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GLOSARIO

Actividad bioldgica o bioactividad: efecto benéfico o adverso de una sustancia sobre un
organismo vivo.

Antibidtico: sustancia quimica producida por un ser vivo o derivada sintéticamente que
mata o inhibe el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles.
Antagonismo: en microbiologia se refiere a la competencia entre microorganismos, que
incluye competencia, alelopatia, parasitismo y depredacion.

Bioactivos: sustancias que tiene algun efecto sobre un organismo vivo, tejido o célula.
Biocatalisis: es el proceso por el que se aumenta la velocidad de una reaccion metabdlica
debido a la accidn enzimatica.

Bioflocs: es la tecnologia que permite el cultivo de organismos acuaticos tales como peces
0 crustaceos en un ambiente dominado por microorganismos.

Cepa: en microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que poseen la misma
composicidén genética.

Co-cultivo: en microbiologia, consiste en mezclar varios tipos de microorganismos in vitro
para permitir interacciones sinérgicas o antagonistas.

Control biolégico o biocontrol: método de control de plagas, enfermedades y malezas
gue consiste en utilizar organismos vivos con el objetivo de controlar las poblaciones de otro
organismo.

Enzimas hidroliticas: cataliza la escision o desdoblamiento de un enlace mediante
hidrdlisis.

Espora: es un estado inactivo o latente de la célula en el que no crece y no hay
reproduccion, la célula forma una cubierta que le confiere resistencia contra la desecacion,
escasez de nutrientes, frio, calor, radiacion, salinidad, agentes oxidantes, desinfectantes,
pH extremo, etc.

Fagoterapia: terapia que consiste en el uso de bacteriéfagos, virus que infectan bacterias,
para tratar enfermedades causadas por bacterias.

Gram positiva: célula procariética cuya pared celular esta compuesta basicamente por

peptidoglicano y que carece de membrana externa.



Gram negativa: célula procariotica cuya pared celular contiene relativamente poco
peptidoglicano y presenta una membrana externa compuesta por lipopolisacérido,
lipoproteina y otras macromoléculas complejas.

Halo: zona alrededor de un disco o area impregnada con la sustancia activa en la que no
se produce crecimiento bacteriano.

Inmunosupresores: molécula que suprime o disminuye las reacciones inmunitarias.
Metabolito secundario: compuesto organico sintetizado por el organismo que no

tiene un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo, pero que pueden brindar
ventaja competitiva.

Plasmido: molécula de ADN extracromosémico generalmente circular que se replican y
transmiten independientes del ADN cromosomico.

Saproéfitos: organismos que se alimentan de la materia organica en descomposicion.



ABREVIATURAS

AHPND Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreética Aguda (por sus
siglas en inglés “Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease”)

BLASTp por sus siglas en inglés “Basic Local Alignment Search Tool protein”, es
un programa informatico de alineamiento de secuencias de aminoacidos,

mediante la comparacion de una secuencia problema con una base de

datos.
C citosina
DO densidad 6ptica
G guanina
GYM glucosa-levadura-malta (por sus siglas en inglés “glucose-yeast-
malt”)
MEB microscopia electrénica de barrido
PA-Sa-34"-1 cepa de Salinispora arenicola
PVC volumen del paquete celular
rpm revoluciones por minuto
TCBS tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa
UFC unidades formadoras de col6nia

VPM1 cepa M1 de Vibrio parahaemolyticus
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RESUMEN

El género Salinispora es de interés biotecnolégico por la actividad bactericida de sus
metabolitos secundarios. Las cepas de Salinispora arenicola aisladas de sedimentos del
Golfo de California poseen efectos bactericidas contra algunas cepas de Vibrio
parahaemolyticus causantes de la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(AHPND) de camarén; por lo que podrian utilizarse como agentes de biocontrol. La
estrategia actual de incorporacién de bacterias en los cultivos incluye la aplicacion directa y
el uso del alimento como vehiculo, sin embargo, se podria aumentar su eficiencia utilizando
tecnologias como la encapsulacion, lo que podria mejorar la viabilidad de las células, su
liberacion controlada y proteccion ante condiciones adversas. La presente investigacion
tiene como objetivo evaluar el efecto de incluir encapsulados de S. arenicola en sedimento
marino para el control de V. parahaemolyticus. Para ello, se realizé la encapsulacion de la
cepa PA-Sa-34’-1 de S. arenicola, en matrices de alginato de sodio, tomando en
consideracion su fase de desarrollo. Se evalu6 el efecto de los encapsulados frente a V.
parahaemolyticus mediante el método de difusién en agar; se observo que la actividad
antibacteriana es dependiente de la edad del cultivo de S. arenicola. Las cépsulas
preparadas con cultivos de 14 y 21 dias presentaron la mayor actividad. EI mismo efecto se
evalu6 mediante un co-cultivo, donde los encapsulados fueron enfrentados a V.
parahaemolyticus luego de incubarse previamente durante 7, 14 y 21 dias. El crecimiento
de V. parahaemolyticus fue medido mediante densidad O6ptica mostrando valores
significativos de inhibicion con los encapsulados realizados a los 21 dias de cultivo y a partir
de los 14 dias post-encapsulacién. En la dltima etapa de este estudio, los encapsulados
fueron inoculados en sedimento estéril y se determiné la viabilidad de S. arenicola
mostrando crecimiento de 1.96x10° UFC/g a los 7 dias hasta 4.35x10% UFC/g al cabo de
los 21 dias en el sedimento. Al inocular V. parahaemolyticus en el sistema, se observé que
a pesar de que S. arenicola tuvo un incremento poblacional, no se observa un efecto
inhibitorio sobre la capacidad del patégeno; de colonizar, lo cual puede atribuirse a las

nuevas condiciones de incubacion.



ABSTRACT

The genus Salinispora is of biotechnological interest due to the bactericidal activity of its
secondary metabolites. The strains of Salinispora arenicola isolated from sediments of the
Gulf of California have bactericidal effects against some strains of Vibrio parahaemolyticus
that cause Acute Hepatopancreatic Necrosis of shrimp (AHPND); so they could be used as
biocontrol agents. The current strategy of incorporating bacteria in crops includes the direct
application and use of the food as a vehicle, however, the efficiency could be increased using
technologies such as encapsulation, which could improve the viability of the cells, their
controlled release and protection against adverse conditions. The objective of this research
was to assess the effect of including encapsulates of S. arenicola in marine sediment for the
control of V. parahaemolyticus. The encapsulation of the strain S. arenicola PA-As-34"-1,
was carried out in sodium alginate matrices, considering the development phase. The effect
of the encapsulations against V. parahaemolyticus was assessed by the agar diffusion
method; it was found that the antibacterial activity is dependent on the age of the culture of
S. arenicola. The capsules prepared with cultures of 14 and 21 days showed the highest
activity. The same effect was evaluated by co-culture, where the encapsulates were
confronted with V. parahaemolyticus after being previously incubated for 7, 14 and 21 days.
The growth of V. parahaemolyticus was measured by optical density showing significant
inhibition with the encapsulations performed at 21 days of culture and after 14 days post-
encapsulation. In the last stage of this study, the encapsulates were inoculated in sterile
sediment and the viability of S. arenicola was determined, showing growth of 1.96x10° CFU/g
at 7 days, and up to 4.35x10° CFU/g after 21 days in the sediment. When V.
parahaemolyticus was inoculatied in the system, it that shown that although S. arenicola had
a population increase, no inhibitory effect on the pathogen's capacity was observed; to
colonize, which can be attributed to the new incubation conditions.



1. INTRODUCCION

Los sedimentos marinos albergan comunidades microbianas complejas que permanecen
poco estudiadas en relacion con otros biomas. Las estrategias competitivas empleadas por
las bacterias van desde rapido crecimiento (competencia por explotacién) a la produccion
de metabolitos secundarios alelopaticos (competencia por interferencia); sin embargo, se
sabe poco acerca de como estos compuestos afectan la estructura de la comunidad
microbiana (Patin et. al., 2015).

El sedimento oceanico al ser una fuente poco explorada en cuanto al estudio de
microorganismos unicos, con un ambiente evolutivo singular, podria haber dado como
resultado el desarrollo de nuevos metabolitos secundarios, los cuales pueden ser utilizados

como productos farmacéuticos (Bose et al., 2014).

Las actinobacterias marinas son conocidas debido a las numerosas moléculas que han sido
descritas para este grupo; principalmente de los géneros Streptomyces, Micromonospora y
mas recientemente descrito, Salinispora. El género Salinispora pertenece a la familia
Micromonosporaceae, y fue el primer género de actinobacteria marino obligado en ser
descrito (Maldonado et al., 2005). Sus miembros estan extensamente distribuidos en los
sedimentos marinos tropicales y subtropicales y en especies de esponjas. Actualmente se
han descrito 3 especies: S. arenicola, S. tropica y S. pacifica (Mincer et al., 2002). Las
especies de este género invierten fuertemente en el metabolismo secundario, con
aproximadamente el 10% de su genoma dedicado a este proceso. Estudios realizados con
el objetivo de evaluar la bioactividad de los metabolitos secundarios de diferentes cepas de
Salinispora sp. demostraron que un 35% posee actividad antibacteriana frente a cepas de
patégenos resistentes. Ademas, se han aislado metabolitos importantes como agentes
antimicrobianos y antibiéticos, siendo el caso de la arenimicina y rifamicina, aislados de S.
arenicola, este ultimo comercializado por industrias biofarmacéuticas (Maldonado et al.,
2005; Jensen & Mafnas, 2006; Subramani & Aalbersberg, 2012).

