 6: vibrios y fagos
Vibrios en el agua y en las larvas

El patron de incidencia de vibrios en agua y larvas en el tanque 6 resulta ser
bastante diferente ya que en el caso del agua la cantidad de vibrios disminuy6
gradualmente a pesar de tener tres picos de aumento en la incidencia que a su vez
coinciden con los picos de incidencia en las larvas. A pesar de las similitudes, los tres
puntos de mayor incidencia (excluyendo el primero, zoea 2 -3) difieren en que para el
caso de las larvas a partir del primer punto la incidencia aumenta teniendo el valor

maximo al final del ciclo mientras que en el caso del agua se observa un
comportamiento contrario (Figura 15).
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Figura 15. Comparativa de incidencia de vibrios en las larvas y en el agua en el tanque 6.
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Vibrios y fagos en las larvas

El caso del tanque 6 resulta de particular interés ya que comparte ciertas
caracteristicas con el tanque 1, como distribucion de fagos liticos y lisogénicos segun
el estadio de desarrollo, ademas que ambos son tanques con la mayor cantidad de
fagos lisogénicos. Sin embargo, el tanque 6 presentd menor mortalidad que el tanque
1y 2 aparte de tener valores de incidencia de vibrios mas bajos de los tres tanques.
Se observa que de manera general la incidencia de vibrios baja al principio del ciclo
pero después aumenta teniendo mayor numero al final. Los primeros tres y el Gltimo
de los registros de fagos lisogénicos se encontraron en puntos donde se observa una
baja significativa en la cantidad de vibrios; sin embargo, al inicio del intervalo con la
mayor incidencia de vibrios (postlarva 11 -12) y en el punto de mayor incidencia
(postlarva 15 — 16) también se observan fagos lisogénicos (Figura 16).
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Figura 16. Incidencia de vibrios y presencia de vibriofagos con distinto ciclo de replicacion en las
larvas del camarén en el tanque 6.
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Comparacion de la incidencia de vibrios en el agua entre los tres tanques.

Los tres tanques muestran similitudes en cuanto a los picos de aumento de
incidencia en general a lo largo del ciclo. Se observo la mayor cantidad de vibrios en
el tanque 1, seguido por el tanque 2 y tanque 6. En el caso del ultimo, la tendencia
en la variacion de la incidencia de vibrios es inversa comparada con los otros
tanques: el numero de vibrios en general disminuye conforme se acerca el final del
ciclo (Figura 17).
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Figura 17. Incidencia de vibrios en el agua de los tres tanques del segundo ciclo.
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Comparacion de la incidencia de vibrios en las larvas entre los tres tanques.

En el caso de incidencia de vibrios en las larvas se observo que la similitud entre
los tres tanques radica principalmente en que coinciden en los picos de mayor
incidencia de vibrios (estadios postlarva 15 y 16). Por otro lado nuevamente se
observé que el tanque 1 presenta mayor cantidad de vibrios en general mientras que

el tanque 6 es el que presenta numeros de vibrios mas bajos (Figura 18).
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Figura 18. Incidencia de vibrios en las larvas de los tres tanques del segundo ciclo.

Vibrios totales en el agua vs vibrios totales en las larvas

Se encontré la mayor cantidad de vibrios al inicio del ciclo en el caso de las
muestras de agua observandose otro incremento de importancia casi al final del
ciclo. En las larvas el comportamiento es de cierta manera lo contrario (sin considerar
gue al final del ciclo la incidencia bajo a valores cercanos a cero) ya que el valor mas
alto de la incidencia de vibrios se encuentra al final del ciclo. De la misma manera se
observaron diferencias (aumento vs disminucion en numero de vibrios) en los

estadios zoea 2-3, y en el intervalo de mysis 3 a postlarva 4 (Figura 19).
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Figura 19. Incidencia general de vibrios en las larvas y en el agua en el segundo ciclo.

Vibrios y fagos totales en las larvas.

En general, la incidencia de vibrios en el segundo ciclo fue representada por dos
eventos con nameros elevados al principio (en zoea y mysis 1) y al final (intervalo
postlarva 14 — 16) de los muestreos, siendo el segundo donde se registraron
cantidades mas elevadas de vibrios. Los fagos liticos se observan en puntos donde
la cantidad de vibrios disminuye (estadios mysisi 1-2, postlarva 11-12 y postlarva 19-
20) a excepcion del dia 11 (postlarva 2 y 3) donde la presencia de fagos liticos no
coincide con la disminucion en la cantidad de vibrios (Figura 20). Los fagos
lisogénicos no parecen tener relacion alguna con la variacion en la incidencia de

vibrios si ho se examina cada tanque por separado.
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Figura 20. Incidencia de vibrios y fagos en las larvas de camarén durante el segundo ciclo. Se
muestra el total de vibrios y el total de fagos observados. No se cuenta con datos de incidencia de
vibrios en el punto M2-M3.

VII.2. Caracterizacion de los fagos

VII.2.1 Especificidad de los fagos y susceptibilidad de las cepas a infeccién por los
fagos.

Los fagos obtenidos se clasificaron en liticos y lisogénicos. Se monitoreo el
comportamiento de cada fago usando su cepa blanco para confirmar el ciclo de
replicacion (comprobacion de la clasificacion) y posteriormente se evalué la
capacidad de cada uno de infectar multiples cepas. Los resultados se presentan en
tablas para cada ciclo (tabla IV y V) donde se muestra la clave asignada a cada fago,
el tipo de ciclo de replicacion del mismo, su rango de hospederos y estabilidad del
ciclo. Para lo ultimo, se tienen tres clasificaciones: estricto, estable e inestable. Los
fagos con ciclo estricto se comportan de manera idéntica en todas las pruebas, para
los fagos liticos significa que el efecto litico no cambia, para los fagos lisogénicos,
significa que una vez formado el liségeno, este es muy estable y no es susceptible a

infeccion secundaria por el mismo fago y en la prueba de puntos las caracteristicas
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del area de in6culo no cambian. Los fagos estables son aquellos que muestran
algunas variaciones en la expresion de su ciclo: los liticos varian poco en efectividad
en la prueba de puntos (es decir, dejan mas colonias o varia el diametro del halo de
inhibicion), los lisogénicos si forman lisogenos exitosamente pero en la prueba de
puntos muestran variaciones (en el tamafio e intensidad). Finalmente, los fagos
inestables son aquellos que se comportan de manera inconsistente durante las
pruebas realizadas, los fagos liticos pueden dejar mayor porcentaje de colonias
resistentes y tener un efecto litico variable, los fagos lisogénicos forman liségenos
inestables que pueden ser inducidos bajo condiciones minimas de estrés mientras
que en pruebas de puntos pueden mostrar un fuerte efecto litico, pero durante las
repeticiones, se comportan diferente (dejando placas turbias). Al final se muestra

una tabla general que resume lo observado en ambos ciclos (tabla VI).

VIl.2.1.1. Ciclo 1.

En el primer ciclo se observan siete especies de vibrios que son susceptibles a
infeccion por fagos donde se tienen 10 cepas de V. alginolyticus, de las cuales dos
(del tanque 7 y 12) son susceptibles a infeccion de hasta 11 fagos seguido por dos
cepas mas (tanque 9 y 7) que resultaron susceptibles a seis y cinco fagos
respectivamente. En conjunto, V. alginolyticus es susceptible a infecciones por 41
fagos. En segundo lugar pero con menos cepas y menor “rango de susceptibilidad”
se encuentra V. harveyi que se observé en los tres tanques. Es interesante que en
las cepas de los tanques 7 y 9 V. harveyi solamente sea susceptible a un fago
mientras que en el tanque 12 puede ser infectado por tres. De las cinco cepas de
vibrios no identificados, una cepa, M6.T9.A resulté susceptible a 10 fagos y en total
por los vibrios no identificados se observaron 15 fagos. Las cepas no identificadas
resultaron ser susceptibles a infecciones de hasta 10 fagos en dos ocasiones (ver
tabla XII del Apéndice 3).

VIl.2.1.2. Ciclo 2

En el segundo ciclo de produccion se identificaron menos cepas teniendo mayor

namero de fagos en una cepa de Vibrio sp. del tanque 6 (M25.T6.A.V) siendo ésta
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susceptible a siete fagos, seguido por cepa no identificada del tanque 1
(M27.T1.L.AM) susceptible a cinco fagos. En general, los vibrios identificados no
fueron afectados por mas de 2 fagos lo que sugiere que la mayoria son especificos

de su cepa blanco (Ver tabla Xlll del Apéndice 3).

De manera general, de las ocho especies de Vibrio, las méas recurrentes (V.
alginolyticus y V. harveyi) resultaron susceptibles a la infeccidon por un mayor nimero
de fagos, registrandose 43 para la primera y 10 para la segunda lo que significa que
son las especies mas susceptibles (y tienen mayor namero de cepas). De lo
contrario, especies como V. azureus, V. brasiliensis, V. proteolyticus y V. natriegens
solamente son susceptibles de infeccion por su fago especifico. En general, el ciclo 1
presentd mas cepas susceptibles a un mayor niumero de fagos comparado con el
segundo ciclo (tabla Ill). La mayoria de los fagos capaces de infectar V. alginolyticus
y V. harveyi se encuentran en el ciclo 1.

Tabla Ill. Resumen de la lista de especies de bacterias encontradas en cada ciclo de produccion y
cantidad de fagos a los que son susceptibles.

Bacterias Fagos encontrados
Cepas ESPECIE Ciclo1 Ciclo 2 TOTAL

2 Aeromonas sp. 2 0

2 Salinococcus roseus 0 2

12 Vibrio alginolyticus 41 2 43
1 Vibrio azureus 0 1

2 Vibrio brasiliensis 1 1

6 Vibrio harveyi 6 4 10
2 Vibrio natriegens 1 1 2
2 Vibrio parahaemolyticus 2 2 4
1 Vibrio proteolyticus 1 0 1
2 Vibrio tubayashi 1 2 3
14 Vibrio sp. 15 18 33
33 N.I. 27 24 51
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VII.2.2. Rango de hospederos de los fagos aislados y tipos de fagos.
VIl.2.2.1. Ciclo 1

El ciclo 1 se caracterizé por presentar un mayor nimero de fagos liticos que el
ciclo 2. Ademas de tener un mayor niumero de fagos liticos, la mayoria de éstos son
de rango amplio de hospederos (hasta cinco), encontrandose solamente dos fagos
liticos especificos de una sola cepa (fagos 16 y 45). En cuanto a fagos lisogénicos, la
mayoria de los mismos son especificos de su cepa blanco. Se observé un fago
lisogénico (fago 8) capaz de infectar cuatro cepas distintas mostrando resultado

estable en los cuatro casos (Tabla IV).

Tabla IV. Rango de hospederos de los fagos aislados en el primer ciclo de produccion. La mayoria de
los fagos liticos infectan dos o més cepas.

Clave Fago Tipo Hospederos Estabilidad ciclo
30(a,b,c,d,e,f) Litico 5 Estricto
26 Litico 5 Estable
27 Litico 5 Estable
29 Litico 5 Estable
23 Litico 4 Estable
28 Litico 3 Estricto
36 Litico 3 Estable
21 Litico 3 Estable
18 Litico 2 Estricto
19 Litico 2 Estable
20 Litico 2 Estricto
22 Litico 2 Estable
25 Litico 2 Inestable
40 Litico 2 Inestable
16 Litico 1 Estricto
45 Litico 1 Inestable
8 Lisogénico 4 Estricto
17(a,b) Lisogénico 2 Estricto
32 Lisogénico 2 Estable
34 Lisogénico 2 Estable
39 Lisogénico 2 Estable
1 Lisogénico 1 Inestable
5 Lisogénico 1 Estable
6 Lisogénico 1 Estable
7 Lisogénico 1 Estable
9 Lisogénico 1 Estable
24 Lisogénico 1 Muy inestable
35 Lisogénico 1 Muy inestable
41 Lisogénico 1 Estable
43 Lisogénico 1 Estable
44 Lisogénico 1 Estable
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VIl.2.2.2. Ciclo 2

El segundo ciclo se caracterizé por una mayor cantidad de fagos lisogénicos, la
mayoria de los cuales son especificos de su cepa blanco (10 de 18), ocho son
capaces de infectar mas de dos cepas y de éstos, un fago, F5-T1 es capaz de
infectar hasta seis bacterias. De los 13 fagos liticos, casi la mitad (seis fagos)
infectan solamente una bacteria mientras que el resto es capaz de infectar hasta un

méaximo de tres bacterias (Tabla V).

Tabla V. Rango de hospederos de los fagos aislados en el segundo ciclo de produccién. Se observa
que algunos fagos lisogénicos son de rango amplio de hospederos.

Clave Fago  Tipo Hospederos Estabilidad ciclo
F1-Tla Litico 3 Estricto
F1-T1b Litico 3 Estricto
F1-T2 Litico 3 Estable
F6-T2a Litico 3 Estricto
F6-T2b Litico 3 Estricto
F2-Tla Litico 2 Estricto
F2-T1b Litico 2 Estricto
F10-T2 Litico 1 Inestable
F1-T6a Litico 1 Estricto
F1-T6b Litico 1 Estricto
F1-T6c Litico 1 Estricto
F4-T2 Litico 1 Inestable
F8-T2 Litico 1 Inestable
F5-T1 lisogénico 6 Estable
F4-T1 lisogénico 4 Estable
F8-T1 lisogénico 3 Estricto
Fo-T1 lisogénico 3 Inestable
F3-T2 lisogénico 3 Estricto
F3-T6 lisogénico 3 Estricto
F5-T6 lisogénico 2 Estricto
F11-T6 lisogénico 2 Estable
F7-T1 lisogénico 1 Estable
F10-T1 lisogénico 1 Inestable
F2-T2 lisogénico 1 Estricto
F5-T2 lisogénico 1 Estable
F9-T2 lisogénico 1 Estricto
F2-T6 lisogénico 1 Estricto
F7-T6 lisogénico 1 Estable
F8-T6 lisogénico 1 Estricto
F9-T6 lisogénico 1 Estable
F12-T6 lisogénico 1 Estricto
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VII.2.2.3. Resumen de especificidad de los fagos.

En resumen, los fagos liticos del primer ciclo de produccién tienen un rango de
hospederos mayor que los del segundo ciclo y son més abundantes, teniendo hasta
nueve fagos capaces de infectar cinco bacterias. El niUmero maximo de hospederos
para los fagos liticos del segundo ciclo fue de tres registrandose cinco fagos con
dicha caracteristica. En cuanto a fagos lisogénicos, para ambos ciclos de produccion
se observa una alta especificidad de los mismos respecto a su cepa blanco. En
ambos casos la mayoria de los fagos lisogénicos (10 y 9, respectivamente) tienen un
hospedero. Sin embargo en el ciclo 2 los fagos lisogénicos son mas generalistas que

en el ciclo 1 llegando en dos casos a infectar hasta seis hospederos (Tabla VI).

Tabla VI. Resumen de especificidad de los fagos encontrados en ambos ciclos. La mayoria de los
fagos lisogénicos son especificos de su cepa blanco.

Numero de fagos

Hospederos Ciclo1 Ciclo 2
Liticos
5 9 0
4 1 0
3 3 5
2 6 2
1 2 6
Lisogénicos

6 0 2
4 1 1
3 0 4
2 5 2
1 10 9

VII.3. Evaluacion de la capacidad de fagos lisogénicos para inducir virulencia

en vibrios en experimentos controlados.

