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Resumen

Durante eventos de epizootias en sistemas acuicolas de Baja California (BC), se
aislaron 17 cepas bacterianas iridiscentes a partir de muestras de agua y tejidos
de organismos cultivados, de las cuales 9 fueron seleccionadas para su
caracterizacion integral. Estas cepas pertenecieron a los géneros Vibrio,
Aeromonas, Mammaliicoccus, Micrococcus y Microbacterium. Las técnicas
microbioldgicas convencionales utilizadas para la identificacion taxondmica
presentan limitaciones, por lo que se integraron medios cromogénicos, analisis
bioquimicos y herramientas gendmicas para lograr una caracterizacion mas
precisa. Se detectaron 3 diferentes tipos de iridiscencia bacteriana; tipo arcoiris,
difusa pastel y metélica, siendo esta ultima particularmente intensa en cepas del
género Vibrio. Este fenbmeno optico no solo se identific6 como un rasgo
fenotipico, sino que la presencia de genes de virulencia y resistencia tienen
correlaciéon con la patogenicidad. Las cepas iridiscentes patdgenas, como Vibrio
alginolyticus (Va-H2Oubp) y V. parahaemolyticus (VpEMS-15), presentaron
tiempos de duplicacion cortos y elevada tolerancia a salinidad, caracteristicas que
favorecen su capacidad infectiva. La cepa VpEMS-15 aislada de un brote de
AHPND en Mexicali, BC, fue positiva para genes toxR y tlh, factores implicados
en la patogenicidad de bacterias del género Vibrio y desplegd una iridiscencia
metélica intensa. A nivel gendmico, se detectaron genes asociados a virulencia
(adhesinas, pillus tipo 1V, quitinasas) en el 80% de los genomas analizados, asi
como genes de resistencia antimicrobiana, como ampC y mecAl, ademas de
genes de resistencia a metales pesados como merA y arsR. Si bien la iridiscencia
aun no se asocia directamente con genes especificos, en ciertas cepas
iridiscentes patdégenas se ha encontrado un patron donde la iridiscencia podria
ligarse a mecanismos de adhesién o formacion de biopeliculas que favorecen la

patogenicidad

Palabras clave: Iridiscencia, Vibrio, organizacion celular, patogenicidad,

adhesinas, genes de resistencia, ensamblaje pilar, quitinasas.
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1. Introduccion

El ambiente marino presenta caracteristicas dinamicas, lo que obliga a los
organismos a adaptarse para sobrevivir (Tadepalli et. al., 2017). En respuesta a
estas condiciones, algunos microorganismos procariotas desarrollan arreglos
estructurales especificos como estrategia de supervivencia. Dichos arreglos
facilitan la reflexion de la luz, generando patrones de colores iridiscentes
caracteristicos (Sullivan et al., 2023). El color que se genera por el fenomeno de
iridiscencia, se define como un efecto 6ptico del color estructural (Vukusic &
Sambles, 2003). Se ha evidenciado que este efecto no depende de la presencia
de pigmentos o secreciones quimicas, ni tampoco se produce como respuesta a

reacciones bioquimicas (Johansen et al 2018).

En diversos entes bioldgicos, se manifiesta debido a la interaccion de la luz
con el ordenamiento periddico de estructuras de tamafos que van desde algunas
micras hasta unos pocos nanémetros. Se ha documentado que algunas especies
de bacterias presentan el fendmeno de iridiscencia, debido a los arreglos
geométricos microestructurales (flagelos, pillus, fimbrias y matrices de
biopeliculas) de la superficie de las células procariotas (Johansen et al., 2018;
Kientz et. al. 2016; Mata, 2022; Vukusic et. al., 2003), manifestando distintos
patrones de colores e.g. tornasol o cambiantes que dependen del angulo de
incidencia de la luz sobre las colonias y de la cepa analizada (Johansen et al.,
2018; Kientz et. al. 2016; Mata, 2022; Vukusic et. al., 2001; Sullivan et al 2023).

Los géneros bacterianos en los que se ha documentado la presencia de
iridiscencia  son;  Flavobacterium, Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas,
Staphylococcus, Haemophilus y Bacillus (Johansen et al., 2018; Mata, 2022;
Schafhauser et. al., 2014; Vasquez, 2021; Yang et. al., 2022; Zierdt, 1971). En
algunas cepas de estos géneros se caracterizado y descrito la propiedad de

iridiscencia, debido a su estatus patdgeno por causar enfermedades en



organismos marinos, plantas e incluso en el humano (Hoffman et. al., 2009; Lucas
et. al., 2021; Montes, 2022).

La patogenicidad de los microorganismos procariotas es un proceso
complejo y multifacético, mediante el cual estos agentes etiolégicos accionan
diversos mecanismos para invadir, colonizar y danar a sus huéspedes (Varela y
Choc, 2020; Yang et. al.,, 2022). Para ello utilizan diversos elementos, como
factores de virulencia, moléculas de adhesion, toxinas, sistemas de secrecion y
estrategias para evadir el sistema inmune (Lucas et. al., 2021). En particular, los
factores de virulencia permiten a los patdégenos evitar las defensas del huésped,

replicarse e inducir enfermedades y mortalidad (Montes, 2022).

Sin embargo, la relacion entre la iridiscencia bacteriana y la patogenicidad
de las cepas que afectan a cultivos de interés para la acuacultura esta muy poco
explorada, y hay pocas evidencias que permiten inferir si existe una relacién
directa entre ellas. Se considera que la propiedad de iridiscencia podria revelar un
nivel de complejidad estructural ventajosa para un patégeno (Choez et. al., 2021;
Mata, 2022). Se han documentado algunas especies bacterianas con potencial
patdgeno tales como, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae y V. alginolyticus
(Choez et. al., 2021; Mata, 2022; Thomas et al., 2014) en las que la presencia de
estructuras morfoldgicas que producen iridiscencia pueden ser una adaptacién
que les de ventaja para sobrevivir en ambientes especificos (Doucet & Meadow,
2009; Kinoshita et. Al., 2008).

Esta adaptacion podria estar relacionada con un alto nivel de colonizacién
y, por ende, que favorezca su patogenicidad (Doucet & Meadow, 2009; Kinoshita
et. al., 2008). Por lo que, evaluar la relacion entre la iridiscencia y patogenicidad
de cepas bacterianas surge como un area de estudio relevante, que vincula el
comportamiento microbiano con factores ambientales y la dinamica de las
enfermedades que afectan a organismos de interés econémico (Kientz et al.,
2012; Johansen, 2018; Lucas et. al., 2021).



Actualmente, la acuacultura se considera un sector vital para la produccion
de alimentos y proveedor de una parte fundamental del suministro mundial de
productos marinos (FAO, 2022) y presenta diversos retos. En particular, la
incidencia de bacterias patdogenas en cultivos acuicolas representa un desafio
recurrente, en el que el impacto multifacético que generan las epizootias, afecta a
los ecosistemas, a la salud de los organismos y a la viabilidad econdmica de las
empresas (FAO, 2022; Yang et. al., 2022).

Bacterias patogenas pertenecientes a los géneros de Aeromonas,
Pseudomonas, Vibrio, Staphylococcus, Streptococcus, Photobacterium y
Flavobacterium se transmiten a los cultivos a traves del agua, por ingesta, por el
contacto directo de los organismos infectados o mediante vectores, causando
enfermedades graves en peces, moluscos y crustaceos lo cual deriva rapidamente
en problemas infecciosos que son dificiles de controlar (Austin & Austin, 2016).
Los organismos acuaticos infectados por bacterias patégenas, manifiestan tasas
de crecimiento reducidas, funcién inmune atenuada y respuestas al estrés
limitada. Estos deterioros fisioldgicos dan como resultado una disminucién de la
salud de los organismos de cultivo y de la calidad general del producto, derivando
en grandes pérdidas econdmicas para las empresas acuicolas (Yanong, Francis-
Floyd & Petty, 2021).

Ademas, las altas tasas de mortalidad en los sistemas de acuicultura
provocan un incremento en las concentraciones de nutrientes que a su vez
propicia la proliferacion de mas bacterias, florecimientos algales nocivos y
agotamiento de oxigeno (Lassudrie, Hégaret & Wikfors, 2020). A esto se le suma
el uso indiscriminado de antibidticos utilizados para controlar los brotes que
incrementa gradualmente la resistencia de las bacterias a estos farmacos,
comprometiendo la calidad del medio ambiente y de la salud humana (Garcia,
2022; Yagui, 2024). Para mitigar estos problemas es necesario desarrollar e
implementar estrategias de monitoreo, diagndstico, prevencion y gestion de



enfermedades, extremar medidas de bioseguridad efectivas, realizar monitoreos

microbioldgicos y hacer un uso responsable de antibidticos.

Con base en lo anterior, evaluar la relacién entre la iridiscencia y
patogenicidad de cepas bacterianas puede contribuir al desarrollo de estrategias
de monitoreo, diagndstico y prevencion de bajo costo y una eficiente velocidad de
respuesta a la presencia de cepas con potencial patdgeno en los cultivos
acuicolas. Por lo que el objetivo de este trabajo es caracterizar biolégica y
opticamente bacterias patdgenas y evaluar si existe una relacion entre el

fendmeno de iridiscencia y su patogenicidad en cultivos de crustaceos.

.Antecedentes

2.1.- Acuicultura en Baja California

Baja California se ha consolidado como una de las regiones mas relevantes
para la industria acuicola en México, impulsada por avances tecnologicos y el
impulso productivo en la zona noroeste del pais (Martinez, 2018). Actualmente, el
estado aporta 295,050 toneladas de peso vivo de pescado y mariscos, lo que
equivale aproximadamente al 13.72% del valor total de la produccién nacional,
posicionandolo en el tercer lugar a nivel nacional en esta industria (Martinez,
2018).

Hace una década, operaban cerca de 87 unidades de produccién acuicola
en el estado, de las cuales la mitad se ubican en zonas rurales remotas,
generando impacto econdémico significativo en esas comunidades (Giffard et al.,
2014; Martinez, 2018). En 2017, 14 granjas acuicolas en el Valle de Mexicali y
San Felipe producian mas de 41 toneladas de camardn por temporada en sus
picos de operacion (Martinez, 2018), mientras que para 2023 se encontraban
operando 262 unidades de produccién acuicola en todo el estado (Conapesca,
2023).



La acuicultura en Baja California ha experimentado un crecimiento
sostenido, respaldada por inversiones tanto del gobierno como de productores
locales. La regidn ha sido pionera en el cultivo de especies marinas durante
décadas, con una notable concentracién de granjas acuicolas en areas clave
como el Valle de Mexicali, San Quintin y Guerrero Negro. En particular, el cultivo
de ostién en Bahia Falsa (San Quintin), Laguna Manuela (Villa Jesus Maria) y en
la parte norte de la Laguna de Guerrero Negro, que lleva mas de 50 afos, ha sido
un pilar fundamental para la acuacultura nacional (INAPESCA, 2018),
posicionando a Baja California en un lugar destacado para la produccién de
pescados y mariscos.

Aunque la mayoria de las cosechas del estado se destinan a la exportacion,
es necesario importar semillas o larvas de forma continua. En Baja California se
cultivan mas de 15 especies acuicolas, entre ellas camardn, ostién, almejas,
abuldn, peces marinos, peces de ornato y macroalgas (CONAPESCA, 2023;
INAPESCA, 2018; Martinez, 2018), reafirmando la relevancia de la acuacultura en
la region. Ademas, actualmente se estan implementando proyectos de conversion
en cooperativas pesqueras (Bauer et. al., 2020; Eger et. al., 2024) y cultivando
nuevas especies acuicolas, lo que refuerza aun mas el desarrollo de la acuicultura

en el estado.

2.2.- Eventos de epizootias en Baja California

Al igual que en otros lugares de la republica mexicana, en Baja California
se han registrado diversas epizootias virales acuicolas que han afectado
principalmente a la industria camaronera y de peces de agua dulce. Entre las mas
importantes se encuentra el Sindrome de Taura (TSV), detectado desde finales
de la década de 1990 en cultivos de camardn blanco del Pacifico (Penaeus
vannamei) en Baja California Sur, causando alta mortalidad en postlarvas y

juveniles (Lightner, 2011).



De manera similar, el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética
Infecciosa (IHHNV) ha sido endémico desde principios de los 90, afectando al
camaron con deformidades y reduccion en el crecimiento. Asimismo, el Sindrome
de la Mancha Blanca (WSSV), identificado en 1999, ha generado recurrentes
brotes de mortalidad en la region del Golfo de California, vinculados a condiciones
ambientales adversas. Del mismo modo, enfermedades bacterianas como la
vibriosis han sido recurrentes en especies como tilapia y en el camaron,
registrandose brotes especialmente notorios en los afios 2008 hasta 2015 (Austin
& Austin, 2012). Por otro lado, la saprolegniasis, una infeccion fungica, ha afectado

de manera esporadica a tilapias y carpas, sobre todo en el 2010 y 2012.

