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Resumen

La acuicultura es una actividad que sustenta en gran parte la produccion de
alimento para el consumo humano. Sin embargo, los sistemas acuicolas
intensivos son afectados por bacterias y virus patdgenos. Particularmente las
especies del género Vibrio han ocasionado una mortalidad considerable en
camarén blanco (Penaeus vannamei). Para desarrollar estrategias de control de
estos microorganismos es necesario identificarlos y caracterizarlos microbiolégica,
bioguimica y molecularmente, asi como evaluar su grado de patogenicidad. Para
esto, se utilizaron cinco medios de cultivo selectivos cromogénicos y se
seleccionaron tres colonias dominantes de diferente color (cepa verde, cepa azul,
cepa morada). Se realizaron pruebas fenotipicas, bioquimicas. Ademas, se realizo
la extraccion de ADN, de pladsmidos y PCR para identificar la especie con base al
gen ribosomal 16s ARNr. También se llevaron a cabo los desafios de
patogenicidad con las tres cepas a diferentes concentraciones bacterianas y se
tomaron muestras para el analisis histolégico y comprobar el dafio causado. Se
identificaron tres especies de Vibrio, la mas patégena fue la cepa verde (V.
alginolyticus), que presentd iridiscencia y un crecimiento clasificado como tipo de
enjambre rapido, que caus6 una mortalidad mayor a 74%, manifestando dafios
externos de vibriosis y en el hepatopancreas; causando atrofia, desprendimiento
celular, melanizacion y necrosis de los tdbulos hepatopancreaticos y
melanizaciones multifocales en el exoesqueleto. Este cuadro es diferente a
aguellos reportados con anterioridad.

Palabras clave: Camardn blanco, Vibrio alginolyticus, vibriosis, patogenicidad,
mortalidad, iridiscencia, crecimiento tipo enjambre, sistemas de recirculacion.

viii






l. Introduccioén

Para el afio 2050 se prevé que la poblacibn mundial serd mayor a 9 mil
millones de personas y seguird aumentando (FAO, 2020). Con este aumento,
también lo hara el consumo per capita de productos acuicolas y consigo el gran
reto de satisfacer la demanda alimenticia (Trejo, 2019). En el afio 2020, la FAO
reportd que la produccion de la acuicultura a nivel mundial fue de 180 millones de
toneladas (FAO, 2020). De las cuales 9.4 millones de toneladas fueron de
crustaceos, la cual alcanzé un valor de $69,300 millones de ddlares, duplicando el
valor de la produccion de moluscos que tienen un alto valor comercial en el
mercado internacional (FAO, 2020). El camarén blanco del pacifico Penaeus
vannamei, representa uno de los productos acuicolas con mayor volumen de
produccion y comercializacion a nivel nacional e internacional, en varios paises es
el producto de exportacion mas valioso y su efecto en el empleo también es
considerable (FAO, 2020; Zhang et al., 2014).

La acuicultura a través del desarrollo y diversificacion a nivel mundial,
busca lograr los mayores rendimientos incrementando la produccién, por medio de
la intensificacion de los sistemas acuicolas (De la Rosa, 2006; FAO, 2020; Varela
y Choc, 2020) y obtencion de mayores rendimientos, que solo se pueden lograr si
se erradica o disminuye el impacto que causan los patégenos (Varela y Choc,
2020). Sin embargo, todos los tipos de sistemas se encuentran constantemente
amenazados por enfermedades infecciosas (Guzman, 2019). Las mas comunes
son causadas por agentes etioldgicos como virus, bacterias, hongos y/o parasitos
(Briggs, 2004; Varela y Choc, 2020). Aunque se considera que los de mayor
impacto en la acuicultura son los virus y las bacterias (Ayala, 2021; Cordero et al.,
2013; FAO, 2017).

La presencia de poblaciones bacterianas especificas en los sistemas
acuicolas, puede generar problemas patolégicos en los organismos cultivados
(Aguirre et al., 2005; Cuéllar y Brock, 2018). En los ultimos diez afios, se ha
incrementado la incidencia de enfermedades causadas por bacterias en los
cultivos de camaron blanco (INAPESCA, 2018; Yang et al. 2022). Particularmente
las vibriosis afectan continuamente la camaronicultura, generando grandes
mortalidades y pérdidas econdmicas (Ayala, 2021; Truijillo et al., 2005;). Se asocia
a luminiscencia, letargia, nado erratico, intestino semi vacio, melanizacion y
coloracién roja o anaranjada de los apéndices, exoesqueleto, branquias y dafio
graves en el hepatopancreas (Cuéllar, 2013; FAO, 2017; Haws et al., 2001).



En la década de los 90 's en Meéxico, algunas cepas de Vibrio
parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus y Photobacterium damselae fueron
protagonistas de brotes infecciosos en engorda de camaron, mientras que V.
harveyi y V. splendidus fueron aisladas en cultivos larvarios (Gomez et al., 1998).
Diferentes especies de Vibrio se han detectado en la hemolinfa y hepatopancreas
de camarones juveniles y adultos sanos de P. vannamei, representando un
reservorio natural para estos patdogenos que pueden ser introducidos en otras
regiones o paises a los sistemas de cultivo (Amatul et. al., 2020; Cano et al.,
2010).

En 2009, una cepa patdégena de V. parahaemolyticus impactdé gravemente
la produccion camaronicola, denominada inicialmente como la enfermedad del
sindrome de mortalidad temprana (0 EMS) causO pérdidas en los mercados
internacionales notablemente en Asia (Pefla y Varela, 2014). En China, la
produccion se redujo hasta en un 80% en ciertas regiones en Tailandia (del 2010
al 2016) donde se reportaron las mayores pérdidas historicas, mientras que
Vietnam reportd pérdidas de mas de $ 2.5 mil millones de dolares (Fletcher, 2021).
En 2013 y 2014 en los cultivos de camarén y laboratorios del noreste de México,
se reportaron mortalidades masivas atipicas, con pérdidas >90%. Los analisis
revelaron dafios de necrosis en el hepatopancreas con muy alta colonizacion de
bacterias atribuidas al género Vibrio (INAPESCA, 2018). Actualmente la
enfermedad se ha denominado AHPND por sus siglas en inglés (Soto et. al.,
2015).

Recientemente en China en 2019, se report6 en laboratorios de produccion
de larva otra nueva enfermedad conocida como la enfermedad de la postlarva de
vidrio, que tuvo como agente causal a una cepa altamente letal de Vibrio. Esta
enfermedad afectd a las postlarvas de P. vannamei de entre 6 - 12 dias de vida 'y
provocd mas del 90% de la mortalidad en los cultivos dentro de las 24 a 48 horas
posteriores al primer signo de enfermedad (Yang et al., 2022). Debido a su amplia
distribucién geogréfica, alto grado de virulencia, transferencia plasmidica e
intensificacion de las artes de cultivo (Hai-Hong et al., 2013), es posible que surjan
nuevas cepas de Vibrio con adquisicion de plasmidos (Dahlberg et. al., 1998) y
gue desarrollen enfermedades nuevas (Cuéllar y Brock, 2018; Krishna et al., 2014;
Yang et al. 2022).

La ocurrencia de nuevas especies y sus posibles similitudes en cuanto a las
lesiones o afecciones que producen, exigen constantes actualizaciones en las
bases de datos y vigilancia para implementar medidas correctivas adecuadas,
capacitar personal e invertir en deteccion, aislamiento e identificacion para
erradicar oportunamente a los patdgenos y reducir pérdidas de produccion
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(CONAPESCA, 2012; Varela y Choc, 2020). Por lo que en esta tesis se
caracterizan microbiolégica, bioguimica y molecularmente tres cepas de bacterias
de origen marino con un potencial patogénico. Se evaluara el nivel de
patogenicidad mediante desafios controlados y se describira el cuadro clinico
desarrollado en camarén blanco P. vannamei.

[l. Antecedentes

2.1.- Penaeus vannamei

El camardén blanco del pacifico (Penaeus vannamei) es una de las especies
gue mas se cultiva en todo el mundo (Zhang et al., 2014). Esto se debe a su
adaptabilidad al cultivo, amplia tolerancia térmica, altas tasas de fecundidad,
resistencia a altas densidades de cultivo, tolerancia a un intervalo amplio de
salinidades y una tasa de crecimiento rapida, completando su etapa de engorda
de cuatro a siete meses (Valles et al., 2005). La especie se ha introducido a
muchos paises para llevar a cabo su cultivo como en China, siendo el pais que
mas la produce a nivel mundial (Zhi-Ying et al., 2006; Reyes, 2017; FAO, 2020).

Su produccién en México comenzd en la Universidad de Sonora a principios
de la década de los 70°s, pero el desarrollo comercial ocurrié en los 80°s. Desde
entonces, se ha desarrollado vasta infraestructura principalmente en la regién
noroeste del pais (INAPESCA, 2021). Sin embargo, en los ultimos afios el cultivo
de camardon en sistemas intensivo e hiper-intensivos, ha sido impactado por
distintas enfermedades de origen bacteriano, reduciendo su produccion y
rentabilidad (INAPESCA, 2021).

En Baja California se han desarrollado los cultivos del camarén blanco en
tres zonas: San Quintin, El Valle de Mexicali y San Felipe (CESAIBC, 2010).
Siendo estas dos ultimas las de mayor potencial en la region en cuestiones de
acuicultura comercial (Giffard et al., 2014; INAPESCA, 2018). La camaronicultura
en estas zonas presenta un gran desafio en la planificacion de estrategias para el
control y prevencion de enfermedades bacterianas como las vibriosis (Varela et
al., 2017). En la actualidad AHPND, es causada por al menos cinco especies
diferentes de Vibrio (V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. harveyi, V. owensii y V.
punensis), es por eso que existe la posibilidad de la transferencia de genes
patdgenos a otras especies y presencia de brotes infecciosos en la region del
noroeste de México. La prevencion, monitoreo y caracterizacion de cepas tipo
Vibrio, es vital para evitar la transfronterizacion de agentes patdégenos o
enfermedades (Aranguren et al., 2020; Varela et al., 2017).



2.1.- Género Vibrio

Vibrio corresponde a la familia Vibrionaceae, en donde se destacaban seis
géneros: Vibrio, Photobacterium, Salinivibrio, Enterovibrio, Grimontia y Aliivibrio
(Chimetto et al., 2011). Actualmente se reconocen hasta 15 géneros dentro de
esta familia (List of prokaryotic names with Standing in Nomenclature [LPSN],
2022). Las bacterias del género Vibrio se clasifican como bacterias halofilas,
quimiodrganoheterétrofas, gram negativas y de amplia distribucion geogréafica
(Thompson et al., 2004). Presentan forma de bacilos que miden de 2-3 ym de
largo, generalmente presentan un flagelo polar que les permite movilidad. Los
agentes patogenos bacterianos como Vibrio harveyi, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus, han sido asociados a mortalidades en camarén
durante toda las fases de cultivo (Cuéllar, 2018).

Gran parte de las especies del género Vibrio son clasificadas como
oportunistas (Madigan et al., 2015), generalmente son aisladas de ambientes
marinos costeros, en particulas de sedimento, corales, peces, moluscos,
crustaceos, esponjas, macroalgas, fitoplancton y zooplancton (Thompson et al.,
2004). Algunas circunstancias y factores especificos como la predisposicién
genética del camardn, influencia antropogénica del medio ambiente e
intensificacion de los métodos de produccién, favorecen el estrés en los
organismos cultivados (Ibarra et al.,, 2003), lo que los vuelve susceptibles a
infecciones, comprometiendo sus oportunidades de supervivencia (Ibarra et al.,
2007).

La distribucion y dinamica de poblaciones de Vibrio spp, esta definida por
variantes fisico-quimicas como la temperatura, salinidad, pH, disponibilidad y
concentracion de nutrientes, asi como el numero y variedad de hospederos
(Rodriguez et al., 2001). De acuerdo con el manual de Bergey de sistemética
bacteriana en su 22 edicion (2005), describe 44 especies de Vibrio, aunque con el
tiempo se describieron aproximadamente 134 especies y sus biotipos (Sawabe et
al., 2014; Soto, 2017). Recientemente, se han descrito y reconocido por lo menos
158 especies de Vibrio (LPSN, 2022). Se espera que este nimero aumente debido
al avance tecnologico en la identificacion molecular e intensificacion de los
sistemas de cultivo con agua de mar (Casariego y Jhunior, 2014; Tarr et al., 2007,
Yang et al. 2022) donde son ubicuos (Jones, 2017). Su persistencia en los
sistemas de recirculacion se puede exacerbar debido a la elevada disponibilidad
de nutrientes, temperaturas y salinidades Optimas para su crecimiento, donde
pueden causar enfermedad (Amin et al.,, 2021). Por lo que este trabajo esta
enfocado en caracterizar la presencia de bacterias patégenas en un sistema de
recirculacion de Penaeus vannamei.



lll. Hipotesis

Las tres cepas bacterianas aisladas en camaron blanco (Penaeus
vannamei) pertenecen al género Vibrio spp. Cada cepa presenta igual grado de
patogenicidad que se ve reflejado con alteraciones en la signologia, el
comportamiento, el dafio tisular y un elevado porcentaje de mortandad en los
camarones infectados experimentalmente.