En las actinobacterias, los compuestos antibacterianos son producidos como una estrategia
defensiva para la eliminacién competitiva de especies (ifiiguez-Martinez et al., 2016). En
este sentido existen diversos trabajos que se han enfocado en el estudio de este grupo
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frente a cepas patogenas de Vibrio sp., agentes causales de enfermedades en la acuicultura
(Browdy et al., 2014).

Actualmente se han propuesto antibioticos como la enrofloxacina, la oxitetraciclina y el
florfenicol contra cepas patdégenas de V. parahaemolyticus causante de la Enfermedad de
la Necrosis Hepatopancratica Aguda en camarones (AHPND) (Soto-Rodriguez et al., 2014).
Sin embargo, la aplicacion de antibioticos u otros productos quimicos resulta muy costosa y
no deseable, debido a la resistencia bacteriana, persistencia en el ambiente acuético,
efectos sobre la biogeoquimica del sedimento y la acumulacion de residuos de antibiéticos
en los tejidos de los organismos. Por lo que la mayoria de los antibiéticos fueron prohibidos
en acuicultura. Esta medida fue adecuada para prevenir efectos adversos en la salud
humana, pero dejo a los productores acuicolas con pocas herramientas para el combate de
enfermedades bacterianas, haciéndose imprescindible la necesidad de encontrar nuevos
métodos preventivos (Velmurugan et al., 2015).

Actualmente el uso de bacterias antagonistas como control biolégico se aplican de manera
directa o usando el alimento como vehiculo, sin embargo, el uso de microencapsulados ha
sido ampliamente utilizado, ya que mejora la viabilidad de las células, su liberacién
controlada y proteccion ante condiciones adversas. Por lo que en este trabajo se pretende
evaluar el efecto de incluir encapsulados de una cepa de Salinispora arenicola en sedimento
para el control de Vibrio parahaemolyticus positivos a la Enfermedad de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND).



2. ANTECEDENTES

2.1 Actinobacterias

Los actinomicetos son el grupo de bacterias Gram-positivas descritas con alto contenido de
GC (69-78%), la mayoria son organismos de vida libre que estan ampliamente distribuidos
en los ecosistemas terrestres y acuaticos, pueden encontrarse como patdgenos en plantas,
simbiontes de invertebrados, asi como en briozoos y corales (Bose et al., 2015; Patin et al.,
2017; Babu et al., 2018). Se caracterizan por tener colonias resistentes y micelios
vegetativos ramificados con hifas filamentosas que normalmente no se fragmentan, ademas
son capaces de producir esporas que las protege ante condiciones adversas del entorno o
falta de nutrientes. Son organismos sapréfitos que forman parte de la microbiota del suelo,
contribuyen significativamente a la descomposicion de polimeros biol6gicos complejos, tales
como lignocelulosa, hemicelulosa, pectina, queratina y quitina. Ademas, son productores de
enzimas hidroliticas como amilasas, quitinasas, lipasas y proteasas implicadas en la
productividad mediante la mineralizacion y los ciclos de nutrientes (Sharma, 2014; Babu et
al., 2018).

El recambio biogeoquimico, tanto en el medio marino como terrestre se debe principalmente
al metabolismo de la poblacion microbiana, y esto se realiza a través del proceso de
descomposicion aerdbica y anaerébica mediante los cuales las células microbianas
obtienen su energia. Ademas, también juegan un papel importante en la disolucién de sales
inorganicas insolubles y la regeneracion de nutrientes (You et al., 2005).

La degradacion y el recambio de diversos materiales son criticos en el reciclaje de
compuestos de carbono y nitrégeno en el medio acuatico, y es un proceso continuo mediado

por la accion de una variedad de microorganismos.

La existencia de actinomicetos en el medio marino ha sido cuestionada con frecuencia, y se
postulo la hipotesis de escorrentia terrestre; la cual atribuye un origen terrestre de todas las
células de actinobacterias. Sin embargo, con base a estudios independientes y
dependientes del cultivo, se confirmd que los actinomicetos marinos comprenden una

microbiota autdctona en el ambiente marino (Janaki, 2016). Este punto de vista fue mejor



respaldado con el descubrimiento del primer género de actinomiceto marino obligado,
Salinispora (anteriormente conocido como Salinospora) (Mincer et al., 2005). A pesar de
que las primeras investigaciones estimaron bajas cantidades (Jensen et al.,, 1991) y
distribucion irregular (Mincer et al., 2002) de actinomicetos en el ambiente marino, estudios
mMas recientes sugirieron una mayor abundancia y diversidad de actinobacterias con
numerosos taxones nuevos. De ahi que se ha podido determinar que este grupo esta
ampliamente distribuido en diferentes ecosistemas marinos. Aunque las poblaciones de
actinobacterias en general son aparentemente persistentes en los océanos (Mincer et al.,
2002), los estudios sobre la diversidad, distribucion y funciones ecolégicas en los océanos
son escasos, siendo uno de los problemas no resueltos en la microbiologia marina (Stach
et al., 2003; Jensen et al., 2005). En estos microorganismos, se ha descrito ademas, que
son una fuente prolifica de pequefias moléculas bioactivas, metabolitos secundarios, que
incluyen citoquinas de relevancia clinica, inmunosupresores y antibiéticos (Patin et al.,
2018). Mas de la mitad de los compuestos bioactivos descritos actualmente pertenecen a
este grupo, sin embargo, solo unos pocos géneros derivados del suelo (Streptomyces y
Micromonospora) representan la mayoria de estos compuestos.

El rico potencial biosintético detectado en las secuencias del genoma plantea la posibilidad
de que las técnicas tradicionales de cultivo usadas en laboratorio no generan las sefiales
ambientales necesarias para la produccién de muchos metabolitos especializados (Patin et
al., 2018). Todas estas caracteristicas han impulsado investigaciones orientadas a su uso

como agentes de control biolégico.

2.2 Género Salinispora

Los actinomicetos pertenecientes al género Salinispora se encuentran ampliamente
distribuidos en sedimentos marinos tropicales y subtropicales (Mincer et al., 2002; Jensen
& Mafnas, 2006). Hasta la fecha, dos especies: S. tropica y S. arenicola han sido descritas
formalmente, mientras que unatercera S. pacifica ha sido propuesta (Fenical y Jensen 2006;
Millan-Aguifiaga et al., 2017). Este taxdn se describié como el primer género obligatorio de
actinomicetos marinos basado en la falta de crecimiento cuando el agua de mar se

reemplazé con agua desionizada en un medio de crecimiento complejo (Maldonado et al.
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2005; Penn & Jensen, 2012). En el estudio realizado por Tsueng y Lam en 2010
demostraron que Salinispora spp. son capaces de crecer con tan solo 5 mM de Na+ si se
proporciona el entorno osmotico adecuado. Sin embargo, también se demostré que las
células se lisan en medios de baja resistencia osmética, lo que sugiere un alto nivel de

adaptacion marina (Penn & Jensen, 2012).

De acuerdo con algunos autores, las cepas de Salinispora aparecen en gran parte como
esporas latentes y representan miembros relativamente raros de la comunidad microbiana
de sedimentos (Mincer et al., 2005). La gran diversidad de metabolitos secundarios de
Salinispora que no poseen actividad antibidtica (Fenical y Jensen, 2006) sugiere que
muchos de estos compuestos proporcionan funciones ecoldgicas distintas de la alelopatia
(Patin et al., 2015).

El género de actinomicetos marinos Salinispora proporciona un modelo valioso para abordar
los conceptos de especiacion bacteriana, el metabolismo secundario y la ecologia quimica
(Patin et al., 2017). El género es una fuente rica de productos naturales estructuralmente
diversos, y existe evidencia de que ciertos compuestos y sus grupos de genes biosintéticos
asociados se fijan a nivel de especie. Si bien las tres especies son prolificas en términos de
biosintesis de productos naturales, se demostré que S. arenicola invierte diferencialmente
en la competencia por interferencia, mientras que S. tropica invierte en el crecimiento,
estableciendo asi estos linajes coexistentes como ecotipos distintos (Millan-Aguifiaga et al.,
2017). Las tres especies estan enriquecidas en el metabolismo secundario, con

aproximadamente el 10% del genoma dedicado a este proceso (Penn et al., 2009).

2.3 Estrategias de prevencion y control de Vibrio sp.

Las especies del género Vibrio son bacterias anaerobias facultativas y Gram-negativas de
la familia Vibrionaceae. Son microorganismos prominentes en el medio marino y
generalmente constituyen la mayoria de la microbiota normal de camarones peneidos
criados y silvestres, llegan a convertirse en patdgenos oportunistas cuando se suprimen los
mecanismos naturales de defensa en los camarones. Las principales especies que causan
enfermedades en camarones son V. harveyi, V. alginolyticus, V. anguillarum y V.

parahaemolyticus (Augustine et al., 2016).