Ademas, en 2013 se documento la aparicién del Sindrome de Mortalidad
Temprana (EMS/AHPND) en granjas camaroneras de Baja California Sur,
evidenciando la vulnerabilidad de los cultivos ante patégenos emergentes (Tran
et al., 2013). La recurrencia de estas epizootias resalta la importancia de mantener
estrictas medidas de bioseguridad y vigilancia sanitaria en la regién, asi como para

desarrollar estrategias para mitigar su impacto productivo.

2.3.- Organismos procariotas

Una bacteria se puede definir como un organismo unicelular caracterizado
por la ausencia de un nucleo definido y organulos membranosos intracelulares,
cuyo material genético se encuentra generalmente en una molécula circular de
ADN bicatenario en el citoplasma, denominado nucleoide (UPV, s.f). Las bacterias
presentan una gran diversidad morfoldgica, estructural y funcional, lo cual les

permite adaptarse a una amplia variedad de ambientes y condiciones extremas.

La estructura basica de una bacteria incluye una membrana plasmatica,
una pared celular que puede ser de composicién variable (principalmente
peptidoglicano), y en algunas especies, una capsula externa que proporciona

proteccion y adhesiéon a superficies. Ademas, pueden poseer apéndices como



flagelos, responsables de su motilidad, o fimbrias y pillus, involucrados en la

adhesion y la transferencia horizontal de genes (UNAM, 2023).

Las bacterias pueden ser clasificadas segun su morfologia (cocos, bacilos,
espirilos), o dependiendo de la estructura de su pared celular pueden ser
clasificadas como gram positivas o negativas (Gonzalez, 2021). Ademas, por su
metabolismo se las puede catalogar como aerobias, anaerobias, autétrofas,
heterotrofas, entre otros criterios. Ademas, juegan un papel fundamental en la
ecologia global, actuando como degradadoras y remineralizadoras, fijadoras de
nitrégeno, simbiontes, o patégenos en diversos organismos, y son capaces de
intercambiar informacion genética mediante mecanismos como la conjugacion,
transformacion y transduccion, lo cual ha permitido su rapida evolucion y
adaptacion, incluyendo el desarrollo de resistencia a antibidticos (Gonzalez,
2021).

Anteriormente se pensaba que todas las bacterias son patdégenas, pero hoy
en dia se sabe que existen tanto bacterias patégenas como benéficas para la
salud animal. Las bacterias patdégenas causan dafio y suelen seguir un proceso
que incluye la colonizacién, invasion y produccion de toxinas. Algunas poseen
factores de virulencia que les permiten evadir las defensas del huésped. Este
proceso implica diversos mecanismos y factores que favorecen la supervivencia
bacteriana en entornos estresados, lo que a su vez destaca la interaccion
compleja entre la patogenicidad y las condiciones ambientales, como la calidad

del agua y la disponibilidad de nutrientes (Gonzalez, 2021).

2.4 .- Bacterias iridiscentes con interés clinico

Estudios recientes han demostrado que cada cepa bacteriana posee una
huella 6ptica unica, la cual se explica no soélo por sus dimensiones fisicas, sino
principalmente su capacidad de autoorganizarse localmente en redes definidas

(Johansen et al 2018). Ademas, se ha evidenciado que la formaciéon de estas



redes esta influenciada por la comunicacién y la motilidad intercelular como lo

sugiere Kientz et al. (2012).

La movilidad de deslizamiento es necesaria para obtener una organizacion
eficiente de la colonia y observar una fuerte respuesta 6ptica como la iridiscencia
(Johansen et al., 2018). Sin embargo, la motilidad por si sola no es suficiente para
producir un orden significativo. La alta organizacion celular de las bacterias puede
estar relacionada con la fotoproteccién de las bacterias o del huésped o con la
organizacion Optima para degradar polimeros biologicos, siendo el color

estructural una consecuencia secundaria (Johansen et al 2018).

Se han documentado diversos estudios, revisiones y evidencias sobre
cepas patégenas de diferentes géneros/especies que exhiben una iridiscencia
Optica especifica (Johansen et. al., 2018; Kientz et. al., 2012; Kientz et. al., 2016).
Por ejemplo, ciertas cepas bacterianas presentan un efecto de iridiscencia tipo
metalica, a la cual se le atribuye una relacion directa con la lisis celular (Don &
Van den Ende, 1950: Kientz et. al., 2012) y con la produccion de sustancias
derivadas de la quinolona que potencialmente inhiben la sintesis del ADN (Cugin
et. al., 2010: Wensinck, 1967).

Bajo condiciones de cultivo en el laboratorio, ha sido posible observar el
fendmeno de iridiscencia por medio de la técnica de transiluminacion, con la que
se observo un encapsulamiento celular bien definido en las colonias, mostrando
toda la gama de colores espectrales, desde el rojo hasta el azul. Con esta técnica
se logré detectar la presencia de iridiscencia de varias bacterias, incluidas cepas
de Pasteurella multocida (Heddleston & Wesseman, 1975), bacterias del grupo
coli tifoideas (Luppi et al., 1986). En un caso especifico relevante para la
acuicultura, una cepa de V. alginolyticus resultd iridiscente y se asocié a la

patogenicidad generada al infectar camarén blanco (Mata, 2022).



Hasta la fecha, el efecto oOptico de iridiscencia en los organismos
procariotas no se ha asociado con la patogenicidad de manera directa. Sin
embargo, la combinacion de técnicas de cultivo bacteriano en placa vy
herramientas Opticas como la técnica de transiluminacién, permite el monitoreo
microbiolégico directo mediante la deteccién de la iridiscencia en colonias
bacterianas cultivadas en condiciones controladas (Kientz et. al., 2016). Esto
puede funcionar como indicativo del potencial patogénico de la cepa analizada.
Ademas, se puede considerar sumar técnicas moleculares especificas que
permitan la deteccion de genes que codifican para la motilidad o caracteristicas
especificas de la membrana que contribuyen al arreglo ordenado de las células

bacterianas y resultan en el efecto 6ptico de iridiscencia.
.Justificacion

Los cambios abruptos en las condiciones ambientales favorecen la
proliferacion de bacterias con potencial patogénico incrementan el riesgo de
diseminaciéon de enfermedades que impactan negativamente la produccion de la
industria acuicola global. Entre las bacterias mas relevantes para la acuicultura se
encuentra el género Vibrio, que incluye diversas especies patdgenas capaces de
causar infecciones severas en organismos de cultivo como el camarén. La
relevancia de Vibrio radica no solo en su alta virulencia, sino también en su
persistencia en ambientes acuaticos y su notable capacidad de adaptaciéon a
condiciones de estrés.

Se ha observado que algunas especies de Vibrio desarrollan iridiscencia,
por lo que detectar este fendbmeno Optico en las cepas de este género podria
funcionar como un indicador visual de la presencia de especies altamente
virulentas. Sin embargo, hasta el momento, se ha documentado muy poco sobre
la relacién entre patogenicidad e iridiscencia bacteriana en la acuacultura, lo cual
representa una brecha en el conocimiento y una limitacion en los sistemas de

monitoreo y prevencion de enfermedades.



Evaluar esta relacion podria ser clave para mejorar la deteccion temprana
y precisa de cepas patdgenas en los sistemas de cultivo, facilitando la
implementacion de medidas preventivas y de control que minimicen el impacto de
estas bacterias en la produccién acuicola. En este sentido, analizar la posible
relacion entre iridiscencia y patogenicidad en bacterias del género Vibrio
contribuiria significativamente al desarrollo de estrategias efectivas para la gestion
de enfermedades y a la mejora de la sostenibilidad de las practicas de cultivo

acuicola.
3. Hipotesis
Las cepas bacterianas iridiscentes aisladas de cultivos acuicolas pertenecen
al género Vibrio. Se plantea que la manifestacion de iridiscencia se asocia

positivamente con un elevado potencial patogénico, lo que contribuye al aumento de

mortandad en los organismos cultivados.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

] Determinar la relacion entre la presencia de iridiscencia y el grado de

patogenicidad de cepas bacterianas aisladas en cultivos acuicolas.

5.2. Objetivo especifico

1) Aislary purificar cepas de bacterias iridiscentes a partir de muestras obtenidas

de organismos y sistemas acuicolas.

2) ldentificar a nivel de género y especie las cepas aisladas mediante pruebas

microbioldgicas, bioquimicas y moleculares.
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3) Evaluar el potencial patogénico de las cepas a través de ensayos in vivo en

camaron blanco.

4) Establecer la correlacion entre patogenicidad y la presencia de genes de
asociados a la iridiscencia, estructurales, virulencia y metabolitos secundarios

mediante analisis gendmico bacteriano.

Metodologia

6.1. Procedencia de cepas bacterianas

6.1.2. Obtencion de muestras para cultivo bacteriano

El 24 de agosto del 2022 se realiz6 un muestreo en la granja acuicola de
camaron blanco Promar 57, ubicada en el Valle de Mexicali, B.C. Cabe resaltar
que en esta empresa los cultivos se desarrollan a una salinidad inferior a 5
unidades practicas de salinidad (ups). Se emple6 una red atarraya de 1.5 m de
radio para la captura de los camarones y posteriormente se realizaron
extracciones y disecciones para obtener muestras de hemolinfa (he),
hepatopancreas (hp) y branquias (br). Ademas, se evalué el estado de salud de
los organismos (n=27) y se investigo la presencia de agentes etioldgicos a partir

de los tejidos analizados y en el agua de los estanques.

Para obtener la he, se sujetd al camardn exponiendo la parte ventral y con
una jeringa de insulina se punzo el hemocele para obtener la muestra. Para el hp,
se separo el cefalotérax del abdomen y una vez expuesto el 6rgano se extrajo con
pinzas estériles. Las br que se extrajeron fueron las de la parte lateral derecha del
cefalotérax, se removid con precaucion el exoesqueleto y de esta manera se
expusieron las lamelas branquiales. Todas las muestras fueron inoculadas por
medio de frotis en fresco de forma directa, sobre cajas petri con medio TSA 2%
NaCl y TCBS, las cajas fueron selladas con papel parafiim, etiquetadas,
transportadas al laboratorio y finalmente, incubadas a 28 °C durante 24-120 horas.

11



Las muestras de agua fueron colectadas en frascos de plastico estériles de
50 mL, a dos diferentes profundidades: la primera corresponde a superficie (3 cm)
y la segunda fue de fondo (1 m). Se obtuvieron muestras por duplicado del
estanque uno (E1) y del estanque dos (E2) de la granja. Las muestras de agua
fueron directamente inoculadas en medio de cultivo TSA al 0 y 1% de NaCl
después del muestreo utilizando la muestra directa y dos diluciones
seriadas (1:10) de 10 y 106 para cada medio de cultivo.

El proceso de siembra en placa fue realizado con asas de madera estériles
por duplicado para las muestras de superficie y las de fondo. Posterior a esto, se
colocé papel parafiim a cada placa para sellarlas y evitar contaminacion.
Finalmente se colocaron en bolsas de plastico dentro de hieleras y se trasladaron
al laboratorio de Ecologia Molecular en la Facultad de Ciencias Marinas (FCM),
UABC campus El Sauzal, Ensenada y se incubaron inmediatamente a 28 °C
durante 24-120 horas realizando conteos cada 24 horas. Posteriormente se
sembraron las colonias bacterianas de interés en medio en medio de cultivo
ChromAgar™ vy, a cada una de las cepas aisladas y purificadas se le asigné un

cadigo de identificacion (Tabla ).

El segundo muestreo se realizdé en la empresa Marmax Mariscos S.A. de
C.V. expertos en cultivos acuicolas de ostion japonés (Crassostrea gigas). La
empresa esta situada en la parte sur de la Bahia de Todos Santos, Rincén de
ballenas, Ensenada, B.C. Cabe destacar que los cultivos de esta empresa se
encuentran a salinidades de 34-35 ups. Se tomaron muestras de agua del area
de semilla de ostion y de los cultivos de microalgas Chaetoceros calcitrans
(empleadas para la alimentacion de la larva y semilla de ostion) se colectaron en

tubos de cristal de 20 mL estériles y sellados con papel parafilm.

Las muestras fueron sembradas en medio de cultivo general TSA al 2% de
NaCl (TSA, marca) y TCBS. Para inocular las placas se realizaron diluciones

seriadas (1:10), y se sembraron 2 diluciones (103 y 10). Se incubaron a 28°C y
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se realizaron conteo de colonias cada 24 y 48 horas. Posteriormente se aislaron
las colonias bacterianas de interés en medio en medio de cultivo ChromAgar™ y
TSA al 2% NaCl. A cada una de las cepas aisladas y purificadas se le asigné un

codigo de identificacion (Tabla I).

La cepa bacteriana VpEMS-15 fue colectada por el Comité Estatal de
Sanidad Acuicola e Inocuidad de Baja California (CESAIBC). Esta fue aislada a
partir de hp de camaron blanco cultivado a baja salinidad (3 ups) durante eventos
de mortalidad en el Valle de Mexicali, BC en 2018 (Por el LBA Missael Garcia). Se
utilizaron los métodos clasicos de purificacion en medio de cultivo TCBS.
Finalmente, otra cepa (CSA25) fue donada por la Dra. Hortencia Silva Jiménez
del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones
Oceanoldgicas. Aislada a partir de un ambiente marino, frente a las costas de
Rosarito, B.C., e identificada como Microbacterium esteraromaticum. La cual se
considera control negativo ya que no presenta iridiscencia y no pertenece al

genero Vibrio.