I\VV. Objetivo general

1 Identificar y caracterizar tres cepas bacterianas aisladas en agua de mar
durante eventos de vibriosis en sistemas de cerrados.

4.1. Objetivos especificos

> Aislar y purificar cepas de bacterias a partir del agua de mar, que alimenta
los sistemas de recirculacion cerrados en instalaciones acuicolas durante
un evento de vibriosis.

> |dentificar y caracterizar tres cepas de Vibrio spp, por medio de pruebas
microbiolégicas, bioquimicas y moleculares.

> Establecer un cuadro clinico y una descripcion de la infeccién causada por
la cepa mas patégena mediante desafios controlados en P. vannamei
siguiendo los postulados de Koch.



V. Justificacion

El aumento en la intensificacion de los sistemas de produccion y las
fluctuaciones en la calidad del agua de los sistemas acuicolas, favorece la
proliferacion de bacterias patdégenas que afectan directamente la eficiencia y
produccién de los sistemas acuicolas. Debido a esto, es importante reconocer e
identificar a los agentes bacterianos causales de las enfermedades presentes en
los sistemas de cultivo (Morales et al., 2011).

En algunas ocasiones, los ejemplares de P. vannamei que son adquiridos
presentan una condicién externa sana, antes, durante y después de su transporte
o siembra en los sistemas de cultivo, pero esto no significa que los organismos
estén libres de patdgenos (Rodriguez et al., 2001). Ya que después de un evento
de estrés o con las fluctuaciones en las condiciones de cultivo, se puede
manifestar una alta tasa de replicacién de algin patégeno o varios, produciendo
una afeccién donde se presenta un alto porcentaje de mortalidad.

En ocasiones pueden ocurrir cambios fisico-quimicos, nutricionales o
fisiologicos que afectan directamente al camaron y debido a la pérdida de la
homeostasis interna, estos quedan susceptibles a los patégenos oportunistas
como lo son las especies del género Vibrio (Medina, 2018). De esta forma, un
camardn puede presentar una infeccién por una bacteria o varias (co-infeccion),
los signos clinicos que se pueden presentar son los tipicos de estas
enfermedades, pero en ciertos casos se presentan nuevos signos clinicos, dafios
y afecciones.

Debido a esto, es importante caracterizar e identificar las especies de
bacterias del género Vibrio, asi como los dafios causados mediante desafios de
patogenicidad bajo condiciones controladas, basandose en los postulados de
Koch para obtener una descripcion detallada de las bacterias y del cuadro clinico
que generan.



V1. Materiales y métodos

Toda la metodologia que se describe a continuacion se resume en

siguiente diagrama de flujo (Fig. 1).

Aislamiento de Caracterizacion
bacterias microbiolégica

Desafios de
patogenicidad

Postulados de Koch
comprobados

Analisis histolégicos Anilisis estadistico

Andlisis bioquimico

Andlisis molecular

Resultados

el

Figura 1. Secuencia de actividades para realizar la caracterizacion de bacterias

patégenas y evaluacion de su patogenicidad.



6.1. Toma de muestra y aislamiento de bacterias

En el otofio del 2020 (07 de octubre del 2020), de la tuberia principal de
agua de mar de la Unidad de Biotecnologia de Piscicultura (UBP) que abastece a
los laboratorios de acuicultura de la Facultad de Ciencias Marinas (FCM) de la
Universidad Autonoma de Baja California (UABC), se colectaron 250 mL de agua
de mar por medio de un vaciado por gravedad en un frasco estéril de cristal con
tapon.

Se prepararon cinco medios de cultivo cromogénicos selectivos para
bacterias del género Vibrio spp. Hardy-Chrom™ (HC - Criterion™), Tiosulfato-
Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS - Difco™), Vibrio Chromo Select Agar (VC - Sigma-
Aldrich®), CHROMagar™ Vibrio (CAV - Chromogenic media) y Vibrio Chromogenic
Agar (VCA - Condalab). Las cajas se inocularon con 100 uL de la muestra de agua
de mar mediante un sembrado por estriado en una campana de flujo laminar. Las
cajas petri fueron selladas con papel parafilm para evitar su contaminacion y se
colocaron en una incubadora a 30 + 0.5°C durante 48 horas.

Las cepas pertenecientes al género Vibrio que crecieron sobre los medios
selectivos y se purificaron hasta el punto que presentaron un color especifico. Se
transfirieron a medio de cultivo general Agar Triptona Soja (TSA - Difco™) y Agar
Mueller-Hinton (MH- Sigma-Aldrich®) al 2% de NaCl, previamente esterilizados en
una autoclave (121°C x 20 min/ 15 psi). Se sembraron colonias individuales por
estriado en TSA y MH al 2% de NaCl, enseguida se sellaron con papel parafilm
para evitar la contaminacién y se incubaron a 28 + 0.5° C durante 48 horas. Se
renovaron en su mismo medio las colonias que crecieron en cada placa (cada
segundo o tercer dia).



6.2. Caracterizacion bacterioldgica

Se aislaron y se purificaron las colonias con mayor predominancia y
frecuencia, siendo las de color verde, azul y morado en el medio de cultivo HC,
después de 5 pases hasta su purificacion, se transfirieron a medio de cultivo
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), Vibrio Chromo Select Agar (VCSA),
CHROMagar (CA) y Vibrio Chromogenic Agar (VCA) y se incubaron a 28 + 0.5° C.
Ya que las bacterias presentaron un crecimiento estandarizado y caracterizado se
procedio a inocular en medio de cultivo general agar TSA y MH al 2% de NacCl.

Estos pasos se repitieron varias veces con el fin de corroborar el
crecimiento en los diferentes medios de cultivo, el tiempo de
crecimiento/colonizacién y el tipo de crecimiento (forma de las colonias y la
presencia/ausencia de iridiscencia). Los medios no selectivos liquidos Luria
Bertani (LB) y Mueller-Hinton (MH) al 2% de NacCl, se prepararon de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y se esterilizaron en una autoclave (121 °C x 15 min/
15 psi).

Enseguida se procedié a transferir los medios a matraces de cristal de 50
mL previamente esterilizados, se agregd 30 mL del medio estéril, se inocularon y
se les coloco un tapén de gasa estéril. Lo siguiente fue colocar los matraces en
una plancha de agitaciéon a 100 rpm en un cuarto con temperatura de 28 °C
durante 48 horas. Los medios fueron renovados cada segundo o tercer dia
dependiendo la turbidez y absorbancia que presentaron. Estos cultivos se
utilizaron para comparar en que medio presentaron mejor crecimiento y para
preparar criopreservados con glicerol al 10% para pruebas posteriores.



6.3. Curvas de crecimiento bacterianas y conteos de unidades
formadoras de colonias (UFC)

En tubos Falcon de 50 mL se prepararon inéculos con 27 mL de medio MH
al 2% de NaCl y 3 mL de bacteria (in6culos de 24 horas de incubacién, cepa verde
con densidad Optica (DO) de: 0.986, cepa azul DO: 0.847, cepa morada DO:
0.485) con un volumen final de 30 mL). Con un espectrofotometro (N4S, UV-VIS
Spectrophotometer) se midio la densidad éptica a una longitud de onda de 595
nm. El medio de cultivo MH al 2% estéril se utiliz6 como blanco. Y posteriormente
se midio la absorbancia de los in6culos a las 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48 hora
por triplicado y los datos se procesaron con el programa Excel y en base a la fase
exponencial se calculé la tasa de duplicacion bacteriana de cada cepa con la
ecuacion:

Tiempo de duplicacién=T (2/1) = In2/k

Para las UFC se utilizaron inoculos de 24 horas de crecimiento (30 mL y
DO: 0.6-0.9). Se prepararon diluciones seriadas con medio de cultivo MH al 2%
NaCl de 10 hasta 10, cada dilucién se inoculé en agar TSA al 2% de NaCl y
medio especifico HC. Se incubaron a 28 °C durante 24 horas y finalmente se
realizaron los conteos de UFC esperando valores dentro de los rangos
establecidos (minimo 30 y un maximo de 300 UFC).

6.4. Analisis bioquimico

Se identificaron las tres cepas aisladas previamente con un kit bioquimico
(Microplate GEN 1II™ — Biolog), con 94 pruebas fenotipicas de las cuales 71
fueron sustratos de carbono y los otros 23 sustratos fueron de sensibilidad quimica
(Anexo 1). Las bacterias fueron sembradas en medio de cultivo agar TSA al 2% de
NaCl mediante la técnica de estriado y se incubaron durante 24 horas a 30 *
0.5°C, se tomo6 una pequefia porcion de una colonia aislada con un asa estéril y se
inoculd en el medio liquido con el protocolo B del kit. Se midi6 la transmitancia con
un turbidimetro (Turbidimeter, Biolog) antes y después de inocular para evitar una
sobresaturacion de los pozos. En seguida, se inocularon con 100 pL los 94 pozos
y las placas se incubaron a 28 + 0.5°C durante 48 horas. Posterior al tiempo de
incubacion, la asimilacién de la cepa con la fuente de carbono o sustancia quimica
de cada pozo, indicd colorimétricamente por los tintes redox de tetrazolio en cada
pozo inoculado en color purpura para un resultado positivo 0 negativo de manera
incolora. Los datos se analizaron con el software de Biolog Gen Ill y con la base
de datos se compararon las huellas fenotipicas en cada placa y el software indico
el género/especie de las bacterias con un valor estadistico de 0 a 1.
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6.5. Analisis molecular

6.5.1. Extraccion de ADN

A partir de in6culos de 30 mL con 24 horas de crecimiento, se tomo el 10%
y se renovo en medio nuevo. Estos in6culos se centrifugaron a 13 000 g X 5 min.
Enseguida se retird el sobrenadante y al pellet se le agregé 600 pL de Buffer litico
SNET (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 5mM EDTA, pH 8.0; 400 mM NacCl; 1% SDS), se
resuspendieron bien los pellets y se transfirieron a tubos de 2.0 mL Eppendorfy se
le agreg6 5 pL de Proteinasa K (10 mg/mL), las muestras fueron incubadas a 65 +
0.5° C durante 60 minutos en agitacion. Posteriormente se centrifugaron a 12 000
g X 10 min. El sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se le afiadié 600 uL de
Fenol y se agitd suavemente durante cinco minutos, lo siguiente fue centrifugar las
muestras a 12 000 g X 5 min, se recupero la fase superior y se transfirio a un tubo
limpio.

Después se le agregd 600 uL de Fenol-Cloroformo-lsoamilico (25:24:1), se
incubaron durante cinco minutos a temperatura ambiente (TA) con agitacion, se
centrifugaron a 12 000 g X 5 min y se recupero la fase acuosa en un tubo limpio.
Se le afiadio 600 pL Cloroformo-lsoamilico, se incubaron durante cinco minutos a
TA, se volvieron a centrifugar a 7 000 g X 3 min, se recupero la fase superior y se
transfirid a un tubo limpio. Para precipitar las muestras se les afiadido 50 uL de
acetato de sodio (NaAc) y 200 pL de isopropanol, lo siguiente fue colocar las
muestras a - 20 £ 0.5°C X 10 min y finalmente se centrifugaron a 12 000 g X 10
min.

Para el lavado de los pellets se les afiadié 1 mL de etanol al 70% frio y se
agitaron suavemente sin disolver los pellets, se decanto el alcohol con cuidado, se
destaparon los tubos y se les coloco papel parafilm. Se dejaron secar 30 minutos
en una campana de flujo laminar y finalmente se resuspendieron en 100 uL de PPI
(agua Milli-Q y libre de pirofosfatos), se mantuvieron a 60 + 0.5 °C por 30 minutos,
después las extracciones se almacenaron a -20 £ 0.5 °C hasta su uso para la
amplificacion de genes por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés).

Enseguida se evalud la calidad (integridad) de los extractos de ADN por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%, en una camara de electroforesis
(Bio-Rad, Wide Mini-sub® Cell GT) con un sistema continuo a base de TBE 1X. La
separacién se realiz6 durante 10 min a un gradiente de 50 volts/cm constantes y
después 20 minutos a 80 volts/cm. Los geles fueron visualizados mediante
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irradiacion con luz ultravioleta en un transiluminador (T1202 Sigma Chemical
company Kodak). El registro de resultados se realizé por medio de fotografia
digital (Camara DC290 ZOOM Kodak).

6.5.2. Amplificacién del gen ARNr 16S por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR)

Se amplificé el gen ribosomal ARNr 16S utilizando los cebadores
universales FC27 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3), y RC1492 (5-TACGG
CTACCTTGTTACGACTT-3) (Tarazona et. al.,, 2018). Para ello, se preparé una
mezcla de PCR conteniendo: agua PPl (agua Milli-Q libre de fosfatos), 0.4 uM
dNTP’s (Promega, Southampton, UK), 0.4 uM de cada cebador, 1 Unidad de Taq
ADN Polimerasa (PROMEGA), 1x amortiguador de reaccién para PCR (20 mM
Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KCI) (Invitrogen), 3 mM de MgCI2 y 0.25% de DMSO (Life
Science).