Se seleccionaron 19 fagos para las pruebas de reto con larvas de camaron
(Tabla VII). La seleccion se realizd considerando las cepas que se han reportado
como patdégenas y los fagos que las infectan. Los tratamientos en cada caso
consisten en la adicién de bacteria (B) y en la adicibn de ambos (BF) a las unidades
con larvas. Algunas de las cepas (M7.T1.A, M25.T6.A.AM, M7.T12.B, M2.T7.A y
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M5.T7.A) se seleccionaron antes de la identificacion adecuada de las mismas dada
la susceptibilidad a fagos lisogénicos. La finalidad de la adicion de fagos junto con la
bacteria es la formacién de lis6genos los cuales, en teoria, pueden expresar
caracteristicas metabdlicas que podrian reflejarse en la supervivencia de las larvas.
No se pudieron realizar pruebas con todos los fagos lisogénicos aislados debido a
las limitaciones en la disponibilidad de larvas de camaron.

Tabla VII. Fagos y cepas de bacterias seleccionados para las pruebas de reto en larvas de camarén.
Los fagos marcados con (*) son de tipo litico que fueron agregados debido a la especie de bacteria
que infectan. En las Ultimas dos columnas se muestran las diferencias estadisticas encontradas para

cada caso, donde en cursiva y negrita se marcan los tratamientos con diferencias significativas
mientras que (**) son casos anormales.

Tratamiento Cepa Especie Fago Valor F Valor p

F1 (B/BF) M7.T1.A Gpo V. alginolyticus/harveyi F4-T1 F(2,6)=1,2251  p=0,35798
F3 (B/BF) M8.T6.A.VC V. parahaemolyticus F3-T6 F(2, 6)=1,4566 p=0,30503
F12 (B/BF) M21.T6.LV V. natriegens F8-T6 F(2,6)=4,3155 p=0,06896
F13 (B/BF) M25.T6.A.AM  Gpo V. alginolyticus/harveyi F10-T6 F(2, 6)=1,6220 p=0,27345
24 (B/BF) M6.T7.A V. alginolyticus 24  F(2,6)=2,0993 p=0,20363
F35 (B/BF) M7.T12.B Gpo V. alginolyticus/harveyi 35 F(2,6)=8,3199 p=0,01861
F41 (B/BF) M9.T9.A V. harveyi 41 F(2,6)=32,186 p=0,00062

8 (B/BF) M2.T9.A V. harveyi 8 F(2,6)=3,3994  p=0,10303
2-5 (B/BF) M21.T1.LLAM V. harveyi F7-T1 F(2,6)=2,9191 p=0,13019

2 (F/BF) M7.T1.12 V. harveyi F2-T1 F(2,6)=17,788  p=0,00301**
6 (B/BF) M2.T7.A N.I. 6 F(2,6)=0,33306 p=0,72918

5 (B/BF) M2.T7.L V. harveyi 5 F(2,6)=3,1512 p=0,11601
34 (B/BF) M7.12.A V. parahaemolyticus 34 F(2,6)=6,7052 p=0,02954**
12 (B/BF) M21.T6.L.BL V. azureus F12-T6 F(2, 6)=5,5983 p=0,04247**
9 (B/BF) M2.T12.L V. alginolyticus 9 F(2,6)=2,2517  p=0,18641
17 (B/BF) M5.T7.A Vibrio sp 17 F(2,6)=4,5024  p=0,06394
18 (B/BF) M5.T7.B V. alginolyticus 18* F(2,6)=0,38536 p=0,69591
20 (B/BF) M5.T9.A V. alginolyticus 20* F(2,6)=,98473 p=0,42674
F8-2 (B/BF) M21.T2.L V. parahaemolyticus F8-T2* F(2, 6)=,26679 p=0,77446

Se realizaron cuatro experimentos utilizando larvas obtenidas de diferentes lotes

de produccion, por lo que la calidad de las mismas presenté variaciones. Para el
primer experimento se obtuvieron larvas de buena calidad y se probaron tres
bacteriéfagos sin obtener diferencias significativas en ninguno de los casos (Figura
21: a — c). En el tratamiento 8 B y BF (con la cepa de V. harveyi) algunas de las
larvas presentaron excitacion de cromatoforos (Figura 22-a) que se considera como

signo de vibriosis, y desplazamiento mas lento comparado con el grupo control. En el
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segundo experimento la calidad de larvas fue considerada la mejor de todos los
experimentos, se probaron cuatro bacteriéfagos sin obtener diferencias significativas
(Figura 21: d — g). Se observaron algunas irregularidades en las larvas en el caso de
los tratamientos 5 y 18 (V. harveyi y V. alginolyticus respectivamente) incluyendo
movimiento mas lento, tracto vacio (Figura 22d), malformaciones de apéndices
(Figura 22f), dafio en espinas lobulares (Figura 22c) y alimento interrumpido (Figura
22d). El tratamiento 5BF present0 la supervivencia mas baja entre todos los
tratamientos del experimento cuatro y los signos de vibriosis aunque no se
detectaron diferencias significativas. Para el caso particular del experimento tres, se
obtuvieron larvas de baja calidad por lo que los valores de supervivencia en general
fueron bajos. Se detectd contaminacién por protozoarios en la microalga
suministrada lo que tuvo un impacto negativo en la supervivencia del grupo control
registrandose porcentaje de supervivencia menor a 10% y abundantes protozoarios
tipo paramecium y vorticela (Figura 22e). Curiosamente en todos los tratamientos
(excluyendo 12B) la supervivencia fue superior al 20% (Figura 21: h — K)
registrandose tres casos con diferencias significativas (Figura 21: j — k) de los cuales
de mayor interés es el tratamiento 12BF (Figura 21j) donde la diferencia se debe al
alto valor de supervivencia cuando estd presente el fago. Se observaron algunas
larvas con alimento interrumpido y cromatoforos excitados (tratamientos 2B/BF y 2-
5B). En los tres casos es dificil afirmar algo debido al bajo porcentaje de
supervivencia del grupo control. En el Ultimo experimento se trabajé con larvas de
buena calidad obteniéndose porcentajes de supervivencia generales cercanos al
60% (Figura 21: | — s). Se examin6 el comportamiento de ocho fagos obteniéndose
diferencias significativas en los tratamientos F35BF y F41BF, tratandose en ambos
casos de cepas distintas de V. harveyi. Se presume que la disminucién en la
supervivencia se debe a la presencia del bacteriofago. En ambos casos se
observaron larvas con tracto colapsado (Figura 22g), tracto vacio o con alimento
interrumpido que presentan movimiento lento comparado con el grupo control. De
manera contraria, en el tratamiento 24BF (V. alginolyticus), se observo un porcentaje
de supervivencia superior al grupo control, sin embargo la diferencia no fue

significativa estadisticamente.
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Figura 21. Resultados de los experimentos de induccion de virulencia en vibrios. En el eje Y se
muestra el porcentaje de supervivencia de acuerdo a los tratamientos ubicados en el eje X. Se
observaron 5 casos con diferencias significativas (i, j, k, r y s) donde denominaciones A, B y AB se
utilizan para distinguir entre los tratamientos (A es diferente de B pero igual a AB). Notese que en los
casos j, k y | las diferencias posiblemente no deberian de considerarse debido al inusualmente bajo
porcentaje de supervivencia del grupo control. En las figuras r y s se observa que las diferencias se
deben al tratamiento de bacteria con fago. En ambos casos la cepa usada fue V. harveyi.
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Figura 22. Dafios observados en las larvas de camardn que pueden ser considerados como signos de
vibriosis (excepto figura e). Dénde: a — excitacion de cromatoforos (donde los puntos marcados
corresponden a acumulacion de bacterias), b — alimento interrumpido, ¢ — dafio en espinas lobulares,
d — tracto vacio, e — colonizacion por protozoarios, f — dafio en apéndices y g — tracto contraido o

colapsado.
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VIIl. DISCUSION

VIII.1. Incidencia de vibrios y presencia de fagos en el cultivo larvario de

camaron.

La diversidad de vibrios que se observo en los dos ciclos fue de ocho especies
identificadas mediante métodos moleculares. Entre estas especies se encuentran V.
harveyi y V parahaemolyticus que son patégenos conocidos en camaronicultura por
provocar vibriosis, V. proteolyticus que se ha reportado presente en camarones
dafiados y V. alginolyticus, que generalmente se considera como probiético pero
también se ha reportado presente en casos de vibriosis incluyendo los trabajos de
Regpipat et al., (1998); Liu et al., (2004) quienes describen a V. alginolyticus como
patdgeno de larvas de camaron blanco L. vannamei debido al hecho de ser aislado
de larvas con signos de vibriosis sistémica incluyendo dafios en apéndices, anorexia
y musculatura opaca. De manera contradictoria, en el mismo trabajo de Regpipat et
al. (1998), V. alginolyticus también estd considerado como probidtico refiriéendose al
mismo en calidad de cepa con caracteristicas benéficas. En otros reportes, esta
bacteria es considerada un buen probidtico y se sugiere su uso como tal en los
cultivos de larvas de camardén (Austin et al., 1995; Garriques & Arevalo, 1995;
Gomez-Gil et al, 2002). Es importante mencionar que las especies mas comunes en
este estudio fueron V. alginolyticus, con 12 cepas y V. harveyi, con seis cepas,
encontrandose al primero casi en todos los estadios de desarrollo y a V. harveyi en
menos estadios, lo que concuerda con lo observado por Vanderberghe et al., (1999)
quienes realizaron un estudio acerca de vibrios relacionados con las larvas,
postlarvas y juveniles del camardn blanco Litopenaeus vannamei encontrando mayor
abundancia de V. alginolyticus, seguido por V. harveyi en lo que se refiere a estadios

de larvas y postlarvas (antes de postlarva 20).

También se encontraron especies relativamente nuevas, como V. azureus, V.
brasiliensis y V. tubayashi de las cuales todavia se cuenta con poca informacion,
especialmente sobre V. azureus que fue aislado de las costas de Japon en el afio

2009 y no se ha reportado como parte de microbiota en tanques de camaronicultura
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teniendo incierta la importancia del mismo aunque es posible que se produzca cierta
confusién debido al alto parecido genético con V. harveyi, ademas de ser también
una bacteria luminiscente (Vanderberghe et al., 2003; Yoshisawa et al., 2009). Para
el caso de V. brasiliensis, éste fue descrito en el afio 2003 y se ha reportado como
parte de la microbiota en cultivos de camardn sin encontrarse asociado a casos de
vibriosis. Una caracteristica interesante de esta bacteria es su alto parecido con V.
tubayashi en lo que se refiere a secuencias parciales del gen 16s donde se reporta
hasta un 98.8% de similitud siendo el ultimo un patdgeno conocido de la ostra de
Pacifico Gasostrea gigas, de larvas de moluscos bivalvos y de algunos crustaceos

incluyendo al camaron (Thompson et al., 2003).

De las especies que no pertenecen a la familia Vibrionaceae se encontraron tres
cepas siendo dos de ellas Salinococcus roseus y una, Acetobacter pasteurianus. Es
interesante que no se cuente con mucha informacion acerca de estas bacterias y no
hay reportes de aislamiento de las mismas en acuicultura. S. roseus es una bacteria
haléfila moderada de familia Staphylococcaceae y siendo gram-positiva,
naturalmente se deberia de excluir la posibilidad de ser aislada en las placas de
TCBS, debido a que dicho medio contiene compuestos que inhiben el crecimiento de
bacterias gram-positivas (y un pH alcalino, de 8.6). Sin embargo, S. roseus tolera pH
en intervalo de 6 a 9, y un amplio rango de salinidades (0.9 a 25% de NaCl) por lo
que fue posible su crecimiento en el medio a pesar de otros agentes selectivos que
por razones desconocidas, posiblemente relacionadas a las caracteristicas
metabdlicas de la bacteria, no tuvieron efecto esperado. Por otro lado, la bacteria
crece mejor en medio de agar marino que es menos selectivo y con los valores mas
adecuados de salinidad y pH, estando cerca de los Optimos de S. roseus (pH: 8;
NaCl: 10%) ademas se ha aislado anteriormente de muestras de ambientes
hipersalinos y de agua de mar (Wang et al., 2008) por lo que es probable que sea de
muestras obtenidas de los tanques de cultivo de larvas de camarén. Debido a que se
detectd a S. roseus en placas de TCBS (lo que se confirmé mediante resiembras en
TCBS, descartando que fuera por contaminacion en agar marino) se efectué una

busqueda bibliografica acerca de la capacidad de crecimiento de S. roseus en
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diferentes medios, especificamente en TCBS pero no se encontrd ningun reporte que
respaldara lo observado en este estudio. Adicionalmente se repitio el proceso de la
identificacion de las secuencias de ambas cepas considerando la posibilidad de una
identificacion erronea pero, nuevamente se obtuvo un 99% de similitud con la
secuencia de la cepa MS21 de Salinicoccus roseus aislada de una muestra de agua
de mar y un porcentaje similar o0 poco menor con otras secuencias de S. roseus
excluyendo completamente la posibilidad de otro tipo de bacteria. En el caso de A.
pasteurianus, es una alfaproteobacteria gram-negativa capaz de tolerar
concentraciones elevadas de &cido acético y oxidar etanol, es capaz de crecer en
TCBS y agar marino (Cleenwerck et al., 2002), pero no se cuenta con reportes de su
aislamiento de muestras de invertebrados marinos ni de agua de mar, ademas
solamente se aisl6 una cepa por lo que podria ser un contaminante de procedencia
incierta ya que comunmente se aisla de ambientes terrestres, como de materia
organica en descomposicion (vegetales o carne fermentada). Cabe mencionar que
en el caso de la aplicacion de probidticos, estos primero pasan por un proceso de
fermentacidén donde participan bacterias especificas (no se proporciond informacion
acerca de las mismas) por lo que puede ser posible que la presencia de A.
pasteurianus esté relacionada con la produccion y manejo de probidticos lo que

descartaria la opcion de que sea un contaminante adquirido durante el aislamiento.

Es importante mencionar que el aislamiento de vibrios en medio TCBS tiene sus
limitaciones las cuales estan ligadas directamente a las caracteristicas del mismo. El
Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) es un medio selectivo ampliamente
usado y recomendado para aislamiento y purificacion de vibrios que originalmente
fue disefiado para aislar V. cholerae y V. parahaemolyticus (Kobayashi et al., 1963;
Nakanishi, 1963) que contiene elementos clave, como tiosulfato y citrato de sodio
que junto con sales de bilis inhiben el crecimiento de bacterias gram-positivas y
coliformes. Sin embargo, se ha reportado que otras bacterias son capaces de crecer
en este medio incluyendo algunas cepas de Staphylococcus, Flavobacterius,
Pseudomonas, Streptococcus, Aeromonas y Shewanella lo que significa que en el

caso de estudios de cuantificacion de vibrios totales puede haber sesgo en los
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nameros debido a la inclusion de algunas especies que no son vibrios, como en el
presente trabajo donde dos cepas que fueron identificadas como Aeromonas sp y
una como Acetobacter pasteurianus. Otro detalle importante radica en que el
crecimiento de algunos vibrios puede ser afectado negativamente o hasta inhibido
incluyendo especies como V. vulnificus, V. penaecida, V. cincinnatiensis, V.
metschnikovii y V. hollisae. Esto se debe a que algunas caracteristicas del medio
(como pH) y componentes del mismo no son igualmente aprovechados por bacterias
mencionadas (Gomez-Gil & Roque, 2006), de las cuales, V. vulnificus y V. penaecida
se consideran patégenos de importancia en camaronicultura ya que se han
encontrado presentes en los camarones con signos de vibriosis avanzada (Costa et
al., 1998; Lemonnier et al., 2006). Considerando lo arriba mencionado se puede
suponer que es posible que algunos de los vibrios presentes en los tanques de
cultivos no se aislaron debido a las limitaciones caracteristicas del medio de cultivo
usado, agar TCBS. Por lo que en general puede haber dos fuentes de sesgo en
datos de la incidencia de vibrios, la primera por la cuantificacién de especies que no
son vibrios y la segunda, por la posibilidad de que falten datos de vibrios no aislados

pero potencialmente presentes en las muestras.