6.1.3. Criopreservacion de cepas bacterianas

Las bacterias previamente purificadas en medio sélido TSA al 2% de NaCl
se transfirieron a medio liquido MH enriquecido también al 2% de NaCl en tubos
Falcon de 50 mL y se incubaron durante 24 horas a 28°C. Posteriormente, se
verificd su pureza en medio sélido antes de proceder con la criopreservacion. Para
ello, se utilizaron microtubos Axygen de 2 mL, etiquetados correctamente, a los
cuales se les anadioé 1.5 mL de in6culo y glicerol al 25%. Finalmente, los cultivos

bacterianos se almacenaron en un ultracongelador a -80°C.

6.2. Identificacion taxondmica filogenética y bioquimica

6.2.1. Analisis filogenético

Para identificar la afiliacion taxondémica de las cepas bacterianas

estudiadas, se realizd un analisis de comparacion de genomas utilizando la base
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de datos de Genome Database Taxonomy (GTDB). Posteriormente, para generar
un arbol filogenético con base en los resultados de la asignacién taxonémica

obtenida, se realizé un analisis de multilocus de secuencias (MLST) utilizando la

herramienta en linea autoMLST (https://automist.ziemertlab.com/; WingChing et
al. 2021). Los identificadores de los genomas de referencia fueron obtenidos con
base en el resultado de la asignacion taxondémica de GTDB, para después
descargarlos del sitio de National Center for Biotechnology Information (NCBI). El
arbol filogenético se generd utilizando los parametros predefinidos para
autoMLST, incluyendo la seleccién completa de genes constitutivos de MLST y un

bootstrap de 1000 réplicas.

6.2.2. Prueba Microplate-Gen Il

Para identificar de manera preliminar a las cepas purificadas se utilizé el kit
bioquimico Microplate/Gen III™ (Biolog, USA). Las bacterias fueron sembradas
en medio de cultivo TSA al 2% de NaCl y se incubaron durante 24 horas a 28 +
0.5°C. Con un asa estéril, se tomd una pequefia porcién de colonia aislada y se
inoculé en el medio liquido con el protocolo B del kit (Biolog, 2023). La
transmitancia se midio con un turbidimetro (Biolog Turbidimeter) antes y después

de la inoculacion para evitar falsos positivos.

Posteriormente, se inocularon 100 pyL en cada uno de los 94 pozos del kit
que considera 71 sustratos de carbono y 23 sustratos de sensibilidad quimica. Las
placas se incubaron a 28 + 0.5°C durante 24 a 48 horas, dependiendo del
crecimiento de cada cepa. Los resultados se detectaron mediante colorimetria,
indicando purpura para un resultado positivo e incoloro para negativo. Los datos
obtenidos se analizaron con el software Biolog Gen lll. Finalmente, las huellas
fenotipicas de cada placa se compararon con la biblioteca del fabricante, lo que
permitid determinar el género y especie de las bacterias con una probabilidad

estadistica de 0 a 1.
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6.3. Pruebas microbiologicas

6.3.1. Inoculacion en medios de cultivo solidos generales

Para comenzar a generar indculos de infeccidn viables y saber su densidad
celular, se sembraron las bacterias en medios de cultivo general TSAy MH al 2%
de NaCl, preparados segun las indicaciones del fabricante y esterilizados en
autoclave (121°C durante 15 minutos a 20 psi). Las muestras para la inoculacion
se tomaron con asas estériles a partir de las cajas petri con medio especifico CA
(paso 6.1.3.), seleccionando una pequefa porcion de la colonia de interés basada
en su color, especie presuntiva y presencia de iridiscencia. En cada pase, las
bacterias se sembraron utilizando la técnica de estriado, mientras que las cajas
petri fueron selladas con papel parafiim para evitar la contaminacion y se
incubaron a 28 + 0.5°C durante 24 — 48 horas. Los medios de cultivo se renovaron

en distintos intervalos, dependiendo del crecimiento observado en cada cepa.

6.3.2. Preparacion e inoculacion de medios de cultivo liquidos

El siguiente paso fue escalar el in6culo a medio liquido para estimar la
cinética de crecimiento. Para esto se utiliz6 medio de cultivo liquido Mueller-Hinton
(MH) al 2% de NaCl, preparado segun las indicaciones del fabricante y esterilizado
en autoclave (121°C durante 15 minutos a 20 psi). El protocolo aplicado fue el
siguiente:

Cultivar las bacterias en un volumen de 11 mL de medio de cultivoy 1 mL
de in6culo (11:1 v/v) en tubos Eppendorf de 15 mL, con el correspondiente
etiquetado. Escalar hasta un volumen final de 40 mL (39:1 v/v) en tubos Falcon de
50 mL. La inoculacién se realiz6 tomando una pequena porcion de la colonia de
interés con un asa estéril de madera, sumergiéndose en un tubo con medio liquido
MH al 2% y agitando cuidadosamente para disolver la colonia. Posteriormente, los
tubos se colocaron en incubacion a 28°C durante diferentes periodos,

dependiendo de la cepa.
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6.3.3. Cinética bacteriana

Para iniciar las curvas de crecimiento, se estandarizo la cantidad de in6culo
liquido inicial de cada cepa. A partir de cajas petri se tomd una pequefia porcidon
de colonias bacterianas completamente aisladas, con 16-24 horas de crecimiento,
y se inocularon en 40 mL de medio de cultivo liquido MH. Las muestras se
incubaron a 28°C durante 24-120 horas. Durante este periodo, se realizaron
lecturas de absorbancia utilizando celdas de plastico desechables con 1 mL de
muestra. Las muestras se realizaron por triplicado, en intervalos de 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 24, 48, 72, 96 y 120 horas, empleando un espectrofotometro
UV-VIS (N4S) a una longitud de onda de 595 nm (Coronado et al. 2018).

Con los datos obtenidos, se estimo el crecimiento bacteriano en una escala
de 0 a 1, basandose en los intervalos de crecimiento y las absorbancias
registradas en los tiempos especificados. El control negativo utilizado fue medio
MH estéril, libre de bacterias. Los datos de las mediciones se llevaron a cabo con
in6culos de 12 mL de medio MH al 2%, iniciando con una porcion de colonia
aislada (ABS inicial: 0.007 hasta 0.015).

A partir de estos, se escalaron hasta cultivos de 40 mL (39:1 v/v) en tubos
Falcon de 50 mL y los datos se registraron en una tabla en Excel (version 18.0),
incluyendo la fecha, hora, cepa y valor de absorbancia. A partir de estos datos, se
generaron curvas de crecimiento para cada cepa aislada, identificando claramente
las fases de crecimiento y resaltando la fase exponencial. Ademas, se calcul6 la
constante de crecimiento y la tasa de duplicacion para cada especie, utilizando

las siguientes ecuaciones:

e

Donde:

k= constante de crecimiento
t= tiempo

n= numero de generaciones
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Donde:
k: constante de crecimiento
T: tiempo de duplicacion

6.3.4. Crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de NaCl

Para evaluar el efecto de la concentracién de sales en el crecimiento de las
cepas, se prepar6 medio de cultivo liquido Mueller-Hinton (MH) con
concentraciones variables de NaCl (desde 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
8%, 9%, hasta 10%), utilizando frascos de cristal de 1 L. Los medios se prepararon
siguiendo las indicaciones del fabricante y fueron esterilizados en autoclave a

121°C durante 15 minutos a 20 psi.

Las pruebas se realizaron en tubos Falcon de 50 mL, a los que se
afnadieron 44 mL de medio de cultivo estéril y 1 mL de inéculo bacteriano en fase
exponencial (con una absorbancia ajustada a 0.650), alcanzando un volumen final
de 40 mL. Los valores de crecimiento bacteriano se calcularon basados en las
lecturas de absorbancia (595 nm) y el tiempo de incubacion (18-21 hrs). Estos
datos fueron registrados y organizados en una tabla utilizando el programa Excel

(versién 18.0).

6.4. Analisis de iridiscencia bacteriana

6.4.1. Determinacién de presencia/ausencia de iridiscencia en colonias
bacterianas

Una vez que se observé un crecimiento 6ptimo de las colonias bacterianas
en los medios de cultivo con agar, se procedié a realizar una prueba para
determinar la presencia o ausencia de iridiscencia. El analisis consistié en aplicar

una fuente de luz blanca (lampara blanca) mediante transiluminacion a cada una
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de las cajas de Petri, posicionando la |lampara por debajo de la placa y
proyectando el haz de luz sobre las colonias bacterianas en angulos variados,
entre 45° y 65°. Con este procedimiento, se verifico la presencia o ausencia del

efecto de iridiscencia como el tipo de tonalidad observada por las colonias.

6.4.2. Aislamiento y purificacion de colonias de interés iridiscentes

Se prepararon medios de cultivo microbiolégicos especificos como, TCBS
y ChromAgar (CA) (ChromAgar™ - Francia), siguiendo estrictamente las
indicaciones del fabricante. A partir de las cajas de Petri inoculadas, se
seleccionaron colonias parcialmente aisladas e iridiscentes utilizando un asa
estéril de punta fina. Posteriormente, se inocularon las colonias en cajas con
nuevo medio de cultivo mediante la técnica de estriado con asas de madera
estériles.

El procedimiento se repitié hasta en cuatro ocasiones (generaciones) para
obtener una purificaciéon 6ptima de las colonias bacterianas. Tras cada pase, las
placas se sellaron con papel parafilm para prevenir la contaminacion, y se
incubaron a 28 + 0.5°C durante 24 horas. Se empleo el medio CA por su tecnologia
cromogénica, lo que sugiridé una rapida identificacion presuntiva de las especies
bacterianas mediante la observacion de la pigmentacion de las colonias (sin ser
expuestas a transiluminacién). Segun el color observado, se asigno la especie

correspondiente, de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

6.5. Analisis fisico/optico

6.5.1. Parametros para la obtencién de imagenes de iridiscencia
bacteriana

La captura de las imagenes de iridiscencia bacteriana se realizé en el
laboratorio de Microscopia Optica Avanzada del Departamento de Optica del
CICESE, bajo la supervision del Dr. Israel Rocha. Este laboratorio cuenta con

equipos especializados, incluyendo camaras de alta resolucidon y un sistema de
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control de iluminacion para evitar contaminacioén luminica. Para la obtencién de
las imagenes se emplearon parametros estandarizados: velocidad de pixel de 2.5
MHz y un tiempo de exposicion de 80 ms. El sistema de amplificacion optico se
varid con aumentos de entre 0.7X y 4.X. Esta configuracion permitio registrar
imagenes nitidas y detalladas, reduciendo al minimo la interferencia de la luz
externa y resaltando las propiedades Opticas de iridiscencia en las colonias

bacterianas.

6.5.2. Obtencion de imagenes de iridiscencia bacteriana

Las pruebas experimentales se realizaron utilizando colonias bacterianas
aisladas en placas Petri con medio de cultivo TSA al 2% de NaCl. El tiempo de
incubacion vario entre 16 y 120 horas, dependiendo de la cepa analizada. Las
colonias bacterianas se analizaron sin aplicar ningun método de fijacion a las
células, preservando sus caracteristicas estructurales y opticas. Las placas Petri
se colocaron sobre una platina mévil y fueron fijadas para evitar movimientos

durante la manipulacion y el proceso de fotodocumentacion.

Para resaltar y evaluar el fenébmeno de iridiscencia, se utilizé una lampara
de luz blanca con una irradiacion controlada de 0.5 mW, colocada detras de la
platina y ajustada con un tripode a un angulo de incidencia entre 45° y 60°. Esto
permitié maximizar la visibilidad de las diferentes variaciones tonales y cromaticas
caracteristicas de la iridiscencia bacteriana. Las imagenes de alta resolucion y
amplificacion se capturaron utilizando una camara digital (CMOS — 1.6 MP) de alta
sensibilidad USB 3.0 con sensor RGB (Thorlabs — U.S.) y se procesaron con el
software Thor (Version 2.2). La barra de escala se gener¢ calculando la relacion
de pixeles a micrometros, utilizando las medidas obtenidas a 1.0X o 0.7X de
aumento. La barra de escala y las figuras finales se crearon en el programa

ImageJ.
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6.6. Analisis molecular

6.6.1. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de ADN de las cepas bacterianas, se utilizo el kit de
extraccion DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). A partir de un cultivo bacteriano
de 24 horas, se centrifugaron 20 mL del cultivo a 10,000 rpm durante 6 minutos,
obteniendo los pellets de cada bacteria. El sobrenadante fue removido y se
procedid a la extraccion de ADN. Brevemente, a los pellets se les anadio 200 pL
de buffer PBS, y se agitaron en vortex para resuspenderlos. Se agregaron 20 pL
de lisozima y se incubaron las muestras a 60°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 200 uL de buffer AL mix (buffer de lisis) y se mezclo
en vortex, incubando las muestras a 56°C por 25 minutos, con agitacién cada 10

minutos.