Las reacciones de PCR (Tabla 1). se realizaron en un termociclador
(Eppendorf, Mastercycler personal). Las condiciones de amplificacion se
establecieron para una desnaturalizacion, alineamiento y extension de los
productos (Tabla II). Los productos de PCR (25 pL) se detectaron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y con bromuro de etidio. Como referencia
se utilizé un marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen), el gel se visualizo
mediante irradiacion con luz ultravioleta en un transiluminador (T1202 Sigma
Chemical company Kodak), el registro de los resultados se realizé mediante
fotografia digital (Camara DC290 ZOOM Kodak).
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Tabla 1. Reactivos y cantidades utilizadas para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) por muestra.

Reactivo (uL)
15.5
Agua PPI
dNTP’s [0.4 pM] 1
Cebador FC27 0.5
[10 pM]
Cebador RC1492 0.5
[10 pM]
1X Buffer 25
MgCl2 [3 mM] 2.5
DMSO [5%] 1.25
Tag Pol [1 U] 0.25
ADN [100 ng/ pL] 1
Vol. final 25

Tabla 2. Gradiente de amplificacion utilizado para PCR.

CICLO Gradiente
Ciclo 1 (1x) 94 °C x 10 min
94 °C x 1 min
Ciclo 2 (35x) 63 °C x 1 min
72 °C x 1 min
Ciclo 3 (1x) 72 °C X 7 min
16 °C x =




6.5.3. Analisis filogenético

Con el objetivo de determinar una relacion filogenética de las tres cepas
aisladas al género Vibrio, se mando a secuenciar el gen ribosomal ARNr 16S a la
comparfia ETON bioscience Inc. (San Diego, CA) utilizando la plataforma Sanger
de secuenciacién. Los resultados de las secuencias fueron visualizadas y curadas
utilizando el programa Geneious version 8.1.9.

Posteriormente, las secuencias parciales obtenidas (cepa verde de 390 pb -
1, 404 pb, cepa azul de 1 - 1, 335 pb y cepa morada 1, 004 pb — 1, 358 pb) se
compararon con diferentes secuencias en bases de datos por medio del programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del servidor NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST/) y el programa EZbiocloud
(https://www.ezbiocloud.net/identify). Las cepas bacterianas con secuencias del
gen ARNr 16S, que presentaron porcentajes de similitud entre el 94 - 100% y que
sean cepa tipo (aquellas cepas que son utilizadas como referencia para describir
una especie) con respecto al género Vibrio, fueron seleccionadas para la
realizacion del arbol filogenético.

Una vez seleccionadas las cepas tipo con mayor porcentaje de similitud, se
prosiguié con el alineamiento utilizando el algoritmo Muscle dentro del programa
Geneious 8.1.9. El alineamiento obtenido se utiliz6 para realizar un arbol
filogenético utilizando el programa MEGA 11. En dicho programa se eligié el
modelo mas compatible para el alineamiento (GTR GAMMA) y el arbol fue creado
utilizando el método de méaxima verosimilitud (RaxML) con 1,000 réplicas.

6.5.4. Extraccion de plasmidos

La extraccion se llevd a cabo con un kit FastPlasmid® Mini de la marca
Eppendorf, siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos de las
extracciones plasmidicas (50 uL) se visualizaron por medio de electroforesis en
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio, como referencia se utilizO un
marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen). El gel fue expuesto a irradiacion
de luz ultravioleta en un transiluminador (T1202 Sigma Chemical company Kodak)
y el registro fotogréafico se realiz6 con una camara de un teléfono celular (IPhone
8, Apple).
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6.6. Desafios de patogenicidad

6.6.1. Obtencion de organismos y disefio experimental

Para realizar los bioensayos de infeccion se obtuvieron postlarvas (PL’s) de
Penaeus vannamei de 0.3 gramos, del laboratorio de Crustiaceos de la FCM -
UABC campus Sauzal. Las PL’s fueron alimentadas con pellets comerciales de
camaronina al 40% de proteina, al 7% de la biomasa total distribuida en cinco
raciones diarias, hasta que alcanzaron un minimo de cuatro gramos de peso
hamedo, partir de este peso la racidon de alimento se ajusto al 3%. Los juveniles se
distribuyeron en dos tanques circulares de 1.1 m?3 con una salinidad ajustada a 20
unidades practicas de salinidad (UPS), con aireacién constante (4.0-7.0 mg/L) y
temperatura de 28 + 0.5 °C mantenida con calentadores de titanio (200 W).

El agua se paso a través de un sistema de filtracion de cartuchos de 5 pumy
filtros de calcetin. Durante el proceso de engorda se utilizé un fotoperiodo natural
de 10:14. (10 horas luz y 14 horas de oscuridad). Una vez que los camarones
presentaron una distribucién de tallas uniforme, se transfirieron al interior del
Laboratorio de Patologia Experimental Acuicola (LPEA) en peceras con capacidad
de 60 L. El agua de mar que se utilizé para los acuarios se paso por un sistema de
filtracion secuencial de 10 - 5 um vy filtracién con luz UV. El agua se desinfect6 con
cloro comercial al 6% y se neutralizé con tiosulfato de sodio antes de ser utilizada.
Para mantener la calidad del agua durante los bioensayos, se realizaron
recambios del 20 al 40% del volumen total de agua de los acuarios cada segundo
o tercer dia, las heces, el alimento no consumido y las mudas fueron removidos
cada dia.

El agua sucia y los desechos sélidos fueron recolectados y tratados en un
tanque especial con cloro y después neutralizados con tiosulfato de sodio. Los
pardmetros fisicoquimicos del agua para las condiciones experimentales que se
requirieron fueron: salinidad de 20 UPS, temperatura de 28 + 0.5°C (Buickle, et al.,
2006). Oxigeno disuelto 5.0 - 8.0 mg/L, pH 7.5 + 0.5 y amonio total menor que 0.5
mg/L. Cada acuario contdé con un sistema de aireacion por difusién y un sistema
de recirculacion independiente con un filtro de cartucho de 5 um. El bioensayo se
desarrollo en dos areas experimentales; una para el grupo control y otra para el
grupo infectado, con el fin de evitar la contaminacion cruzada durante los desafios
de patogenicidad.

15



6.6.2. Generacion de in6culo bacteriano y dosis de infeccion

Se preparo el indculo de las tres cepas por triplicado (verde, azul y morado)
en medio MH al 2% en un volumen total de 7 mL, inoculando 1 mL del cultivo de
cada bacteria (cepa verde DO: 0.107, cepa azul DO: 0.098 y cepa morada DO:
0.084) y 6 mL del medio de cultivo. A las 24 horas de inoculacién se midio la
absorbancia y se realizaron conteos por diluciéon (hasta 10 en tubos Eppendorf
de 1.5 mL) para calcular las UFC/mL del in6culo. Los conteos se realizaron
sembrando 100 pL de la dilucion en medio Agar TSA al 2% de NaCl y HC, se
incubaron a 30 £ 0.5°C durante 24 horas y se realiz6 el conteo de las UFC/mL.

6.6.3. Proceso de infeccion

El primer desafio fue para detectar que bacteria de las tres seleccionadas
para los desafios era patdégena para el camaron. Para ello se probaron las tres
cepas de manera individual, se utilizaron camarones de 14 gramos de peso
hamedo, distribuidos en 9 peceras cada una con 4 camarones. Por cada
tratamiento (Control natural, Control MH 2%, Cepa verde 1 x 10°, Cepa azul 1 x
10, Cepa morada 1 x 108 UFC/mL), se utilizaron 3 peceras (n=16, N=64). Estos
fueron infectados por medio de una inyeccion intramuscular con 20 pL de in6culo
bacteriano entre el penultimo y ultimo segmento abdominal con jeringas y aguja de
insulina (Cigna® 31G X 13 mm) utilizando diluciones de 1 x 10°.

En el segundo desafio de patogenicidad, se seleccioné la bacteria verde la
cual indujo la mayor mortandad de las tres cepas en el primer bioensayo y se
distribuyé un nuevo grupo de camarones en las 9 peceras (n=16, N=64),
previamente lavadas y desinfectadas. Se infect6 a los camarones del grupo control
positivo utilizando un inéculo de la cepa verde a tres concentraciones diferentes, la
dilucién alta, moderada y baja (1 x 105 1 x 10% 1 x 102 UFC/mL), por medio de
una inyeccion intramuscular con 20 pL del inéculo entre el pendltimo y ultimo
segmento abdominal con jeringas de insulina (Cigna ® y aguja 31G X 13 mm).
Para los organismos del grupo control negativo se infecté con solo el medio MH al
2%. Los camarones fueron colectados en periodos en estado moribundo, se
envolvieron en papel aluminio anotando la hora de colecta y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido y finalmente se almacenaron a -75 °C para
analisis posteriores.

Finalmente, de cinco camarones infectados experimentalmente vy
moribundos (perdieron la respuesta a estimulos) con la dilucién alta, se extrajo
hemolinfa y hepatopancreas que se inocul6 en medio de cultivo HC, VCSA y
TCBS. Se aislaron las colonias color verde por medio de siembra en estriado

16



hasta el punto que se obtuvieron colonias puras. Se transfirié a caldo de cultivo
MH 2% NaCl en un volumen de 7 mL en tubos Falcon, se midi6 la absorbancia y
se realizaron conteos de UFC/mL con el fin de generar una dosis infectiva similar a
la dilucion alta. Se seleccionaron cuatros organismos sanos del tratamiento control
natural y se desafiaron experimental con el mismo procedimiento de infeccion
descrito anteriormente. Finalmente, se realizé una extraccion de hemolinfa y se
inoculd en medio de cultivo HC para la comprobacién de los postulados Koch.

6.6.4. Signologia y dafios

Se realiz6 un registro diario de los dafios, signos y comportamientos que se
presentaron durante los dos desafios de patogenicidad. Los registros de fotos y
videos, se hicieron con una camara digital (Apple, iPhone 8) para generar los
cuadros descriptivos con su imagen correspondiente. Las imagenes fueron
editadas para incluir anotaciones, girarlas o acercar con el programa Corel
Photopaint X8. EIl dafio externo en los camarones desafiados con las tres cepas
de Vibrio, se evalud en base a la tabla Ill (publicada por Ligthner en 1996).

Tabla 3. Guia general para dar un valor numérico cualitativo de grado de
severidad a la infeccion o enfermedad.

GRADO DE SIGNOS CLINICOS
SEVERIDAD
0 No presenta signos de infeccion por patdgenos. No presentan lesiones caracteristicas de

la enfermedad.

1 Presencia muy baja de patégenos, se observan muy pocas lesiones caracteristicas de la
enfermedad.
2 Se observa la presencia baja y moderada de patdgenos. Se observan lesiones

caracteristicas de la enfermedad. Incremento en la mortalidad si no se aplica tratamiento.

3 Se observa la presencia moderada de patdgenos. Se observan muchas lesiones

caracteristicas de la enfermedad. Potencialmente letal si no se aplica tratamiento.

4 Se observa gran cantidad de patdégenos. Se observan severas lesiones caracteristicas de

la enfermedad. Muy letal con altas mortalidades.

Fuente: modificada de Lightner, 1996.
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6.7. Analisis histologico

Las muestras de 6rganos y tejidos de camaron se fijaron con solucion
Davidson (Anexo 2) por 24 horas. Las muestras se transfirieron a alcohol al 70% y
se colocaron en casetes histologicos para someterse a un proceso de
deshidratacion en gradientes de alcohol, aclaracion en benceno e inclusion en
parafina con un procesador automatico de tejidos (LEICA, TP-1020) (Anexo 3).

Al terminar el procesamiento, las muestras se embebieron en parafina
utilizando un inclusor automatico de tejidos (LEICA, EG-1160) y se obtuvieron
cortes histolégicos transversales de 5 - 7 um de grosor con un microtomo (LEICA,
RM-2255). Los cortes se colocaron en agua destilada con grenetina y alcohol a
40°C para ser fijadas a los portaobjetos. Las laminillas se dejaron secar en una
estufa (GCA, Precision scientific) por 24 h a 75°C. La tincidn se realizo utilizando
el protocolo de Hematoxilina-Eosina (Anexo 4) para diferenciar las estructuras
celulares y tisulares. Finalmente, se montaron con un cubreobjetos y resina
(Thermo Scientific, Cytoseal 60).