De los datos obtenidos mediante el sistema de multipruebas BIOLOG se
observan tres grandes grupos metabdlicos los cuales practicamente se dividen en
subgrupos de V. alginolyticus y un grupo relativamente alejado del mismo
(Acinetobacter y Sphingomonas) el cual posteriormente se identific6 mediante
secuenciacion parcial del gen 16s como grupo de Acetobacter y Salinococcus. El
segundo grupo de V. alginolyticus en este caso presenta complicaciones en su
identificacion y algunas cepas se identificaron a nivel género (y erroneamente) como
Pseudomonas y Aeromonas (que posteriormente fueron identificados dentro del
grupo de V. tubayashi). El tercer grupo contiene a la mayoria de los V. alginolyticus
identificados con 100% de similitud (referente a la base de datos de BIOLOG) y las 4
cepas de V. harveyi identificadas positivamente sin embargo no se observa una
diferenciacion clara en la agrupacion de los mismos. Ademas, de las 54 cepas que

se analizaron, solamente 13 fueron identificadas positivamente (con 100% de
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similitud) pero al comparar la identificacion de las mismas por BIOLOG con
identificacion via genética se observaron diferencias importantes en la composicién
de las especies. Es por eso, entre otros factores (como la actualizacion de las bases
de datos de BIOLOG) que la identificacion de vibrios a nivel especie mediante
BIOLOG no se deberia considerar como el método definitivo en casos similares
debido a que los resultados son imprecisos y en caso de tener un nudmero
considerable de cepas implica un costo mayor otorgando beneficio minimo
comparado con la identificacion genética. Por otro lado, esta herramienta puede ser
considerada de gran utilidad en el caso de la caracterizacion del perfil bioquimico de
las cepas ya identificadas en conjunto con otras pruebas de caracterizacion de
diferentes aspectos del metabolismo microbiano. Dichas herramientas actualmente
se utilizan para describir cepas con potencial de ser una nueva especie ya que
incluso la identificacibn genética presenta complicaciones. Tal es el caso de las
especies V. brasiliensis, V. hepatarius y V. azureus ya que en un principio fueron
identificadas como V. harveyi o V. tubayashi teniendo muy pocas diferencias entre
las secuencias por lo que se efectuaron extensivas pruebas bioquimicas permitiendo
establecer caracteristicas fundamentales (principalmente utilizaciéon y produccion de
distintas sustancias) que pueden definir una nueva especie (Vanderberghe et al.,
2003; Yoshizawa et al., 2009).

La identificacion usando secuencias parciales del gen 16s resulté ser mucho mas
eficiente e, indudablemente de mayor precision que el método de multipruebas
BIOLOG antes mencionado. Sin embargo también presenta problemas, debido a que
los vibrios en general tienen la region 16s bastante conservada ademas de que la
misma se estd usando para diferenciar cada vez un nimero mayor de vibrios (que
incrementa con la frecuente adicion de especies nuevas). Una prueba de esto es la
agrupacion de especies-tipo de V. brasiliensis con V. hepatarius en el mismo cluster
al igual que el caso de V. parahaemolyticus con V. proteolyticus y la aparicion de V.
alginolyticus y V. natriegens en grupos relativamente distantes de sus respectivas
especies-tipo. La mayoria de las secuencias de vibrios fueron muy similares

complicando la identificacion de las mismas a nivel especie dado a que el nivel de
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similitud con las secuencias de la base de datos GeneBank fue superior al 96%. Por
lo mismo se utilizé la herramienta de arboles de distancia (usando método Neigbor-
Joining) proporcionada por el BLAST para comparar las secuencias muy cercanas y
facilitar la identificacion de las muestras aunque no siempre se obtenia un resultado
satisfactorio. Es interesante observar que algunas cepas fueron identificadas como
V. tubayashi, V brasiliensis y V. azureus ya que éstas son especies relativamente
nuevas y presentan mucha similitud genética con grupos de V. harveyi y V.
alginolyticus (Thompson et al., 2003; Yoshisawa et al., 2009). Considerando estas
complicaciones, se recomienda trabajar de preferencia con secuencias mas grandes
y realizar secuenciaciones de otras regiones y genes, tales como 23s, hsp60, recA,
gyrB, y la region de espacio intergénico entre 16s y 23s para una identificacion
mucho mas precisa aunque el costo en general seria mayor (Nishibuchi, 2006). Los
genes mencionados contienen regiones con mayor variabilidad comparado con el
gen 16s y se emplean para diferenciar especies y cepas muy relacionadas dentro del
género Vibrio. El gen 23s y la regién 16s-23s contienen regiones con una variacion
importante por lo que se consideran de mayor utilidad para discriminar a nivel de
cepa (Lan & Reeves, 1998; Chun et al., 1999; Heidelberg et al., 2000). Para el caso
del gen recA, éste, segun Thompson et al. (2004); resulta muy util para la
identificacion a nivel especie debido a que las similitudes entre secuencias de
diferentes especies son de 83 a 99% mientras que en el caso del 16s son mas de
98%, resultando este gen de mucha utilidad para separar especies como V.
brasiliensis, V. tubayashi y V.harveyi que se han reportado como probleméticas
debido a la escasa variabilidad entre secuencias (alrededor de 1-2% con 16s). Kwok
et al. (2002), proponen el uso de secuencias parciales del gen hsp60 de alrededor de
600 pb como herramienta alternativa al 16s para diferenciar especies de vibrios
teniendo una importante la variabilidad inter-especifica de 18 a 29% mientras que la
variabilidad entre cepas es de 0 a 4%. El gen gyrB es de particular importancia para
investigaciones donde sea necesario diferenciar entre V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus debido a que las secuencias son idénticas en un 86.8%
comparado con aproximadamente el 99% en caso de secuencias del gen 16s (Le
Roux et al., 1999).
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Otro de los problemas pero de caracter técnico es la amplificacion de los
productos de PCR ya que si no resultan de buena calidad, la secuenciacion obtenida
no sera confiable, tal y como se observo en el caso de 8 muestras (R9, R14, R16,
R30, R32, R35, R37 y R39) que se secuenciaron en ambas direcciones. Las
muestras mencionadas comprenden 16 secuencias, de las cuales lamentablemente
ni la mitad de sus bases tienen calidad necesaria, o que se reflej6 en serias
complicaciones al momento de la alineacion debido a que no cumplen con el criterio
minimo para la misma, es decir no coinciden en 20 bases por lo que en el caso de la
mitad de estas secuencias la alineacién fue imposible por lo que se optd por la
identificacion utilizando cada secuencia por separado, bajando considerablemente el
éxito de una identificacion satisfactoria. Cabe mencionar que la identificacion de las
primeras 7 bacterias secuenciadas resultdé problematica debido a que las secuencias
fueron de calidad media (50-60% de bases de calidad) ademéas de ser fragmentos
relativamente cortos (aproximadamente 900 pb), lo que esta directamente
relacionado con la concentracion del producto amplificado. Para el caso de estas
siete bacterias, después de correr los geles, las bandas se observaron muy tenues
indicando una baja concentracion del producto, por lo que se considera altamente
probable que la sensibilidad de la secuenciacion resultd ser baja (Gomez-Gil &
Roque, 2006).

Los resultados no muestran una tendencia clara que explique o relacione las
fluctuaciones en la incidencia de los vibrios con la mortandad de las larvas de
camaron. Esto se debe principalmente a que en los tanques muestreados no se
presentaron casos severos de vibriosis o0 mortandad, excepto por el tanque 1 del
segundo ciclo de produccion, siendo éste, solamente uno de los 6 tanques
monitoreados, lo que significa que se cuenta con pocos casos contrastantes. En el
primer ciclo los tanques en los que se registro la mayor cantidad de vibrios (tanques
9 y 12) no fueron considerados probleméticos en su manejo y no presentaron
incidentes de mortandad sugiriendo que altas cantidades de vibrios no
necesariamente tienen que estar ligados a casos de vibriosis. Sin embargo, en el

tanque 1 del segundo ciclo de produccion se observaron los nUmeros mas altos de
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vibrios de los tres tanques del ciclo y se reportaron constantes problemas en el
manejo incluyendo elevada turbidez del agua, retraso en el desarrollo de las larvas
(hasta 3 estadios), anorexia y comportamiento erratico de las mismas y al final de los
muestreos este tanque fue descartado debido a las mortandades elevadas. Esto
puede implicar varios factores relacionados con las poblaciones de vibrios asi como
factores caracteristicos del manejo de los tanques de cultivo. En los casos donde se
observaron cantidades elevadas de vibrios pero no se registraron casos de
mortalidades (al menos durante el periodo de los muestreos) es factible considerar la
posibilidad de que no se presentaron las condiciones adecuadas para que se
produzca un caso de vibriosis o alguna enfermedad como tal. Para casos como el
presente, Lightner & Redman (1998), mencionan que una enfermedad en acuicultura
(vibriosis, sindrome de la mancha blanca, etc.) es el resultado final de interacciones
complejas entre tres componentes principales: el organismo (camaron), su entorno y
el patégeno, por lo que el resultado esperado de las mismas puede cambiar segun
las alteraciones en alguno o en los tres factores. Las caracteristicas del hospedero
(en ese caso larvas de camardn) pueden variar (especie, estadio de desarrollo,
condicién nutricional, etc.), el patégeno puede presentar variaciones (puede ser tipo
bacteria, protozoario, fungico o viral) y también el ambiente varia de ser cercano al
ideal (para el camaroén) o favorable para el desarrollo del agente patdgeno, por lo
que, el hecho de que se detecte un patdégeno conocido en una muestra no
necesariamente equivale al brote de la enfermedad relacionada. Lo que significa que
bajo ciertas condiciones (por ejemplo, un ambiente saludable para el camarén) el
organismo hospedero y su patdgeno potencial pueden coexistir sin efectos adversos
detectables. Una prueba de esto es que la presencia de V. harveyi en cuatro tanques
(2, 7, 9 y 12) no ha sido relacionada con algun caso de vibriosis. Cabe mencionar
gue se aislaron pocas cepas de V. harveyi y aunque no se sabe qué proporcion
representan en la abundancia total de vibrios, se puede suponer que debido a la
relativamente poca frecuencia de aislamiento, la cantidad o la virulencia de dichas
cepas no fue suficiente como para que se produjera un incidente de vibriosis. Esto
puede reforzarse con lo observado por Amaro et al. (1995), que demostraron que

existe una relacion fuerte entre la incidencia de la enfermedad en cuestion y las
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poblaciones de patégenos en el agua. Los autores (Amaro et al., 1995) mencionan
que para que la vibriosis ocurra, se tiene que registrar un aumento significativo de
especies patdégenas de vibrios en conjunto con un cambio significativo en la
composiciéon de la comunidad de los mismos (favoreciendo especies patdégenas). Por
otro lado, cuando se observan cantidades elevadas de vibrios y mortandades
masivas (tanque 1 del 2do ciclo) se tiene que considerar la importancia de la
composicion de la comunidad, (especialmente la presencia de especies
potencialmente patdégenas) y la posibilidad de que otro factor esté implicado en el
incidente, en el caso de que el mismo no se pueda atribuir a la presencia de vibrios
(Sung et al., 1999). Los vibrios que se aislaron y fueron identificados a nivel especie
incluyen a V. harveyi y a V. tubayashi siendo ambos reportados como patdégenos,
considerando a V. harveyi como el patbgeno de mayor importancia y virulencia en
camaronicultura (Karunasagar et al., 1994; Saeed, 1995; Liu et al., 1996; Austin &
Zhang, 2006). Estas bacterias fueron aisladas dos veces, al principio y casi al final
del ciclo, donde se empezaron a detectar problemas pero después de realizar las
pruebas de induccion de virulencia en experimentos controlados, no se observo un
efecto negativo en la supervivencia aunque algunas de las larvas presentaron
excitacion de cromatoéforos, alimento interrumpido y dafios en apéndices lo que se
consideran como signos de vibriosis. Cabe mencionar que se sabe poco de la
composicién de los vibrios del tanque en cuestibn ya que sélo una parte fue
identificada con herramientas moleculares (ademas de que se evalué la virulencia de
solamente dos cepas) por lo que seria prudente considerar la posibilidad de que
entre las cepas no identificadas se pueden encontrar patégenos potenciales. Es
interesante notar que los signos de vibriosis se observaron también en algunas
larvas retadas con cepas de V. harveyi aisladas de otros tanques que se
consideraron de cierta manera “sanos” comparado con el tanque 1 del 2do ciclo de

produccion.

Otro factor o factores, que no es la presencia/virulencia de vibrios patégenos,
pueden jugar un papel importante. Tal factor o factores, como se ha mencionado

anteriormente, estan relacionados a las variaciones en algunas de las caracteristicas
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del organismo y/o de su entorno, siendo este el agua de los tanques de cultivo con
todas las intervenciones y tratamientos aplicados al mismo. Como se observa en los
resultados, se registraron nameros elevados de vibrios en el agua del tanque 1 al
principio del ciclo donde también se aisl6 la primera cepa de V. harveyi y V.
tubayashi. Los vibrios (totales) fueron abundantes durante unos dias hasta
registrarse un decremento significativo en los numeros de los mismos como
resultado de tratamientos con antibiéticos y probidticos, sin embargo durante el pico
de incidencia se registraron las primeras mortalidades de las larvas y algunos casos
de retraso en los estadios de desarrollo. No se puede afirmar que las mortalidades y
los problemas mencionados realmente se deban a la presencia y virulencia de los
vibrios, debido a que faltaron estudios al respecto y teniendo en consideracion que
las enfermedades pueden ser causadas por otros agentes etiolégicos, como
protozoarios 0 microalgas, entre otros. Sin embargo, después de que se lograron
controlar las poblaciones de vibrios, la calidad de las larvas, en general no mejoro,
sugiriendo participacion de otro factor, que en este caso puede estar relacionado con
la eutrofizacion del medio provocado por la administracion de cantidades
inadecuadas de alimento. Segun Hellawell, (1986); Sung et al. (2006), aunque los
productores consideren la disminucién en el porcentaje de la biomasa del alimento
gue se administra a las larvas conforme éstas aumentan de talla, si los organismos
se encuentran bajo estrés, su actividad para alimentarse disminuye, por lo que la
cantidad de alimento no consumido aumenta, determinando un deterioro en la
calidad del agua debido a que el alimento no consumido favorece la proliferacién de
bacterias y con ello una disminucibn en la concentracion de oxigeno. Los
microorganismos responden rapidamente a tales cambios en su entorno debido a
gue tienen tiempos de generaciéon cortos con lo que puede cambiar la composicion
de la microbiota. Se ha reportado que cuando el ambiente estd sujeto a estrés,
suceden dos cosas importantes: se produce un decremento en la diversidad de la
comunidad microbiana y un aumento en algin grupo microbiano especializado
(favorecido por los cambios), que serian los vibrios debido a que son bacterias
aerobias facultativas y pueden crecer en condiciones de bajas concentraciones de

oxigeno, dandoles una ventaja adaptativa sobre bacterias aerobias estrictas
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(Madigan et al., 1999). Este puede ser el caso del tanque 1 donde al empezar a
aumentar la mortandad, el medio se sobresaturé de alimento no consumido por las
larvas estresadas, hasta llegar a cambiar drasticamente las condiciones. Esto
posiblemente condujo hacia un aumento significativo en la incidencia de vibrios casi
al final del ciclo de produccion (también se aislé la segunda cepa de V. harveyi)
donde el porcentaje de mortandad fue considerado lo suficientemente alto como para

descartar el tanque.