Los miembros del género Vibrio, incluidos V. parahaemolyticus y V. harveyi, han sido
descritos como las principales especies patégenas en camarones y son responsables de la
mayoria de las muertes en larvas. Estos patdogenos causan infecciones graves, disminuyen
la produccion tanto en el criadero como en los estanques de cultivo, reducen la conversion
de alimento y las tasas de crecimiento en los individuos sobrevivientes, lo que genera un
impacto negativo en el estado financiero general del negocio.

Se han propuesto varias estrategias para controlar la vibriosis en criaderos de camaron.
Uno de ellos, el uso de antibiéticos para controlar los agentes infecciosos, sin embargo, han

dado lugar a problemas de resistencia.

La vacunacion o la inmunoestimulacion de los camarones es otra tecnologia ampliamente
aceptada que promueve la respuesta inmune, pero en general no pueden usarse como una
medida universal de control de la enfermedad en la acuicultura debido a que la eficacia de

la respuesta en los encuentros subsiguientes es limitada y requieren mucha mano de obra.

Los probiéticos han sido otro enfoque de investigacion para mejorar la salud de los
camarones y el control de enfermedades. Mediante el fendmeno de la exclusibn competitiva,
los probioticos inhiben activamente la colonizacion de patégenos potenciales en el tracto
digestivo mediante la produccién de sustancias bactericidas, la competencia por los
nutrientes y el espacio y la modulacién del sistema inmunitario. La estimulacion de la
inmunidad del huésped y la exclusion de patdgenos pueden proporcionar una mayor
proteccion contra enfermedades no especificas como resultado de la mejora de la
inmunidad y la exclusién competitiva (Rengpipat et al., 2000). Hay evidencia acumulada de
que el uso profilactico de bacterias beneficiosas es eficaz para inhibir una amplia gama de
patbgenos de peces. La mayor preocupacion por los microorganismos resistentes a los
antibioticos ha llevado a sugerencias de métodos alternativos de prevencion de
enfermedades, incluido el uso de bacterias no patdgenas como agentes de control biol6gico
probiotico.

Las aplicaciones de la tecnologia de inmovilizacidon celular han sido ampliamente
reconocidas y desarrolladas desde hace muchos afios. Los sistemas celulares
inmovilizados se utilizan ampliamente en la produccion de enzimas (por ejemplo, enzimas

que digieren celulosa, proteinas y quitina), antibioticos, alcoholes, polisacaridos complejos,
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surfactantes y aditivos alimentarios. Las comunidades microbianas en forma de biopeliculas
o biogranulos también se han empleado en tecnologias de biorremediacion ambiental, por
ejemplo, tratamiento de aguas residuales para eliminar la demanda quimica de oxigeno,
nitrégeno, fosforo, metales pesados, hidrocarburos y cianuro y en biosensores
(Venugopalan et al., 2005). Los estudios también demostraron que los granulos aerébicos
se pueden usar para la eliminacion de fosfato y amoniaco (Dulekgurgen et al., 2003;
Tsuneda et al., 2003). Con su estructura compacta y alta eficiencia de degradacion, los
granulos aerdbicos muestran una excelente capacidad de degradacion de compuestos

téxicos, como el fenol (Jiang et al., 2002).

2.4 Encapsulacion de bacterias

La inmovilizaciébn de sustancias bioldgicamente activas o de células, ha sido una
herramienta universal en la biotecnologia desde décadas pasadas. La inmovilizacion celular
puede definirse como un procedimiento que limita células o sustancias dentro de un sistema
dado y que, ademas, controla la migracion o difusién de sustancias.

Una activa inmovilizacion puede lograrse a través del atrapamiento de células mediante
fuerzas fisicas o quimicas. Algunas de las ventajas descritas de la inmovilizacion celular
frente a cultivos en suspension podemos encontrar: (1) provee de una alta concentracion
de células, (2) la combinacion de altas concentraciones celulares y elevadas tasas de flujo,
permiten una alta productividad volumétrica, (3) provee de condiciones microambientales
favorables para las células (contacto entre célula, gradiente de nutrientes, gradientes de
pH), lo que permite un mejor rendimiento de la biocatdlisis y (4) en algunos casos, la

inmovilizacion mejora la estabilidad genética de los cultivos.

La gelificacién iénica comprende un método de microencapsulacién que se desarrolld para
inmovilizar células, donde se utiliza principalmente alginato de sodio como componente de
la membrana y la combinacion con iones divalentes como el calcio, para inducir la
gelificacion (Pedroza, 2002). Las gotas se transforman inmediatamente en esferas con una
membrana semipermeable, la cual atrapa las células en una matriz tridimensional de
alginato ionico, es seco, simple de usar, uniforme, biodegradable y no toxico, ademas, es
capaz de contener una alta poblacion bacteriana y proporciona una liberacion lenta de los

microorganismos al suelo por periodos prolongados.



La técnica de la encapsulacion de bacterias se ha utilizado ampliamente en la agricultura,
donde las formulaciones tienen dos objetivos fundamentales: proteger temporalmente a los
microorganismos encapsulados de las condiciones ambientales en el suelo y de la

competencia microbiana y permitir la liberacién gradual de los microorganismos al suelo.

Otras investigaciones basadas en estas nuevas tecnologias fueron desarrolladas a partir de
probioticos, como es el caso de Rosas-Ledesma et al., 2012, donde proporcionan a larvas
de peces encapsulados de Shewanella putrefaciens. Otros trabajos, como el desarrollado
por Ivanova et al.,, 2002 determinaron que con la encapsulacion de Enterococcus sp.
aumentaba en un 50 % la produccién de bacteriocinas.

3. PROBLEMATICA

Con el inicio de la AHPND en México en el 2013, la produccion de camaron ha sufrido una
reduccion drastica en las regiones afectadas de Sinaloa (57%), Sonora (65%) y Nayarit
(67%) en comparacion con la produccion de camarén en el 2012 (Nunan et al., 2014).

La industria camaronera en México esta siendo afectada debido a la gran escala de
mortalidad y la falta de respuesta a los tratamientos cominmente utilizados en este sector.
Esta enfermedad afecta tipicamente a juveniles de camarén provocando mortalidades de
hasta el 100%; el origen se ha atribuido a cepas patdgenas de Vibrio parahaemolyticus que
contienen un plasmido que codifica genes para la expresion de una toxina que causa la

enfermedad (Rodriguez-Camacho et al., 2014).

Actualmente no existe un tratamiento para la enfermedad y dado que en la acuicultura el
uso de antibiéticos esta prohibido, se estan desarrollando nuevas estrategias de control que
plantean el uso de bioflocs, fagoterapia o bacterias antagonistas (Martinez-Diaz & Hipolito-
Morales, 2013; Browdy et al., 2014; Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014). Dentro de esta
Gltima estrategia, las actinobacterias pueden ser un potencial agente de biocontrol en la
acuicultura, debido a que son una fuente potencial de compuestos antibiéticos, participan
en la degradacion de compuestos organicos, competencia por nutrientes, ademas de la

formacion de esporas resistentes que les confieren alta viabilidad (Velmurugan et. al., 2015).
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En la dltima década se han llevado a cabo numerosas investigaciones en las que evalian
la actividad bactericida de diferentes cepas de actinobacterias frente a especies del género
Vibrio. Algunos de estos trabajos son los realizados por Thirumurugan & Vijayakumar en el
2013, quienes aislaron actinobacterias de la costa sur de la India las cuales mostraron
actividad frente a V. cholarae, V. parahaemolyticus y V. alginoliticus. Por otro lado, Li et al.,
2014 aislaron actinobacterias de 3 géneros de corales Micromonospora, Nocardiopsis,
Streptomyces, y demostraron actividad frente a cepas de Vibrio sp. Mas recientemente, una
investigacion realizada en las costas de Cuba por Bernal et al., 2015 fueron aisladas 31
cepas de actinobacterias, de las cuales un 16 % fueron capaces de inhibir el crecimiento de

V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. vulnificus.

4. JUSTIFICACION

El antagonismo bacteriano es un fendmeno comudn en la naturaleza; por lo que, las
interacciones microbianas juegan un papel importante en el equilibrio entre los
microorganismos competidores beneficiosos y potencialmente patégenos; de ahi que, la
exclusién competitiva de bacterias patégenas, potencialmente reduce o elimina la necesidad

de la profilaxis antibidtica en sistemas de acuicultura intensiva (Garriques y Arevalo, 1995).