6.8. Andlisis estadistico

Se determiné el efecto de infeccion sobre la mortalidad y patogenicidad de
las cepas bacterianas en P. vannamei a través de pruebas de pendientes (Kaplan-
Mayer). Las gréaficas de sobrevivencia (0 mortalidad) se analizaron con el
programa estadistico GraphPad Prism version 8.0. Las curvas de crecimiento y los
valores de tiempo de duplicacion, se analizaron con el programa Excel aplicando
la prueba T de Student no paramétrica con dos colas. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos cuando p < 0.05.
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VIl. Resultados

7.1. Obtencion y caracterizacion de bacterias

De las tres muestras de agua de mar obtenidas de la UBP y sembradas en
medio HardyCHROM™ (HC), se presentd un crecimiento abundante y variado en
colores, indicativos de distintas especies de Vibrio. Las colonias moradas fueron
las mas abundantes, ya que colonizaron la mayor superficie de las placas (50 %),
seguido de las colonias azules (30 %) y por ultimo fueron las colonias verdes (20
%) (Fig. 2).

Las colonias verdes presentaron un crecimiento coordinado y de rapida
migracion con motilidad de enjambre rapido o swarming motility (Bottcher et. al.,
2016 y Freitas et. al., 2020) y coloniz6 toda la placa en menos de 24 horas. En
medio especifico HC las colonias tenian una forma grande circular, de color verde
claro con el borde color café y el centro mas oscuro, con una superficie convexa.
Las colonias azules presentaron en medio HC, un crecimiento menos abundante,
se desarrollaron colonias pequefas circulares de color azul a las 24 horas de
incubacion y después se tornaron color morado oscuro fuerte en el centro con
borde azul y superficie convexa. Las colonias moradas presentaron el crecimiento
mas lento y la cantidad de colonias resulté muy baja en comparacién con las otras
dos cepas, las colonias tenian forma ovalada pequefia, con superficie plana, de
color morado con los bordes color crema y el centro de color oscuro (Tabla IV).

En medio especifico TCBS, las colonias de la bacteria verde fueron
amarillas, grandes de forma circular y céncavas, con borde convexo, de un
tamafo de 3-5 mm. Las colonias de la bacteria azul fueron amarillas, pequenas,
de forma circular planas con un borde convexo, con un tamafio de 1-2 mm. Las
colonias de la bacteria morada fueron amarillas, pequefias, circulares, concavas y
bien definidas con un borde convexo y con un tamafio de 0.5-1 mm, resultando las
tres cepas como Vibrios sacarosa positivos. En medio especifico Vibrio Chromo
Select Agar (VCSA), las colonias verdes fueron céncavas con borde convexo, y de
color verde claro con el centro mas azul oscuro y los bordes de color crema. El
crecimiento de estas colonias al igual que en el medio HC fue muy abundante y
colonizd la mayor parte de la superficie de la placa. Las colonias azules fueron
pequefias, de forma circular con un borde convexo, con un tamafo pequefio y de
color azul fuerte con el centro mas oscuro y con el borde blanco. Por otra parte,
las colonias moradas fueron abundantes, de forma circular con un borde convexo,
de color purpura con el borde de color blanco a las 24 horas de incubacién y a las
48 horas, se tornaron moradas oscuras.
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Figura 2. Tres muestras de agua del sistema de bombeo de la UBP, inoculadas
en medio especifico HardyCHROM™ especifico para bacterias del género Vibrio.
(A) Control negativo (B) 1er muestreo UBP. (C) 2do muestreo de la UBP. (D) 3er
muestreo final de la UBP.
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En el medio especifico CHROMagar, el control negativo fue translucido, con
un color opaco. La cepa con colonias verdes presentd un crecimiento muy
abundante, generando colonias color crema/blanco, con un borde mas claro y de
tamafo pequefas. Para las colonias azules se presentd un crecimiento
considerable, generando colonias color malva durante las 48 horas de incubacion,
los bordes eran mas claros con colonias de tamafio muy pequefias de 1 mm
aproximadamente. Las colonias de la cepa morada obtuvieron un crecimiento
considerable, generd colonias de color amarillas translucida con un borde color
crema, con una forma ovalada (Tabla IV).

Finalmente, en medio especifico Vibrio Chromogenic Agar la cepa verde
genero colonias pequefas de 3-5 mm, con una forma plana, de color crema con el
borde blanco, en algunas zonas donde la bacteria crecio se presentd un color azul
claro. La colonias azules presentaron el crecimiento mas abundante, con colonias
un poco mas grandes de aproximadamente 5 mm, con una forma circular y
convexa, el color de las colonias en las primeras 18 horas fueron azul fuerte y
después se tornaron color lila con un borde color oscuro. La cepa morada
presentd colonias muy pequefias de aproximadamente 1-3 mm, con una forma
ovalada de color rojo/rosa con el centro color guinda, esta bacteria present6 el
crecimiento menos abundante y mas lento en este medio de cultivo (Tabla IV).

Por otra parte, en los medios de cultivo general Mueller-Hinton agar al 2%
de NaCl las tres cepas presentaron un buen crecimiento y formacioén de colonias
incoloras, la cepa verde present6é el crecimiento mas rapido en este medio de
cultivo cubriendo la totalidad de la placa. En medio de cultivo TSA al 2% de NaCl,
las tres cepas (verde, azul y morada) también fueron incoloras y presentaron un
Optimo crecimiento. Sin embargo, la cepa verde crecid difusa y al observarla a
contraluz se emitié6 un halo de iridiscencia tornasol, generando colores arcoiris
desde el rojo, amarillo al verde y azul (Fig. 3 B). La cepa azul y la cepa morada no
presentaron esta caracteristica de iridiscencia ni tampoco el crecimiento de
enjambre o swarming (Fig. 3 C, B).
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Figura 3. Crecimiento y evaluacion de iridiscencia de las tres cepas en medio de
cultivo general TSA al 2% de NaCl a las 24 horas de incubacion. (A) Control
negativo. (B) Cepa verde iridiscente. (C) Cepa azul sin iridiscencia. (D) Cepa
morada sin iridiscencia.
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Tabla 4. Coloracion de las colonias de las tres cepas en distintos medios
especificos para bacterias del género Vibrio.

Cepa Cepa Cepa
Medio de Control negativo verde azul morada
cultivo
HardyCHROME
Vibrio
TCBS

Vibrio Chromo
Select Agar

CHROMagar

Vibrio
Chromogenic
Agar
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7.2. Curvas de crecimiento bacterianas

Para poder preparar el inéculo para la infeccion experimental de
camarones, fue necesario realizar curvas de crecimiento de las tres cepas de
interés. Las curvas se realizaron por triplicado en un periodo de 48 horas utilizado
el medio MH 2% de NaCl. Las tres cepas mostraron la fase exponencial,
estacionaria y de muerte, observandose diferencias claras en su maxima lectura
de absorbancia (Fig. 4). Con la fase exponencial de la curva de crecimiento, se
obtuvo el tiempo de duplicacion el cual fue de 105.7 minutos con una constante (k)
de 0.3936 para la cepa verde (Figura 4A), para la cepa azul fue de 91 minutos con
k= 0.457 (Figura 4B) y la cepa con cepa morada fue de 131.4 minutos con k=
0.3164 (Figura 4C).
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Figura 4. Medicién de las curvas de crecimiento de tres cepas de Vibrio spp en
48 horas por triplicado (n=3). (A) Cepa verde (105.7 minutos). (B) Cepa azul (91
minutos). (C) Cepa morada (131.4 minutos).
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7.3. Analisis bioquimico

Con base a los parametros bioquimicos de cada cepa, se identificaron
como bacilos Gram negativos, catalasa y oxidasas positivos. El perfil bioquimico al
compararse en la biblioteca de GEN llI, indico que se traté de bacterias del género
Vibrio. La cepa verde de acuerdo con la huella fenotipica que obtuvo una
similitud/probabilidad con V. alginolyticus de 0.555, seguido de V. harveyi con
0.029, V. parahaemolyticus con 0.026 y 0.025 con V. proteolyticus (Tabla 5). La
cepa azul obtuvo una similitud de 0.275 con V. harveyi, seguido de V. splendidus
(26¢) con 0.096, V. pelaguis con 0.036, y Photobacterium angustum con 0.031.
Finalmente, la cepa morada presenté una similitud de 0.128 con V. tubiashii,
seguido de V. harveyi con 0.097, V. splendidus con 0.075 y como ultima opcion
resulté V. aestuarianus con 0.050 (Tabla V).

Tabla 5. Perfiles bioquimicos de las tres cepas de Vibrio.

Cepa verde
Probabilidad Tipo de organismo Especie
0.555 GN-NE nt V. alginolyticus
0.029 GN-NE nt V. harveyi
0.026 GN-NE nt V. parahaemolyticus
0.025 GN-NE nt V. proteolyticus
Cepa azul
Probabilidad Tipo de organismo Especie
0.275 GN-NE nt V. harveyi
0.096 GN-NE nt V. splendidus
0.036 GN-NE nt V. pelaguis
0.031 GN-NE nt Photobacterium
angustum
Cepa morada
Probabilidad Tipo de organismo Especie
0.128 GN-NE nt V. tubiashii
0.097 GN-NE nt V. harveyi
0.075 GN-NE nt V. splendidus
0.050 GN-NE nt V. aestuarianus
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7.4. Extraccion de acidos nucleicos

Las extracciones de ADN de las tres cepas presentan bandas nitidas de un
tamafio mayor 15,000 pb (Fig. 5A). Una vez corrido el gel de los productos de
PCR del gen 16S ARNr presentaron bandas nitidas, con un tamafio de fragmento
esperado de 1,500 pb. El control negativo (H20 PPi) no presentd ninguna banda y
el control positivo (ADN puro) que se colocdé amplific6 una banda del mismo
tamafio de 1,500 pb (Fig. 5B). Finalmente, en la extraccion de plasmidos de las
tres cepas solo se extrajo ADN gendmico, no se presentd ninguna banda,
confirmando la ausencia de plasmidos (Fig. 5C).

Figura 5. Analisis moleculares aplicados a las tres cepas. A) Extraccion de ADN,
B) Amplificacion del gen 16S, C) Extracciébn de plasmidos de tres cepas
bacterianas. BV (cepa verde), BA (cepa azul), BM (cepa morada), C+ (control
positivo ADN puro), C- (control negativo H20 PPi estéril).
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7.5 Analisis filogenético

LRI ORI = IR CORO— GORI— CoRd = ORI— Lok GORd—

[RTRTES

Al revisar el alineamiento de las secuencias del gen 16S ARNr obtenidas se
pudieron observar zonas de variacion nucleotidica. La cepa azul (BA) obtuvo un
tamafio de secuencia de 1,335 pb (89 % de cobertura) y presentd una sola
variacion en el nucledétido en la posicion 390 con respecto a la secuencia de la
cepa verde. La secuencia de la cepa verde (BA) fue de 1,014 pb (67.6 % de
cobertura) y presentd cinco variaciones de nucleétidos con respecto a las otras
dos secuencias. La cepa morada (BM) obtuvo un tamafio de secuencia de 354 pb
(23.6 % de cobertura) y no presentd ninguna variacion ni cambio de nucledtido con
respecto a la cepa azul y verde (Fig. 6).
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Figura 6. Alineamiento de nucleétidos del gen 16S ARNr de las tres cepas
bacterianas aisladas. Recuadros de color en los alineamientos indican diferencias
nucleotidicas en la secuencia. 1BV, Bacteria verde; 2BA, Bacteria azul; 3BM,
Bacteria Morada.

27



La afiliacion filogenética fue realizada comparando las secuencias del gen
16S ARNr de las tres cepas de interés, incluyendo arbitrariamente 23 cepas tipo
de especies Vibrio con mayor similitud a nuestras cepas (de acuerdo al BLAST del
NCBI y la plataforma EZbiocloud) y con una cepa externa de Staphylococcus
aureus. Los resultados indicaron que las tres cepas estudiadas en este trabajo se
relacionan filogenéticamente al género Vibrio. La cepa morada (BM) se relacion6 a
V. litoralis y dentro del mismo clado se encuentran V. hibernica, V. algicola. Por
otra parte, la cepa azul (BA) presenté una relacion cercana a V. owensii y en el
caso de la cepa verde (BV) presentd una relacion cercana con V. alginolyticus y
dentro del mismo clado se presenté V. natriengens y V. azureus (Fig. 7).