En términos generales, las diferencias entre el primer y el segundo ciclo de
produccién radican en la diferencia entre los picos de incidencia de vibrios donde
para el caso del ciclo 1 el pico de mayor incidencia se observa al inicio del ciclo
mientras que para el ciclo 2 se observa al final. El patron de la incidencia de vibrios
en el ciclo 1 es similar en los tres tanques lo que probablemente refleja mismas
condiciones de manejo para cada caso, mientras que en el 2do ciclo se observan
diferencias importantes entre los tanques, sugiriendo un manejo mas personalizado o
gue posiblemente existan diferencias en la composicién y el comportamiento de la
microbiota. Un aspecto que se tiene que considerar es la adicion de antibiéticos ya
gue tiene un impacto directo sobre las poblaciones de vibrios. Se puede observar
qgue los casos de una administracion de antibiéticos requieren de una importante
concentracion de vibrios ya que normalmente los antibidticos se utilizan como ultimo
recurso, cuando las otras medidas de control y manejo no dan resultado satisfactorio
y se tiene un diagnostico apropiado de la situacion (Chavez & Higuera, 2003). En la
mayoria de los tanques muestreados se puede notar una disminucién en la cantidad
de vibrios posterior a la adicion de antibiéticos sin llegar a la eliminacion total de los
mismos y en algunos casos los antibioticos no tuvieron el efecto deseado (como en
el tanque 1). Segun Roque et al. (2001); Le et al. (2005), las bacterias del género
Vibrio se consideran reservorios y vehiculos de la resistencia a antibiéticos, debido a
su presencia abundante en aguas costeras, a su habilidad para desarrollarse
rapidamente y a su capacidad de adquirir resistencia en respuesta a la presion
selectiva. Roque et al. (2001), estudiaron la sensibilidad de 144 cepas de vibrios

aisladas de un sistema de cultivo de camaron en el Noroeste del Pacifico Mexicano a
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15 antibioticos incluyendo los mas comunes y encontraron que los vibrios pueden
desarrollar resistencia a la mayoria de los antibi6ticos, teniendo mayor porcentaje de
vibrios resistentes en el caso de Oxitetraciclinas (OTC) que es un antibiotico
ampliamente utilizado en camaronicultura para controlar vibriosis, hepatopancreatitis
necrotizante y furniculosis. Considerando estos antecedentes se puede suponer que
los antibiéticos no son una solucion definitiva para el control de vibrios a pesar de ser
considerada una de las mas efectivas, debido a que se seleccionan bacterias
resistentes y se modifica la composicién de la microbiota lo que puede resultar en un

escenario menos controlable.

Otro de los factores que puede ser de importancia considerable son los
recambios parciales de agua que se realizaron en ambos ciclos como medida para
mejorar las condiciones sanitarias de los tanques de cultivo. La diferencia principal
entre los ciclos de produccion, en cuanto a recambios de agua radica en que éstos
se realizaron aproximadamente tres veces en el ler ciclo (a la mitad y a finales del
ciclo) y solamente una vez, a finales del 2do ciclo (cuando se presentd el pico de
incidencia). Segun lo reportado en el Boletin Nicovita (1998), los recambios de agua
en los tanques de cultivo de camaron se realizan con el fin de conseguir la dilucion
de compuestos toxicos, diluir la proliferacion de plancton y evitar el incremento de la
salinidad por efecto de la evaporacién, es decir, cuando se presentan problemas en
la calidad del agua. Por otro lado, no se deberian de realizar si el agua de los
tanques contiene nutrientes y plancton necesario para la produccién de camarones
sanos e indica buenos parametros de la calidad, ademas si se cuenta con un
eficiente sistema de aireacion. Uno de los efectos inmediatos de los recambios es la
remocién de una parte de la microbiota del tanque, lo que produce estrés en la
misma complicando la estabilizacion de los grupos especializados, que podrian
resultar dominantes (Sung et al., 1999). Es por esto que durante el primer ciclo de
produccion se observan oscilaciones en la incidencia sin tener intervalos de
estabilidad relativa. De manera contrastante, en el caso del segundo ciclo de
produccion, se puede observar un periodo donde las variaciones en la incidencia

son, en general, pocas teniendo una especie de periodo de “estabilidad” que dura
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aparentemente 14 dias, lo que equivale a la mitad del ciclo. Dicho evento, asi como
los eventos de fluctuaciones mayores, puede deberse a la respuesta de la
comunidad microbiana a las perturbaciones aplicadas al sistema. Como
perturbaciones se pueden considerar la adicion de probioticos, antibioticos,
administracion de alimento y recambios de agua, entre otros factores que pueden
causar impacto. Para ofrecer una posible explicacion a las variaciones en la
incidencia de vibrios es importante entender de qué maneras la comunidad
microbiana puede responder a una perturbacion. En el trabajo relativamente reciente,
Alison & Martiny (2008), describen tres tipos de respuesta de la comunidad
microbiana que no afectarian los procesos de un ecosistema y una respuesta que Si
cambiaria el comportamiento del mismo. Un ecosistema se consideraria realmente
afectado en el caso de que la perturbacion sea de tal nivel o magnitud que la
comunidad microbiana resulte significativamente alterada en su composicion y
empiece a funcionar de manera distinta (que antes de ser afectada). Pero si no
pasan las dos cosas mencionadas, la microbiota puede mostrar resistencia,
resiliencia y/o ser funcionalmente redundante en respuesta al disturbio. La
composicion microbiana se considera resistente si se mantiene similar bajo distintas
condiciones, o por decirlo con otras palabras, si es dificil de alterar de su estado
original. Es resiliente (la palabra “resilience” se podria traducir como elasticidad,
teniendo como significado mas preciso, la capacidad para recuperarse) en el caso de
que la composicidbn cambie pero se recupera rapidamente ya sea gracias al
crecimiento (tiempos de generacion cortos) o por adaptacién fisiolégica o genética.
Finalmente, la composicion microbiana puede cambiar en respuesta a nuevas
condiciones del ambiente pero al contener taxa funcionalmente redundantes, no se
vera afectado el funcionamiento del sistema. Algunos grupos microbianos (como
vibrios) tienen un alto grado de flexibilidad metabdlica y tolerancia fisiologica a
cambios en el ambiente lo que resulta en una comunidad microbiana resistente.
Estas caracteristicas junto con otras que son propias de los microorganismos, como
altas abundancias, amplia dispersion y crecimiento rapido, sugieren que las
comunidades microbianas también son normalmente resilientes a los cambios.

Ademas, la rapida adaptacion evolutiva a través de la transferencia horizontal de
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genes puede permitir a los componentes sensibles adaptarse a las nuevas
condiciones, restableciendo la composicion original de la comunidad, mientras que la
abundancia y diversidad de las bacterias favorecen la redundancia funcional (Meyer,
1994; Fencher & Finlay, 2004). Teniendo en cuenta que la comunidad microbiana
puede presentar tales respuestas a la perturbacion, se puede suponer que en los
tanques de cultivo de camaron, las comunidades microbianas, como los vibrios,
responden de diferentes maneras a las perturbaciones de distintas magnitudes. Si se
considera la importancia de las intervenciones en el sistema de tanques de cultivo
(administracién de cantidades inadecuadas de alimento, adicion de antibiéticos y
recambios de agua, arriba mencionadas), se podrian definir dos casos particulares
gue tienen un impacto masivo: los antibidticos y recambios de agua. Bajo tales
condiciones, el estrés experimentado por el sistema es sumamente alto por lo que
las poblaciones de vibrios se ven alteradas drasticamente pero algunos se muestran
resistentes y resilientes (elasticos) a la perturbacion registrdndose posteriormente
valores elevados en la incidencia de los mismos, tal y como se observa en la mayoria
de los tanques y principalmente en el ler ciclo de produccion donde la poblacion de
vibrios se “recupera” con el tiempo llegando a observarse otro pico de incidencia
(aproximadamente a la mitad de los muestreos). Considerando lo antes mencionado,
se puede decir que las poblaciones de vibrios del 1er ciclo fueron posiblemente mas
resistentes y resilientes al cambio, principalmente en los tanques 9y 12, a pesar de
que se realizaron ambas cosas, adicién de antibiéticos y recambios de agua. Esto se
puede reforzar, aunque indirectamente, con el hecho de que las cepas de V.
alginolyticus fueron aisladas a lo largo del ciclo. En el caso del 2do ciclo de
produccion, los antibiéticos se agregaron en la primer semana y no se efectuaron
recambios de agua (sino hasta el final del ciclo) por lo que los tanques fueron
sometidos a estrés, observandose una disminucion significativa en cantidades de
vibrios (mejor reflejado en los nimeros de vibrios por ml de agua) lo que sugiere una
sensibilidad alta de los mismos hacia el cambio, sin embargo, posteriormente se
observa un incremento gradual en la cantidad de vibrios hasta que se produce un
segundo pico importante de incidencia, o que puede explicarse por la resistencia y
elasticidad (resiliencia) de las poblaciones de vibrios. Finalmente, al término del ciclo
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se realizaron recambios junto con la adicion de antibioticos, presentandose el suceso
de mayor perturbacion para el sistema. Esto fue reflejado en una disminucion
drastica en la cantidad de vibrios en un periodo muy corto (2 dias) sugiriendo que la
respuesta de las poblaciones de vibrios no fue ninguna de las tres (resistencia,
resiliencia o redundancia funcional) por lo que se produjo un cambio significativo en
la microbiota que fue corroborado de manera bastante singular: no se aislé ninguna
colonia de vibrios el dltimo dia del muestreos (de los tres tanques). Regresando al
caso del ciclo 2, donde se observa un periodo con menos fluctuaciones en la
incidencia de vibrios en las larvas (periodo de estabilidad), se puede suponer que se
debe a que la magnitud de la perturbacion no fue lo suficientemente alta como para
producir un cambio significativo en la composicion microbiana, y, debido a que no se
realizd ningun recambio, se puede considerar la posibilidad de que la microbiota se
encontraba en el proceso de “estabilizacién natural” por lo que la incidencia de
vibrios durante este periodo es relativamente baja y con variaciones menores. Por
otro lado, se observaron diferencias en la incidencia entre los tanques en ambos
ciclos, en el ciclo 1 el tanque 7 fue diferente del resto debido a menor cantidad de
vibrios observados (aunque el patrén de la incidencia es similar con otros tanques),
mientras que en el ciclo 2 se observaron diferencias mas marcadas, donde el tanque
6 se diferencié del resto no sélo por tener nimeros mas bajos de vibrios, sino
también por tener un patrén de incidencia distinto. Dichas variaciones podrian estar
relacionadas con las caracteristicas de las poblaciones de vibrios de los tanques
particulares. Estos podrian ser resistentes a los cambios en el sistema o tener
composicidén especifica, distinta del resto de los tanques (especialmente en el caso
del tanque 6). Sin embargo, es evidente que las teorias y la informacién arriba
mencionada no son suficientes para explicar tales variaciones asi como algunas de
las variaciones menores detectadas en los tanques y comportamiento de ciertos
vibrios (las condiciones bajo las cuales algunos de los vibrios potencialmente
patdgenos expresan virulencia), por lo que se pretende aclarar éstas (y otras)
cuestiones en funcién de la presencia de distintos tipos de fagos que son parte

importante de la microbiota pero rara vez son considerados debido al poco
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conocimiento que se tiene sobre la interaccion de los mismos con las poblaciones

bacterianas.

Los bacteriéfagos estan presentes en todos los tanques y en todas las etapas de
los ciclos y, dado el comportamiento observado, se encuentran relacionados a las
variaciones de vibrios de cada tanque. Como se menciona anteriormente, varias
oscilaciones en los numeros de vibrios no parecen tener una relacion con las
perturbaciones que experimenta el sistema y parece que por alguna razén la
incidencia de vibrios aumenta o disminuye. Esto se puede relacionar a la presencia
de fagos con diferentes estrategias de ciclo de vida. Los fagos con ciclo litico son
considerados como virulentos debido a que matan su bacteria hospedera y su
abundancia depende de la disponibilidad de cepas susceptibles, mientras que los
fagos con ciclo lisogénico normalmente se encuentran integrados en el cromosoma
bacteriano, lo que seria parecido a un caso de simbiosis, sin provocar muerte del
hospedero (Madigan et al., 1999). Teniendo en cuenta lo antes mencionado, seria
l6gico esperar detectar fagos liticos en los casos donde hay fluctuaciones en la
incidencia de vibrios, y esto es justo lo que se observa en ambos ciclos, siendo mas
caracteristico en el 1ro, donde los fagos liticos se encontraron con mayor frecuencia.
Es importante resaltar el hecho de que los fagos liticos se observaron, casi
exclusivamente, en los puntos donde los nimeros de vibrios bajan drasticamente,
otra caracteristica interesante es la relaciéon que parece haber entre el incremento en
la mortalidad de vibrios y aumento en diversidad de fagos liticos, es decir, a mayor
diversidad de fagos se observa un decremento mas marcado en la incidencia de
vibrios. La razén de tal comportamiento se explica por la dinamica de las
interacciones de los fagos liticos con los vibrios susceptibles. Segun Wommack &
Colwell (2000), la densidad de los fagos esta en funcion de la densidad de bacterias
susceptibles a la infeccion, y si las caracteristicas metabodlicas y fisiologicas
bacterianas son constantes, entonces mas alta sera la densidad de bacterias
susceptibles y consecuentemente, habra mayor densidad final de fagos. Por lo que
se puede decir que en un sistema dado, el éxito de una poblacidn bacteriana también

puede significar su destruccion. Esto es particularmente cierto en sistemas mas
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cerrados, donde las caracteristicas del entorno facilitan una difusion relativamente
rapida de fagos a bacterias, permitiendo establecer multiples infecciones paralelas en
poco tiempo. En efecto, mientras mas densa se hace la poblacién microbiana, mas
rapido puede crecer la poblacion de fagos liticos y, finalmente se produce una
disminucién significativa en la cantidad de bacterias susceptibles teniendo grandes
cantidades de fagos pero pocas bacterias. Es por esto que los fagos liticos se
registraron después de los picos de incidencia de vibrios y no antes o en el medio, ya
gue su aparicion es respuesta al éxito de los vibrios en el sistema. Por otro lado,
segun Thingstad & Lignell (1997); Wommack & Colwell (2000), la presencia de fagos
con rango variable de hospederos (principalmente rango estrecho) tiene un efecto de
tipo selectivo, infectando principalmente a las bacterias mas comunes y exitosas. Tal
selecciébn, como consecuencia, provoca un incremento en la diversidad en las
comunidades bacterianas, permitiendo infecciones por mas fagos, por lo que también
aumenta la diversidad de los ultimos. Es posible que debido a un proceso similar, el
incremento en la diversidad de los fagos liticos corresponde a una disminucion en la
incidencia de vibrios. Los fagos lisogénicos, a diferencia de los liticos no presentan
un patron claro, aunque se puede decir que, en general no coexisten con los liticos,
son mas diversos en el segundo ciclo de produccion y se pueden encontrar tanto en
casos de aumento como de disminucién en la incidencia de vibrios. Segun Breitbart
et al. (2006), es comun observar con mayor frecuencia a los fagos lisogénicos
después de un evento de lisis bacteriana provocado por fagos liticos, ya que los
ultimos reducen drasticamente la cantidad de bacterias susceptibles, dejando viables
a células que son resistentes a la infeccion. Dicha resistencia puede ser adquirida
mediante mutacion en una fraccion de la poblacién, provocando un cambio en la
estructura de la pared celular alterando los sitios de reconocimiento que son
utilizados por el fago, o puede estar relacionada a la presencia de un profago. Los
fagos lisogénicos normalmente no provocan lisis de sus hospederos y les pueden
conferir caracteristicas adicionales mediante la conversién lisogénica, como aumento
en el metabolismo, en la resistencia a los antibibticos, resistencia a fagos e
incremento en virulencia. Estas caracteristicas pueden beneficiar al lisogeno