Estudios preliminares realizados en el laboratorio de Microbiologia del CICIMAR con una
coleccion de cepas de Salinispora arenicola aisladas de sedimento marino del Golfo de
California han mostrado que presentan un efecto antagénico frente a cepas de Vibrio
parahaemolyticus positivas a AHPND. Y dado que el género Salinispora esta ampliamente
distribuidas en el sedimento marino (Jensen, 2015), su encapsulacion podria aumentar la
eficiencia en la colonizacion del mismo. Por tanto, la importancia del presente estudio radica
en proponer una estrategia de control al inhibir el crecimiento de Vibrio parahaemolyticus
mediante la inclusién de encapsulados de cepas bacterianas de Salinispora arenicola en el

sedimento.
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5. HIPOTESIS

¢, Encapsulados de Salinispora arenicola pueden actuar como agente de biocontrol de Vibrio
parahaemolyticus?

Considerando que Salinispora arenicola es un habitante habitual de sedimentos marinos
capaz de producir compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de Vibrio
parahaemolyticus; y que la inmovilizacion celular es una técnica donde las células
permanecen metabolicamente activas. Mediante la incorporacion de células de S. arenicola
en encapsulados de alginato de sodio, se promovera el desarrollo normal del ciclo bioldgico
de esta bacteria junto con su capacidad de producir compuestos antagonicos, los cuales
seran liberados al medio. Ademéas de que al incorporar encapsulados de Salinispora
arenicola en sedimentos, se inducira su colonizacion y se generara un impacto sobre la

capacidad de Vibrio parahaemolyticus para colonizar y proliferar en los sedimentos marinos.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de incluir células de Salinispora arenicola en capsulas de alginato como

control biolégico de Vibrio parahaemolyticus.

6.2 Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones de encapsulacion de S. arenicola.

2. Evaluar el efecto de los encapsulados de S. arenicola en la inhibicibn de V.
parahaemolyticus in vitro.

3. Determinar el efecto de la encapsulacion sobre la viabilidad de S. arenicola en el
sedimento.

4. Evaluar el efecto de los encapsulados de S. arenicola en la inhibicion de V.

parahaemolyticus en el sedimento.
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7. MATERIALES Y METODO

7.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

La cepa de Salinispora arenicola (PA-Sa-34"-1) fue previamente aislada de sedimento
marino de Punta Arena de la Ventana, Baja California Sur, dentro del Golfo de California
(Lat. 24°03°40""N y Long. 109°49°52""W). Su aislamiento fue llevado a cabo por la Dra. Erika
T. Quintana Cano, investigadora de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas,
perteneciente al Instituto Politécnico Nacional, de acuerdo con el método de Mincer et al.,
2002.

Para su reactivacion PA-Sa-34"-1 fue cultivada en placa Petri con medio GYM (1.2 % de
agar, 0.04 % de extracto de levadura, glucosa y malta en agua de mar), y se incubé a 30 °C
bajo condiciones aerdbicas por siete dias, en triplicados.

La cepa de Vibrio parahaemolyticus M1 (VPM1) fue aislada de cultivos de camarén blanco

(Litopenaeus vannamei) durante brotes infecciosos que provocaron mortalidades masivas

en los estados de Sinaloa y Baja California Sur durante el 2015. La cepa fue corroborada
como portadora de los factores genéticos que determinan el AHPND y actualmente se
encuentra almacenada en la coleccion de cepas del Laboratorio de Microbiologia del
CICIMAR a -80°C.

7.2 Cultivo bacteriano de Salinispora arenicola (PA-Sa-34'-1) y determinacion de
su curva de crecimiento

A partir de la cepa PA-Sa-34"-1 almacenada a -80 °C en glicerol se tomaron 30 pL y se
sembrd en una placa con agar marino, mediante el método de microgotas, se incubé a 30
°C durante 7 dias. Posteriormente, se transfirid cada microgota por separadas en 5 ml de
medio GYM y se incubd durante 2 dias a 30 °‘C en agitacién constante a 150 rpm,
posteriormente se paso a 50 ml bajo las mismas condiciones durante 3 dias, este cultivo
sirvié de preindculo para el posterior cultivo celular.

Se tomaron muestras de 1 ml y se realizaron diluciones seriadas para sembrarse en placas

con agar marino y determinar UFC/ml antes de realizar el escalado final.
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Se transfirieron los 50 ml del preinéculo en 500 ml de medio GYM y se incubo en las mismas
condiciones antes descritas.

Para la determinacién de la curva de crecimiento de la cepa a evaluar se realizaron tomas
de muestras de 5 ml a los dias 0, 4, 7, 10, 14, 18, 21, 25 y 28 de cultivo, se centrifugaron a
4000 g durante 10 minutos para medir el volumen del paquete celular (PVC) segun Ng et

al., 2014, con respecto al tiempo de cultivo siguiendo la formula:

% PVC =PVC* 100
Donde:
Volumen total PVC: volumen del paquete celular

Volumen total de la muestra

Todos estos experimentos se realizaron por triplicado.

7.3 Obtencion de bioencapsulados de Salinispora arenicola (cepa PA-Sa-34"-1)

Se tomaron muestras del cultivo de la cepa PA-Sa-34'-1 a los 7, 14 y 21 dias, y se
centrifugaron durante 10 minutos a 3500 rpm. El precipitado celular se mezcl6 con una
solucién de alginato de sodio (Sigma, viscosidad: 110.8+1.4 mPas, fuera de gel: 1360.6) al
1 % para obtener indculos de 4 %, 6 % y 8 %. Todo este proceso se realizd utilizando
materiales estériles para evitar contaminacion. La mezcla fue goteada con una jeringa de
10 ml en una solucién de cloruro de calcio al 10 % en agitacion constante. Cada gota se
convirtié en una perla al contacto con la solucién de cloruro de calcio. Al final se lavaron con
solucion salina 2.5 % para remover el exceso de calcio y secadas en papel de filtro estéril

para eliminar el exceso de agua.
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7.4 Evaluacién de la actividad inhibitoria in vitro frente a la cepa M1 de V.
parahaemolyticus

Con los encapsulados de PA-Sa-34"-1 alos 7, 14y 21 dias de cultivo se evaluo su actividad
frente a la cepa VPM1. Se colocaron las perlas en placas de agar marino con la cepa VPM1
ajustado a 1x108 UFC/ml y se incubd durante 24 horas a 35 °C. Se probaron diferente
namero de perlas (1, 3y 6) en las placas de agar y se utilizé6 como control positivo 25 g de

cloranfenicol. Posteriormente se midieron los halos de inhibicion.

A partir de los resultados obtenidos en el experimento anterior, se evaluo el efecto de los
encapsulados de PA-Sa-34"-1 frente a VPML1 en un co-cultivo. Para determinar el nimero
de encapsulados a utilizar en el ensayo de co-cultivo se midi6 el radio de inhibicion que
mostraron en el ensayo de actividad en placas de agar marino, y se llevé a un valor de
volumen, con base a una aproximacion de la longitud de difusion alcanzado bajo el efecto
de una perla. Esto mostrd un valor de 3.8 perlas por ml de medio liquido. Los ensayos se
evaluaron tomando en cuenta este valor y el doble de este. Se utilizd 6 % de indculo inicial
de S. arenicola para la realizacion de las perlas.

Considerando los dias de mayor actividad, se realizaron las perlas y se incubaron los
encapsulados en caldo marino a 30 °C y 120 rpm, durante 7, 14 y 21 dias cuando se le
afiadi6 la cepa VPML1 ajustado a 1x10* UFC/ml y crecida previamente durante 24 horas.

Los encapsulados realizados a los 14 y 21 dias de cultivo de PA-Sa-34"-1 se pusieron en
tubos de cristal con 5 ml de caldo marino, y se probaron dos tratamientos, 19 y 38
encapsulados. Se incubaron a 30 °C en agitacién a 150 rpm, durante los 0, 7, 14 y 21 dias
posteriores a la encapsulacion. Llegados estos tiempos se le afadio la cepa VPM1
ajustando a 1x10* células/ml. Como controles positivos se aplicaron los tratamientos: (1)
cepa VPM1 con los encapsulados sin PA-Sa-34"-1y (2) VPML1 solamente.

Todos los tratamientos se incubaron a las mismas condiciones expuestas anteriormente. Se
tomaron 200 pl de muestra a los tiempos 0, 4, 8, 12 y 24 horas, y se pasaron a placas de

96 pocillos para medir DO a 600nm.
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7.5 Determinacion de las fases de desarrollo morfolégico y viabilidad de la cepa
PA-Sa-34"-1 de Salinispora arenicola encapsulada

Se realiz6 un seguimiento de las bacterias en el interior de las cdpsulas de alginato con el
objetivo de identificar las fases de desarrollo de PA-Sa-34"-1 mediante microscopia
electronica de barrido en el Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste (CIBNOR).
Para ello se analizaron las capsulas realizadas a los 14 y 21 dias de cultivo y a los tiempos
0, 7, 14 y 21 dias posteriores a la encapsulacion. Luego de realizadas las capsulas se
pusieron en nitrogenos liquido y fueron almacenadas a -70 °C hasta su andlisis mediante
MEB.