Staphylococcus aures - DSM 20231 (Type) - AMYLO1000007
Vibrio gallaecicus - VB 8.9 (Type) - EUS41605
Vibrio hibernica - B1 .19 (Type) - VHKO01000113
Vibrio algicola - SM1977 (Type) - MN545426
Bacteria Morada - BM eee——
Vibrio litoralis - MANO22D (Type) - DQ097523
Vibrio aquaticus - BEI20T (Type) - MG754467
Vibrio jasicida - TCFB 0772 (Type) - AB562589
Bacteria Azul - BA ———
Vibrio owensii - LMG 25443 (Type) - JPRDO10000038
Vibrio hyugaensis - 090810a (Type) - LC004912
Vibrio campbellii - CAIM 519 (Type) - AMDG01000189
Vibrio rotiferianus - LMG 21460 (Type) - AJ316187
Vibrio harveyi - NBRC 15634 (Type) - BCUF01000119
Vibrio proteolyticus - NBCR 13287 - BATJO1000038
Vibrio alginolyticus - NBCR 15630 - CPO0&T18
Bacteria Verde - BV e —
Vibrio natriengens - DSM 759 (Type) - ATWU01000093
Vibrio azureus - NBCR 104587 (Type) - BATLO1000140
Vibrio neocaledonicus - NC470 (Type) - JO934828
— Vibrio atypicus - HHS02 (Type) - FJ009624
E': V-br.io il CAIM 528 (Type) - JXOK01000072

Vibrio diabolicus - HEB00 (Type) - X99762
Vibrio parahaemolyticus - NBCR 12711 (Type) - BBQD010000:
Vibrio sagamiensis - LC2-047 (Type) - AB428909
Vibrio vulnificus - NBCR 15645 (Type) - AMQV01000037
Vibrio tubiashii - ATCC 19109 (Type) - CP009354

0

Figura 7. Arbol filogenético de Vibrio spp. Flecha azul indica las cepas aisladas y
analizadas en este trabajo con el gen 16S ARNr. Se incluyen arbitrariamente 23
cepas tipo de especies Vibrio con mayor similitud a nuestras cepas de acuerdo al
BLAST de NCBI y la plataforma EZbiocloud y con una cepa externa de
Staphylococcus aureus.
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7.6. Mantenimiento de organismos en cultivo

Los ejemplares de P. vannamei en etapa de PL’s se mantuvieron en cultivo
hasta que alcanzaron una talla y peso considerable para los desafios en el LPEA.
Durante el periodo de cultivo se verificO que los parametros fisico-quimicos del
agua estuvieran dentro de los rangos previamente establecidos para el
experimento (salinidad: 20 UPS, temperatura: 28 + 0.5°C, OD: 5.0 - 8.0 mg/L; pH
7.5 = 0.5; NAT: menor que 0.5 mg/L). La aclimatacion a la salinidad fue exitosa ya
gue ningun organismo presentd mortalidad y debido al constante mantenimiento
de los parametros fisico-quimicos se obtuvo el 100% de los camarones hasta el
inicio de los desafios de infeccion. Respecto al peso, los camarones obtuvieron
una ganancia de peso mayor a 13 gramos durante la fase de aclimatacién en una
salinidad de 20 ups. Por otro parte, la talla final registrada por los camarones fue
14.8 £ 0.33 cm (Tabla VI).

Tabla 6. Peso y talla inicial-final de Penaeus vannamei mantenido a una
salinidad de 20 ups durante cinco meses de cultivo.

Salinidad | Dias de | Peso inicial Peso final | Tallainicial Talla final
(ups) cultivo (@) (@) (cm) (cm)
20 75 056+0.25 | 1391+1.97 | 242 +0.04 14.80 + 0.33

7.7. Analisis de patogenicidad y signos clinicos

El primer desafio de patogenicidad con una dosis muy alta (1x108 UFC/mL)
resultd en una mortalidad de mas del 80% en 24 hpi con el tratamiento de la cepa
verde, observdndose dafios considerables. La mortalidad que registré el desafio
de la cepa azul y morada fue menor en comparacion de la cepa verde, con un
20% de mortandad aproximadamente. Durante este primer bioensayo los
organismos del grupo control negativo natural y control MH al 2% no presentaron
ningun signo evidente de enfermedad a diferencia de los grupos desafiados.
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Tabla 7. Clasificacion de dafios registrados durante el segundo desafio de
infeccidn con una cepa color verde a tres concentraciones diferentes en P.
vannamei. MH, caldo de cultivo Mueller-Hinton.

Dosis alta

Control Control Dosis baja Dosis Total
negativo MH al 2% (1x103 moderada (1x10° I
natural NaCl ufc/mL) (1x104 ufc/mL)
ufc/mL)
Hepatopancreas 0 0 1 3 4 8
(Externo) -
Apéndices 0 0 1 2 3 7
Musculo 0 0 1 1 3 5
Branquias 0 0 0 2 3 5
Lesiones 0 0 1 2 4 7
cuticulares =
Tracto digestivo 0 0 0 2 3 5
vacio 2
Telson 0 0 1 3 4 8
Urépodos 0 0 1 3 4 8
Total 0 0 6 18 28
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En el segundo desafio de patogenicidad utilizando diferentes dosis de
indculo de la cepa verde, los camarones del grupo control negativo natural y MH al
2% de NaCl no presentaron dafios o lesiones externas, los exoesqueletos y
apeéndices de los camarones no presentaron melanizacion, el hepatopancreas no
cambio de color ni present6 dafo externo y el tracto digestivo estuvo siempre lleno
en los organismos del grupo control, por lo cual se les asign6 un valor total de
dafio de cero (Fig. 8A, B). En cambio, los organismos desafiados con la cepa
verde a una dilucién baja (1x10® UFC/mL) presentaron una cantidad muy baja de
dafo en diferentes érganos y regiones, el signo mas evidente fue la melanizacion
en los apéndices natatorios, maxilas y en el exoesqueleto obteniendo un valor total
de 6 puntos (Fig. 8C, D).

La dilucién moderada (1x10* UFC/mL) registr6 un dafio total de 18 puntos,
debido a la melanizacion del exoesqueleto y apéndices, el hepatopancreas
presentdé cambios externos en su aspecto, formay color. Por ultimo, la dilucién alta
(1x10° UFC/mL) present6 los dafios mas evidentes, que fueron las mudltiples
melanizaciones en los apéndices, urépodos, telson, en el madsculo se presentd un
cambio de coloracién a un blanco opaco y rigidez, los tractos digestivos de los
camarones con la dosis alta estaban segmentados y en algunos vacios (Fig. 8E,
F).

Al tratamiento de la dilucion alta se le asign6 un valor total de 28 puntos, lo
cual indica que es el tratamiento con mayor presencia de dafio por la
melanizacién, necrosis (Fig. 8G, H) y signos de vibriosis presentes en los
camarones infectados experimentalmente (Tabla VII). En la diluciéon alta los
organos mas afectados y que obtuvieron el puntaje mas alto de 8 puntos fueron el
hepatopancreas (Fig. 8F), el telson y los urépodos con multiples melanizaciones y
necrosis externa. En el mismo contexto, el tratamiento de la dilucién alta (1x10°
UFC/mL) tuvo el mayor puntaje de dafio, casi el doble que el tratamiento de la
dilucién moderada (1x10* UFC/mL) y el triple de puntos que el tratamiento de la
dilucién baja (1x10° UFC/mL) (Fig. 9).
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Figura 8. Dafios externos registrados en P. vannamei desafiados a tres diferentes
concentraciones del inodculo de la cepa verde. (A) Control negativo MH 2%. (B)
Control negativo natural. (C) Control positivo dilucién baja. (D) Control positivo
dilucion baja. (E) Control positivo dilucion moderada. (F) Control positivo dilucién
moderada. (G) Control positivo dilucion alta. (H) Control positivo dilucién alta.
Flecha negra indica melanizacién. Flecha blanca indica necrosis.
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Figura 9. Dafios presentados en telson y urépodos de P. vannamei desafiado con
la cepa verde a una dilucién alta. (A) 48 hpi. (B) 76 hpi. (C) 92 hpi. (D) 120 hpi.

Figura 10. Dafos presentados en pereiépodos, pleépodos y urépodos de P.
vannamei desafiado con la cepa verde a una dilucién alta (1x10° UFC/mL).
Flechas negras indican focos de melanizacion. Flechas blancas indican necrosis
(A) Camaron desafiado durante 152 hpi. (B) Amplificacién de los dafios causados

a las 152 hpi.
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El signo mas evidente en la dilucion alta fue la melanizacién multifocal en
los urépodos, pledpodos y pereidpodos (Fig. 10 A). Estos dafios comenzaron a
presentarse aproximadamente en el dia cinco de experimentacion (120 hpi),
acompafado de una actividad de muda muy notoria y nado erratico. En algunas
zonas como los pereiopodos, las melanizaciones se extendieron causando
necrosis en los tejidos, con esto la amputacion de la extremidad como lo fue en el
caso de los quelipodos y maxilas. Debido a esta pérdida y amputacion los
organismos eran incapaces de alimentarse de manera adecuada por los que se
comenzé a presentar la segmentacion y espacios vacios en el intestino (Fig. 10 B).

7.8. Comprobacion de postulados de Koch.

De cinco camarones clasificado como controles positivos desafiados con la
cepa verde a una concentracion alta (1x10° UFC/mL), se les extrajo hemolinfa y al
ser inoculada en el medio de cultivo cromogénico Vibrio Chromo Select Agar y el
medio de cultivo selectivo Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (Fig. 11A, C), se
presentd el crecimiento de dos colonias distintas, unas colonias azules fuerte y
otras colonias verdes con el borde color crema en el medio cromogénico VCSA,
en el medio selectivo TCBS se presentaron colonias color amarillas de distinto
tamafo y forma.

Se procedi6 con la purificacion de estas colonias hasta obtener colonias de
color azul y tres colonias verdes con borde claro completamente aisladas (Fig.
11B). Como ultimo, del medio TCBS se purificaron colonias amarillas, estas se
inocularon en otro medio cromogénico HardyCHROME™. Se presentaron dos
colores diferentes en las colonias que crecieron, siendo las colonias verdes las
mas dominantes, seguidas de las colonias color moradas (Fig. 11D).

Las colonias verdes se purificaron hasta el punto que se obtuvieron
colonias verdes completamente aisladas en medio de cultivo HardyCHROME ™.
Se comprob6é que las colonias recuperadas de la hemolinfa presentaron las
caracteristicas de la cepa verde antes descritas en la seccion 8.1.
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Figura 11. Siembra de hemolinfa de P. vannamei desafiado con una cepa de V.
alginolyticus a una dilucién muy alta (1x108) durante 12 dias. (A) Medio de cultivo
Vibrio Chromo Select Agar (VCSA) a las 24 horas de inoculado. (B) Medio de
cultivo VCSA con colonias verdes purificadas de una muestra de hemolinfa de un
control positivo. (C) Medio de cultivo TCBS inoculado con 100 puL de hemolinfa de
un control positivo. (D) Medio de cultivo HardyCHROME inoculado con 100 pL de
hemolinfa de un control positivo de la dilucién alta.

Los camarones infectados de forma experimental con la cepa verde re-
aislada de hemolinfa desarrollaron el mismo cuadro clinico al que presentaron los
camarones desafiados inicialmente con la cepa verde a una dilucion alta, como lo
fue el nado erratico, tracto digestivo semi vacio y coloracion rosa de los apéndices.
Ademas, se presentd melanizacion y necrosis multifocal externa muy
caracteristica de esta cepa verde en los camarones desafiados (Fig. 12A), con
cambios y forma del hepatopancreas. La extraccion de hemolinfa al ser inoculada
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en medio de cultivo HC present6 una abundante cantidad de colonias verdes con
borde claro y una cantidad baja de colonias moradas (Fig. 12B). De esta muestra
se tomod una colonia verde aislada y se resembro en el mismo medio de cultivo y
se presento una coloracion verde con puntos color morados (Fig. 12C). En el sexto
pase de purificacion se obtuvo un crecimiento de colonias verdes totalmente puras
(Fig. 12D).

Figura 12. Siembra de hemolinfa de P. vannamei desafiado con la cepa verde a
una dilucion alta. (A) Camardén infectado con la cepa verde con dafios evidentes
caracteristicos de la infeccion. (B) Muestra de hemolinfa de camarén inoculada en
medio HC. (C) Re-aislamiento y purificacién de las colonias de la cepa verde. (D)
Cepa verde purificada a partir de hemolinfa de camarones infectados
experimentalmente.
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7.9. Caracterizacion histologica

En la histologia realizada a un camarén del control natural y otro camarén
del control MH al 2% de NaCl, en los dos casos se observo el hepatopancreas en
buen estado, sin presencia de encapsulamientos, ndodulos e intrusiones
hemociticas, los tubulos no presentaron cambio en su forma ni desprendimiento
epitelial. Se observan reservas lipidicas y los nucleos tienen una apariencia
normal, sin atrofia después de cinco dias de desafio (Fig. 13A). En el mismo lapso
de tiempo se presentd un organismo del tratamiento positivo infectado con la cepa
verde a dilucién alta, con dafios externos evidentes y el color de hepatopancreas
cambi6 a un color café claro con puntos oscuros y el nado erratico fue evidente, el
analisis histologico reveld algunas intrusiones hemaocitica (Fig. 13B).
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Figura 13. Histologia de hepatopancreas (HP) de P. vannamei desafiado con la
cepa verde a una dilucién alta durante cinco dias. (A) HP de camarén control del
control MH 2% al NaCl. (B) HP de camarén desafiado con dosis alta 1x10°
UFC/mL. Tincién H&E 40X.