Se agregaron 5 pL de solucion de RNasa y los tubos se invirtieron varias
veces para mezclar. Se afadieron 200 uL de etanol frio al 100%, mezclando
durante 1 minuto. Las muestras se transfirieron a las columnas del kit, incluyendo
cualquier precipitado, y se centrifugaron a 8,000 rom por 1 minuto. El tubo de
colecta se descartd, y se afiadieron 500 pyL de buffer AW1, repitiendo la
centrifugacion a 8,000 rpom por 1 minuto. Finalmente, los tubos se centrifugaron

vacios a 10,000 rpm por 2 minutos para eliminar cualquier rastro de etanol.

6.6.2. Amplificacion del gen ARNr 16S por reaccion en cadena de

polimerasa (PCR).

Para la identificacion taxondmica preliminar de las cepas bacterianas
evaluadas, se realizé la amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal 16S
ARNr. La amplificacion del gen 16S ARNr se realizé utilizando los cebadores
universales FC27 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y RC1492 (5'-
TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') (Tarazona et al., 2018). Para la reaccion de
PCR, se prepar6 una mezcla que contenia: agua PPi (agua Milli-Q libre de
pirofosfatos), 0.4 uM de dNTP’s (Promega, Southampton, UK), 0.4 uM de cada
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cebador, 1 unidad de Taqg ADN polimerasa (Promega), 1x amortiguador de
reaccion para PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KCI) (Invitrogen), 3 mM de
MgCl, y 0.25% de DMSO (Life Science). La amplificacion se llevé a cabo en un

termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal).

Las condiciones de amplificacion incluyeron ciclos de desnaturalizacion,
alineamiento y extension. Los productos amplificados (25 pL) se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefildo con bromuro de etidio.
Para determinar el tamafo de los productos, se utilizé un marcador de peso
molecular de 1 Kb (Invitrogen). El gel fue visualizado mediante luz ultravioleta en
un transiluminador (T1202, Sigma Chemical Company) y los resultados se
registraron mediante fotografia digital (Camara DC290 ZOOM, Kodak). Los
productos de PCR fueron enviados a secuenciar a la empresa Eton Bioscience en
San Diego, USA.

6.6.3. Secuenciacion gendmica

El ADN gendmico obtenido de las extracciones de cada cepa fue enviado
a secuenciar al laboratorio SeqCenter (Pittsburgh, USA). Las bibliotecas
genomicas se prepararon utilizando el kit lllumina DNA Prep con indices UDI IDT
de 10 pb, y se secuenciaron en un equipo lllumina NextSeq 2000, generando
lecturas de 2x151 pb. El proceso de demultiplexacion, control de calidad y recorte
de adaptadores se realiz6 utilizando el software bcl-convert (v3.9.3). Las
estadisticas de las secuencias obtenidas fueron organizadas y almacenadas en

el archivo “DNA sequencing stats.xIsx”.

6.6.4. Analisis de potencial patégeno

Para predecir el potencial patdogeno de las bacterias estudiadas en
humanos, se empled Ila herramienta bioinformatica PathogenFinder

(https://cge.food.dtu.dk/services/PathogenFinder/), desarrollada por el Center for

Genomic Epidemiology, National Food Institute y Technical University of Denmark
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(https://genomicepidemiology.org/). En el analisis se incluyeron secuencias de 9

genomas bacterianos, generando una matriz de proteinas identificadas para cada
uno. Posteriormente, esta matriz fue convertida en una tabla de presencia y
ausencia de proteinas, facilitando el analisis de su potencial patogénico.Para
identificar genes adquiridos de resistencia a antibiéticos en las cepas bacterianas
del estudio, se empled la herramienta bioinformatica ResFinder, version 4.6.0

(http://genepi.food.dtu.dk/resfinder), disponible en la plataforma Center for

Genomic Epidemiology (Bortolaia et al., 2020). Los genomas, cargados en formato
FASTA, fueron analizados utilizando los parametros predeterminados de la
herramienta en linea. Este proceso generé una matriz de anotaciones con el
porcentaje de identidad para cada gen identificado. Los resultados se visualizaron
mediante un mapa de calor basado en los porcentajes de identidad, empleando la

libreria pheatmap en RStudio.

Ademas, se utilizd la herramienta bioinformatica KmerResistance version

2.2 (https://cge.food.dtu.dk/services/KmerResistance/)de la plataforma de Center

For Genomic Epidemiology. Para el analisis, los genomas se cargaron en formato
FASTAY se aplicaron los parametros predefinidos de la herramienta en linea. Esto
generd una matriz de anotaciones con el porcentaje de identidad para cada gen
identificado. Para visualizar los resultados, se cred un mapa de calor basado en

los porcentajes de identidad, utilizando la libreria pheatmap en R.

Para identificar con precision genes de resistencia a antimicrobianos y
mutaciones puntuales asociadas, se emple6é la herramienta bioinformatica
AMRFinderPlus version 3.12.8

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/AMRFinder/).

La deteccion de patdgenos se realizo utilizando la biblioteca del NCBI, cargando
los genomas en formato FASTA y aplicando los parametros predefinidos de la
herramienta en linea. El analisis produjo una matriz de anotaciones que muestra

el porcentaje de identidad de cada gen identificado. Para visualizarla comparacion

22


https://genomicepidemiology.org/
http://genepi.food.dtu.dk/resfinder
https://cge.food.dtu.dk/services/KmerResistance/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/AMRFinder/

de los porcentajes de identidad obtenidos, se generé un mapa de calor empleando
utilizando la libreria pheatmap (REF) en Rstudio (REF).

Para identificar grupos de genes biosintéticos de metabolitos secundarios
en cada genoma, se empled la plataforma antiSMASH (version 6.0) en su

modalidad en linea (https://antismash.secondarymetabolites.org). Se aplicé una

detecciodn relajada de los grupos de genes y se activaron todas las herramientas
adicionales disponibles, permitiendo un analisis exhaustivo de los genomas. Este
analisis incluyd comparaciones con la base de datos MiBIG y el analisis de

dominios Pfam de los grupos de genes.

Los resultados obtenidos sobre los grupos de genes biosintéticos (BGC) en
cada region del genoma y sus porcentajes de similitud fueron analizados en Excel
(versidon 18.0). Se examinaron las diferencias y similitudes entre genomas del
mismo género y entre distintos géneros. Los resultados de las comparaciones se
presentan en una tabla que muestra los porcentajes de similitud con las bases de
datos y en un grafico de barras apiladas que ilustra la abundancia y diversidad de
cada tipo de BGC.

6.6.5. Antibiogramas

Para evaluar la susceptibilidad bacteriana contra antibiéticos de uso comun
en la acuicultura se realizaron ensayos de antibiogramas. Para la realizaciéon de
los antibiogramas, se utilizaron cajas Petri con medio de cultivo TSA al 2%, estas
se inocularon con 100 pL de un cultivo bacteriano liquido previamente
estandarizado a una absorbancia de 0.650, esparciendo el inéculo de manera
uniforme sobre la superficie del agar. Posteriormente, se colocaron los sensi-
discos de manera ordenada y concéntrica, aplicando 10 puL de los siguientes
antibidticos: Enrokarizoo (200 mg de enrofloxacina por cada 1 mL), Kariflor (10 g
de florfenicol y 60 mL de propilenglicol por cada 100 mL de solucion), y Oxikarizoo

(300 mg de oxitetraciclina base en 1 mL).
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Una vez completado el sembrado y la aplicacion de los antibiéticos, las
cajas Petri se sellaron con papel parafilm para prevenir la contaminacion,
incubando a 28 + 0.5°C durante 24-48 horas. Este procedimiento se llevd a cabo
por triplicado para cada antibidtico. Tras el periodo de incubacion, se midieron los
halos de inhibicion con una regla, y los resultados se registraron en milimetros. El
registro y la visualizacion de los resultados se realizd en el programa Excel

(version 18.0).

6.6.6. Analisis de genes relacionados con el fendmeno de iridiscencia

Para identificar los posibles genes relacionados con el fendmeno éptico de
iridiscencia se llevo a cabo una busqueda por anotacion funcional en los genomas
bacterianos. Primero, se busco informacion en la literatura de los posibles genes
relacionados a este fendmeno y se encontré que en su mayoria eran genes con
funciones relacionadas con el desplazamiento celular (Johansen et al 2018),
incluyendo aquellos responsables de la movilidad deslizante, de la forma celular,
la respuesta estricta y la modificacion de ARNt que contribuyen a la apariencia
optica de la colonia. La busqueda se realizé manualmente utilizando las matrices
de anotacion de los genomas con las palabras clave de la funcién de los genes

descritos en la literatura.

6.7. Bioensayos de patogenicidad

6.7.1. Declaracion de ética

Los ejemplares de Penaeus vannamei utilizados fueron manejados
conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, que regula el uso
ético de animales en investigacion. Las postlarvas de camarén blanco del Pacifico
se adquirieron en el Laboratorio Aquapacific, S.A. de C.V., ubicado en Sinaloa,
Meéxico. Posteriormente, se transportaron a los tanques de cultivo del area de
Nutriaqua en el 110 de la FCM de la UABC, cumpliendo con todos los permisos de
movilidad y sanidad establecidos por CONAPESCA y SENASICA.
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6.7.2. Material biolégico

Las postlarvas (pl's) sanas se mantuvieron en un tanque de PVC con una
capacidad de 1.1 m? con agua de mar filtrada y aireacion continua mediante
piedras difusoras manteniendo el oxigeno en el agua a 7 mg/L. La salinidad se
ajusté a 34 unidades practicas de salinidad (UPS) y temperatura de 28°C. Los
organismos fueron acondicionados durante 12 dias y alimentados con alimento

para camaron al 30% de proteina.

6.7.3. Generacion de in6culo bacteriano

A partir de las curvas de crecimiento realizadas de cada cepa aislada, se
identifico la fase log para generar indculos con células viables. La preparacion de
inéculo bacteriano se llevo a cabo por triplicado en cada cepa seleccionada para
las infecciones experimentales en P. vannamei. Cada cepa se cultivd en
volumenes de 40 mL con medio de cultivo Mueller-Hinton al 2% NaCl vy, se
incubaron durante 18-21 horas a 28°C. Posterior a este tiempo, se procedié a
centrifugar las muestras a 2379X g, durante 20 minutos vy, al final se generaron
pellets bacterianos en el fondo de los tubos, lo siguiente fue resuspender los
pellets con 1 mL de solucién salina amortiguadora a base de fosfato (PBS) estéril.
Las suspensiones bacterianas se ajustaron con un espectrofotometro a una

densidad 6ptica de 1 a 595 nm.

El recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y la corroboracion
de la viabilidad de las células, se realizé por medio de diluciones seriadas de una
réplica del indculo. Para esto, se utilizaron cajas petri con agar TSA 2% NaCl,
incubadas a 28°C x 24 horas. Una vez generado el conteo y viabilidad celular, se
procedié a utilizar la suspension bacteriana de otra réplica para inocular el agua

de las unidades experimentales.

6.7.4. Determinacion de la concentracion letal media (DLso)
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Las pl's fueron transferidas a unidades experimentales de 10 L con agua
de mar filtrada (1 pym), manteniendo una aireacién constante y una salinidad de
34 UPS. Cada tratamiento se realizé en cuatro réplicas, con 20 pl’s por réplica
(n=80 por tratamiento). La inoculacion del patégeno se llevo a cabo mediante
inmersion de las postlarvas en 3 L de agua de mar que contenia 1,500 uL de la
suspension bacteriana. Para el control negativo, se emplearon cuatro réplicas
(n=20) expuestas unicamente a una solucion salina estéril, libre de bacterias. La
DLso se estimé utilizando cinco concentraciones bacterianas, con cuatro réplicas

por dosis.

6.7.5. Bioensayos de infeccion con dosis especifica.

Las pl's fueron transferidas al Laboratorio de Patologia Experimental en
Acuicola (LPEA) a unidades experimentales descritas en la seccion anterior. Se
evaluaron 9 cepas bacterianas de forma individual, utilizando una concentracién

de 3.9 x 10° UFC/mL mediante un proceso de infeccidén por inmersion.

Durante cada bioensayo, se monitore6 la mortalidad, se registraron y se
retiraron las pl's muertas. No se realiz6 ninguna limpieza de las unidades
experimentales durante el periodo de experimentacion. Por otra parte, la
temperatura se controlé a 28-30°C para promover la infeccion, los valores de pH,
salinidad, oxigeno disuelto se monitorearon diariamente y, a las pl’s se les coloco
fotoperiodo (12:12) con luz artificial. Se registré la fecha y hora de mortalidad
causado por cada cepa de las 30 a las 240 horas, los datos fueron analizados con

el programa Excel version 18.0.

6.8. Analisis estadistico

Para evaluar el grado de patogenicidad con base en la mortalidad generada
para cada una de las 9 cepas bacterianas iridiscentes se realizaron pruebas en
postlarvas de Penaeus vannamei mediante infecciones experimentales controladas y

analisis de pruebas de pendientes de la sobrevivencia y mortalidad acumulada
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(Kaplan-Mayer) y por medio de una prueba de regresion estadistica con un modelo

de variable dependiente dicotémica (Probit).