La preparaciéon de las muestras para ser observadas mediante microscopia electronica de
barrido se realizaron de la siguiente manera: primero se lavaron los encapsulados con agua
destilada 3 veces, dejando el doble del volumen que ocupan las perlas en el ltimo lavado,
posteriormente se realiz0 la fijacion con tetroxido de osmio, afiadiéndose dos gotas a cada
muestra; luego de que las perlas alcanzaran una coloracion oscura al cabo de 24 horas se
realiz6 otros 3 lavados con agua destilada. Seguidamente, se pas6 a la prehidratacion
utilizando un gradiente de alcohol del 30%, 60%, 80% y 100% y dejando incubar durante 30
minutos para cada concentracién. Posteriormente se siguid al secado al punto critico para
finalmente montarse las perlas abiertas en una camara al vacio Sputter Coater para su

recubrimiento con oro.

La viabilidad y densidad celular en el interior de las capsulas se determind mediante
maceracion de las perlas y sembrado en placas de agar marino. Se determiné el nimero de

UFC/perla mediante cuenta en placa.

7.6 Evaluacién del crecimiento de los encapsulados de Salinispora arenicola en el
sedimento

Se obtuvieron muestras de sedimento de estanques de cultivo de la granja de camaron
comercial. El sedimento fue colocado en matraces de 250 ml con 46 g de sedimento, el
cual ocupa una altura de 1 cm, se esteriliz6 durante 40 minutos a 121 °C. Posteriormente

se le afladié 200 ml de agua de mar filtrada a 0.2 um y esterilizada en autoclave. A cada
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unidad se le colocaron 100 capsulas de PA-Sa-34’-1 con aireacion constante. Los

experimentos se realizaron por triplicados.

Para determinar la prevalencia de PA-Sa-34"-1 encapsulada en el sedimento se tomaron 3
muestras de sedimento a los 7, 14 y 21 dias posteriores a la encapsulacion de las bacterias
y se colocaron en tubos de 15 ml. A cada muestra se le afladié agua de mar estéril y filtrada
para una proporcion de 1 g de sedimento en 9 ml de agua de mar. Se realizaron diluciones
decimales y posteriormente se sembré en placas de agar marino para determinar cuenta

viable.

7.7 Evaluacién del efecto de lainclusion de los encapsulados de S. arenicola en el
control de V. parahaemolyticus en el sedimento

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inclusion de los encapsulados de PA-Sa-34"-1 en
el control de VPM1 en el sedimento se montaron las unidades experimentales como se
explica en el apartado 7.6, por triplicado.

Luego de la incubacion de los encapsulados de PA-Sa-34"-1 durante 14 y 21 dias por
separados, en sedimento, se afiadi6 la cepa VPM1 a la densidad de 10% células/ml.
Posteriormente, se evalu6 el efecto sobre VPM1 mediante el conteo de UFC tanto en
sedimento como en la columna de agua a las 24, 48, 72 y 96 horas después del reto, y se
compardé con un control positivo sin adicién de bacterias encapsuladas.

El conteo de VPML1 se realizé mediante diluciones decimales en medio TCBS, se incubaron
a 30 °C durante 48 horas y se realizar6 el conteo de UFC mediante el método de microgota.

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad de los datos, se aplico un ANOVA

y posteriormente para determinar las diferencias significativas se realizé una prueba a

posteriori de Tukey, con valor p<0.05. Se trabajé con el programa Statistica.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencion de curva de crecimiento de la cepa PA-Sa-34"-1 de Salinispora
arenicola

La curva de crecimiento de la cepa PA-Sa-34"-1 se realiz6 tomando muestras de 5 ml a
los dias 0, 4, 7, 10, 14, 18, 21, 25 y 28 de cultivo, se centrifugaron a 4000 g durante 10
minutos para medir el volumen del paquete celular (PVC). La gréfica 1 muestra la curva
de crecimiento desarrollada durante los primeros 28 dias del cultivo bacteriano. Se
puede observar la fase de adaptacién durante los primeros 4 dias del cultivo, seguida de
una fase de crecimiento exponencial hasta el dia 10 de cultivo. Posteriormente se
aprecia una fase estacionaria hasta el dia 25 de cultivo seguida de la fase de muerte

celular.
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Figura 1. Curva de crecimiento de la cepa PA-Sa-34"-1 de Salinispora arenicola durante 28 dias de
cultivo.
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8.2 Determinacion de los bioencapsulados de cepas de Salinispora arenicola

Se realizaron bioencapsulados de PA-Sa-34"-1 a los 7, 14 y 21 del cultivo, con diferente
porcentaje de inoculo inicial, 4 %, 6 % y 8 % y se obtuvieron perlas de 3 mm de diametro
como se muestran en la figura 2. Al momento en que se realizo el escalado del cultivo se

partié de un inéculo inicial de 5.6x10* UFC/ml.

':’.l'&lllllll‘lllllljll!|II2II,!'III|H||!i|n|||' o

Figura 2. Perlas obtenidas con alginato de sodio 1 % y goteadas en cloruro de calcio al 10 % (A)
Medicion. (B) Vista al estereoscopio.

8.3 Evaluacién de la actividad inhibitoria in vitro frente a la cepa M1 de V.
parahaemolyticus

Se evaluo la actividad de los encapsulados de PA-Sa-34-1 realizados a los 7, 14 y 21 dias
de cultivos frente a la cepa VPM1 (108 células/ml). Fueron evaluados los diferentes tiempos,
porcentajes de indculo en las perlas, asi como los distintos nimero de perlas.

El ensayo de actividad de los bioencapsulados de PA-Sa-34"-1 mostrd una variacion en la
actividad con respecto al tiempo de cultivo. La menor actividad frente a la cepa VPML1 se
presentd con las perlas elaboradas con un cultivo de 7 dias comparado con los
encapsulados realizados a los 14 y 21 dias de cultivo cuya actividad se incrementé. Se us6

como control positivo 25 pg de cloranfenicol (Fig. 3).
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Figura 3. Actividad de los bioencapsulados de PA-Sa-34"-1 (A) 7 dias de cultivo (B) 14 dias de
cultivo (C) 21 dias de cultivo, frente a la cepa VPML1.

Con respecto al porcentaje del inoculo a utilizar para la elaboracién de las perlas, los
mayores halos de inhibicibn se mostraron con 6 % y 8 % de inoculo, sin diferencias
significativas entre ambos, de ahi que se decidié tomar el inéculo del 6 % para continuar
con los ensayos de actividad frente VPM1.

Por otro lado, el nimero de encapsulados probados no mostré diferencias en la inhibicion
provocada, posiblemente se debe a que las moléculas encargadas de la inhibicion tuvieron
la mismo difusion tanto para 1,3 6 6 encapsulados, observado en el radio de inhibicion. Lo
que sugiere que la inhibicién no fue dependiente del numero de células presentes (Fig 4).
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Figura 4. Medicién de los halos de inhibicion en el ensayo de actividad frente a VPM1 a los 7, 14y
21 dias de cultivo de PA-Sa-34"-1. Se evaluaron diferente nimero de encapsulados y porcentaje de
indculo representado por las barras grises, 4 %; barras blancas, 6 %; barras negras, 8 % y como
control el cloranfenicol representado con la barra azul.
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8.4 Evaluacién de la actividad inhibitoria de los encapsulados frente a la cepa M1
de V. parahaemolyticus mediante co-cultivo

A través de un co-cultivo se evalud la actividad de los encapsulados de PA-Sa-34"-1,
realizados a los 14 y 21 dias de cultivos, siendo los dias que mayor actividad mostraron en

el ensayo en placas.

La figura 5 muestra los resultados obtenidos en el ensayo de co-cultivo para los
encapsulados realizados a los 14 dias de cultivo y 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulacion
frente a la cepa VPML1.

Los encapsulados con cultivo de 14 dias mostraron efecto significativo en la reduccion del
crecimiento de VPML1 al cabo de las 24 horas en el tiempo de 7 dias posteriores a la
encapsulacién de PA-Sa-34"-1 en el tratamiento con 38 perlas. Sin embargo, este efecto se
pierde con el paso de los tiempos de encapsulacion restantes, de ahi que, el crecimiento de

VPM1 comienza a potenciarse comparado con el control de crecimiento.
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Figura 5. Actividad de los bioencapsulados de PA-Sa-34’-1 realizados a los 14 dias del cultivoy O
(A), 7 (B), 14 (C) y 21(D) dias de encapsulacion frente a la cepa VPM1 en co-cultivo. La linea gris
representa el crecimiento de VPML1, la linea negra el tratamiento de VPM1 con encapsulados sin
PA-Sa-34"-1 y las lineas discontinuas azul y roja muestran los tratamientos con 19 y 38 perlas

respectivamente.
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Tabla 1. Valores de densidad 6ptica arrojados en los ensayos de co-cultivo a los 14 dias del cultivo

con 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulaciéon frente a la cepa VPM1. Andlisis estadistico ANOVA y

prueba a posteriori Tukey, p<0.05. Las letras con superindices diferentes marcan los grupos con

diferencias significativas y letras iguales no hay diferencias significativas.