A los 12 y 18 dias post infeccién la histologia de los hepatopancreas de los
organismos de los controles naturales y MH 2% de NaCl, no presentaron ningun
dafo, lesién o cambio de aspecto (Fig. 14A, B). Por otra parte, el hepatopancreas
de un camarén control positivo desafiado durante 12 dias a una dilucion alta,
present6 un desprendimiento de células epiteliales de los tdbulos
hepatopancreaticos, con pérdida y adelgazamiento del tejido epitelial. Estos
presentaron diferentes grados de atrofia, con una modificaciéon y engrosamiento de
tejido conectivo debido a la displasia generada por la infeccion, con presencia
zonas evidentes eosindfilas (Fig. 14C). Ademds, se puede observar un
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hepatopancreas desafiado durante 18 dias, en este se presentaron multiples
intrusiones y nddulos hemociticos basoéfilos con adelgazamiento del tejido epitelial
y una modificacion evidente con encapsulamientos e incremento de hemocitos y
fibras de colageno. Se presentan melanizaciones y necrosis multifocales de los
tubulos hepatopancreaticos (Fig. 14D).
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Figura 14. Histologia de hepatopancreas (HP) de P. vannamei desafiados con la
cepa verde en diferentes tiempos post infeccion. (A) HP de control natural durante
12 dias. (B) HP de control Mueller-Hinton al 2% de NaCl después de 18 dias. (C)
HP de camarén desafiado con la bacteria verde a una concentracion alta de 1x10°
UFC/mL durante 12 dias. (D) HP de camarén desafiado con la cepa verde a una
concentracion alta de 1x10° UFC/mL durante 18 dias. (a) Intrusién hemocitica. (b)
Melanizacion y necrosis de los tabulos del hepatopancreas. (c) Desprendimiento
epitelial. (d) Encapsulamiento. (e) Displasia. Tincion H&E. 40X.
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A los 22 dias post infeccion en los tratamientos de control natural y control
MH al 2% de NaCl, se observaron los hepatopancreas en buen estado sin dafios
evidentes (Fig. 15A, B). En cambio, en un organismo desafiado con la cepa verde
a una dilucion alta, se presentan mdultiples melanizaciones en los tubulos del
hepatopancreas, asi como nédulos hemociticos. Ademas, se presenta un grado
alto de modificacion y engrosamiento del tejido epitelial con una presencia
abundante de intrusiones hemociticas (Fig. 15C, D). En la histologia del
hepatopancreas de los controles positivos de la cepa verde, repetidamente se
presento la melanizacion y necrosis multifocal en los tubulos hepatopancreaticos
con multiples intrusiones hemociticas, encapsulamiento y diferentes grados de
modificacion del tejido epitelial (Fig. 16 B).

Figura 15. Histologia de hepatopancreas (HP) de P. vannamei desafiado con la
cepa verde en diferentes tiempos post infeccién. (A) HP de camar6n del control
MH al 2% de NaCl. (B) HP de camardén del control natural. (C) HP de camardén
desafiado con dosis alta 1x10° UFC/mL durante 17 dias post-infeccién. (D) HP de
camarén desafiado con dosis alta 1x10° UFC/mL durante 20 dpi. Tincién H&E.
100X.
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Figura 16. Amplificacion de un tdbulo de hepatopancreas de P. vannamei
desafiado con una dilucién alta de la cepa verde. (A) HP de camardn del
tratamiento control negativo. (B) HP de camardn desafiado con dosis alta de la
cepa verde (1x10° UFC/mL). Tincién H&E. 100X.

En los hepatopancreas de los camarones de los controles negativos no se
presentd ningun dafio aparente y lucian en buen estado (Fig. 16 A, Fig. 17 A). En
cambio, los camarones desafiados con la dilucién alta de 1x10° UFC/mL
presentaron dafios evidentes como la melanizacién y necrosis multifocal en los
tubulos hepatopancreaticos, con nédulos y encapsulamientos en los tabulos del
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hepatopancreas (Fig. 16 B) con presencia de intrusiones hemociticas multifocales,
formacion de nodulos, diferentes grados de modificacion del tejido y presencia de
bacterias (Fig. 17 B).
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Figura 17. Amplificaciéon de un tubulo de hepatopancreas de P. vannamei
desafiado con una dilucion alta de la cepa verde. (A) HP de camaron del
tratamiento control MH al 2% de NaCl. (B) Amplificacibn de tabulo
hepatopancreatico de camaron desafiado con una dosis alta de la cepa verde
(1x105% UFC/mL). Tincién H&E. 100X.
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7.10. Mortalidad/Sobrevivencia

Durante el primer desafio de patogenicidad con una dosis muy alta 1x10°
UFC/mL, los camarones infectados con la cepa verde comenzaron a presentar
signos de enfermedad aproximadamente a las 4 horas post-infeccion (hpi) y una
mortalidad considerable en los rangos de 14-36 hpi. Posterior a este rango de
tiempo ya no se registré ningln organismo muerto, solamente desarrollaron signos
clinicos y dafios externos hasta las 168 horas finales del bioensayo. La cepa azul
causo6 signos de enfermedad y registro las primeras mortalidades en los rangos de
25-28 hpi, después se presentd un organismo muerto a las 168 hpi y posterior a
este tiempo ya no se registré ningln camaron muerto. Por otra parte, la cepa
morada no presentd ningun signo de enfermedad o comportamiento anémalo y se
registraron organismos muertos a las 24, 60, 117 y 154 hpi (Fig. 18). Con base a
este andlisis preliminar se determin6é que la diluciéon de 1x10® UFC/mL fue una
dosis muy alta, por lo cual se seleccionaron las siguientes diluciones 1x10°
UFC/mL, 1x10* UFC/mL y 1x10® UFC/mL, como dosis alta, moderada y baja
respectivamente para ser utilizadas en el segundo bioensayo, solamente utilizando
la cepa verde (Fig. 19). Ya que la cepa morada y azul no fueron significativamente
diferentes de los controles.

Bioensayo 1 - 3 cepas [1x106]
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Figura 18. Curvas de sobrevivencia de P. vannamei desafiado con tres cepas de
Vibrio spp. a una dosis muy alta. @ ® — Las curvas que llevan superindices

diferentes representan diferencias significativas con prueba de pendientes (p <
0.05).
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Para el segundo desafio de patogenicidad el grupo control natural y control
Mueller-Hinton al 2% de NaCl, no presentaron organismos muertos, no se
presentaron lesiones o signologia que indicaran signos de vibriosis durante todo el
experimento. La dilucion baja de la cepa verde presentd el primer organismo
muerto a las 24 hpi sin ningun dafio externo o evidente de vibriosis, después a las
456 hpi se presentd el siguiente organismo muerto. Se observaron algunas
manchas oscuras en los apéndices y rostrum, el tracto digestivo estaba casi lleno
y a las 528 hpi y posterior a ese tiempo, se presentaron los ultimos organismos
muertos con los mismos signos, poca melanizacion en los apéndices y rostrum,
con tractos digestivos casi llenos.

En cambio, la dilucion moderada comenz6 a presentar los primeros signos
de infeccion a las 120 hpi, los organismos redujeron su actividad natatoria y la
ingesta de alimento, con esto se empezaron a presentar los primeros tractos
digestivos segmentados. La melanizacion se presenté a las 172 hpi en los
apéndices, urdpodos y telson. Durante este periodo de tiempo los organismos
estuvieron mudando cada nueve dias aproximadamente, las mudas presentaban
multiples areas con melanizacion y se tornaron de color rosa. A las 432 hpi los
signos clinicos en los camarones aumentaron, presentandose mas dafios en los
urépodos, los tractos digestivos segmentados, quelipodos y pereiépodos con
necrosis por la melanizacion y amputados, dafio en el rostrum, antenas y
anténulas. El nado erratico se comenzd a presentar a las 480 hpi, el masculo se
tornd opaco de color blanco y rigido, también los organismos dejaron de ingerir
alimento y las multiples melanizaciones eran mas evidentes.

La dilucion alta comenz6 a presentar signos de enfermedad a las 8 hpi,
organismos desafiados comenzaron a reducir su actividad natatoria y los reflejos
disminuyeron al igual que la ingesta de alimento. Los dafios mas evidentes
comenzaron aproximadamente a las 132 hpi, con presencia de mudltiples
melanizaciones en diferentes zonas del exoesqueleto, apéndices, pereiépodos,
telson y urépodos. El proceso de muda se intensific6 més en esta dilucién ya que
cada seis dias los camarones mudaron, en algunos casos los organismos no
podian llevar a cabo el proceso de manera adecuada y morian, posterior a este
tiempo los tractos digestivos se observaron casi vacios y en algunos casos los
camarones tenian una coloracion rosa. Los pledpodos presentaron un grado de
melanizacién alto y se observaron regiones con necrosis, al igual que en los
pereidpodos, quelipodos y maxilas. Después de las 360 hpi los camarones dejaron
de mudar, el masculo se comenzd a opacar y se tornd de color blanco, con
melanizaciones en los bordes de los segmentos abdominales (Fig. 19).
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Bioensayo 2 - Verde diluciones
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Figura 19. Curva de sobrevivencia de P. vannamei desafiado con la cepa de
Vibrio sp. a tres diferentes dosis infectivas. & b ¢- Las curvas que llevan
superindices diferentes representan diferencias significativas con prueba de
pendientes (p < 0.05).
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Tabla 8. Comparacion de la enfermedad del AHPND vy la vibriosis generada

por la cepa verde en Penaeus vannamei.

AHPND

Cepa verde

Especie

V. parahaemolyticus, V.
campbellii, V. harveyi, V.
owensii y V. punensis.
(Soto et. al., 2015)

Vibrio alginolyticus

Tiempo de mortalidad 18 - 48 hpi 120 - 600 hpi
(Soto et. al., 2015)
% de mortalidad 100 80

(Soto et. al., 2015)

Dafio externo

Musculo opaco
Nado erratico
Cambio de forma y color del
HP
(Soto et. al., 2015)

Melanizacion y necrosis de
maxilas, pledpodos,
pereiépodos y quelipodos con
coloracion rosa y nado
erratico

Color del cuerpo

Rosa o café

Azul-verde / Blanco — rosa

Dafio interno

Intrusiones hemociticas, dafio
en taubulos de HP con pérdida
de su estructura, 6érgano
linfoide y estdbmago.

(Soto et. al., 2015)

No se desprende en su
totalidad el epitelio de los
tubulos HP, intrusiones
hemociticas y dafio en HP,
aungue mantiene su
estructura.

Hepatopancreas

Melanizacion y necrosis de
tubulos, desprendimiento
epitelial masivo y perdida de
estructura e integridad de los
tubulos,

(Soto et. al., 2015)

Melanizacion y necrosis
multifocal de los tibulos, con
desprendimiento epitelial, sin

pérdida de la integridad del
drgano

Color de corazén

No reportado

Negro (70% del 6rgano se
torné oscuro)

Genoma, plasmidos Pir A, B

Si

No detectado

HP: Hepatopancreas.




VIII. Discusidn

Las muestras de agua de mar al ser procesadas e inoculadas con base en
el protocolo mencionado en la seccidon 6.1 (parrafo 1y 2), resulté adecuado para la
obtencion y aislamiento de bacterias del género Vibrio con potencial patogénico
(Hug et. al., 2012). La variacion total en la comunidad bacteriana especifica, de las
muestras de agua de mar durante los 3 dias en que se realizaron los andlisis fue
replicable, por la presencia y abundancia de colonias moradas, azules y verdes
sobre el medio de cultivo cromogénico HardyCHROM™ (HC). Ademas, se
relacion6 el color de colonia a una especie presuntiva que indicod la guia del
fabricante (Hardy Diagnostic, 2011). Por otra parte, las colonias que presentaron
color crema/perla, anaranjado y rosa, durante los muestreos del agua de mar con
medio HC, se descartaron debido al poco crecimiento y dominancia que
presentaron en HC y a la poca informacion sobre las posibles especies. La
presencia de colonias de diferentes colores en los medios cromogénicos, es un
claro indicativo de la gran variedad y abundancia de bacterias del género Vibrio.
Estas se presentan de forma natural en el agua de mar y pueden ser aisladas
efectivamente, ya que estos son medios selectivos para Vibrio (Canal et al. 2017;
Galaviz et al., 2018).

Los medios de cultivo selectivos cromogénicos HardyCHROM™ (HC),
CHROMagar™ Vibrio (CAV), Vibrio Chromogenic Agar (VCA) y Vibrio Chromo
Select Agar (VCSA) se han implementado para la deteccion y aislamiento
especifico de V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus, ya
que logran la diferenciacién y aislamiento entre especies, basada en una reaccién
cromogénica patentada (Cano et. al., 2010). Y esto se debe a que cada cepa tiene
una accion enzimatica especifica que genera el color de la colonia por la reaccion
de la enzima beta-galactosidasa del medio de cultivo (Canal et al., 2017; Galaviz
et al., 2018; Hong et al., 2020).