(bacteria con un fago lisogénico estable integrado en su genoma) haciéndolo mas
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competitivo frente a otras especies o cepas de la misma especie asegurando su
estabilizacion y prevalencia en el sistema. Es por esto que varios fagos lisogénicos
son detectados justo después de fagos liticos (o inclusive junto) y se encuentran
presentes durante los picos de incidencia de vibrios, lo Ultimo se debe a que se
encuentran como liségenos. Dos casos, los tanques 1 y 6 del 2do ciclo de
produccién, son de interés particular debido a que ambos presentan numeros
similares de fagos lisogénicos, un solo caso de fagos liticos al principio del ciclo, pero
el patron de incidencia de los vibrios es completamente distinto, incluso se podria
decir que son dos casos contrastantes. Una posible explicacién consiste en que los
fagos lisogénicos se comportan diferente en cada caso, es decir, al formar liségenos,
estos tienen tales caracteristicas que para el caso del tanque 1, el efecto fue
negativo (combinado con la perturbacion causada por la acumulacién de alimento no
consumido), produciéndose un segundo pico de incidencia, mientras que en el
tanque 6, después del efecto de los fagos liticos, los liségenos fueron de alguna
manera benéficos para el sistema presentdndose una cierta estabilidad del mismo.
Segun Bossi et al. (2003), es posible un escenario donde los fagos lisogénicos
pueden incrementar la diversidad de bacterias contribuyendo al antagonismo
microbiano, esto incluye aparicion de cepas capaces competir contra bacterias
patdgenas exitosas, reduciendo de alguna manera el impacto de las Ultimas. Este
puede ser el caso del tanque 6 donde no se encontraron vibrios patdégenos. Por otro
lado, mediante la conversién lisogénica se pueden formar lisbgenos que tengan
ventajas respecto a otros componentes de la comunidad microbiana pero no
contribuyan al antagonismo, como en el primer caso, por lo que éstos serian exitosos
en el sistema y no serian eliminados facilmente, sino se sumarian a la diversidad ya
existente, incluso algunos podrian expresar virulencia (Bossi et al., 2003), lo que
posiblemente puede tener relacion con las fluctuaciones en la incidencia de vibrios
en el tanque 1 aunque es dificil afirmar algo dada la complejidad de interacciones
gue puede haber entre vibrios y distintos tipos de fagos, ademas de la influencia de

otros factores, mencionados anteriormente.
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Hasta ahora, el comportamiento de fagos y vibrios en los dos ciclos de produccién
larvaria se traté de explicar por separado y desde diferentes puntos de vista, con lo
gue se consigue aclarar algunas interrogantes, sin embargo seria prudente ofrecer
una explicacion mas generalizada. Por lo que, tomando en cuenta las observaciones
de Jiang & Paul (1994), sobre la proporcién de fagos con distinto ciclo de replicacion
en diferentes ambientes, y las ideas sobre la perturbacion de ecosistemas, expuestas
en el escrito de Alison & Martiny (2008), se propone una hipotesis generalizada de
“estabilidad de un sistema”. Su significado seria el siguiente. En ambientes donde
hay frecuentes perturbaciones, siendo algunas de magnitud considerable, la
microbiota no llega a establecerse y se producen constantes cambios y alteraciones
en la misma (como en ambientes eutréficos), y es mas comun la presencia de fagos
liticos (que lisogénicos), cuya estrategia es simplemente matar a la bacteria
susceptible mientras ésta se encuentra disponible. Por otro lado, en ambientes, por
decirlo, mas balanceados o estables (como oligotréficos) donde las perturbaciones
son menores, y los grupos bacterianos se encuentran establecidos o alcanzan una
especie de equilibrio, es de esperarse una menor densidad bacteriana y la
dominancia de fagos con ciclo lisogénico que no matan a sus hospederos. Tomando
en cuenta lo mencionado, el comportamiento de vibrios y fagos durante el ler ciclo
se ajustaria al primer caso, de un sistema inestable ya que debido a las
perturbaciones mayores (adicion de probidticos, antibiéticos y recambios de agua),
las poblaciones de vibrios se encuentran en constante estrés por lo que no se
pueden establecer o “normalizar” de manera natural (con perturbaciones menos
frecuentes y de poca magnitud), esto a su vez promueve la presencia de fagos liticos
gue se encargan de destruir una parte de dicha poblacion, pero debido a la
inestabilidad de las condiciones del sistema el proceso se repite, por lo que se tienen
pocos fagos lisogénicos. En el caso del 2do ciclo de produccion, éste empieza como
un sistema relativamente perturbado por lo que al principio se observa un pico en la
incidencia de vibrios y se detectan fagos liticos, sin embargo, después la magnitud
de las intervenciones disminuye dejando que la microbiota llegue a una especie de
equilibrio, que dura aproximadamente la mitad del ciclo encontrandose menores

cantidades de vibrios y solamente fagos lisogénicos, los cuales tienen diferente
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efecto sobre las poblaciones de vibrios especificas de cada tanque provocando una
disminucién en la densidad de los mismos en el tanque 6 (donde no hubo casos de
vibriosis). Mientras que en el tanque 1, el efecto de la perturbacion debido el efecto
conjunto de dos intervenciones (administracion de cantidades inadecuadas de
alimento y la posterior adicion de antibiéticos) causé una seria desestabilizacién en el
sistema registrdndose eutrofizacion del ambiente y, como respuesta, aumento la
cantidad y diversidad de vibrios acompafiada de presencia de fagos lisogénicos que
probablemente formaron diversos lisdgenos competitivos sin excluir la posibilidad de

induccion de virulencia ya que se observaron signos de vibriosis.

VIIl.2. Caracterizacion de fagos

Los vibriofagos encontrados en su mayoria fueron de ciclo lisogénico lo que no
fue algo esperado debido a que en sistemas inmaduros y que se someten a mucho y
frecuente estrés es tardado que se establezca la microbiota por lo cual existe mucha
competencia entre los diferentes vibrios y normalmente abundan los fagos liticos
ayudando regular de alguna manera la poblacion. Las primeras pruebas de
aislamiento revelaron ain menos potenciales fagos liticos pero muchos liségenos.
De los fagos liticos del primer ciclo de produccion todos respondieron
satisfactoriamente a la prueba de estabilidad del ciclo mostrandose los mismos
resultados sin aumento aparente en cantidad de bacterias resistentes. La prueba
posterior que se aplicé a las bacterias resistentes mostré6 que no hubo conversion
lisogénica lo que comprueba que el ciclo es estrictamente litico. Segin Chibani-
Chennoufi et al. (2004), los fagos liticos estables son comunes en sistemas con
microbiota no establecida y que se encuentra en constante competencia lo cual
proporciona condiciones adecuadas para la relativamente prolongada presencia de
fagos liticos. De estos fagos tres del primer ciclo (lisados de fagos 16, 18 y 30) y 6
del segundo (que salieron de la misma muestra con cepa blanco identificada como V.
alginolyticus) resultaron tener efecto litico mejor pronunciado debido a que se detecto
el incremento en el halo de inhibicién hasta 3 mm de radio. Esto, segin Baros et al.

(1978); Jiang & Paul (1994), puede significar que estos fagos son altamente
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especificos, posiblemente con el genoma de tamafio mediano que no contiene
regiones que pueden influenciar en la decision de la ruta litica/lisogénica pero debido
a lo mismo se mantienen solamente durante el tiempo de residencia de la bacteria
hospedera y en el caso de no presentarse una mutacion que permita la infeccion de
otras bacterias, estos fagos son eliminados del medio. Por otro lado los fagos liticos
restantes fueron capaces de infectar en algunos casos hasta 6 bacterias adicionales.
Este aumento en el rango de especificidad puede deberse a que los fagos tengan
codificados los sitios de reconocimiento para las variaciones en la estructura o
composicién de los receptores en la superficie bacteriana ya que las bacterias
afectadas fueron en su mayoria diferentes cepas de Vibrio alginolyticus y V.
proteolyticus que tienen un alto grado de similitud (Kutter et al., 2005; Shivu et al.,
2007). En el caso particular del lisado de fago 30, después de la purificacion de
mismo se diferenciaron 6 morfotipos de placa de lisis por lo cual se consider6 la
posibilidad de que los 6 son fagos distintos. Sin embargo al realizar las pruebas de
rango de hospederos los 6 fagos presentaron el mismo rango de especificidad y poca
variacion en la efectividad del ciclo. Lo mismo se observé con los demas fagos
purificados. Esto conlleva ciertas complicaciones ya que puede significar que se trata
del mismo fago que por alguna razén mostrd resultados distintos en la placa o
tratarse de una cepa del mismo fago. Sin embargo, después de realizar la prueba de
puntos simple para determinacion de la actividad de los 6 fagos se observé una
diferencia comparado con el resultado que muestra el lisado crudo: el lisado crudo
del fago 30 se considera uno de los que tiene el mejor efecto debido a que presenta
un segundo halo de inhibicién, lo que no se observd en los fagos por separado,
ademas el efecto litico en general fue mayor (antes de concentrar) lo que significa
qgue el efecto se debe a la mezcla de diferentes fagos. Es interesante observar que
en el caso de otros fagos liticos estrictos que presentan una actividad muy marcada y
que fueron purificados pero no diferenciados en mas de un fago, no se observa el
segundo halo de inhibicion. Con base en lo anterior se puede especular que la
presencia del segundo halo de inhibicidn tiene relacion con la diversidad de fagos en

el lisado.

72



Para el caso de los fagos con ciclo lisogénico se presentaron algunas
complicaciones, siendo la principal, la dificultad de cuantificacion de los mismos ya
gue el método tradicional de agar de doble capa con formacion de UFP’s contables
no es aplicable al caso de los fagos con ciclo lisogénico. Esto se debe al sesgo en el
namero de los fagos detectables debido a que solamente se pueden cuantificar
aguellos que fueron exitosamente inducidos a la lisis (Carlson et al., 2004). Otro
problema radica en la deteccibn de los mismos debido a la propiedad de
proporcionar resistencia a la bacteria para futuras infecciones (Guttman & Kultter,
2005). Es por esto que en etapas tempranas de deteccion de fagos lisogénicos no se
habian detectado algunos. La complicacion consiste en que los filtrados de la
muestra en cuestién, no muestran actividad litica minima (o caracteristica de un fago
lisogénico) sobre la cepa de prueba (es decir, la muestra aparentemente no presenta
fagos para la cepa) pero tienen efecto sobre otra cepa o, en algunos casos, contra la
misma cepa si se repite la prueba. Lo que significa que se trata de una bacteria
lisogénica que es resistente a la infeccion por su fago lisogénico, por lo que fue
necesario realizar una prueba de lisogenia adicional. Por otro lado, las pruebas sobre
la estabilidad del ciclo en el caso de liségenos fueron de ayuda para selecciéon de
diferentes fagos lisogénicos. Se identificaron dos tipos principales, los que tienen
ciclo lisogénico estricto y los que son altamente inestables. En resumen, los estrictos
en este caso se liberan solo bajo condiciones desfavorables para la bacteria (que
puede incluir posible dafio al ADN bacteriano) que son inducidos mediante
exposicién a luz UV y los inestables bajo condiciones de estrés minimas (como
densidad elevada de bacterias en el medio). Segun Little (2005), esto ultimo significa
que tales fagos posiblemente requieren de mayores concentraciones de proteina
inhibidora de genes liticos denominada CI para prevenir la ruta litica. Otra alternativa
consiste en que la bacteria hospedera por razones desconocidas presente
inestabilidad en los niveles de CI/CII (a menor concentracion de Cl, la proteina Cll se
encarga de activar la ruta litica) lo que podria explicar el comportamiento
inconsistente en la etapa de decisiobn entre lisis y lisogénia. Se observé un
comportamiento peculiar en el caso de fagos lisogénicos 24 y 41 y sus cepas blanco

(V. alginolyticus y V. harveyi). En ambos casos la induccion del ciclo litico ocurre bajo
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condiciones minimas de estrés (denso dependiente) y, contrario a lo que se espera,
el efecto del fago liberado es similar a fagos liticos, dejando pocas bacterias
resistentes lo que significa que ambos son fagos inestables. Adicionalmente, el fago
24 al infectar su hospedero, provoca un crecimiento diferente de la bacteria lo que

puede significar que provoca cambios significativos en el metabolismo de la misma.

Es importante mencionar que realmente no se sabe el nimero exacto de fagos
distintos ya que es posible que en varias ocasiones se aislaran los mismos fagos
debido a que los intervalos entre muestreos fueron de dos (ciclo 1) o de un dia (ciclo
2) y tomando en cuenta que el tiempo de residencia de un fago es normalmente
superior a un dia y depende de la disponibilidad de cepas susceptibles (Baros et al.,
1978). Para obtener resultados mas exactos en cuanto a tipos de fagos y facilitar la
caracterizacion y descripcion de los mismos se recomienda realizar observaciones
en un microscopio electronico de transmision debido a que permite la identificacion
de los mismos a nivel familia ademas de distinguir la variedad de los mismos en una
muestra. Lo ultimo es de gran utilidad en el caso de los fagos lisogénicos debido a
que posibilita evaluar la pureza del lisado y establecer el nUmero de fagos distintos

en el mismo debido a que la seleccién y purificacion presenta complicaciones.