Control de 19 perlas 38 perlas P
Crecimiento
de Vibrio
Odias 077 +0.092 0.68+0.042 0.70+0.012 >0.05
7dias  077+0092 059+008% 050+009°  <0.05
ladias  064+0.092 045+010% 048+005%  >0.05
21dias 047+0.122 0.622003% 039+005%  >0.05

La figura 6 muestra los resultados obtenidos de los encapsulados realizados a los 21 dias
de cultivo con 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulacion frente a la cepa VPM1.

En los resultados obtenidos a los 21 dias de cultivo se comenzaron a observar efecto
inhibitorio significativo a los 7 dias posteriores a la encapsulacion tanto para 19 como 38
encapsulados. Ya para los 14 y 21 dias post-encapsulacion el efecto se observa en ambos
tratamientos (19 y 38 encapsulados), con inhibicién del 99% (Tabla 2).
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Figura 6. Actividad de los bioencapsulados de PA-Sa-34"-1 realizados a los 21 dias del cultivoy 0
(A), 7 (B), 14 (C) y 21 (D) dias de encapsulacion frente a la cepa VPM1 en co-cultivo. La linea gris
representa el tratamiento de VPM1 solamente, la linea negra el tratamiento de VPM1 con los
encapsulados sin PA-Sa-34'-1 y las lineas discontinuas azul y roja muestran los tratamientos con
19 y 38 perlas respectivamente.
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Tabla 2. Valores de densidad optica arrojados en los ensayos de co-cultivo a los 21 dias del cultivo

con 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulaciéon frente a la cepa VPM1. Andlisis estadistico ANOVA y

prueba a posteriori Tukey, p<0.05. Las letras con superindices diferentes marcan los grupos con

diferencias significativas y letras iguales no hay diferencias significativas.

Control de 19 perlas 38 perlas P
Crecimiento
de Vibrio
Odias (037 +0.032 040+0.03% 0.36+0012  >005
7dias  051+011%2 027+009° 014+013"  <0.05
l4dias  071+005% 0.02+051° 0.001+0001° <0.01
2ldias  0g6+0.122 0.07+0.04° 001+0002P <0.000

8.5 Determinacién de las fases de desarrollo morfolégico y viabilidad de la cepa
PA-Sa-34"-1 de Salinispora arenicola encapsulada

Con el objetivo de determinar las fases de desarrollo morfoldgico en el que se encontraban

las células en el interior del alginato, se tomaron muetras de los encapsulados a los mismos

tiempos en los que se realizaron los retos con VPM1. Las muestras fueron preparadas y se

realizaron observaciones mediante microscopia electrénica de barrido (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Microscopia electronica de barrido a los 14 dias de cultivo y 0 (A), 7 (B), 14 (C) y 21 (D)
dias post-encapsulacion. La flecha roja muestra ensanchamiento en el extremo apical del micelio.

Para los encapsulados realizados a los 14 dias de cultivo se puede observar a los 0 dias
post-encapsulacion un incipiente crecimiento micelar (Fig 7A), el cual fue aumentando su
densidad con el paso de los dias de post-encapsulacion (Fig 7D). La formacion de esporas
se observa hasta los 21 dias posteriores a la encapsulacion (Fig. 7D), sin embargo se puede
apreciar un ensanchamiento en el extremo del micelio (Fig 7C), lo cual pudiera corresponder

con el inicio de la esporulacion.
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Figura 8. Microscopia electrénica de barrido a los 21 dias de cultivoy 0 (A), 7 (B), 14 (C) y 21 (D)
dias post-encapsulacién. La flecha roja muestra ensanchamiento en el extremo apical del micelio.

En los encapsulados realizados a los 21 dias de cultivo, desde los 7 dias posteriores a la
encapsulacién ya se observa un inicio de la esporulacion con un ensanchamiento en el
extremo del micelio (Fig. 8A). Para el dia 21 post-encapsulacion la formacion de esporas es

notable, observandose estructuras circulares separadas del crecimiento micelar (Fig. 8D).

Otro dato importante de resaltar fue el hecho de que las células se ubicaron en el interior de

las capsulas de alginato para su crecimiento (Fig. 9).
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Figura 9. Ubicacién de las células de PA-Sa-34"-1 dentro de las capsulas de alginato observadas
mediante microscopia electronica de barrido.

Con el aumento en la cantidad de micelio formado con el paso de los dias analizados,
pudimos concluir que las células se encuentran viables en el interior de las capas de
alginato.

Por otro lado, se contabiliz6 mediante UFC el crecimiento celular en el interior de las perla
de alginato que se habian realizado con 21 dias de cultivo e incubados durante 14 y 21 dias
post-encapsulacion. Para ello se macerd una perla y se resuspendié en 1 ml de caldo
marino, para luego ser sembrado 100 pl en placas de agar marino. Al cabo de los 14 dias
se obtuvo un valor de 2.0x102 UFC/perla (~14 UFC/mm? del encapsulado), mientras que a
los 21 dias post-encapsulacion, tenia 1.2x10% UFC/perla (-85 UFC/mm?3). Se realiz6 el

analisis por triplicado.
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8.6 Evaluacién del crecimiento de los encapsulados de Salinispora arenicola en el
sedimento

A partir de las unidades experimentales realizadas como se explica en el acépite 7.6, se
tomaron 3 muestras de sedimento en cada una de las 3 réplicas del ensayo alos 7, 14y 21
dias posteriores a la encapsulacion. Los valores arrojados mostraron un aumento en el
numero de UFC, siendo de 1.96x10° UFC/g de sedimento, para los 7 dias posteriores a la
encapsulacion de las bacterias y puestas en el sedimento. Mientras que para los 14 dias el
valor fue de 1.18x10°% UFC/g de sedimento teniendo un incremento hasta los 21 dias de
4.35x10% UFC/g. El haber obtenido estos resultados nos da la idea de que S. arenicola es
capaz de crecer y adaptarse a las condiciones establecidas en el laboratorio y utilizar los

nutrientes presentes en el sedimento recolectado de la granja de camarones.

8.7 Evaluacién del efecto de la inclusion de los encapsulados de S. arenicola en el
control de V. parahaemolyticus en el sedimento

Los resultados obtenidos anteriormente, tanto en el ensayo de co-cultivo, donde se logro
determinar el efecto inhibitorio de PA-Sa-34"-1 encapsulada frente a VPML1, asi como la
capacidad de crecer dentro de las capsulas de alginato y a través del sedimento, dio pauta
a poder determinar la capacidad de producir compuestos bioactivos capaces de inhibir el

crecimiento de VPML, y que lograran una difusion hacia el sedimento.

Primeramente se evalué el crecimiento y comportamiento de la cepa VPM1 en el sedimento,
siendo el control positivo del ensayo. Las unidades experimentales se prepararon de la
misma manera como se presenta en el acapite 7.6 sin afiadir los encapsulados de PA-Sa-

34°-1. Se prob6 un in6culo inicial de VPM1, de 10* células/ml.
Se tomaron muestras de la columna de agua y del sedimento durante 24, 48, 72 y 96 horas.

Por otro lado, se evalué el efecto de los metabolitos secundarios producidos por los

encapsulados de PA-Sa-34’-1 frente a VPML. Para ello, se mantuvieron las perlas durante
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14 y 21 dias en el sedimento en unidades experimentales por separado para luego de llegar
los tiempos deseados realizarse el reto.
Los resultados obtenidos mediante conteo de UFC para sedimento y en la columna de agua

se muestran en las figuras 10 y 11 respectivamente.

El grupo control mostré un crecimiento esperado, puesto que se observan mayor niamero
de UFC de VPM1 en sedimento que en la columna de agua.

En el sedimento, la curva de crecimiento de VPM1 muestra una fase de adaptacién hasta
las 48 horas y una fase exponencial marcada hasta las 72 horas, para continuar con una
fase de meseta hasta las 96 horas evaluadas.

Los grupos tratados con los encapsulados de PA-Sa-34"-1 mostraron una disminucion en el
crecimiento de VPML1 a las 72 h, sin embargo, esta disminucién no fue estadisticamente
significativa. Para las 96 h de cultivo el efecto ya no se observa.

En el agua, el comportamiento fue totalmente contrario, el conteo de UFC del grupo control
fue muy bajo, mientras que en los tratamientos el crecimiento fue significativamente mayor

a partir de las 48 horas.
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Figura 10. Crecimiento de VPML1 frente a los encapsulados de PA-Sa-34"-1 en sedimento. La linea
roja representa el control de crecimiento, la linea verde corresponde al tratamiento con encapsulados
de 14 dias y la linea azul con encapsulados de 21 dias.
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Figura 11. Crecimiento de VPML frente a los encapsulados de PA-Sa-34"-1 en la columna de agua.
La linea roja representa el control de crecimiento, la linea verde corresponde al tratamiento con

encapsulados de 14 dias y la linea azul con encapsulados de 21 dias.
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9. DISCUSION

Los actinomicetos desempefian un papel importante en el reciclaje de materia organica en
el medio, de ahi que se han realizado estudios basados en su capacidad como
biorremediadores en la acuicultura (Babu et al., 2018). Esta caracteristica, unida a su
produccion de compuestos bioactivos, ampliamente estudiado en este grupo, los hace
candidatos para su uso como agentes de control bioldgico.