Con base en la guia de los fabricantes de los medios de cultivo, la bacteria
verde en medio HC y VCSA fue positivo para V. parahaemolyticus, en medio
especifico TCBS indicé que es un Vibrio sacarosa positivo, el medio de cultivo CA
fue positivo para V. alginolyticus. Por ultimo, en el medio de cultivo VCA la bacteria
verde presento colonias incoloras con el centro de color azul claro, en base a la
guia del fabricante se trata de V. alginolyticus, pero cabe resaltar que la presencia
de tonalidades azules en las colonias de esta bacteria, podria interpretarse como
positivo para V. parahaemolyticus. Por otra parte, la bacteria azul en medio de
cultivo HC y VCSA no fue referida a ninguna especie que presente colonias
azules, pero si las colonias color moradas (ya que cambian de coloracion azul a
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morada a las 48 horas de incubacién). Estas serian indicativas de V. cholerae, en
TCBS indica que es otro Vibrio sacarosa positivo, en CA resulté positivo para V.
parahaemolyticus y en VCA no fue referida a ninguna especie con el color de
colonias que presenté. Finalmente, la bacteria morada en el medio HC resulté V.
vulnificus. El medio de cultivo TCBS fue indicativo de que se trata de otro Vibrio
sacarosa positivo. En el medio de cultivo VCSA, CA y VCA el color que
presentaron las colonias fue distinto en cada uno y sin ningun indicio de la especie
en la guia del fabricante (Ver sintesis de resultados en la tabla V).

Una caracteristica particular de la bacteria verde es que presento
iridiscencia en el medio de cultivo TSA al 2% de NaCl, aunque se ha reportado
muy poco sobre la iridiscencia y la funcion que cumple en las bacterias. Algunos
autores sugieren que la iridiscencia tipo arcoiris difusa en bacterias, se presenta
generalmente en las colonias del mucus, encapsulados y de bacterias patégenas
(Kientz et. al., 2012). En distintas especies, la importancia bioldégica de la
coloracion estructural o iridiscencia se relaciona a diferentes aspectos como, por
ejemplo; la regulacion térmica y la sefalizacion intra-especies, entre otras
(Johansen et. al., 2018). La Unica especie reportada de Vibrio que presenta
iridiscencia es una cepa de V. cholerae, esta caracteristica se asocié a un arreglo
celular que presentan las colonias de esta especie (CDC, 2010). Cabe resaltar que
esta propiedad es de interés biotecnoldgico, para la elaboracion de materiales
Opticos vivos como pinturas y sensores vivos, que pueden ser aplicados para
cambiar de coloracion bajo estimulos externos e interactuar con otros tejidos
vivos, ademas de que pueden ser aplicados como fotoproteccion (Johansen et. al.,
2018).

Otra diferencia notable de la cepa verde fue el crecimiento poco descrito y
clasificado como tipo enjambre rapido (Bottcher et. al., 2016). Este no se presentd
en la cepa azul ni la cepa morada, este crecimiento se ha asociado a la migracion
rapida y de forma coordinada de las células bacterianas a través de las
superficies, lo que le permite una mayor colonizacion en lapsos de tiempo mas
cortos. Ademas, este crecimiento se ha relacionado a mecanismos de virulencia,
la resistencia a los antibidticos y ha sido descrito previamente en diferentes cepas
de V. parahaemolyticus y V. alginolyticus (Bottcher et. al., 2016).

La cepa verde presentd colonias incoloras en los medios CA y VCA,
excepto por el medio HC y VCSA en el cual obtuvo colonias de color verde claro o
azul-verde. Esta discrepancia en el color de colonias, se puede deber a que
presenta una asimilacion de los nutrientes del medio de cultivo similar a V.
parahaemolyticus y debido a estas caracteristicas los medios cromogénicos no
pueden diferenciar de manera correcta y precisa. Existe la posibilidad de registrar
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falsos positivos, si solo se hace un analisis fenotipico y microbiolégico de las
colonias aisladas, por lo que se recomienda complementar estos resultados con
analisis mas especificos. Fenotipicamente se ha caracterizado e identificado
diferentes especies del género Vibrio utilizando el medio de cultivo especifico
TCBS y medios de cultivo cromogénicos. Las colonias aisladas e identificadas
como cepas pertenecientes a V. alginolyticus presentaron colonias amarillas en
TCBS (Galaviz et. al.,, 2018) e incoloras en la mayoria de los medios
cromogénicos (Canal et. al., 2017).

La cepa azul que genero colonias color malva en medio de cultivo CAV y
colonias amarillas en medio TCBS, coinciden con la caracterizacion microbiologica
que reportan Goulden et. al. (2012) y Liu et al. (2018). Estos ultimos estudiaron
una cepa de V. owensii con los genes virulentos del AHPND y con un alto indice
de mortalidad, en el medio cromogénico que utilizaron (CAV) la bacteria presentd
colonias de color malva y en TCBS obtuvieron colonias de color amarillas. Se
considera que fenotipicamente estas dos cepas son similares, sin embargo,
genotipicamente estas cepas podrian ser diferentes por los genes de virulencia
que presentan y el impacto negativo que pueden ocasionan en los sistemas de
cultivo (Hai et. al., 2013; Paul et. al., 1992). La principal desventaja de los medios
de cultivo selectivos cromogénicos, es que no tienen la capacidad de distinguir en
base a las caracteristicas morfologicas, las bacterias con potencial patogénico y
las bacterias no patdgenas, por lo que sigue siendo necesaria la identificacion
genética.

Respecto a la cinética de crecimiento de las tres cepas aisladas en este
trabajo, presentaron la fase exponencial en un lapso de tiempo de 91, 105.7 y
131.4 minutos (1.5 - 2.2 horas) de incubacion. La cepa verde presenté un tiempo
de duplicacion de 105.7 minutos; sin embargo, no fue el mas rapido a pesar de la
acelerada colonizacion de los medios de cultivo. En cambio, la cepa azul se
duplica mas réapido en 91 minutos, a diferencia de la cepa morada que lo hizo en
131.4 minutos siendo la mas lenta. Se tiene registro del tiempo de duplicacion de
una cepa de V. natrigens y V. cholerae que es de aproximadamente 10 a 20
minutos y se considera que estan dentro de las bacterias con un tiempo de
duplicacién mas rapido conocidas (Soler, 2018). Por otra parte, se tiene registré de
una cepa tipo de V. alginolyticus ATCC® 33787 que presentd la fase exponencial
en un tiempo de 6 horas de incubacion (Fernandez et. al., 2017). Las diferencias
se pueden dar debido a que se trata de diferentes eco tipos de especie (misma
especie, pero diferente origen geografico), o por la diferencia de temperatura de
tres grados Celsius entre estos trabajos. Por otra parte, se han reportado
diferentes cepas de Vibrio sp que alcanzan su fase exponencial en un tiempo de 6
a 12 horas de incubacion normalmente (Lopez, 2015); mientras que las bacterias
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aisladas en este trabajo presentaron su fase exponencial en un tiempo mas corto.
Por otra parte, se tiene registro del tiempo de duplicaciéon de una cepa de V.
natrigens y V. cholerae que es de aproximadamente 10 a 20 minutos y se
considera que estan dentro de las bacterias con un tiempo de duplicacion mas
rapido conocidas (Soler, 2018).

Respecto a los perfiles bioquimicos de las tres cepas, la cepa verde
presentd una asimilacion positiva de manitol, lisina y ornitina, también en las
concentraciones de NaCl del 1 al 8% presentd un resultado positivo; sin embargo,
a una concentracion de 0% de NaCl resulté negativa al igual que la asimilacién de
la arginina y urea, este perfil bioquimico coincide con los resultados obtenidos por
Mufioz et. al. (2012). Las caracteristicas fenotipicas y bioquimicas del aislamiento
de la cepa verde resultaron similares a las caracteristicas descritas para V.
alginolyticus (Abdul et. al., 2019; Lie et. al., 2004). Sin embargo, se considerd que
la probabilidad es media-baja y se puede deber a la sensibilidad o datos de las
pruebas. El perfil bioquimico de la cepa azul resultd positivo para la asimilacion del
compuesto D -manitol, D -manosa, D -sacarosa, D -manitol, pero fue negativo para
la asimilacion del citrato, lo cual coincide con lo reportado por Cano et. al. (2010)
que describieron el perfil bioquimico de una cepa de V. owensii. El perfil
bioquimico difirid al resultado sugerido por la biblioteca de Biolog; al sugerir una
probabilidad baja de V. harveyi. Con base a la huella fenotipica y el perfil
bioquimico las tres cepas se clasificaron como bacterias pertenecientes al género
Vibrio (Abdul et. al., 2019; Nelapati et al., 2012).

La cepa verde aislada del agua de mar, fue identificada molecularmente
con la secuenciacion parcial del gen 16S ARNr como V. alginolyticus, esto
coincide con lo reportado por Canal et al. (2017) y Galaviz et. al. (2018), los cuales
aislaron diferentes cepas de esta especie, las identificaron molecularmente y
enfatizan en que es comun encontrar V. alginolyticus a lo largo del mundo en los
ambientes marinos y en el estbmago de camarones de forma natural. La cepa azul
identificada molecularmente como V. owensii en este trabajo no presentd
luminiscencia, plasmidos, ni una mortalidad considerable en los camarones
infectados experimentalmente, lo que difiere con lo reportado con Goulden et. al.
(2012).

La cepa morada identificada molecularmente como Vibrio sp, presentd un
100% de similitud con una cepa de V. alginolyticus, V. owensii y V. harveyi, esto
se puede deber a que la identificacion parcial de las cepas se realiz6 mediante la
secuenciacion del gen 16S ARNr (Abdul et. al.,, 2019). Algunos autores como
Cano et al., (2010 y 2011) y Tall et. al., (2013) mencionan que este gen no permite
de manera confiable la discriminacion entre especies a nivel cepa dentro del clado
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de V. harveyi (Anexo 5), para eso recomiendan la secuenciaciébn del gen
pyrH (que codifica para la fosforilacion de UMP que cataliza la quinasa, con efecto
directo en la virulencia de la bacteria y este gen permite diferenciar de manera
mas confiable los diferentes clados dentro de este género) con un tamafio de 550
pb, utilizando los cebadores pyrH80F y pyrH530R (Sawabe et al., 2007).

De la misma forma Molina (2016), refiere a que los analisis de secuencias
parciales no deben ser utilizadas para conclusiones taxonémicas. Al menos que se
demuestre que tienen el mismo grado de similitud que los obtenidos con la
secuencia genOmica completa (Stackebrandt y Goebel, 1994). Sin embargo, los
fragmentos que obtuvimos con las tres cepas fueron de tamafos diferentes
(cobertura de cepa verde: 67%, cepa azul: 89% y cepa morada: 23.6%).

Por ello, se corre el riesgo de cometer errores en la identificacion de la
especie al secuenciar algun gen por medio del PCR, por lo que es necesario la
secuenciacion completa del gen y preferiblemente del genoma de cada cepa. Por
lo que en un futuro se sugiere analizar la secuenciacién de los genomas,
particularmente el de la bacteria verde, debido a las caracteristicas que presento
como la iridiscencia de las colonias, el crecimiento de tipo enjambre rapido, la
signologia causada en P. vannamei y falta de plasmidos en esta cepa. Seria de
gran importancia conocer la presencia de genes de resistencia o de patogenicidad,
si mantiene regiones conservadas 0 no conservadas, su evolucién filogenética y
los genes adquiridos.

El efecto de la infeccidon causado por la cepa verde sobre la mortalidad del
camarén blanco se demostré re-aislando el agente causal del hepatopancreas y
hemolinfa de organismos en estado moribundo infectados experimentalmente,
comprobando de esta manera los postulados de Koch, asi como lo describen
Goulden et. al. (2012). En el mismo contexto Abdul et. al. (2019), hacen mencién a
gue los aislamientos bacterianos que obtuvieron de V. alginolyticus presentaron un
alto grado de virulencia por la alta mortalidad registrada en los camarones
cultivados, lo que demuestra el potencial patogénico de esta especie de Vibrio.

Ademas, se tiene registro de camarones infectados de forma experimental
con cepas de V. alginolyticus a diferentes concentraciones y por distintas vias de
infeccidon, corroborando el potencial patogénico de la especie y la capacidad de
presentar mortalidades de mas del 80% del cultivo, en pocas horas post infeccién
en camarones juveniles y adultos, utilizando dosis de infecciéon de 1 x 107 UFC/mL
hasta 2 x 10° UFC/mL (Hsieh et. al., 2008; Xie et. al., 2016) Similar a las dosis de
infeccién utilizadas en este trabajo en el rango de 1 x 10%a 1 x 10 UFC/mL. Por
otra parte, la cepa azul y morada se descartaron para la comprobacion de los
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postulados de Koch, por la poca mortalidad y presencia de dafios ocasionados en
los camarones. Sin embargo, no descartamos un efecto sinérgico de estas
bacterias o incluso antagoénico (Alizon et. al., 2013).