Estas comparaciones fueron analizadas con el programa estadistico
GraphPad (version 8.0). Las graficas de cinética bacteriana, junto a los valores de
tiempo de duplicacion fueron procesadas y analizadas con el programa Microsoft
Excel (version 18.0), utilizando la prueba t de Student no paramétrica con dos colas.
Los datos de la mortandad acumulada, se compararon con las pruebas Kruskal-Wallis

y Dunn no paramétrica.
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/. Resultados
7.1. Caracterizacion general de cepas bacterianas

7.1.1. Procedencia

Se aislaron y purificaron 17 cepas bacterianas provenientes de diferentes
puntos de muestreo y durante eventos de epizootias en cultivos acuicolas (Tabla
). Las cepas Bi-MM-1, y Bi-MM-3 provienen de la BTS, a partir de cultivos de
semilla de ostién japonés (Crassostrea gigas) y de microalgas (Chaetoceros

calcitrans) durante eventos de mortalidad.

Las cepas Bi-HpVM, Bi-HLvm, Bi-BrC4 y Bi-E1fon provienen del Valle de
Mexicali, a partir del agua de los cultivos y de tejidos Penaeus vannamei con
signos de enfermedad.La cepa bacteriana VpEMS-15 fue aislada de
hepatopancreas de camarones blancos (Penaeus vannamei) con signos
evidentes de enfermedad, de un cultivo acuicola extensivo del Valle de Mexicali
en 2018.

La cepa Bi- H20ubp fue aislada de las tuberias principales de H2Om que
alimentan a los laboratorios de acuicultura de la FCM, durante un evento de
florecimiento algal nocivo en la BTS en 2021. Por ultimo, la cepa CSA25-Control
fue utilizada como control negativo iridiscente y no patégena, y fue aislada a partir
de un ambiente marino frente a las costas de Rosarito, B.C. en 2022. Las 17 cepas
aisladas presentaron iridiscencia, pero solo ciertas cepas obtuvieron un
porcentaje bajo de contaminacion (<2%). Bajo este criterio se decididé solamente
trabajar con 9 cepas iridiscentes que cumplieron con el indice bajo de

contaminacion (Tabla Il).
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Tabla I. Bacterias aisladas de diferentes puntos de muestreo durante eventos de

epizootias en cultivos acuicolas en Baja California.

cepa

10

1

13

14

15

16

17

Fuente analizada

Cultivo de molusco C.
gigas

Cultivo de molusco C.
gigas

Microalgas C. calcitrans

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei
Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Alimento artesanal para P.
vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Cultivo de P. vannamei

Agua de mar de UBP-FCM

Agua de Mar

Origen geografico

Maxmar mariscos S.A. de C.V., Rincon de
ballenas en Ensenada, B.C

Maxmar mariscos S.A. de C.V., Rincén de
ballenas en Ensenada, B.C

Maxmar mariscos S.A. de C.V., Rincon de
ballenas en Ensenada, B.C

UABC-LPEA, Punta morro, Ensenada, B.C

PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C

PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C
PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C

PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C

Acuamos S.P.R de R.L, Valle de Mexicali,
B.C

UABC - UBP, Ensenada, B.C

Rosarito, B.C

Obtencion muestra

H20m de sistemas de ostion
japonés

H20m de sistemas semilla de
ostién japonés

H20m columnas para microalgas

Camarones con signos de
enfermedad

H20 de cultivo
Hepatopancreas

H20 de cultivo

Hemolinfa

H20 de cultivo

H20 de cultivo

Branquias

Pellets almacenados

H20 de cultivo

H20 de cultivo

Estémago y hepatopancreas

Tuberia principal de
abastecimiento

Muestra de ambiente oceanico

Cadigo

Bi-MM-1M

Bi-MM-2V

Bi-MM-3L

Bi-SR-4R

Bi-E1fon-
VM-Na

Bi-Hp-C1-
WM

Bi-E1Sup-
VM-Cre
Bi-HI-C3-
VM
Bi-E1-Sup-
VM

Bi-E1-Fon-
VM

Bi-Br-C4-
VM

Bi-Alim-VM
Bi-E1-Fon-
VM-am

Bi-E1-Sup-
VM-cre

VpEMS-15

BV-H20-
UBP-ro

CSA25-
Control
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Tabla Il. Cepas bacterianas purificadas con indice bajo de contaminacién de ADN
genémico.

cepa Fuente Origen geografico Obtenciéon muestra Cadigo
analizada
Vi_1 Cultivo de molusco Maxmar mariscos S.A. de C.V., Rincon de H20m de sistemas de ostion Rb-MM1
C. gigas ballenas en Ensenada, B.C japonés
Ms_3 Microalgas C. Maxmar mariscos S.A. de C.V., Rincon de H20m columnas para microalgas Rb-MM3
calcitrans ballenas en Ensenada, B.C
Vp_6 Cultivo de P. PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C Hepatopancreas Bi-HpVM
vannamei
Ac_8 Cultivo de P. PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C Hemolinfa
vannamei Bi-HLvm
Vp_11 Cultivo de P. PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C Branquias
vannamei
Bi-BrC4
Me_13 Cultivo de P. PROMAR 57, Valle de Mexicali, B.C H20 de cultivo
vannamei
Bi-E1Fon
Vp_15 Cultivo de P. Acuamos S.P.R de R.L, Valle de Mexicali, Estomago y hepatopancreas
vannamei B.C
VpEMS-15
Va_16 Agua de mar de UABC - UBP, Ensenada, B.C Tuberia principal de
UBP-FCM abastecimiento
Va-H20ubp
Me_17 Agua de Mar Rosarito, B.C Muestra de ambiente oceanico %SAt25l'
ontro

H20m = Agua de mar

Solo una cepa (Bi-MM3) se encontré relacionada taxonémicamente con el
filo Bacillota del género Mammaliicoccus (11%), dos cepas (22.22%) con el filo
Actinomycetota (Bi-E1fond y CSA25-control) pertenecientes al género
Micrococcus y Microbacterium, respectivamente, mientras que las seis cepas
restantes (66.66%), fueron identificadas como Gammaproteobacteria de las
cuales Bi-MM1, Bi-HpVm, Bi-BrC4, VpEMS-15 y Va-H20ubp pertenecen al género
Vibrio y la cepa Bi-HLvm al género Aeromonas (Fig. 1).
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m Gammaproteobacteria = Actinomicetos = Firmicutes

Figura 1. Clasificacion de las cepas aisladas durante epizootias acuicolas en Baja
California (n=9 cepas aisladas).

7.1.2. Identificacion taxondmica bioquimica y filogenética

Para la identificacion bioquimica de las cepas, se realizé un analisis de su
huella fenotipica mediante la prueba GEN IIl, con base en la respuesta de
bacterias de los factores bioquimicos de cada una de las cepas, se identificaron
la presencia de bacilos, cocos gram negativos y gram positivos, catalasa y oxidasa
positivos. Cada huella fenotipica al compararse con el repertorio de GEN |II,
demostrd que las cepas correspondian a los géneros; Vibrio, Mammaliicoccus,

Aeromonas, Micrococcus, Microbacterium (Tabla Ill).

En particular, la cepa Rb-MM1 de acuerdo al software obtuvo una similitud

con Vibrio owensii del 0.280 en probabilidad estadistica. Mientras que la cepa Rb-
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MM3 presentd una probabilidad estadistica de 0.90 para Staphylococcus sciuri.
Las cepas Bi-BrC4, Bi-HpVm, VpEMS-15 obtuvieron valores estadisticos de 0.89,

0.89y 0.84 para Vibrio parahaemolyticus respectivamente.

Asi mismo, la cepa Va-H20ubp se asocié a Vibrio alginolyticus con una
probabilidad de 0.17. Por su parte, Bi-HLvm gener6 una probabilidad estadistica
de 0.83 para Aeromonas caviae. Finalmente, la cepa Bi-E1Fon presentd una

probabilidad de 0.91 asociada a Micrococcus endophyticus, mientras que la cepa

CSA25-control generd una probabilidad de 0.22 para Microbacterium spp (Tabla
[I).

Tabla Ill. Identificacion bioquimica de la huella fenotipica de nueve cepas
bacterianas iridiscentes basados en el kit de Biolog - Gen Il

Cepal/codigo Probabilidad Opcién A Probabilidad Opcién B
Rb-MM1 0.28 Vibrio owensii 0.12 Vibrio furnissii
Rb-MM3 0.90 Staphylococcus sciuri 0.74 S. sciuri

subespecie sciuri
Bi-BrC4 0.89 Vibrio parahaemolyticus 0.67 V. harveyi
Bi-HLvm 0.83 Aeromonas caviae 0.31 Aeromonas
veronii
Bi-HpVm 0.89 Vibrio parahaemolyticus 0.67 V. harveyi
Bi-E1Fon 0.91 Micrococcus endophyticus 0.14 Micrococcus
luteus
VPEMS-15 0.84 Vibrio parahaemolyticus 0.59 V. harveyi
Va-H>Oubp 0.17 Vibrio alginolyticus 0.11 Vibrio diabolicus
CSA25-control 0.22 Microbacterium spp / /
/ significa que no contiene dato, probabilidad estadistica de 0 a 1.
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Lo siguiente que se realizd fue la identificacion molecular por medio del analisis
filogenético de las cepas, este indicé su afiliacién taxondmica con distintos géneros
bacterianos de los cuales cinco cepas (Rb-MM1, Bi-HpVm, Bi-BrC4, VpEMS-15, Va-
H20ubp) tuvieron relacion con el género Vibrio, una cepa (Rb-MM3) con el género
Mammaliicoccus, otra cepa (Bi-HLvm) con el género Aeromonas, mientras que las
ultimas dos cepas tuvieron relacion con los géneros Micrococcus (Bi-E1fon)

y Microbacterium (CSA25-control).

La resolucion de este analisis permitié incluso relacionar con mayor definicion
jerarquica la relacion filogenética de las cepas (Fig. 2). Por ejemplo, la cepa Rb-MM1 se
encontré con relacion a V. jasicida, las cepas Bi-HpVm, Bi-BrC4 y VpEMS-15 se
encontraron agrupadas entre si y con relacion a V. parahaemolyticus. La ultima cepa

dentro de este género fue H20ubp con relacion con V. alginolyticus.

La cepa Rb-MM3 se encontré en el clado de Staphylococcus sciuri subsp. sciuri,
y con relacién a la variante de Mammaliicoccus sciuri subsp. sciuri. La cepa Bi-HLvm se
encontré dentro del clado con relacidn a Aeromonas enteropelogenes, mientras que la
cepa Bi-E1fon se encontrd con relacion con Micrococcus endophyticus, y la cepa CSA25-

control tuvo relacién con Microbacterium esteraromaticum (Fig. 2).
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Figura 2. Arbol filogenético de las nueve cepas aisladas a partir de cultivos acuicolas.
Flecha azul indica las cepas aisladas y analizadas en este trabajo a partir de los genomas
secuenciados.

7.1.3. Morfologia de colonias en medio de cultivo

Las cepas estudiadas pertenecientes a diferentes géneros bacterianos,
mostraron caracteristicas morfoldgicas distintivas en sus colonias al ser cultivadas
en medio TSA al 2% de NaCl y ChromAgar™. Las cepas del género Vibrio (Rb-
MM1, Bi-BrC4, Bi-HpVm, VpEMS-15, Va-H20ubp) formaron colonias de tamafio
mediano a grande, con consistencias variables entre cremosa y viscosa. La cepa
de Aeromonas (Bi-HLvm) destacé por formar colonias definidas y un color blanco
palido. Con respecto al género Mammaliicoccus (Rb-MM3), se observaron

colonias pequenas y anaranjadas palidas. Las actinobacterias del género
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Micrococcus (Bi-E1Fon) se identificaron por su gran tamafio y color amarillo
caracteristico, mientras que la cepa de Microbacterium (CSA25-control) presentd

colonias de tamafio medio, textura granulada y un olor distintivo.

A mas detalle, Rb-MM1 formé colonias circulares grandes, de 4-6 mm de
diametro, con elevacion convexa, consistencia suave y color crema (Fig. 3A). La
cepa Rb-MM3 presentd colonias mas pequefas (2-4 mm), de color anaranjado
palido, con bordes bien definidos y elevacion convexa (Fig. 3B). Por otro lado, Va-
H20ubp mostré colonias ovaladas grandes (5-7 mm), de color crema oscuro, con
consistencia cremosa y borde definido (Fig. 3C). La cepa Bi-HLvm form¢é colonias
circulares pequefias de 2 mm, blancas palidas, con consistencia media y

elevacion convexa (Fig. 3D).