El género Salinispora es un miembro raro de la comunidad bacteriana, su forma de
crecimiento micelar y su capacidad para secretar metabolitos secundarios biolégicamente
activos sugiere que podria tener un impacto importante en la estructura de la comunidad
localizada, contribuyendo asi a la heterogeneidad microbiana de los sedimentos (Patin et
al., 2017).

En el presente trabajo, se evalué la hipotesis de que los metabolitos secundarios producidos
por S. arenicola encapsulada son capaces de inhibir el crecimiento de la cepa M1 de V.
parahaemolyticus en el sedimento; siendo asi, un candidato para ser usado como agente

de control biolégico.

Primeramente, se determind la curva de crecimiento de la cepa PA-Sa-34"-1 de Salinispora
arenicola, teniendo el inicio de la fase exponencial a los 4 dias de cultivo. EI comienzo de
las diferentes fases en el desarrollo bacteriano, observado en la curva de crecimiento, puede
variar dependiendo del medio de cultivo donde se esté creciendo al microorganismo.
Diferencias podemos encontrar en el trabajo realizado por Patin et al.,, 2015 en el cual
observan el inicio de la fase exponencial al cabo de los 9 dias de cultivo. Para S. arenicola
se ha descrito un ciclo de desarrollo bastante largo comparado con otras especies
bacterianas, incluso con diferencias entre el mismo género, teniendo un tiempo de

duplicacién de 5.2 dias segun Patin et al., 2015 comparado con 3.5 dias en S. tropica.
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9.1 Evaluacién de la actividad inhibitoria frente a la cepa M1 de V.
parahaemolyticus y su relacion con las fases de desarrollo morfolégico

La inhibicién del crecimiento debido a la produccién de antibidticos u otras sustancias
inhibitorias puede definirse como una competencia por interferencia, mientras que la
inhibicion debida al agotamiento de nutrientes puede considerarse una competencia por
explotacion (Hibbing et al., 2010).

La exclusion competitiva es uno de los procesos ecoldgicos que se pueden manipular para
modificar la composicion de especies de un cuerpo de agua o suelo u otro entorno
microbiano. Pequefios cambios en los factores que afectan las tasas de crecimiento o
mortalidad conduciran a cambios en el dominio de las especies (Augustine et al., 2016).

El uso de actinomicetos marinos como organismo potencial contra las biopeliculas
producidas por Vibrio spp. ha sido descrito y se recomienda su uso para prevenir
enfermedad causadas por este género (You et al., 2007).

Como parte de esta investigacion, se realizaron ensayos de difusion en agar para determinar
el efecto de los encapsulados de PA-Sa-34-1 frente al crecimiento de VPML1. Las
actividades detectadas en los ensayos de desafio directo podrian estar relacionadas con la
presencia de moléculas difusibles y, por lo tanto, indicativas de la produccion de antibiéticos
(Patin et al., 2017).

El mayor efecto inhibitorio se mostro en los retos con los encapsulados realizados a los 14
y 21 dias del cultivo, a diferencia de 7 dias donde se observa muy poca inhibicién (~7+3mm).
Estas variaciones en la actividad pudieran deberse a los cambios morfolégicos que estan
ocurriendo en las células a los 14 dias de cultivo, donde se ha reportado segun Ng et al.,
2013, el inicio de la esporulacién para esta especie. Muchos antibiéticos se producen al
inicio del desarrollo de las esporas, estableciendo asi una conexién directa entre la
disponibilidad de nutrientes, la diferenciacion morfolégica y la produccion de compuestos
(Patin et al., 2017). Trabajos enfocados en la variacion en la produccion de metabolitos
secundarios producidos por S. arenicola durante el ciclo de desarrollo fue realizado por Ng
et al., 2013, en el cual demuestran que la rifamicina se produce durante todo el ciclo, con
modificaciones en cantidad relativa en determinadas fases del ciclo, se detectoé un pequefio
aumento entre los 20 y 22 dias del cultivo y posteriormente un aumento marcado después

de 28 dias de incubacion y una disminucion a los 34 dias, después de la formacion de

35



esporas maduras. Si bien esta es la correlacion mejor estudiada, otros trabajos han
demostrado que el cambio en las condiciones del cultivo quimico o fisico también puede
provocar la produccion secundaria de metabolitos (Pettit, 2011). Los indicadores conocidos
incluyen metales pesados, solventes e incluso antibioticos (Pettit, 2011; Seyedsayamdost,

2014), aunque los mecanismos de induccién no se conocen bien.

El co-cultivo se ha convertido en un método popular para inducir la produccién de
metabolitos especializados, lo que lleva al aislamiento de nuevos compuestos de hongos,
fitoplancton y bacterias, incluidos los actinomicetos. En algunos casos, se requiere contacto
fisico para la induccion, mientras que, en otros, un inductor quimico es suficiente para

efectuar cambios en el metabolismo especializado (Patin et al., 2018).

En este estudio se evaluo el efecto de los encapsulados de PA-Sa-34"-1 frente a VPM1
mediante un co-cultivo. Se evaluaron los encapsulados realizados a los 14 y 21 dias del
cultivo con 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulacion en ambos casos. Para los retos realizados
con los encapsulados a los 14 dias del cultivoy 0, 7, 14 y 21 dias post-encapsulacion solo
se mostro inhibicion siginificativa el dias 7 posterior a la encapsulacion. Sin embargo, el
efecto inhibitorio no se mantuvo en los tiempos restantes de incubacion de 14 y 21 d[ias
post-encapsulacion. Por lo que, en cierto modo, no se comporté de manera similar al
ensayo en placa de agar, ya que los encapsulados realizados a los 14 dias del cultivo si
mostraron actividad frente a VPM1, lo cual nos podria llevar a la idea de que el proceso de
encapsulacién, el ser afiadidas en un medio rico en nutrientes nuevamente, y la presencia
de otros competidores, no provocaron la produccion de compuestos con actividad antibittica
en ninguno de los tiempos de incubacion desde 0 a 21 dias, ademas del cambio en la
disfusion de las moléculas de un medio sélido como el agar a un medio liquido.

La morfologia observada mediante miscroscopia electronica en estos tiempos mostré un
aumento en el crecimiento de micelio con el paso de los dias; lo cual nos permite apreciar
gue las células son capaces de adaptarse a las condiciones de encapsulacion en el alginato.
No obstante, no se observa formacion de esporas al menos hasta los 21 dias posteriores a
la encapsulacion, aunque se puede apreciar al cabo de los 14 dias post-encapsulacién un
ensanchamiento en el extremo del micelio, lo cual pudiera corresponder con una temprana

esporogeénesis, la cual produce una hinchazon del extremo apical de una hifa antes de ser
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delimitada por el septo de esporulaciéon (Ng et al.,, 2013). El tiempo de inicio de la
esporulacién coincide con el estudio realizado por Ng y colaboradores en el 2013, donde
plantean el inicio a los 14 dias en un cultivo en placa de agar SYP (almidon-levadura-
peptona).

Por otro lado, los encapsulados realizados a los 21 dias del cultivo comenzaron a mostrar
actividad en el ensayo de co-cultivo al cabo de los 7 dias post-encapsulacién, con el
tratamiento de 38 perlas. El hecho de haber mostrado actividad con el tratamiento con mayor
namero de perla nos indica que la concentracién en los metabolitos producidos pudiera
haber influido sobre el mayor efecto frente a VPM1. Contrario a lo mostrado en el ensayo
de desafio directo en placas de agar donde el aumento en el nimero de perlas no mostré
aumento en la actividad, estos cambios podrian deberse a la difusiéon de los metabolitos

activos entre el medio sélido y medio liquido.

Al cabo de los 14 y 21 dias posteriores a la encapsulacién mostré los mayores niveles de
inhibicion, llegando a alcanzar valores cercanos al 99% de inhibicion. La actividad
observada fue comparada con las fases de desarrollo presentes mediante microscopia
electronica de barrido; el cual mostro el inicio de una temprana esporogénesis a los 7 dias
porteriores a la encapsulacion, iniciando antes que los encapsulados realizados a los 14
dias del cultivo, lo cual pudiera deberse a esta misma razén, el haber continuado su
desarrollo en el alginato, desde un cultivo mas maduro. La mayor actividad observada en
estos dias, unido a los cambios en el ciclo de desarrollo, pudiera estar relacionando el
metabolismo especializado de actinomicetos con el ciclo de crecimiento (Patin et al., 2018).
Sin embargo, la formacién de colonias, la estructura de las colonias y la formacion de
esporas del género Salinispora en relacion con la produccion de antibiéticos aliin no se han
investigado, y solo se dispone de datos limitados sobre la relacion de las condiciones de

crecimiento con la sintesis del producto natural especifico (Ng et al., 2013).