La salinidad utilizada durante los desafios de patogenicidad en este trabajo
fue de 20 ups con una temperatura de 28 + 0.5 °C. Esta salinidad no resulto
perjudicial para los camarones, ya que no se presentd un estrés visible o
mortandad durante la aclimatacion (Pifia et. al.,, 2015) o fluctuaciones en la
concentracion de amonio y la demanda de oxigeno (Ulaje, 2015). Por el contrario,
el incremento del peso y talla de los camarones resulté favorable, lo cual se ha
reportado previamente (Manosalva, 2007; Pifia et al., 2015). Durante su engorda y
experimentacion no se presentaron epizootias o mortalidades atipicas. En cambio,
a una salinidad normal de 34 ups con una temperatura 28 + 0.5 °C; generalmente
se presenta una mayor incidencia de bacterias Vibrio que afectan directamente a
los camarones cultivados, ya que son un grupo con preferencia al agua de mar
(Medina, 2017; Soto, 2015).

La cepa verde ocasion6 un cuadro de vibriosis particular ya que la
distribucion de las lesiones y dafios siguié un patron definido y replicable. A nivel
histolégico la presencia de tubulos hepatopancreaticos atrofiados, con mdltiples
zonas de melanizacion y necrosis, se repitié constantemente. Ademas, las masas
de bacterianas basofilicas rodeando los hemocitos fueron muy evidentes, con
nédulos y encapsulamientos, similar a lo que reportan Varela y Pefia (2016) con
los dafios caracterizados en hepatopancreas de P. vannamei desafiados con una
cepa de V. parahaemolyticus. En el mismo contexto Cuéllar (2013), menciona que
los camarones juveniles o adultos afectados por una vibriosis pueden generar
diferentes signos clinicos; dependiendo el grado de severidad de la infeccion y la
especie (Hong et. al., 2020). Los sintomas externos mas comunes son letargia,
nado erratico, pérdida del reflejo de huida, anorexia, intestino vacio, coloracion
rojiza, urépodos rojos, edema en los uropodos, opacidad del musculo,
melanizacién del exoesqueleto y apéndices rojos (Cuéllar, 2013; Ananda et. al.,
2017; Ayala, 2021).

Sin embargo, la secuencia de dafio que desarrolla la cepa verde no ha sido
reportada previamente, no es igual que AHPND ya que el cuadro clinico y analisis
molecular no coinciden con esta enfermedad, aunque internamente la histologia
reveld dafios en el hepatopancreas muy similares a lo que se registra en
camarones con AHPND (Tabla VIII). Ademas, La bacteria verde sobre las
superficies de los acuarios y apéndices de los camarones generd una coloracion
rosa (maxilas, quelipodos, plebpodos y pereiépodos). Que al momento
desconocemos si se trata de formacion de biofilms o de un producto metabdlicos
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por la utilizacion del sustrato quitina (Bottcher et. al., 2016). Se tiene reportado que
Vibrio spp tiene la capacidad de formar biopeliculas como un mecanismo de
supervivencia, patogenicidad y tolerancia al estrés (Freitas et. al., 2020; Yildiz y
Visick, 2009).

La implementacién de las pruebas microbioldgicas, la generacion de perfiles
bioquimicos, de analisis moleculares y la verificacion de los postulados de Koch
con andlisis histoldgico, se desempefiaron correctamente como herramientas muy
Utiles para generar una descripcion detallada del potencial patogénico de las
cepas bacterianas que se presentan en el agua de mar de forma natural, y en los
sistemas de cultivo, para la identificacion taxonOmica mas asertiva de cada una
(Delgado et. al., 2017; Iglesias et. al., 2020). Las caracteristicas que presenta la
cepa de Vibrio alginolyticus aislada e identificada en este trabajo son a la vez
preocupantes (debido a la patogenicidad y dafio que puede causar en los cultivos
de camarodn) y a la vez merecedora de estudios a profundidad para elucidar su
genoma y poder explotar su potencial biotecnolégico.
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IX. Conclusiones

Se aislaron y caracterizaron tres cepas bacterianas a partir de muestras
de agua de mar, en sistemas de acuicultura de recirculacion cerrados en
donde se reportaron eventos de vibriosis.

Las cepas aisladas presentaron discrepancia entre la caracterizacion
fenotipica, bioguimica y molecular. La cepa azul y morada solo se pueden
asignar al género Vibrio. Mientras que la cepa verde se identifico
bioquimica y molecularmente como Vibrio alginolyticus iridiscente con
crecimiento tipo de enjambre o swarming rapido.

Existen diferencias en la virulencia y patogenicidad de las tres cepas
aisladas del agua de mar, Unicamente la cepa verde (V. alginolyticus)
resulté patdgena para el camaron blanco.

La vibriosis causada por la cepa verde identificada como V. alginolyticus,
generd un porcentaje de mortalidad mayor al 80 % en los desafios de
patogenicidad en un periodo de 5 a 25 dpi. Los camarones manifestaron
signos caracteristicos de vibriosis y otros signos clinicos no reportados
como: melanizacion y necrosis multifocal excesiva, coloracion rosada de
los apéndices y estbmago, con dafio externo e interno del hepatopancreas
y los camarones presentaron en algunos casos, coloracion azul-verde
externa y corazon negro.
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XI. Anexos

Anexo 1. Lista de sustratos analizados para la identificacion bioquimica de
tres cepas de bacterias marinas.

Clave | Sustrato V.a V.o V. Clave | Sustrato V.a | V.o V.
Spp spp
Al Control negativo (_) (-) ( ) El Gelatina (-) ( ) ( )
A2 Dextrina (+) () (+) |E2 Glicilo-L-Prolina () ) | (&
A3 D-Maltosa (-) (+) (-) E3 L- Alanina (+) (+) (+)
A4 D-Trehalosa (+) (+) (+) |E4 L- Arginina ]l ®H 1M
A5 D-Celobiosa (+) (+) (+) |E5 ﬁcidlo - L- (+) (+) (+)
spartico
A6 Gentiobiosa ) (-) (+) |ES6 AcEjo - L- (+) (+) (+)
Glutamico
A7 Sacarosa (+) (+) (+) | E7 L- Histidina (+) +) | ()
A8 D-Turanosa ) ) ) ES Acido L- ) ) )
Piroglutamico
A9 Estaquiosa (-) () (-) E9 L- Serina () (+) (+)
A10 Control positivo (+) (+) (+) E10 Lincomicina (+) ( ) ( )
All pH 6 (+) (+) (+) E11 Guanidina HCI (+) (-) (-)
Al2 pHS5 (+) (+) () | E12 | Niaproof 4 O | ® |
Bl D- Rafinosa (-) (-) (-) F1 Pectina (-) (+) (+)
B2 Alfa D- Lactosa (_) (-) (_) F2 Acido - D- (_) ( ) ( )
Galacturénico
B3 D- Malibiosa ) ) ) F3 Acido lactona - L- ) ) )
Galactonico
B4 Beta-Metil-D- ) ) (-) |F4 Acido - D- (+) (+) | (+)
Glucésido Glucénico
B5 D-Salicina (+) (+) (+) | F5 é(lzido - D- ) +) | ()
B6 N-Acetil-D- (-) (+) (+) F6 Glucuronamida (-) (-) (+)
Glucosamina
B7 N-Acetil-Beta-D- (+) ) ) F7 Acido Mucico ) ) )
Manosamina
B8 . l\:-A;:etiI-D_- ) ) ) F8 Acido Quinico ©) ) )
B9 N-Acetil-Acido ) ) ) F9 Acido D-Sacéarico ) ) )
Neuraminico
B10 NaCl al 1% (+) (+) (+) F10 Vancomicina (+) (-) (-)
B11 NaCl al 4% (+) (+) (+) F11 Violeta de (+) (-) (-)
tetrazolio
B12 NacCl al 8% (+) (+) (+) F12 Azul de tetrazolio (+) (+) (+)
C1 Alfa-D-Glucosa (+) (+) (+) |G1 Acido P- ) ) )
hidroxifenilacético
Cc2 D-Manosa (-) (+) (+) G2 Piru_\I/ato de (-) (+) (+)
metilo
c3 D-Fructosa (+) (+) (+) | G3 Acido D-lactico ) ) )
Metilo de éster
C4 D-Galactosa ) ) (+) | G4 Acido L-Léctico (+) (+) (+)
C5 3-Metil-Glucosa ) () G5 Acido Citrico (+) () )
C6 D-Fucosa ) -) ) G6 Acido a-ceto- ) (-) (-)
lutarico
Cc7 L-Fucosa (-) (+) (-) G7 %cido D- Malico (-) (-) (-)




c8 L-Ramnosa ) ) () |G8 Acido L- Malico (+) (+)

Cc9 Inosina (+) (+) (+) | G9 écidq Bromo - ) )

Cc10 Lactatc|> iici sodio (+) (+) (+) G10 Acido Nalidixico (-) (_)

al 1%

Ci11 Acido Fusidico (+) (+) (+) | G11 | Cloruro de Litio (+) (+)

C12 D-Serina (_) (-) (_) G12 Telurito de (-) (_)
Potasio

D1 D-Sorbitol (-) (-) (-) H1 Polisorbato 40 (-) (+)

D2 D-Manitol (+) (+ (+) | H2 Acido - sigma. ) )
amino — Butirico

D3 D'-A.rablltol (+) (-) (-) H3 g?(;rjgxi_-AéfSti:ico (+) (+)

D4 Mioinositol (_) (-) (_) H4 ﬁ?(;crigXi—_Bgt’aL—_ (-) (_)
Butirico

D5 Glicerol (+) (+) (+) H5 Acido - Alfa — (+) (_)
Ke_to - Butirico

o D-Glggolls e (+) (+) (+) "o ﬁgggacético (-) (-)

D7 D-Fructosa-6- (+) ) ) H7 Acido Propionico (+) )

PO4
D8 Acido - D- ) ) () |H8 Acido Acético (+) (+)
Aspértico

D9 D- Serina (-) (+) (+) | H9 Acido Formico (+) ()

D10 Troleandomicina (+) (+) () H10 Aztreonam (+) (+)

D11 Rifamicina SV (+) (+) (+) H11 Butirato de Sodio (+) (+)

D12 Minociclina ) ) ) H12 Bromato de (+) +)
Sodio

B.V: Bacteria Verde. B.A: Bacteria Azul. B.M: Bacteria Morada

Anexo 2.

Solucién fijadora Davidson

Tabla #. Reactivos para la preparacién de la solucion Davidson en un litro

Reactivo Volumen (mL)
Glicerina 100
Formaldehido al 37% 200
Etanol al 96% 300
Agua de mar filtrada 300
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Acido acético

100

Anexo 3.

El proceso de deshidratacion de llevo a cabo en un procesador automatico de

tejidos (Leica — TP1040) con el siguiente protocolo.

Protocolo para deshidratacion de tejidos.

Reactivo Tiempo (h)
1
Etanol al 70%
1
Etanol al 96% - |
1
Etanol al 96% - I
1
Etanol al 100% - |
1
Etanol al 100% - I
1
Etanol al 100% - I
0.5
Xileno — |
0.5
Xileno — 1l
0.5
Parafina — |
0.5
Parafina — Il
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Finalmente, las muestras se embebieron en parafina.
Anexo 4.

Tincion de Hematoxilina-Eosina

Antes de aplicar la tincidn a los cortes histolégicos, se deben desparafinar e
hidratar.

Desparafinacion Tiempo (min)
Xileno | 7
Xileno 1l 7

Alcohol al 100% 3

Alcohol al 96% 2
Alcohol al 90% 2
Alcohol al 80% 2
Alcohol al 70% 2
Agua destilada 5
Tincién

Hematoxilina 10
Agua corriente 2
Alcohol 4cido 0.5




Agua corriente

0.5

Carbonato de litio 2
Agua 2
Alcohol al 96% 2

Eosina

5 sumergidas

Alcohol al 96% I 2
Alcohol al 96% IlI 2
Alcohol al 100% - | 5
5

Alcohol al 100% - Il
Xileno 7

Anexo 5

Clasificacién de Vibrio en clados
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Salinivibrio clade
G. hollisae
Photobacterium clade & noregicus
P. profundum <

Splendidus clade

P. angustum
P. leiognathi
P. phosphoreum ,
P. iliopiscarium o\
P. damselae subsp. damselae

Fischeri clade \
\

o« V. nigripulchritudo
V. wodanis . v B
V. fischeri - N\ \ f V. nereis | Nereis clade
PO ) ‘\\ ; - . xudl
V. numoiensis N » " brasiliensis | Orientalis

Halioticoli clade " V. orienulis  |clade

© V. hepoitarius

o_V. tubiashii

. V. corallityticus | Coralliilyticus

| clade

- ] u-‘ v l A A K .2
Harveyi clade V. rotiferianus // pectenicida
(Vibiro core) ¥ ”mg‘j # > V. ichihyyoenier| Scopthalmi
V. pamlxm;m{vﬁcm../ /, clade
KVMM&M Diazotrophicus
g' , D - \ clade
, " V. fwiakis | Cholerae clade
V. protealyticus ¢ e V. fumissii
V. v
V. navghrensis” % V. cholerne
\ \V. mimicus
Vulnificus, V. mefschiyikovii ° V. cincinnatiensis
clade
Anguillarum
clade

Obtenido de: Sawabe et. al., 2007
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