La cepa Bi-E1Fon se distinguio por sus colonias grandes (5-7 mm), de color
amarillo mostaza, muy convexas y con consistencia pastosa (Fig. 3E). La cepa de
control, CSA25-control, presentd colonias circulares de tamafio medio (5-7 mm),
con textura granulada, color amarillo palido y un olor sulfurado (Fig. 3F). La cepa
Bi-HpVm exhibié colonias medianas (4-7 mm), de forma ovalada, color crema y
alta actividad motil de “crecimiento en enjambre” (Fig. 3G). La cepa Bi-BrC4
generd colonias medias (4-6 mm), muy convexas, de color crema claro y
consistencia viscosa, también mostrando crecimiento en enjambre (Fig. 3H). Por
ultimo, la cepa VpEMS-15 formd colonias grandes (5-8 mm), ovaladas y de color
crema claro, con consistencia cremosa/viscosa, crecimiento en enjambre y un olor

a gas metano (Fig. 3l).
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Figura 3. Purificacion de colonias bacterianas aisladas a partir de epizootias en cultivos
acuicolas. Crecimiento en medio de cultivo tripcaseina soja agar enriquecido al 2% con
NaCl, incubadas a 28 °C x 48 — 120 horas. A) Rb-MM3. B) Rb-MM3.C) Va-H20ubp. D)
Bi-HLvm. E) Bi-E1Fon. F) CSA25-control. G) Bi-HpVm. H) Bi-BrC4. 1) VpPEMS-15. Notar
la ausencia de iridiscencia de todas las cepas en este medio de cultivo por el angulo de
la luz y el crecimiento en enjambre de H e |.
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En medio de cultivo ChromAgar™, la cepa de VpEMS-15 (Fig. 4A)
desarroll6 colonias de tamafio grandes, convexas, con borde cremoso, presenté
una pigmentacion color rosa fuerte, y present6 una alta actividad de crecimiento
en enjambre. La cepa Va-H20ubp (Fig. 4B) con colonias grandes convexas, con
borde blanco, consistencia viscosa, con pigmentacion general de color rosa claro.
La cepa Bi-HpVm (Fig. 4C) exhibié colonias grandes convexas, de borde bien

definido y cremoso, presentando una pigmentacion general de color rosa fuerte.

Figura 4. Colonias bacterianas en medio de cultivo ChromAgarTM especifico para
bacterias del género Vibrio spp. A) VPEMS-15. B) Va-H20ubp. C) Bi-HpVm. D) Bi-
MML1. E) Bi-BrC4. F) Bi-HLvm. Incubadas a 28 °C X durante 48 horas.
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En comparacion, Rb-MML1 present6 colonias de tamafio medio, convexas,
con un borde color blanco de viscosidad media y las colonias tuvieron una
pigmentacion magenta (Fig. 4D). La cepa Bi-BrC4, exhibioé colonias de tamafio
grandes, convexas, con borde claro de consistencia cremosa y presento
pigmentacion color rosa fuerte (Fig. 4E). Finalmente, la cepa Bi-HpVm present6
colonias pequefas, con forma convexas, bien definidas con un borde oscuro con
viscosidad media y las colonias exhibieron pigmentacion crema claro (Fig. 4F).
Cabe destacar que las otras cepas (Bi-MM3, Bi-E1Fon, CSA25-control) no

presentaron crecimiento en el medio de cultivo ChromAgar.

7.1.4. Cinética bacteriana (curvas de crecimiento y requerimientos de sal)

Para determinar las fases de crecimiento y preparar inoculos viables, se
generaron curvas de crecimiento de las nueve cepas de interés (Fig. 5). Dichas
curvas se realizaron por triplicado durante periodos de hasta 96 horas, utilizando

medio de cultivo Mueller-Hinton al 2% NacCl.

Las nueve cepas analizadas presentaron distintas fases de crecimiento,
incluyendo la exponencial, estacionaria y de muerte y se observaron diferencias
significativas en la maxima absorbancia registrada en distintos tiempos de
incubacion (Fig. 5). A partir de la fase exponencial se calculé el tiempo de
duplicacion (TD) para cada cepa, encontrandose que las cepas del género Vibrio
presentaron tiempos de duplicacion que oscilaron entre 0.79 y 1.19 horas (Tabla
V).
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Figura 5. Curvas de crecimiento de bacterias iridiscentes aisladas en cultivos acuicolas.
Inéculos medidos a 595 nm, y se realizaron con medio de cultivo liquido Mueller-Hinton
al 2% de NaCl con agitacion de 100 rpm x 4 dias a 28 °C. Datos analizados en Excel,
Microsoft version 18.0. (CSA25-control) es una cepa no iridiscente. Barras de error son
SE.
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Tabla IV. Tiempos de duplicaciéon de nueve cepas bacterianas iridiscentes

Cepa TD (min)

VpEMS-15 47.89 + 0.51
Va-H20ubp 58.03 + 0.51
Bi-HpVm 63.16 = 0.52
Bi-BrC4 63.66 = 0.55
Rb-MM3 66.87 £ 0.52
Rb-MM1 71.42 = 0.52
Bi-HLvm 78.61 = 0.48
Bi-E1Fond 129.65 + 0.39
CSA25-control 133.73 + 0.36

Por otro lado, se evalud el requerimiento y tolerancia de iones necesarios
para el crecimiento bacteriano y se cultivaron las cepas a diferentes
concentraciones (0-10%) de cloruro de sodio (NaCl). En general, de la cepa Rb-
MM1 a la cepa Va-H20Oubp mostraron el rango mas amplio de tolerancia (Fig. 6).
Especificamente las cepas de Bi-HpVm, Bi-BrC4 y VpEMS-15 presentaron
crecimiento en concentraciones de NaCl que varian entre 0 y 10%. En particular,
la cepa Va-H20ubp crecié en concentraciones de NaCl entre el 1 y el 10%,

mientras que en ausencia de sal no mostré crecimiento.
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En comparacion, la cepa de Rb-MM1 presento el rango de crecimiento mas
estrecho, limitado a concentraciones de NaCl entre el 1 y el 6%. Ademas, se
observd que las cepas Bi-HLvm y Rb-MM3 mostraron crecimiento a
concentraciones NaCl desde 0 al 6%. Por ultimo, las dos cepas Bi-E1Fon y

CSA25-control crecen unicamente de 0 al 4% de NacCl, respectivamente (Fig. 6).

Salinidad
AR EEEEEE R

000000 - Rb-MM1
Q0000000000 -
00000000 OO 5
0000000000 v

Q0000000 OO --r0ouw
0000000 - Rb-MM3
000000 - Bi-HLvm
090000 - Bi-E1Fon

. . . . - CSA25-Control

. Presenté crecimiento

10%

Figura 6. Crecimiento de bacterias iridiscentes en gradientes de NaCl. Representacion
grafica del crecimiento de las bacterias en medio de cultivo liquido. Circulos azules
indican un crecimiento positivo en cada concentracion y los recuadros grises en blanco,
indican que la bacteria no present6 crecimiento. Pruebas realizadas en medio de cultivo
liquido Mueller-Hinton enriquecido con cloruro de sodio. La medicion se realizé con
espectrofotometro a 595 nm y a las 24 horas de incubacion a 28° centigrados. Figura
generada con Python version 3.12.5.
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7.2. Analisis de iridiscencia de cepas bacteriana

7.2.1. Analisis y caracterizacion optica

Las cepas aisladas mostraron una iridiscencia bacteriana notable en medio
de cultivo TSA al 2% NaCl, a excepcion del control negativo que no presenté
iridiscencia. Ademas, se identificaron diferentes colores e intensidades en las
colonias, y en algunos casos especificos distintos tipos de iridiscencia, como la de
arcoiris difusa, pastel difusa y matalica (Fig. 7). Por ejemplo, la cepa Rb-MM1
presenta una iridiscencia tipo arcoiris difusa, expresando principalmente el color
azul, verde y rojo sobre las colonias bacterianas (Fig. 7A). Mientras que la cepa
bacteriana de Rb-MM3 exhibe una iridiscencia que se clasifica como de tipo
arcoiris (Fig. 7B).

En comparacién, Bi-HpVm se clasifica con una iridiscencia bacteriana tipo
difusa pastel, con el color azul como dominante, seguido de rojo, amarillo y verde
(Fig. 7C). La cepa Bi-HLvm mostré una iridiscencia tipo arcoiris difusa, en donde
se observa con mayor presencia el color azul sobre las colonias y estriados (Fig.
7D). La cepa de Bi-Brc4 presento iridiscencia bacteriana tipo difusa pastel, con
colores intensos principalmente rojo, azul y un poco de amarillo respectivamente
(Fig. 7E). La cepa de Bi-E1Fon mostré una iridiscencia tipo difusa pastel, con una
intensidad baja/moderada debido al crecimiento lento de las colonias bacterianas
y presenta principalmente el color azul (Fig. 7F).

En contraste, la cepa de VpEMS-15 presenta una iridiscencia bacteriana
metalica, exhibiendo diferentes colores con tonalidades intensas en los diferentes
angulos de incidencia con colores dominantes de azul y rojo (Fig. 7G). De manera
similar, la cepa Va-H>Oubp también presenta una iridiscencia metalica, con la
presencia de diferentes colores con tonalidades intensas en los diferentes angulos
de incidencia con colores dominantes de rojo y azul (Fig. 7H). Finalmente, la cepa
CSA25-control no presentd ningun tipo de color o efecto 6ptico como la
iridiscencia, y las colonias fueron de un color crema opaco en los diferentes

angulos de incidencia (Fig. 71).
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Figura 7. Iridiscencia bacteriana de 9 cepas aisladas a partir de epizootias en cultivos
acuicolas. A) Rb-MM3 B) Rb-MM3. C) Bi-HpVm. D) Bi-HLvm. E) Bi-BrC4 F) Bi-E1Fon.
G) VPEMS-15. H) Va-H20ubp. I) CSA25-control. Medio de cultivo Tripticaseina soja-agar
enriquecido al 2% de NaCl e incubado a 28 °C x 24 — 120 hrs.
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Se evaluo el efecto 6ptico de iridiscencia en cepas bacterianas mediante el
analisis de la coloracion estructural de sus colonias (Fig. 8). Para ello, se empleo
una camara digital de alta resolucién y sensibilidad, equipada con sensor RGB,
con un angulo de incidencia de 55°, tras 21 horas de crecimiento. Las cepas del
género Vibrio fueron analizadas con base en su espectro RGB. La cepa Rb-MM1
presentd colonias iridiscentes tipo “brillantina”, con tonalidades azul-verde

evidentes y tamafio promedio de 1600 pm.

En contraste, la cepa Bi-HpVm formé colonias mas grandes (2500 um) con
iridiscencia tipo arcoiris difusa, exhibiendo una gama de colores que incluia rojo,
amarillo, verde y azul, ademas de puntos brillantes en los bordes que se
difuminaban con el resto del patrén croméatico. La cepa Bi-BrC4 mostré también
iridiscencia tipo arcoiris difusa, aunque con una paleta limitada a rojo, amarillo y

verde, generando puntos brillantes en regiones especificas del borde colonial.

Las cepas VpPEMS-15 y Va-H20ubp, también del género Vibrio, produjeron
colonias de gran tamafio (>3500 um) con iridiscencia tipo metélica, destacando
por la intensidad de los colores, predominantemente verdes y azules, con
presencia ocasional de amarillo y baja representacién del rojo (Fig. 8G, H). Por su
parte, la cepa Bi-HLvm del género Aeromonas presentd colonias intermedias
(>1000 um) con iridiscencia arcoiris difusa, caracterizada principalmente por
tonalidades rojas y amarillas, con zonas verdes aisladas. La cepa Rb-MM3, del
género Mammaliicoccus, desarroll6 colonias pequefias a medianas (>800 um) con

iridiscencia arcoiris difusa, compuesta por colores rojo, amarillo y verde.

La cepa Bi-E1Fon del género Micrococcus mostré una iridiscencia tipo
brillantina con colores menos intensos, donde predominaron azul y rojo, y escasa
presencia de verde. Esta cepa también generd puntos brillantes distribuidos a lo
largo de la colonia (Fig. 8F). Finalmente, se confirmé que la cepa CSA25-control,
perteneciente al género Microbacterium, no presenté iridiscencia bajo ningun

angulo de incidencia en condiciones de laboratorio controladas (Fig. 8l).

44



1000 pm

o8 S “@ - - e O ai -

Figura 8. Caracteristicas de iridiscencia bacteriana en cepas iridiscentes aisladas a partir
de epizootias acuicolas. A) Rb-MM3 B) Rb-MM3. C) Bi-HpVm. D) Bi-HLvm. E) Bi-BrC4
F) Bi-E1Fon. G) VpEMS-15. H) Va-H20ubp. 1) CSA25-control. Camara digital High-
Sensitivity USB 3.0 con sensor RGB (Thorlabs — U.S) y procesadas con el software Thor.
Imagen editada en ImagedJ versiéon 1.54j, con escala de 1000 um. Se puede observar que
ocho cepas presentan el efecto iridiscente o color estructural en sus colonias y cada cepa
genero colores y patrones diferentes, mientras que una cepa se utilizé de control negativo
iridiscente. Medio de cultivo utilizado para las pruebas fue TSA al 2% de NaCl e incubado
a28°Cx24-120 hrs.
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7.2.2. Genes relacionados con la iridiscencia

Se analizaron un total de 9 genomas de distintas cepas bacterianas para
identificar la presencia de genes asociados a quitinasa, adhesina y ensamblaje
pilar (Tabla V). Los genes de quitinasa estuvieron presentes en el 80% de los
genomas analizados, excepto en las cepas Rb-MM3 (Mammaliicoccus) y la cepa
CSA25-control (Microbacterium) donde no se detectaron. Por otro lado, los genes
de adhesina fueron los mas consistentemente detectados, encontrandose en 90%
de los genomas. Solo Bi-E1Fon (Micrococcus) mostré ausencia de este gen y, los

genes de ensamblaje pilar se identificaron en todas las cepas estudiadas.