En el estudio realizado por Patin et al., 2017, se evaluo la actividad inhibitoria de S. arenicola
frente a especies marinas coexistentes de los grupos Actinobacterias, Proteobacteria a y y,
Bacteroidetes y Firmicutes. En este trabajo se determind que en promedio el 9% de la

inhibicion generada por S. arenicola podria vincularse con el agotamiento del hierro, la
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inhibicion correspondiente a moléculas difusibles fue del 51%, mientras que el 40% se les
atribuy6 a otras causas. El bajo porcentaje en la inhibicién dado por el agotamiento de hierro
se debe a que en esta especie no se ha reportado la presencia de dos grupos de genes
adicionales que codifican para la biosintesis de sideroforos (sid3 y sid 4), presentes en S.
tropica. Los sideroforos son un mecanismo importante por el cual las bacterias adquieren
hierro esencial para el crecimiento y su producciéon se ha relacionado con el antagonismo
en Vibrio y Pseudomonas spp. Si bien los sideréforos son metabolitos secundarios
secretados, se puede argumentar que desempefian un papel funcional en la competencia
por explotacion en oposicidbn a los agentes alelopaticos mas tradicionales, como los
antibioticos, que funcionan en la competencia por interferencia (Patin et al., 2015).

Un resultado notable es la gran cantidad de actividades que no podrian vincularse a
moléculas difusibles o limitacién de hierro. Estas actividades requieren mas estudios y
pueden estar relacionadas con el agotamiento de otros nutrientes ademas del hierro,
incluidas las fuentes de carbono y nitrégeno (Patin et al., 2016) .

Algunos de los efectos antibacterianos pueden deberse a la produccion de antibidticos,
bacteriocinas, peréxido de hidrégeno o alteracién del pH al producir acidos organicos.

9.2 Crecimiento de Salinispora arenicola en el sedimento y su capacidad de inhibir
el crecimiento de Vibrio parahaemolyticus en sedimento

Los encapsulados de PA-Sa-34"-1 una vez puestos en el sedimento, se determiné si eran
capaces de salir de las capsulas y crecer en el sedimento. Los resultados del experimento
mostraron que si es capaz de crecer fuera de las cdpsulas, observandose un aumento en
el nimero de UFC de 7 a 21 dias. Lo cual nos permite confirmar la teoria de que a pesar de
ser un taxon raro en el sedimento marino y encontrarse en la mayoria de los casos en

esporas (Patin et al., 2018), si es capaz de crecer en el sedimento de manera vegetativa.

Por otro lado, se evaluoé el crecimiento de VPML1 en el sedimento. Se probd un indculo inicial
de 10 células/ml mostrando mayor nimero de UFC en sedimento que en la columna de
agua. Este resultado coincide con lo planteado por Dabadé et al., 2016 donde realizé un

estudio en el cual determina la concentracion y diversidad de este género en el agua,
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sedimento y en el tracto digestivo de camarones, determinando que se localiza en mayor
medida en estos dos ultimos. Esto nos permite creer que los metabolitos producidos por S.
arenicola podrian actuar de manera mas directa hacia el patégeno en el sedimento,

pudiéndose tomar como método de control biolégico en estanques de cultivo de camarones.

Sin embargo, los resultados obtenidos no mostraron inhibicién en el crecimiento de VPM1
en ninguno de los tiempos retados con los encapsulados de PA-Sa-34"-1. Esto nos permite
suponer que las nuevas condiciones para PA-Sa-34"-1 no son propicias para la sintesis de
compuestos con actividad antibiotica efectivos hacia VPM1. En los experimentos anteriores
y en la bibliografia citada se plantea claramente que la disponibilidad de nutrientes, los
cambios morfoldgicos y la produccion de compuestos estan muy relacionados. Ante las
condiciones experimentales presentes en el ensayo no podemos saber la disponibilidad de
nutrientes presentes para S. arenicola en el sedimento, por lo que podriamos plantear que
las discrepancias entre los resultados publicados con los ensayos anteriores podrian
deberse a una serie de razones que incluyen: diferentes umbrales de crecimiento, diferentes
estados fisiol6gicos del in6culo o madurez del cultivo, concentraciones de nutrientes o

incluso diferencias en las fuerzas ionicas entre el medio caldo marino y el agua de mar.

En caso de presentarse una falta de nutrientes para S. arenicola en el sedimento, como se
observa para V. parahaemolyticus, se ha planteado segun Contador et al., 2015 para la
especie de S. tropica, que esta es capaz de utilizar el alginato como fuente de carbono.
Andlisis de BLASTp han detectado, para esta especie, genes de aminoacidos con baja
identidad (40%) que codifican para liasas de alginato. La utilizacion del alginato como fuente
de carbono ha mostrado fases mas largas de adaptacién en la especie.

El comportamiento de V. parahaemolyticus a través del conteo de UFC en sedimento se
mantuvo similar para ambos tratamientos, mientras que, en la columna de agua el
crecimiento se hace significativamente mayor comparado con su control.

En el sedimento se puede apreciar como en el grupo control a las 72 horas comienza una
fase de meseta en su crecimiento, en contraste con lo observado en ambos tratamientos

(14 y 21 dias), donde continua el crecimiento de VPML1, para lo cual, se podria plantear que
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existe otra fuente de nutrientes que no se presento en el grupo control. Este comportamiento
se observa mas marcado en la columna de agua.

Segun el trabajo publicado por Badur et al., 2015 se han descrito enzimas capaces de
degradar el alginato (alginato liasas) en cepas de Vibrio splendidus. Estas son enzimas que
degradan el alginato mediante la eliminaciéon B del enlace glicosidico en oligoméros mas
pequefios, escinden los enlaces 3 1-4 entre § D-manuronato y a 1-4 guluronato. También
se han descrito otra familia de enzimas de liasas que degradan el alginato de forma exolitica,
convirtiéndolos en los mondémeros necesarios para el metabolismo.

Otros trabajos como el realizado por Hehemann et al., 2016 han planteado la presencia de
estas enzimas en diferentes especies de vibrios marinos, las cuales se han diversificado en
diferentes poblaciones caracterizadas por su capacidad de consumir polisacaridos de
alginato insoluble y oligosacéridos de alginato solubles de diferentes longitudes de cadena.

Las nuevas condiciones de crecimiento para S. arenicola propiciaron nuevas interacciones
entre ambos microorganismos y con el medio circundante. Esto trajo consigo la ausencia en
el efecto inhibitorio de PA-Sa-34"-1 frente a VPML1. Algunas de las posibles causas a las
gue se le atribuye este efecto podrian ser: (1) la ausencia de metabolitos secundarios con
actividad antibidtica frente a VPM1, (2) alta tasa de crecimiento de VPM1 aunado o no a la
fuente de carbono dada por el alginato, la cual haya superado la tasa de produccion de
metabolitos producidos por PA-Sa-34"-1, (3) bloqueo de los compuestos con actividad
antibacteriana por otras moléculas presentes en el medio que impiden llegar a su sitio diana

o incluso (4) la unién de todos estos factores.

La realizacion de diferentes ensayos de reto in vitro y luego en sedimento nos permitid
determinar que PA-Sa-34"-1 posee el potencial de producir compuestos con actividad
antibacteriana frente a VPM1. Sin embargo, como se ha descrito en la literatura, las
condiciones especificas pudieran hacer que las diferentes rutas de sintesis de metabolitos
se encuentren activas o no. Ademas de la presencia de otras moléculas que pudieran estar

mediando su actividad.
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10.CONCLUSIONES

S. arenicola fue capaz de adaptarse a las nuevas condiciones de encapsulacion,
observandos e un aumento en el conteo de UFC con el paso de los dias de incubacion.
Los encapsulados de PA-Sa-34-1 realizados a los 14 y 21 dias de cultivo mostraron el
mayor efecto inhibitorio frente a VPML1 en placas, sin diferencias significativas entre ambos
tiempos.

El aumento en nimero de perlas utilizadas (1, 3 y 6) en los ensayos en placas de agar
marino no mostré un efecto potenciado en la actividad inhibitoria frente a VPM1.

En el experimento de co-cultivo los encapsulados de PA-Sa-34’-1 realizados a los 21 dias
de cultivo con 14 y 21 dias posteriores a la encapsulacion mostraron una significativa
inhibicion (~99%) en el crecimiento de VPML1.

El ensayo de reto en sedimento no mostrd efectos significativos en la inhibicion en el
crecimiento de VPM1 en ninguno de los tiempos de reto evaluados, a diferencia del ensayo
de co-cultivo.

La utilizacion del alginato como un mecanismo de inmovilizacion para las células de PA-Sa-
34°-1 en el ensayo de reto en sedimento, propicié posiblemente un ambiente mas nutritivo

para el crecimiento de VPML1, de ahi que su crecimiento se haya visto potenciado.
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11.RECOMENDACIONES

Dado los resultados obtenidos en este estudio en la encapsulacion de PA-Sa-34"-1 y su
actividad antibacteriana frente a VPM1, se cree conveniente hacer las siguientes
recomendaciones para futuras investigaciones:

e Evaluar otro método de encapsulacién para PA-Sa-34"-1 donde no se utilice el
alginato o determinar si es efectivo aplicarla de manera directa, dada su capacidad
para formar biogranulos.

e Extender el tiempo de incubacion de PA-Sa-34"-1 (més de 21 dias) en sedimento y
evaluar la actividad frente a VPM1.
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