VIII.3. Evaluacion de la capacidad de los fagos lisogénicos para inducir

virulencia en vibrios en experimentos controlados

Los fagos con ciclo lisogénico han sido seleccionados con base en su estabilidad,
dando mayor importancia a los estables debido a que los lisbgenos pueden ser
potencialmente mas competitivos en este caso ya que existe la posibilidad de que los
genes que los fagos les confieren pueden ser de cierta manera benéficos para la
bacteria acelerando el metabolismo de las mismas y proporcionando resistencia a
infeccion por fagos (Little, 2005). Por medio de la evaluacion del efecto de los fagos
con ciclo lisogénico se pretendia demostrar que la lisogénia puede tener efecto sobre
la supervivencia de las larvas de camardn tratadas con vibrios que se han
considerado potencialmente patégenos. Teniendo como premisa que los fagos son

capaces de transformar las bacterias confiriéndoles virulencia como se ha
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demostrado en multiples ocasiones con vibrios patdogenos u otras bacterias
(Calendar & Inman, 2005), se esperaba observar dicha transformacién
indirectamente, por medio de la variacion en la supervivencia larvaria. Al observarse
una disminucién significativa en la supervivencia en larvas tratadas con fagos
lisogénicos comparado con el grupo tratado con bacteria sin el fago y el grupo control
se puede atribuir el efecto negativo directamente a la presencia del fago ya que los
experimentos se manejaron en condiciones gnotobioticas siendo las larvas
desinfectadas con dioxido de cloro previo a la administracion de tratamientos. Sin
embargo, en los 3 de los 4 experimentos realizados no se encontraron diferencias
significativas por lo que solamente se puede mencionar que existe una tendencia
general hacia la disminucion en la supervivencia cuando los fagos se administran
junto con la bacteria dejando que la infeccion y la conversion lisogénica ocurran en el
medio. Sin embargo, en el ultimo experimento realizado se observaron dos casos
(liségenos 34BF y 41BF) detectando diferencias significativas (p<0.05) comparado
con el grupo control. Ambos fagos lisogénicos forman liségenos con sus bacterias
blanco que fueron identificadas como V. harveyi y ocasionan un decremento en la
supervivencia de las larvas. Un aspecto interesante es que por separado, ambos V.
harveyi no ocasionan un descenso significativo en la supervivencia lo que sugiere
gue el efecto es ocasionado por la presencia del fagos, lo que coincide con algunos
reportes sobre fagos lisogénicos de cepas patdgenas de V. harveyi aislados de
ejemplares de camardn blanco cultivado. Flegel et al. (2005), mencionan que la
virulencia de V. harveyi es adquirida mediante bacteri6fagos por lo que se debe de
considerar la posibilidad de que la virulencia de otros vibrios que son patégenos en
los cultivos de camardn se debe a la presencia de fagos lisogénicos. Esto tiene una
implicacién sobre la fagoterapia ya que hace evidente la importancia de la seleccion
de los fagos liticos y evaluacion de los fagos lisogénicos que potencialmente podrian
transferir genes de virulencia o resistencia a antibidticos (Jiang & Paul, 1994;
Winbauer & Suttle, 1996; Faruque et al, 1999).

Otro aspecto importante a considerar es la posibilidad de otro tipo de efecto tal

como el aumento en la supervivencia de las larvas. Tal es el caso de tres lisdgenos:
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lisbgeno de bacteria no identificada (lisébgeno 6BF) de V. alginolyticus (liségeno
24BF) y V. azureus (lisbgeno 12BF) los que mostraron valores de supervivencia mas
bajos que el grupo control en ausencia del fago y un aumento notable en la misma en
calidad de lisdgenos. No se tiene informacion sobre el comportamiento de V. azureus
en sistemas de cultivo debido a que la especie fue descrita recientemente, sin
embargo esta muestra un alto parecido a nivel genético con el grupo de V. harveyi y
V. parahaemolyticus (Yosizawa et al., 2009). Por otro lado, V. alginolyticus es una de
las bacterias mas comunes en los cultivos de camardn y esta presente practicamente
en todos los estadios teniendo mayores numeros en estadios tempranos
(Vanderberghe et al., 1999) y en diferentes reportes se ha considerado tanto como
patdgeno como probidtico sin tomar en cuenta la posibilidad de presencia de un fago
gue podria ser responsable de tales atributos. En este estudio debido a las pruebas
de aislamiento de fagos y pruebas de lisogénia se sabe con certeza de que se trata
de un liségeno por lo que es igual de posible que el efecto “positivo” en la
supervivencia de las larvas de camardn se deba a las caracteristicas adquiridas por
medio del fago. Cabe mencionar que se ha reportado que algunas cepas probidticas
de V. anlginolyticus son portadoras de fagos. Segun Breitbart et al. (2005), los
bacteriéfagos no necesariamente son soélo vectores de genes de toxinas sino son
capaces de proporcionar caracteristicas tales como aumento en el metabolismo,
resistencia a fagos y/o sustancias toxicas secretadas por otras bacterias y aumento
en la capacidad de colonizacion o diseminacion lo que significa una mayor ventaja
competitiva sobre otras bacterias. Cabe mencionar que en el caso particular del
lisogéno 24BF las larvas examinadas no presentaron ningun signo de vibriosis y se
comportaban de manera similar que los organismos del grupo control teniendo
aproximadamente las mismas tallas y mismos estadios de desarrollo (no fueron

alterados debido a la presencia de la bacteria).
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IX.

CONCLUSIONES

En el cultivo larvario del camarén los vibrios son abundantes y presentes a lo
largo de todo el ciclo siendo V. alginolyticus la especie dominante seguido de V.

harveyi.

La adicion de antibidticos no necesariamente es la solucién definitiva a
problemas de caracter bacteriano ya que puede provocar resistencia ademas de

ser uno de los factores de mayor estrés para el sistema afectando la microbiota.

Para identificacion de los vibrios, el sistema de multipruebas BIOLOG
comparado con identificacién via genética (secuencias parciales del gen 16s) es

poco confiable y menos conveniente.

La mayor parte de vibriofagos liticos no son especificos siendo capaces de
infectar dos 0 mas cepas encontrandose a V. alginolyticus como la especie mas
susceptible. Lo que refuerza la observacion de que la abundancia de una bacteria
va acomparfada de un incremento en la cantidad y diversidad de fagos capaces

de infectarla.

Cuando el sistema de cultivo se encuentra relativamente inestable, los
vibriofagos dominantes son liticos, mientras que en condiciones de mayor
estabilidad, se observa la tendencia hacia la ruta lisogénica. Esto sugiere que la
presencia de los fagos con ciclo litico o lisogénico depende de la estabilidad del

sistema.

Los fagos lisogénicos no necesariamente son vectores de virulencia, pueden
tener inclusive impacto positivo al hacer mas competitiva a la cepa hospedera
como se observa en el caso del fago 24, sin embargo hace falta desarrollar un

modelo de infeccion para evaluar tal fenémeno.

La virulencia de bacteria patdgena V. harveyi se debe a la presencia de fago
lisogénico que posiblemente es un vector que transferencia de los genes que

aumentan su virulencia.
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X. RECOMENDACIONES

Es importante considerar mas factores que puedan aportar informacion
relevante acerca del estado del sistema de cultivo. El seguimiento de los cambios en
los valores de pH, salinidad, oxigeno y temperatura podria reflejar el estado de
perturbacion del sistema y seria de mucha utilidad para interpretar los resultados de
incidencia de vibrios. También se recomienda hacer seguimiento detallado de las
variaciones en las tallas de los organismos en cada muestreo para tener mayor
cantidad de informacion que pueda ser Util en el caso de un evento de mortalidad.

Como se observé de los resultados, no se recomienda utilizar el sistema de
multipruebas BIOLOG para la identificacion de los vibrios a nivel especie, ademés de
que la identificacion a nivel género tampoco es exacta. Sin embargo, si se trabaja
con vibrios lisogénicos y ya se cuenta con una identificacion exacta de las cepas,
éste sistema puede ser de mucha utilidad para caracterizar los perfiles bioquimicos
de cada lis6geno y podria servir para distinguirlos con base en los cambios en el
metabolismo adquiridos mediante la adquisicién de genes nuevos.

La identificacion de vibrios a nivel especie via genética presenta complicaciones
en el caso del gen 16s por lo que se recomienda secuenciar genes adicionales, como
23s, hsp60, recA y gyrB debido a que la variacion que presentan éstos es mayor
permitiendo una identificacion mas exacta.

Para obtencion de resultados mas completos se recomienda realizar conteos de
bacterias y virus totales siguiendo el método de microscopia de epifluorescencia con
el fluorocromo SYBR Gold, que es especifico para acido nucleicos. De esta manera
se podra determinar qué proporcion de la microbiota total son los vibrios y vibriofagos
libres.

Se recomienda profundizar estudios acerca de la capacidad de algunos fagos
lisogénicos de formar liségenos que pueden tener un efecto probidtico, asi como
mejorar protocolos y procedimientos de seleccion de fagos liticos y lisogénicos. Esto
permitira mejorar la situacion y la seguridad de la fagoterapia en acuicultura. Para lo
cual es necesario desarrollar un adecuado modelo de infeccion, lo que también
implicaria la evaluacion del impacto de las descargas de las aguas residuales en
cuerpos de agua naturales.
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Apéndice 1
Datos generales de los muestreos

Ciclo 1.

Durante el primer ciclo de produccion se realizaron 9 muestreos. Se escogieron
al azar los tanques 7, 9 y 12 de la sala proporcionada. El estadio maximo observado
fue postlarva 9. Para el final del ciclo se intensifico la adicion de antibioticos y se
hicieron varios recambios de agua en los tanques como medidas de preparacion
para la entrega del producto (que se realizé al siguiente dia del Ultimo muestreo).
Aproximadamente a la mitad del ciclo se realizaron los primeros recambios de agua.
La adiciébn de antibiéticos y probibticos se efectué desde los primeros dias de
siembra. El alimento se proporcion6 de acuerdo a talla siguiendo protocolos
establecidos. Los datos se muestran en la tabla VIII.

Ciclo 2.

En el segundo ciclo los muestreos se realizaron diariamente. Se escogieron los
tanques 1, 2 y 6 de la sala proporcionada. Una de las caracteristicas principales de
este ciclo radica en el manejo de la adicion de antibioticos y frecuencia de recambios
de agua que fue distinto al caso anterior debido a que antibi6ticos se agregaron con
menor frecuencia y los recambios se realizaron aproximadamente a finales del ciclo,
como respuesta al incremento en la mortalidad y baja calidad de larvas en algunos
tanques de cultivo, especialmente el tanque 1 que presentd problemas de mortalidad
elevada y retraso en estadios de desarrollo (observaciones directas, no se cuenta
con datos). Dicho tanque fue desechado al dia 29 del inicio del ciclo ya que no se
pudo recuperar después de efectuar medidas necesarias. Los datos se muestran en
la tabla IX.
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Tabla VIII. Datos generales sobre el primer ciclo de produccién larvaria. M se refiere al estadio de

desarrollo Mysis y PL a Postlarva.

FECHA MUESTRA ESTADIOS GRAL OBSERVACIONES
23/02/2009 1 Nauplio -
24/02/2009 Zoea 1 -
25/02/2009 2 Zoea 2 -
26/02/2009 Zoea2-3 -
27/02/2009 3 Zoea3 -
28/02/2009 M1 -
01/03/2009 M1-M2 Antibidtico
02/03/2009 4 M2-M3 Recambio
03/03/2009 M3-PL1 -
04/03/2009 5 PL1-PL2 Recambio
05/03/2009 PL2-PL3 Recambio, Antibidtico
06/03/2009 6 PL3-PL2 Antibidtico
07/03/2009 PL4-PL3 Antibiotico
08/03/2009 PL5-PL4 -
09/03/2009 7 PL6-PL5 -
10/03/2009 PL7-PL6 Antibidtico
11/03/2009 PL8-PL7 Recambio
12/03/2009 PL9-PL8 Recambio
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Tabla IX. Datos generales sobre el segundo ciclo de produccién larvaria. M se refiere al estadio Mysis

y PL a Postlarva.

FECHA MUESTRA ESTADIOS GRAL OBSERVACIONES
18/06/2009 1 Nauplio -
19/06/2009 2 zoea l -
20/06/2009 3 zoea 2 -
21/06/2009 4 zoea2-3 -
22/06/2009 5 zoea 3 -
23/06/2009 6 M1 Antibiético
24/06/2009 7 M1-M2 Antibiético
25/06/2009 8 M2-M3 -
26/06/2009 9 M3-PL1 -
27/06/2009 10 PL1-PL2 -
28/06/2009 11 PL2-PL3 -
29/06/2009 12 PL3-PL2 -
30/06/2009 13 PL4-PL3 -
01/07/2009 14 PL5-PL4 -
02/07/2009 15 PL6-PL5 -
03/07/2009 16 PL7-PL6 -
04/07/2009 17 PL8-PL7 -
05/07/2009 18 PL9-PLS8 -
06/07/2009 19 PL10-PL9 Antibiético
07/07/2009 20 PL11-PL10 -
08/07/2009 21 PL12-PL11 -
09/07/2009 22 PL13-PL12 -
10/07/2009 23 PL14-PL13 Antibiético
11/07/2009 24 PL15-PL14 Recambio 25%
12/07/2009 25 PL16-PL15 Recambio 25%
13/07/2009 26 PL17-PL16 Recambio 25% y Antibiétic
14/07/2009 27 PL18-PL17 Antibidtico
15/07/2009 28 PL19-PL18 Antibidtico
16/07/2009 29 PL20-PL19 Antibiético, T1 descartado
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Apéndice 2

Bacterias identificadas en cada ciclo

Ciclo 1

Se obtuvieron 45 bacterias en total. 17 no fueron identificadas. La mayoria de
V. alginolyticus y V. harveyi se encontraron en el ler ciclo (Tabla X).

Tabla X. Cepas aisladas durante el primer ciclo de produccidn larvaria. La denominacion N.I. aplica a
cepas no identificadas debido a no fueron consideradas de importancia por no ser susceptibles a
infeccion por fagos. Cepas marcadas con (*) fueron identificadas mediante BIOLOG.

ESTADIO MUESTRE TANQUE CLAVE ESPECIE

Zoea l 1 79,12 M1.LY Vibrio sp.

Zoea 1l 1 7,9,12 M1.L.N N.I.

Zoea l 1 9 M1.T9.a N.I.

Zoea 1l 1 12 M1.T12.a N. |

Zoea 2-3 2 7 M2.T7.L Vibrio harveyi
Zoea 2-3 2 7 M2.T7.a N.1.

Zoea 2-3 2 9 M2.T9.L N.I.

Zoea 2-3 2 9 M2.T9.a Vibrio harveyi
Zoea 2-3 2 12 M2.T12.L Vibrio alginolyticus
Mysis 1 3 7 M3.a N.I.

Mysis 1 3 9 M3.b N.1.

Mysis 1 3 12 M3.c N.I.

Mysis 3 - PL1 4 12 M4.a N.I.

Mysis 3 - PL1 4 12 M4.b Vibrio alginolyticus
Mysis 3 - PL1 4 12 M4.a2 N.I.

Mysis 3 - PL1 4 12 M4.b2 N.I.

PL2-PL3 5 7 M5.T7.a Vibrio sp.