Tabla V. Presencia / ausencia de genes relacionados con quitinasa, adhesinas y
ensamblaje pilar en nueve cepas iridiscentes aisladas durante epizootias acuicolas

CEINES Quitinasa Adhesina Ensamble
Rb-MM1 X X X
Bi-Hp-C1 X X X
Bi-Br-C4 X X X

VpEMS-15 X X X

Va-H,Oubp X X X
Rb-MM3 - X X
Bi-HLvm X X X
Bi-E1Fon X - X

CSA25-control - X X
(X) significa presencia (-) significa ausencia
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7.3. Analisis del potencial patogénico de las cepas bacterianas

7.3.1. Potencial genémico de patogenicidad y de resistencia

Las cinco cepas pertenecientes al género Vibrio presentaron un perfil de
resistencia diverso y con diferencias particulares entre si (Fig. 9). Por ejemplo, las
cepas Bi-HpVm vy Bi-BrC4, se caracterizaron por la presencia del gen Beta-
lactamasa de clase A hidrolizante de carbenicilina (blaCARB-44) con 100% de
identidad y el gen transportador de la familia de anti transportadores de eflujo de
tetraciclina Na+/H+ (tet35) con una similitud menor al 40%. En comparacion, la
cepa Bi-HpVm presentd el gen de fosforribosiltransferasa de resistencia a la
oxitetraciclina (tet34) con una identidad mayor al 50%, mientras que la cepa Va-
H20ubp mostré la presencia del gen tet35 con una identidad mayor al 80% vy el
gen beta-lactamasa de clase A hidrolizante de carbenicilina (blaCARB-56) con una
identidad del 100%, el cual fue unicamente observado en este genoma. En el caso
particular de la cepa VpEMS-15 se observo un perfil inico con la presencia de dos
genes que corresponden al gen beta-lactamasa de clase A hidrolizante de
carbenicilina (blaCARB-18)y al gen de proteina repetida de pentapéptido
resistente a quinolonas (qnrD1), con valores mayores al 90% de identidad.
Finalmente, la ultima cepa de Vibrio (Rb-MM1) presento solo el gen tet35 con un

porcentaje de identidad mayor al 80% (Fig. 9).

De manera similar, también para las cepas de los distintos géneros se
observaron diversos patrones en la presencia de genes. Para la cepa del género
Aeromonas (Bi-HLvm) se observo el gen beta-lactamasa de clase C (blaTRU),
con un 100% de similitud, mientras que para la cepa del género Mammaliicoccus
(Rb-MM3) se observaron genes unicos, correspondientes al gen de proteina de
proteccién ribosémica tipo ABC-F (sal1) y al gen transpeptidasa de peptidoglicano
resistente a betalactamicos de la familia PBP2a (mecA1) con valores de 90 y
100%, respectivamente. Finalmente, se observé que las cepas asignadas al
género Actinomycetota (Bi-E1Fon, CSA25-control) no presentaron ningun tipo de

gen de resistencia adquirido.
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Figura 9. Anadlisis de matriz ResFinder con genes adquiridos y mutaciones cromosémicas
de nueve cepas aisladas durante eventos de epizootia. En la figura se presenta la ausencia o
presencia de genes de resistencia, con su porcentaje de identidad con la secuencia comparada. Se colocé
una escala de color donde el tono rojo refiere a un 100% porcentaje alto de identidad y un color azul es
una similitud baja/nula. Ademas, se plasmoé el acrénimo del gen de resistencia y con etiquetas de distintos
colores se asocioé a una familia de compuestos con amplio espectro de accidén. Datos obtenidos con la

herramienta digital ResFinder. Se implementd el programa Excel version 18.0 para la captura de y analisis
de los datos. Figura generada con Python.
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Con respecto a la identificacion de genes y mutaciones cromosomicas que
regulan la resistencia a ciertos antibioticos, se observd que cuatro de las cepas
del género Vibrio (Va-H20ubp, VpEMS-15, Bi-BrC4, Bi-HpVm) presentaron
resistencia a la amoxicilina, ampicilina y piperacilina, pertenecientes a la familia
de las betalactamasa con un 100% de identidad. En contraste, la cepa del género

Vibrio (Rb-MM1) no presentd ningun gen de resistencia (Fig. 10.

De manera similar, la cepa del género Aeromonas (Bi-HLvm) obtuvo un
perfil de genes variados de la familia de las betalactamasa, incluyendo la
amoxicilina, ampicilina, piperacilina, cefotaxamina, cefotaxamina, penicilina, que
corresponden a un total de nueve genes identificados con un 100% de similitud
(Fig. 10).

La cepa del género Mammaliicoccus (Rb-MM3) mostro resistencia a los
doce compuestos pertenecientes a la familia de las betalactamasa con 100% de
similitud, incluyendo dos genes de resistencia para la lincosamida y clindamicina
y, ademas, presentd resistencia a tiamulina con un 93% de similitud.
Adicionalmente, se observo la presencia de tres genes pertenecientes a la familia
de las estreptogramina, que corresponden a la dalfopristina, pristinamicina iia,
virginiamicina m con un 95% de similitud (Fig. 10). En comparacion, la cepa del
género Microbacterium (CSA25-control) y del género Micrococcus (Bi-E1Fon) no
presentaron ningun tipo de gen de resistencia, ni tampoco presentaron

mutaciones cromosomicas identificadas por medio de esta herramienta (Fig. 10).
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Figura 10. Presencia de genes adquiridos y de resistencia a farmacos basados en
KmerResistance de nueve cepas aisladas durante eventos de epizootia. En la figura se
presenta la ausencia o presencia de genes de resistencia. Se colocd un indicador de
color rojo donde este tono refiere a un porcentaje alto de identidad del 100%, un recuadro
de color gris refiere a una similitud nula con las secuencias de referencia. Ademas, se
coloco el nombre completo del compuesto o gen resistencia especifico y con etiquetas
de diferentes colores se asociaron con familias de antibiéticos o compuestos quimicos.
Datos obtenidos con la herramienta digital KmerResistance. Se implementé el programa

Excel version 18.0 para la captura de los datos. Figura analizada y generada con el
programa Python.
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Mediante el analisis de genes de resistencia antimicrobiana (AMR) se
identifico la presencia de 20 genes AMR en las cepas bacterianas estudiadas, con
perfiles especificos segun el género bacteriano (Fig. 11). Las cepas del generé
Vibrio (Bi-BrC4, Bi-HpVm, VpEMS-15, Va-H2Oubp, Rb-MM1) compartieron
perfiles similares, destacando entre 3y 5 genes de resistencia. En Aeromonas (Bi-
HLvm) se identificaron 5 genes, en Mammaliicoccus (Rb-MM3) 6 genes y en
Micrococcus (Bi-E1Fon) 2 genes. Por su parte, la cepa control no iridiscente y no
patdgena, asignada al género Microbacterium (CSA25-control) no present6 genes
AMR.

En particular, las cepas Bi-HpVm y Bi-BrC4 mostraron perfiles idénticos con
genes tet(34) y tet(35) relacionados a la clase de tetraciclinas. Ademas, la
presencia del gen cloranfenicol O-acetiltransferasa tipo B (catC) y, el gen
blaCARB-18 con similitudes de hasta el 100%. La cepa Va-H20ubp presenté estos
mismos genes, ademas del gen codificante para cefalosporinas de la clase C de
la familia de beta-lactamasa (ampC) (47.87%) y el gen beta-lactamasa de clase A
hidrolizante de carbenicilina (blaCARB-56) (99.65%). En VpEMS-15 se detectaron
los genes tet(34), tet(35), catC, blaCARB-56 y qnrD1 (95.54%). La cepa Rb-MM1
compartio genes blaCARB, tet(34) y tet(35), con similitudes que oscilaron entre
88.03% y 95.12%.

En la cepa identificada como Aeromonas (Bi-HLvm), se detectaron cinco
genes, el primero correspondié a carbapenem beta-lactamasa de la clase C (bla-
TrU) con un 98.95% de similitud, el gen arsenato reductasa dependiente de
glutaredoxina (arsC) con un 81.56% de similitud. Otro gen identificado fue el
transportador de eflujo de arsenito metalochaperona (arsD) con un 52.46% de
identidad, el gen estreptogramina A O-acetiltransferasa (vat) con similitud del
67.63%. Finalmente, el gen de glutation transferasa resistente a la fosfomicina
(fos) con similitud del 57.78%. En la cepa Mammaliicoccus (Rb-MM3) mostro6 seis
genes, destacando el gen de subunidad de membrana del transportador de eflujo
de arsenito (arsB), el gen de arsenato reductasa dependiente de tiorredoxina

(arsC), también se identific el gen de proteina de proteccion ribosémica tipo ABC-
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F (salA), el gen beta-lactamasa de clase A hidrolizante de penicilina (bla), el
codificante para la transpeptidasa de peptidoglicano resistente a betalactamicos
(mecAl) y el gen de proteina de proteccion ribosomica tipo ABC-F asociada a
macrolidos (abc-f), con similitudes variables desde 34.83% hasta 99.70%.
Finalmente, en la cepa Actinomycetota (Bi-E1Fon) se identificaron los genes
reductasa mercurica (merA) con una similitud del 44.61% vy, el gen para la proteina

mediadora de expulsiéon de cloranfenicol (cml) con similitud del 74.62% (Fig. 11).
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Figura 11. Matriz AMRfinder de genes adquiridos y mutaciones cromosomicas de nueve
cepas aisladas durante eventos de epizootia. En la figura se presenta la ausencia o presencia de
genes de resistencia, con su porcentaje de identidad con la secuencia comparada. Se colocé una escala
de color donde el tono rojo refiere a un 100% porcentaje alto de identidad y un color azul es una similitud
baja/nula. Datos obtenidos con la herramienta digital ResFinder. Se implemento el programa Excel version
18.0 para la captura y analisis de datos. Figura generada con programa "R".

52



7.3.2. Pruebas de sensibilidad quimica (antibiogramas)

Para evaluar la sensibilidad de las cepas bacterianas a distintos antibi6ticos
se registro el efecto inhibitorio de tres antibidticos (enroflaxacina, florfenicol y
oxitetraciclina) mediante ensayos de antibiogramas. Se observd que la
enroflaxacina fue el compuesto quimico que generé mayor efecto inhibitorio en las
9 cepas (>35 mm) (Fig. 12). El siguiente fue el florfenicol, con halos de tamano
medio (18 — 32 mm) y, por ultimo, la oxitetraciclina present6 los halos mas
pequefios (< 20 mm), con el menor efecto inhibitorio sobre las cepas probadas
(Tabla VI).

Tabla VI. Halos de inhibicién generados por nueve cepas bacterianas iridiscente

Inhibicion Inhibicion Inhibicion
Florfenicol (mm)  Enroflaxacina (mm) Oxitetraciclina

(mm)

Bi-MM1

153 + 1.2 187 + 4.0 130 + 1.7
Bi-BrC4 18.3 + 0.6 21.7 + 0.6 11.7 + 0.6
Bi-HpVm 16.0 + 1.4 23.0 + 1.0 107 + 1.2
VPEMS-15 15.7 + 0.6 19.7 + 0.6 9.7 + 1.2
Va-H2Oubp 17.0 £ 0.0 223 + 15 123 £ 1.2
Rb-MM3 16.0 + 1.7 17.7 + 1.2 11.0 + 0.0
Bi-HLvm 183 + 2.5 21.0 + 35 13.7 + 15
Bi-E1Fon 15.7 + 0.6 230 + 17 127 + 1.2

CSA25-control 49.7 + 35 543 + 2.8 41.0 + 17
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Figura 12. Sensibilidad quimica de bacterias iridiscentes aisladas a partir de epizootias
acuicola. Se evalué la resistencia a tres antibidticos de uso comun en acuacultura,
diluidos 1/10 de Enrokarizoo (enroflaxacina), Kariflor (florfenicol), Oxikarizoo
(oxitetraciclina). Crecimiento evaluado en medio de cultivo TSA al 2% de NaCl, con 48
horas de incubacion a 28 °C. Figura generada con Excel versién 18.0. Cepa CSA25-
control es una bacteria no iridiscente.

7.3.3. Analisis gendmico

Se secuencié el genoma de las cepas bacterianas de interés, el cual se
analizé para obtener informacién filogenética, de potencial gendmico para la
resistencia de antibiéticos y para la identificacion de genes relacionados con el
desplazamiento y acomodo celular en relacion al fendmeno de iridiscencia. Las
observaciones que resultaron del analisis de genomas se detallan en la seccién

correspondiente.