PL2-PL3 5 7 M5.T7.b Vibrio alginolyticus
PL2-PL3 5 7 M5.T7-c Vibrio sp.

PL2-PL3 5 9 M5.T9.a Vibrio alginolyticus
PL2-PL3 5 9 M5.T9.b Vibrio sp.

PL2-PL3 5 12 M5.T12.a Vibrio harveyi
PL2-PL3 5 12 M5.T12.b N.I.

PL3-PL4 6 7 M6.T7.a Vibrio alginolyticus*
PL3-PL4 6 7 M6.T7.b Vibrio alginolyticus*
PL3-PL4 6 9 M6.T9.a Vibrio sp.*
PL3-PL4 6 9 M6.T79.b N.I.

PL3-PL4 6 12 M6.T12.a Vibrio alginolyticus
PL3-PL4 6 12 M6.T12.b N.I.

PL3-PL4 6 12 M6.T12.c Vibrio alginolyticus
PL6-PL7 7 7 M7.T7.a N.I.

PL6-PL7 7 9 M7.T9.a Vibrio proteolytocus
PL6-PL7 7 9 M7.T9.b Vibrio alginolyticus
PL6-PL7 7 12 M7.T12.a Vibrio parahaemolyticus
PL6-PL7 7 12 M7.T12.b Vibrio sp.*
PL6-PL7 7 12 M7.T12.c Aeromonas sp.*
PL8-PL9 8 9 M8.T9.a N.I.

PL8-PL9 8 9 M8.T9.b N.I.

PL9-PL10 9 7 M9.T7.a Vibrio brasiliensis
PL9-PL10 9 7 M9.T7-.b Vibrio tubayashi
PL9-PL10 9 9 M9.T9.a Vibrio harveyi
PL9-PL10 9 9 M9.T9.b N.I.

PL9-PL10 9 12 M9.T12.a Aeromonas sp.*
PL9-PL10 9 12 M9.T12.b Vibrio natriegens
PL9-PL10 9 12 M9.T12.c Vibrio alginolyticus
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Ciclo 2
Se aislaron 36 cepas de las cuales se identificaron 19. Nueve fueron

identificadas a nivel género teniendo una cepa inusual, Planomicrobium sp. y el resto
siendo Vibrio sp.(Tabla XI)

Tabla XI. Cepas aisladas durante el segundo ciclo de produccién larvaria. La denominacion N.I. aplica
a cepas no identificadas debido a que no fueron consideradas de importancia por no ser susceptibles
a infeccidn por fagos.

ESTADIO MUESTREO TANQUE CLAVE ESPECIE

M2-M3 7 1 M7.T1.L1 Vibrio tubayashi
M2-M3 7 1 M7.T1.L2 Vibrio harveyi
M2-M3 7 2 M7.T2.L1 Vibrio brasiliensis
M2-M3 7 2 M7.T2.L2 Vibrio harveyi
M2-M3 7 1 M7.T1A Vibrio sp.

M2-M3 7 2 MTT2.A Vibrio sp.

M2-M3 7 6 M7.T6.L.1 N.I.

M2-M3 7 6 M7.T6.L.2 Vibrio sp.

M3-PL1 8 6 M8.T6A.VC Vibrio parahaemolyticus
M3-PL1 8 6 MS8.T6A.VO Acetobacter pasteurianus
M3-PL1 8 2 M8.T2.LV Salinococcus roseus
PL2-PL3 10 2 M10.T2.L.AM N.I.

PL2-PL3 10 2 M10.T2.L.V N.1.

PL3-PL4 11 1 MI11.L.T1.1 N.I.

PL3-PL4 11 6 M11.T6.L.1 N.I.

PL3-PL4 11 6 M11.T6.L.2 N.1.

PL3-PL4 11 1 MI11.T1.A1l N.1.

PL3-PL4 11 1 MI11.T1.A2 N.I.

PL3-PL4 11 2 M11.T2A.1 Planomicrobium sp.
PL3-PL4 11 2 M11.T2.A2 N.1.

PL12-PL13 21 1 M21.T1.L.AM Vibrio sp.
PL12-PL13 21 2 M21.T2.LV Vibrio parahaemolyticus
PL12-PL13 21 6 M21.T6.L.AM Vibrio alginolyticus
PL12-PL13 21 6 M21.T6.L.V Vibrio natriegens
PL12-PL13 21 6 M21.T6.L.BL Vibrio azureus
PL16-PL17 25 6 M25.T6.A.AM Vibrio sp.
PL16-PL17 25 6 M25.T6.AV Vibrio sp.
PL18-PL19 27 1 M27.T1.L+A.AM N.L

L18-PL19 27 1 M27.T1.AV NI

PL18-PL19 27 2 M27.T2L+A.AM N.I

PL18-PL19 27 6 M27.T6.L.AM Vibrio alginolyticus
PL18-PL19 27 6 M27.T6.L.V Vibrio sp

PL20-PL21 29 1 M29.T1.LV N.I.

PL20-PL21 29 2 M29.T2.LV Salinococcus roseus
PL20-PL21 29 6 M29.T6.L.V NI

PL20-PL21 29 1 M29.T1.AV Vibrio sp.
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Apéndice 3
Susceptibilidad de cepas aisladas a infeccion por fagos.
Ciclo 1.

En el primer ciclo se observan 7 especies de vibrios que son susceptibles a
infeccion por fagos donde se tienen 10 cepas de V. alginolyticus, de las cuales dos
(del tanque 7 y 12) son susceptibles a infeccion de hasta 11 fagos seguido por dos
cepas mas (tanque 9 y 7) que resultaron susceptibles a 6 y 5 fagos respectivamente.
En conjunto, V. alginolyticus es susceptible a infecciones por 41 fagos. En segundo
lugar pero con menos cepas y menor ‘“rango de susceptibilidad” se encuentra V.
harveyi que se observo en los tres tanques. Es interesante que en las cepas de los
tanques 7 y 9 V. harveyi solamente sea susceptible a un fago mientras que en el
tanque 12 puede ser infectado por tres. De las 5 cepas de vibrios no identificados,
una cepa, M6.T9.A resultd susceptible a 10 fagos y en total por los vibrios no
identificados se observaron 15 fagos. Las cepas no identificadas resultaron ser

susceptibles a infecciones de hasta 10 fagos en dos ocasiones (tabla XIlI).

Ciclo 2

En el segundo ciclo de produccion se identificaron menos cepas teniendo
mayor numero de fagos en una cepa de Vibrio sp. del tanque 6 (M25.T6.A.V) siendo
ésta susceptible a 7 fagos, seguido por cepa no identificada del tanque 1
(M27.T1.L.AM) susceptible a 5 fagos. En general, los vibrios identificados no fueron
afectados por mas de 2 fagos lo que sugiere que la mayoria son especificos de su
cepa blanco (tabla XIII).
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Tabla XII. Lista de bacterias susceptibles a infeccion por distintos fagos. Las columnas corresponden a la especies de bacterias mientras que
las filas son las cepas que se encontraron de cada especie. Los nimeros representan cantidad de bacteriéfagos capaces de infectar la cepa
en cuestion.

Fagos encontrados
Cepa Aeromonas sp. V. alginolyticus V.brasiliensis V. harveyi V. natriegens V. parahaemolyticus V.proteolyticus V. tubayashi Vibrio sp. N.1.
M1lYodo 1
M2.T12.L 2
M2.T7.A 2
M2.T7.L 1
M2.T9.A 1
M2.T9.L 2
M4.T7.A.2 1
M5.T12.A 3
M5.T12.B 1
M5.T7.A 2
M5.T7.B 5
M5.T7.C 1
M5.T9.A 6
M5.7T9.B 1
M6.T12.A 2
M6.T12.B 10
M6.T12.C 11
M6.T7.A 11
M6.T7.B 1
M6.T9.A 10
M6.79.B 10
M7.T12.A 2
M7.T12.B 2
M7.T12.C 1
M7.T9.A 1
M7.T9.B 1
M9.T12.A 1
M9.T12.B 1
M9.T12.C 1
MO.T7.A 1
M9.T7.B 1
M9.T9.A 1
Total 2 41 1 6 1 2 1 1 15 27
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Tabla XllI. Lista de bacterias susceptibles a infeccion por distintos fagos en el segundo ciclo de produccién. Las columnas corresponden a la
especies de bacterias mientras que las filas son las cepas que se encontraron de cada especie. Los ndmeros representan cantidad de
bacteri6fagos capaces de infectar la cepa en cuestion.

Fagos encontrados
Cepa S. roseus V. alginolyticus V. azureus V.brasiliensis V. harveyi V. natriegens V. parahaemolyticus V. tubayashi Vibrio sp.  N.I.

M10.T2.L.V

M11.T1.A1

M11.T1.A.2

M11.T1.L.1

M11.T6.A

M11.T6.L.1

M11.T6.L.2

M19.T6.L.V

M21.T1.L.AM 1
M21.T2.L.V

M21.T6.L.AM 1

M21.T6.L.BL 1

M21.T6.L.V 1

M25.T6.A.AM 3
M25.T6.A.V 7
M27.T1.AV 2
M27.T1.L. A AM 5
M29.T2.L.V 1

M27.T6.L.AM 1

M27.T6.L.V 1
M29.T1.L.V 3
M7.T1.A 4
M7.T1.L.1 2

M7.T1.L.2 2

M7.T2.A 1
M7.T2.L.1 1

M7.T2.L.2 2

M7.T6.A.1 1
M7.T6.A.2 1
M8.T2.L.V 1

M8.T6.A.VC 2

NFEFNFRPEFEPNEFEN

[uy

Total 2 2 1 1 4 1 2 2 18 24
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Apéndice 4

Secuencias de cepas de nucleodtidos obtenidas mediante la secuenciacion de
productos de PCR utilizando oligonucleétidos para las regiones variables del

gen ribosomal 16S.

Secuencia: R1

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camardn L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2011.

No. de bases: 1356

TGCAGTCGAG CGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTGGTGTCGTTAATAGCGTCATTCGTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R2

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.

No. de bases: 1357

ATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGT
GAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R3

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

ATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGT
GAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R4

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1366

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAGA
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Secuencia: R6

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

ATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGT
GAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R8

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1358

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
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Secuencia: R10

Gen: 16S

Especie: Salinicoccus roseus

Fuente: muestra de larvas de camardn L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1362

ATACATGCAGTCGACGCGCGGATCAGGAGCTTGCTCCTGTGACGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCT
GCCCATCAGACTGGGATAACCACGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAATCCTTTTCCACACAGGTGGGAAAGTTGAAAG
GCGGTCTTTTGGCTGTCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGT
CAGGGAAGAACGCCGACGGGAGTAACTGCCCGTCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTC
TGACCACCCTGGAGACAGGGTTTCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
AGGTTACAAAGGGCAGCTAAGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC

106



Secuencia: R11

Gen: 16S

Especie: Acetobacter pasteurianus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1370

ATACATGCAGTCGAGCGCATGAAATTATTTGATTCTCTTCGGAGTGTGACGATAATGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCGTGGAAACGCGAGCTAATACCGGATAACACTTTTCATCTCCT
GATGAGAAGTTGAAAGGCGGCTTTTGCTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCT
TACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACCGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACTATAGTAACTGATAGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGCG
GTTCTTTAAGTCTGATGTGAAATCTTACGGCTCAACCGTAAACGTGCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG
AAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGAACACTCTAGAGATAGAGTTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGAAGCGAACCCGCGAGGTCAAGCAAATCCCACAAAACCATTCTCAGTTCGGAT
TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
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Secuencia: R12

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATACCTTCGGGTCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCAT
ACAGAGGGCTGCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTC
CGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
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Secuencia: R12

Gen: 16S

Especie: Vibrio natriegens

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1356

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R13

Gen: 16S

Especie: Vibrio natriegens

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1356

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R14

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 732

CTCTACCTCGGAATAGCATTTGAAATGGGCAGGATAGAGTACTGTCGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAAAGATCTGAAAAGAATTCCTTTGTATAAGTCGTCCCCGCGGACGCGACATGGATACTCAGATGCGATATGGGGGG
CAGCAAACAGTCAGAGCTACCCCTCGTCGTCCACTCCGTGAAGGATGTTTAATTGGAGGTTGGTGCCGGAGCCGTGGGTT
TCGGAGCTAACGCTTAAGTAGACCCCCCGGGGAGTACGGTCGCAAGAATAAAAATCAAATGAACCACGGGGGCCCCCAGG
ACGGGTGGGGCCCTTCCATAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTTTTGACATCCAGAGAATTTTCCAGAGAGG
GATTGGTGCCTTCGGGAACTTTGAGACAGGTCCCGCATGGCTGTTCTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGGAAGTCCC
ACAAAGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAG
GAAGGGGGGGAGGACGTCAATTCTTCATGGCCCTTCCGGGTAGGGTTACACACGTGTTACAATGGGGCATACAGAGGGCG
GCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTGGTAGTCCGGATTGGAGTCTACAACTCGACTCCA
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Secuencia: R15

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1356

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT

112



Secuencia: R16

Gen: 16S

Especie: Vibrio hepatarius

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 914

TTAAAAAGCACTTCATTTGCCTTTACGACCAGAAAAAACCCCCGGCTACACTCCGGGCCCTGCAGCCGCGGGAATACGGA
AGGGTCGGGGGGTATTAGGGAAATACTGGGGTTAAAGCGCTTGCAGGTGGGTTTGTTATTCAGATGTGAAGGCCCGGGGC
TCAACCCTCGGAATTGCATTTTAAAACTGGCAGACTAGAGTCCTGTAGAGGGGGGTAGAATTCAGGTGTAGCGGTGAAAG
GTGTAGATATATGAAAAATACCGATACGTATGCTACCAGCTGGACCGATAGTACACTTAGATGTGAAAGTAGGGGAGCAA
ACAGAGTTAGATACCCTCCTAGTCCATGCATTAAACGATGTCTAATTTAAGGTGGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAG
CTAACGTGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTTCGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATTAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTAGATGCAACGGGAAGAACCTTACTTACTCTCTACATCCAGCGAACTTTCCAGAGATGGAT
TGGTGCCTTAGGGAAGTGTGAGGCAGGTGATGCATTGCTCTTCTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGAGGAGTCCCGCA
ACGAGCGCATCCTTTTTCTTTTTTTGCCGGGGAGTAATGTCGGGTACTCCAGGGAGACTGCCGTTGATAAACCGGAGGAA
GGTGGGGAGGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTTCGAGTAGGGCTACACACGTGTTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCC
AACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATGGAGTCTGCAACTCGACTCCACGAAGTCGAAAT
GG
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Secuencia: R17

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTGGTAGTGTTAATAGCACTATCATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
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Secuencia: R18

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1352

TCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAAT
TGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGG
GCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTG
GTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAA
GGTGGTAGTGTTAATAGCACCATCATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCC
CGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGT
GGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATAC
AGAGGGCGGCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
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Secuencia: R19

Gen: 16S

Especie: Salinicoccus roseus

Fuente: muestra de larvas de camardn L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1360

ACATGCAGTCGAACGCGCGGATCAGGAGCTTGCTCCTGTGACGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTG
CCCATCAGACTGGGATAACCACGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAATCCTTTTCCACACAGGTGGGAAAGTTGAAAGG
CGGTCTTTTGGCTGTCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTC
AGGGAAGAACGCCGACGGGAGTAACTGCCCGTCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGTG
CGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTT
CCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCT
GACCACCCTGGAGACAGGGTTTCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACA
GGTTACAAAGGGCAGCTAAGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCG

ACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC
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Secuencia: R21

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
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Secuencia: R21

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1357

ATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGT
GAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAA
CTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGG
TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
CATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAG
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Secuencia: R22

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1366

ATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGT
GAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAA
CTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGG
TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
CATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAG
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Secuencia: R24

Gen: 16S

Especie: Vibrio parahaemolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1365

GTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAA
TTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCG
GGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGA
AGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAA
GCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGGAGGGGGGGGTAGAATTTCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAAGATCTGAAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT
GAGCCGTGGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGC
CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CGACTCCATGAAGTCTGGAATCGCTAGTAATCGTGATC
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Secuencia: R25

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1367

CATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
GGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGA
CCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAG
TGAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGT
GAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGA
GCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAA
CTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGG
TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
CATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGA
CTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAGAA
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Secuencia: R27

Gen: 16S

Especie: Vibrio parahaemolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1356

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
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Secuencia: R28

Gen: 16S

Especie: Vibrio azureus

Fuente: muestra de larvas de camardn L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1369

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTG
AGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGATCAGAAT
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Secuencia: R29

Gen: 16S

Especie: Vibrio tubayashi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1481

TGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTG
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGT
GAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGG
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Secuencia: R31

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1519

CATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGG
GACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGAT
CCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGC
AGTGAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT
GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT
GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGC
CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACT
CGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCAT
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCT
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Secuencia: R33

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1490

CATGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCA
GTGAGGAAGGCGGTGTCGTTAATAGCGGCCTCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGGCGGTAATACGGGAGGGTGCGGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGA
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
AGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTG
CCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC
TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCA
TGAC
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Secuencia: R34

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1479

TGCAGTCGAGCGGAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGG
GAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATAAGCCCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTATAGTACTTTCAGGAGGA
AGGAAGGGTGCGGACTTAATAGCTGCGGTATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGC
CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGG
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Secuencia: R36

Gen: 16S

Especie: Vibrio brasiliensis

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1479

ACACATGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGG
GGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCAGTGAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGGTGGTTTGTTAAGT
CAGATGTGAAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCCTGGACAGATACTGACAC
TCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTG
TGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACA
TCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTT
GTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGG
AGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGC
TACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTC
TGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGT
GGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
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Secuencia: R38

Gen: 16S

Especie: Vibrio brasiliensis

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1479

CATGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCA
GTGAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCATCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT
GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT
GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTTCGGGAACTTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTG
CCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAAC
TCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCA
TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT
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Secuencia: R40

Gen: 16S

Especie: Vibrio brasiliensis

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1518

TACACATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGG
GGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCAGTGAGGAAGGTATCGTAGTTAATAGCTGCGGTATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTTAATACGGAGGGGTTGCGAGGCGTTAAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAA
GTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACAC
TCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTG
TGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACA
TCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTT
GTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAG
ACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTG
CAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTCACCACTTTGTGG
TTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGC
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Secuencia: R41

Gen: 16S

Especie: Vibrio tubayashi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1480

TGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTG
GGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGT
GAGGAAGGTGGTGTCGTTAATAGCGGCATCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGC
ATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGG

131



Secuencia: R42

Gen: 16S

Especie: Vibrio natriegens

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Sedul, Corea. 2011.
No. de bases: 1517

CATGCAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCA
GTGAGGAAGGTATCGTAGTTAATAGCTGCGGTATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT
GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT
GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGA
GAACTTTCCAGAGATGGAATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGC
CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACT
CGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCAT
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCC
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Secuencia: RO-10

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 960

CATTTGCCCCACCTTCTGCGGCTGGTTAACGAGAGGGAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAG
GTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTA
CTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGGGGGTAATACGACGCCGCGACTTCCCCTCA
TCTCACCACCGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCCTGTCTCCCCGAAGGGGGAACGCCCGATCTCTCGGGTT
GTTAGGGGATGTCCAGACCTGTTAAGGTTCTTCGCGCTGCTTCTCATTAAATTCATAAGCTCCACCGCTTGTGCGGTTCC
TCTTTAATTCCNTTGACCTTCATTCTTGCCATCGTACTCCCCAGGCGNGAGTGCCTAACGCATTAGCTACAGCACTAAAG
GGCGGATACCCTCTAACACTTACCACTCATCGTTTACGGTTGTGTACTACCACGACATCTAATCTTGATTTGCTTCCCAC
GCTCCCCGCTTTANCGTCAATACACACCAGAGATCATCCTTCCCCCCTGGTGTTCCTCTACATCTCTACGCATTCCATTC
CTACCGTGGCTACTCTCCCTACTCTCCCGCACTCACGTTCTCCTATTTTCTATCGACCTCCCACCGGCTGAGCCCCGGCG
CCTCTTCATCAGA
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Secuencia: RO-11

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 974

AATCATTTGATGGCTTATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCT
AGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCAT
TACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGGGCTAATACGACTGCGCGGGACTTGCCC
GTCAGCTCACGACCCGAGCTGACAACAACCATGCACCACCTGTCACCCTGTCCCCCCGAAGGGGGAACGCCCGATCTCTC
GGTTTGTTAGGGGATGTCCAGACCTGTTAAGGTTCTTCCCGTTGTTTCTCATTAAATAAAATGCTCCACCTCTTGTGCGG
GCCCGCGTTAATTCCCTTGAATTTCATTCTTGCCTGTTGTTCTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGATAGCTATAGCCAC
TAAGGGGCAGATACCCTCTAACTCTTATCACTCTCGGTTTTACGGTTGTGGAATACCGGGGCATCATAATCTTTGATTTG
CTCCACAACGCTTTCGGGTCATAGCGGTCAGTTAAAGAACAAAGAGCCGCATTCGCCCCTGGAGTTCCCCTACATCTCTA
CACATTGCACTCCTACACGTGCAACTCTCTCTCCTCTCCCGCACTCACCTCCTCCTGTTTTCCAACGACCTCCCACCGGC
TGAGCCTCGCGCCCTCTCATCACACTTCACTGAAC
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Secuencia: RO-12

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 874

GCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
GGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGGGGTATACGATCTTTGCGGTCTTATTGTGTTTCTATTGACTTCTGTGAACAACCAT
GACCCACCTGTCTGGGGCCGAAACGAATGGGGCTTGCCCCATCTCTCGGGTAGGCATGGCATGTCAAGATCAGGCAAGGT
TCTTCGCCTCTCTTCTAATTAAAACACACCATTTCACCGCATGTGCGAGTCTATTTCAATTACTTTCAGTTTCACTCTGG
CGAGCGTACTCGGTGGGCGGAGTGGTAATGCATTAGCCACAGGACTAGAGGGCTGATACCCTCTAACATTCTCACTATTC
GTTGAGTNCTAGGACTACCCCGGATATATAATTCCGGTTTGCTCTCCACTCGTCTTCGCGGCTAATAGACAATTAAGGAT
TAGCAGAACTGCCTAGAGCTACTGGTGTTTCTCTGCATTTCTAGTCATTGCGCGACTACACCTCGCAACCTCCGCTTCTC
CTCTCCTACAACT
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Secuencia: RO-13

Gen: 16S

Especie: Vibrio spp.

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 386

CATTGGAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCC
CAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTGGATGTGTTAATAGCGCTT
TCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCGGGGTAAAAAAGGAA
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Secuencia: RO-14

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 982

GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGC
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACT
TTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGGGGCTAATACGACGGTGCGGGACTCATTGCGGATTGCAACTGTCATTCTGGGTACACGCATGACCTGTCT
GTCTGGCGCCCCCAACGAATGGGGCCCGCCCTATCTCTTGGTTTGTTGAGGGATGTCAATGCTCATCTTTTGCTTCGCTT
AGCACCTTATTAAACTGGCCATCTCACCTCATGTTCCGGATTATGTCCCTTTCTTTTAGTTTCAGCCTGGCGCGTCCCCT
CCGCAAGTGTAGTGGGTAATGCCTTAGCCAAAGGACTGAAGAAGCAGGTTCCCTCTACTAATTTTTTGCTCGCTCGTTGA
GTACGAGGGAGTCCCCGGATCTTTAATTTCCTGTTTGCCTCCTCTACTGGTTTTCCGGCCTAATAGTAAAGATACAGATC
AACATTGCCGCCTTTAATTTCTGCTGTTTCTCTGCATTTCGACTCATTTCGGAGCAACTCTGGAAAGTCCGCCTCAACTC
TTCTATACCTGCTTACATCGAGCTTCCACGGATGATCCTCGGGTCGTATTCTTGACCCGTCACCGATCATATTCAACGAC
ACTTCCCGCCGCGCCCCTCAATCCTACCTCTTCCCTGAC
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Secuencia: RO-15

Gen: 16S

Especie: Vibrio alginolyticus

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 697

GTTTAACTAGAGGCAAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATTACTTGACGTTAGCGACAGAAGAA
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGGGTAATACGAAGCGTCTTGTTCCTCTCTCACCTCCTCAGTTTCCTGATCTCT
ATCCTCCTGTCCACTTGTCCCCCGTCCCCTTGAGCTCGCATCCTCGGACTGTTTCGGTAGCTCCCTCATCTTCGATTTTC
TAAGGTCTTCTCCTTTCTTTATAACCACCTTCTACGCTCCGGGACCTGTTTCTTTCCCCCTTACTCTCTTTTCCTCTTTT
CCTCTTTCCNGCNTAGCCCCCGGGGGGGAGTGCTATCTGCGTCAACTACAGATCTATCCGCTGAACACACTCTCACTCTT
AGTGTCTCCTCTCACGACTTGACTACAGGGCG
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Secuencia: RO-16

Gen: 16S

Especie: Vibrio harveyi

Fuente: muestra de larvas de camaron L. vannamei

Lugar y fecha de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea. 2010.
No. de bases: 901

AACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTG
GGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTT
GACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCCGGATCTCGACTACGGTCGCGAGATAGGACTTCA
GCTCACGACCTGAGGTGACAACTACCATGCACCTCCTGTCACCCTGGCTCCCCCACCCACTTGCGCCCGATCCACCGGTC
TGTTAGGGGAAGGACCGGCTGATAAGGATCTTCACGGCTTCACTCGATAAATATAAGTCAGGCCTCTTGTCAGGGACCTT
TTTTTTTCCCCTTCTCTCTTTTCGCCTTTCCTCTCCCCAGGGGAGTCGCTGGCAGCAATGGCTTCGCGCGAGAACTGGAA
GATGCTCAGCGCGCTGTACATTTTTCACTGTTTTTAGTTGTCTACGCCGGACGAGATTAGGACTTTCAGGTGCTTTTTAC
GCTTCGATGGCTATCGCGGTCTAGTTCGAGATCAAAGAGTTATCATACGCCCCTTATGCTTCTCCAGTGACTCTACGCTT
TCCATTCCTTCACGTCGCAACTCCACCATCCCCACTCTCACTCCCGTTCTACTTCTTTTCTATCGGACTCCCC
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XIll.  ANEXOS
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Anexo 1

Protocolo de extraccién de ADN (Ausubel et al., 2002; Sambrook y Russell,
2001)

A partir de un cultivo masivo de 18 horas de cada una de las cepas aisladas, se
tomaron varias asadas y se resuspendieron en tubos Eppendorf de 2 ml con 575 ul
de TE pH 8.0 (0.1 M Tris pH 7.6, 0.001 M EDTA pH 7.5), 30 uL de SDS al 10% y 1 pL
de Proteinasa K (20 mg mL™) se agitaron en un vortex y se incubaron durante una
hora a 37°C. Transcurrido el tiempo se adicionaron 100 pL de NaCl 5M y 80 uL de
CTAB/NaCl mezclando por inversion e incubando 10 minutos a 65°C. Posteriormente
se agregd un volumen de fenol;cloroformo:alcohol isoamilico (25;24;1), se agité en
vortex hasta obtener una solucion lechosa, se centrifugd a 17,530xg por 10 minutos a
24°C, el sobrenadante se recuper6 y fue transferido a tubos de 1.6 mL estériles. Se
realizd una segunda extraccion con un volumen igual de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) mezclandose por inversion. Los tubos se centrifugaron a 17,530xg
por 2 minutos a 4°C. La fase acuosa se recupero y la precipitacion del ADN se llevo a
cabo adicionando 0.6 volumenes de isopropanol preenfriado a -20°C. Los tubos se
incubaron a -20°C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de incubacién los
tubos se centrifugaron a 17,530xg por 20 minutos a 4°C. Los botones resultantes
(ADN) se lavaron con etanol al 70% pre enfriado a -20°C, se centrifugd nuevamente
a 17,530xg por 10 minutos a 4°C, el proceso se realizO en dos ocasiones. Los
botones se dejaron secar al aire y fueron resuspendidos en 100 puL de TE pH
adicionandoles 1 pL de ARNasa (1pg pL™). Los tubos se incubaron en un bafio maria
PRESICION a 37°C por una hora, posteriormente las muestras se incubaron a 65°C
para inactivar la enzima. Finalmente el ADN se cuantificé en un espectrofotometro
(Eppendorf falta agregar el modelo) a 260 y 280 nm de absorbancia y se visualizé en
geles de agarosa al 1% tefiidos con SYBR Gold. Los resultados fueron visualizados
bajo luz ultravioleta y documentados en un sistema de fotodocumentacion UVITEC
(UVP Inc®).
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Anexo 2

Programa utilizado en el termociclador para amplificacion de gen 16s

Primers 25F/1385R

1) 94°C durante 3 min (inicio de desnaturalizacion)
2) 94°C durante 1 min (desnaturalizacion)

3) 55°C durante 1 min (alineamiento de oligos)

4) 72°C durante 2 min (extension, sintesis)

5) 72°C durante 10 min (ultima extension)

Primers 27F/1525R

1) 95°C durante 5 min (inicio de desnaturalizacién)
2) 94°C durante 30 seg (desnaturalizacion)

3) 55°C durante 30 seg (alineamiento de oligos)

4) 72°C durante 1.3 min (extension, sintesis)

5) 72°C durante 10 min (ultima extension)

30 ciclos

30 ciclos
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Anexo 3

Método de obtencion de lisados crudos (Carlson, 2004)

A caldo marino estéril previamente inoculado con la bacteria de interés se le
agregaron 100 pL de un homogeneizado de larvas y se incubd por 24 horas a 30°C.
A partir de este cultivo y con ayuda de una jeringa estéril se tomaron 10 mL y se
depositaron en tubos de vidrio, estos se centrifugaron a 4,000 rpm a 4°C durante 20
minutos para concentrar la biomasa bacteriana, el sobrenadante se decantd en tubos
de vidrio estériles y posteriormente se realizaron las pruebas de puntos (que
consisten en colocar una gota de muestra filtrada sobre una capa de bacterias
sembradas en agar para posteriormente observar el efecto de la misma) para
detectar la presencia de fagos. Cierta transparencia en el area de inéculo indica la

presencia de fago; estos lisados crudos pueden contener varios tipos de fagos.
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