Con respecto a las caracteristicas generales de los genomas se evaluo la
diferencia en el tamafio, completitud del genoma, densidad de regiones
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codificantes y contenido GC, principalmente. En general, los tamafos de los
genomas obtenidos se encontraron con una longitud de 2.9 hasta 5.9 Mpb y con
<2% de contaminacion después de la secuenciacion. Las cinco cepas asociadas
al género Vibrio presentaron genomas >5 Mpb (Fig. 13A), de las cuales la cepa
Rb-MM1 mostré el genoma mas grande, con un tamafo de 5, 941, 599 pb (Fig.
13A).

En comparacion, la cepa asociada al género Mammaliicoccus (Rb-MM3)
tuvo el genoma mas pequerio con 2, 989, 028 pb (Fig. 13A). Ademas, los genomas
generados tuvieron en su mayoria porcentajes de completitud del 99.85 — 100%
(Fig. 16B), y valores de densidad de codificacion en un rango de 84.5 hasta 92.8%
con el valor maximo para la cepa CSA25-control (Fig. 13B). Referente a los
valores obtenidos del porcentaje de guanina-citosina (GC), se observaron en un
rango de 33 al 71%, de los que los genomas de las cepas de actinobacterias
tuvieron los valores mas altos de 67.9% y 71%, para las cepas CSA25-control y

Bi-E1Fon, respectivamente (Fig. 13B).
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Figura 13. Datos gendmicos obtenidos de nueve cepas aisladas durante eventos de
epizootias. El método de secuenciacion utilizado fue Illumina NextSeq 2000, con lecturas
de 2x151 pb. A) Corresponde a los tamafios de genomas bacterianos obtenidos en Giga
pares de bases (Gpb). B) En azul se muestra contenido de guanina-citosina, en
anaranjado la completitud de la secuenciacion gendmica y, en gris la densidad de
codificacion con valores representados en porcentaje. Graficas generadas con el
programa excel version 18.0.
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En el mismo contexto, se analizé el metabolismo secundario de las nueve
cepas bacterianas estudiadas mediante antiSMASH, se identificaron 66 grupos de
genes biosintéticos (BGC), lo que resalta la diversidad de rutas metabolicas
asociadas a metabolitos secundarios (Fig. 14).

En las cepas del género Vibrio (Bi-BrC4, Bi-HpVm, VpEMS-15, Va-
H20ubp, Rb-MM1), se observaron patrones comunes, incluyendo la presencia de
genes asociados con la biosintesis de arilpolienos, betalactonas y ectoinas.
Ademas, cuatro de estas cepas (Bi-BrC4, Bi-HpvVm, VpPEMS-15 y Va-H20ubp)
contenian un gen de vibrioferrina, mientras que en la cepa Va-H20ubp, se detecto
un BGC especifico para la sintesis de vancrobactina. La cepa Rb-MM1 destaco

por la presencia de dos BGC RiPP, dos genes NPRS y un gen metal6foro NRP.

En la cepa Aeromonas (Bi-HLvm), se identificaron BGC unicos, incluyendo
los asociados a la produccién de cromobactina y lactona de hemoserina. Ademas,
presentd genes relacionados con la biosintesis de arilpolieno, betalactona,
ectoina, un gen metal6foro NRP y uno NPRS. Por otro lado, la cepa identificada
como Mammaliicoccus (Rb-MM3) destacd por la presencia de cuatro BGC

exclusivos: enterobactina, equibactina, autoinductor de lactona y venezuelina.

También presentd dos genes sideréforos y un gen NPRS, aunque carecio
de genes de betalactona y ectoina. En la cepa de Micrococcus (Bi-E1Fon) y
Microbacterium (CSA25-control), se identificaron genes para rutas Unicas, como
la produccion de carotenoides y sacaridos. La cepa Bi-E1Fon mostr6 BGC
exclusivos para la biosintesis de estenotricina, microansamicina, cianuro de

hidrogeno y un tiopéptido, mientras que ambas compartieron un gen sideroforo.
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Figura 14. . Grupos de genes biosintéticos encontrados en el metabolismo secundario
de distintas bacterias aisladas durante eventos de epizootias. En general se detectaron
23 grupos de genes asociados a rutas del metabolismo secundario, dentro de las nueve
cepas analizadas y plasmados en una tabla acumulativa. El color de la barra corresponde
a un género y especie bacteriana, datos obtenidos con la herramienta bioinformatica
antiSMASH versién 15.1.0. Graficas generadas con programa Excel versiéon 18.0.
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7.3.4. Bioensayos de patogenicidad

Para la realizacion de los bioensayos de infecciones bacterianas, se
mantuvieron ejemplares de camaron blanco (Penaeus vannamei) en etapa de
postlarvas bajo condiciones de cultivo hasta alcanzar una talla promedio de 12
milimetros (Fig. 15y 16) y un peso de 0.01 gramos, momento en el cual fueron

utilizadas para los desafios de patogenicidad en laboratorio LPEA.

Durante el periodo de cultivo, se verificd que los parametros fisico-quimicos
del agua de mar se mantuvieran dentro de los valores establecidos para el
bioensayo (salinidad: 34 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). En general, el acondicionamiento de las
postlarvas resultd exitoso, ya que no se presentaron picos anormales de

mortalidad ni signos de canibalismo.
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Figura 15. Peso y talla de postlarvas de camaron blanco Penaeus vannamei durante el
acondicionamiento inicial para bioensayos.
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Figura 16. Peso y talla de postlarvas de camaron blanco (Penaeus vannamei), utilizadas
durante las infecciones experimentales con bacterias iridiscentes.

Para estimar la dosis letal media de las bacterias iridiscentes, se utilizaron
5 concentraciones de indculo bacteriano. Las células para el inéculo fueron
cultivadas en una suspensién de medio de cultivo liquido Mueller-Hinton
enriquecido al 2% NaCl. Ademas, se incluyd un control negativo libre de bacteria.
En este bioensayo, la cepa VpEMS-15, positiva para los genes PirA/PirB
asociadas a la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease, AHNPD) se empleé como control positivo de

patogenicidad iridiscente.

La concentracion mas baja de 3.9 x 10" UFC alcanz6 una sobrevivencia
minima del 66% a las 90 hpi. Para la dosis de 3.9 x 10? UFC, la minima
sobrevivencia fue del 64% a las 90.54 hpi. En el caso de 3.9 x 10° UFC, se registré
un 68% de sobrevivencia a las 90.54 hpi (Fig. 11). En la infeccion experimental
con 3.9 x 10* UFC, la sobrevivencia minima fue del 60% a las 90.54 hpi (Fig. 11).
Para la concentracion de 3.9 x 10° UFC, se obtuvo la menor tasa de sobrevivencia,
alcanzando un 44% a las 90.54 hpi (Fig. 11).
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Figura 17. Curvas de sobrevivencia de Penaeus vannamei infectado experimentalmente
con la cepa VpEMS-15. Se implementé el uso de 6 tratamientos a diferentes
concentraciones de indculo bacteriano y se presentan los distintos porcentajes de
sobrevivencia obtenidos durante 90 horas. Datos anotados en programa Excel version
18.0. Imagen generada y analizada con el programa GraphPad 8.3.0.

Durante el tiempo de experimentacién se estimd la mortalidad yse
analizaron las diferencias entre tratamientos. La dosis control present una tasa
de mortalidad acumulada del 18%, siendo estadisticamente diferente a los otros
cinco tratamientos. Los tratamiento correspondientes a 3.9x10'y 3.9x10* UFC
presentaron distintas tasas de mortalidad con un rango de 34% al 56% y no
mostaron ser significativamente diferentes. En comparacion, el tratamiento de
3.9x10° fue el que generdé un 56% de mortalidad acumulada durante las 90.54
horas que durd el experimento. Por lo que, resulto el tratamiento con mas tasa de
mortalidad acumulada y se diferencié significativamente de los otros cinco

tratamientos (Fig. 17).
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Figura 18. Tasa de mortalidad acumulada en pl’s de camardn blanco, generada por la
cepa VpEMS-15. Letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0.05 (¢
significativo; ® no significativo).

Tasa de mortalidad acumulada (%

Para evaluar las diferencias en la dosis letal media (LC50) de cada cepa se
realiz6 una prueba Probit. Se observé que para la cepa VpEMS-15 el valor de
LC50 fue de 36,308 UFC. En contraste, el valor de LC50 para los tratamientos de
las cepas Vibrio Bi-BrC4 y Bi-HpVm resultaron significativamente iguales entre si
y significativamente diferente a VpEMS-15. Finalmente, el tratamiento con
concentracion de 3.9x10° resulté ser diferente a los demas. Por Gltimo, con esta
Ultima concentracion se logré generar mas del 50% de mortalidad de los

organismos infectados (Fig. 18).
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Figura 19. Implementacion de prueba Probit para el calculo de dosis media letal (LC50).
Cantidad de bacterias en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la cepa VpEMS-
15 necesarias para causar el 50% de mortalidad en una poblacion especifica de
postlarvas de camarén blanco.

Con base en los resultados LC50 para las cepas evaluadas, se tomo la
concentracion de 3.9x10° para realizar las siguientes pruebas de infeccion. Se
observo que la cepa VPEMS-15 resultd ser la mas patégena, con una LC50 de 36,
308 UFC a las 27.5 horas post infeccion (hpi) y presenté diferencias
estadisticamente significativas con las cepas Bi-HpVm y Bi-Brc4 (Fig. 19). En
comparaciéon, entre las cepas Bi-HpVm y BrC4 no se encontré diferencias
significativas, con valores de LC50 de 25, 115 UFC y con una mortalidad inicial a

las 20.5 hrs hpi, que resultan 8.5 hrs después de lo observado para VpEMS-15.
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Figura 20. Mortalidad registrada por tres cepas de V. parahaemolyticus (VpEMS-15, Bi-
HpVm y Bi-BrC4) iridiscentes.

Una vez estandarizada la dosis letal media, se procedié a postular otros
seis indculos bacterianos correspondientes; tres cepas de Vibrio (Rb-MM1,
VaH20ubp y VPEMS-15), una cepa de Aeromonas (Bi-HLvm), otra cepa asignada
al género Mammaliicoccus (Rb-MM3), y la cepa de Actinomycetota (CSA25-
control) (Fig. 21). De manera general, las cepas de Vibrio obtuvieron diversos

porcentajes de sobrevivencia (77.5 — 82.8%).

En especifico, la cepa Rb-MM1 al final del experimento, presentd un total
de 80.47% de sobrevivencia, mientras que la cepa VaH20ubp generdé en el
transcurso de 5 dias, un total de 82.85% de sobrevivencia. De manera similar, la
cepa VpEMS-15 resultd con un total de 77.50% de sobrevivencia acumulada (Fig.
21). En comparacion, la cepa Bi-HLvm present6é un 83.81% de sobrevivencia al

final del bioensayo, mientras que la cepa Rb-MM3 obtuvo un total de 88.09%, y la
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cepa CSA25-Control registré un total de 92.38% en un transcurso de 120 horas
de experimentacion. Finalmente, la suspension libre de bacteria control presento

una sobrevivencia del 95.14% (Fig. 21).
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Figura 21. Curvas de sobrevivencia de Penaeus vannamei infectado experimentalmente
con seis cepas bacterianas. Infeccion sumergida con dosis 3.9x10° UFC. Vibrio (Rb-
MM1, Va-H20ubp) Aeromonas (Bi-HLvm) Mammaliicoccus (Rb-MM3) Microbacterium
(CSA25-control). Se implement6 el uso de 6 cepas distintas a una misma concentracion
de in6culo bacteriano y se presentan los distintos porcentajes de sobrevivencia obtenidos
durante 120 horas de experimentacion. Datos anotados en programa Excel version 18.0.
Imagen generada y analizada con el programa GraphPad 8.3.0.
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8. Discusiones

Con este trabajo logramos obtener muestras de tejidos biolégicos, de agua
de cultivos acuicolas y de agua de mar del Valle de Mexicali y la Bahia de
Ensenada. Fue posible obtener, purificar y secuenciar el genoma completo de
diversas bacterias iridiscentes, pertenecientes a los géneros Vibrio, Aeromonas,
Mammaliicoccus, Micrococcus y Microbacterium. Estas bacterias fueron aisladas
principalmente durante episodios de mortalidad en los cultivos. Es importante
destacar que las pruebas microbiolégicas convencionales no fueron suficientes
para una identificacion precisa a nivel de especie, siendo las moleculares las de

mejor resolucion taxondémica.

La caracterizacidon microbiolégica permitio evaluar el crecimiento y la
composicién bacteriana. No obstante, estos métodos presentan limitaciones
significativas, como una alta probabilidad de contaminacién y la falta de
especificidad, lo que dificulta la diferenciacion entre especies, y el cultivo de
bacterias con requerimientos bioquimicos particulares. Por esta razén, como
recomiendan Nigro & Steward (2015), se complementaron estos métodos con
andlisis adicionales para mejorar la identificacion. Para respaldar este enfoque, se
utilizé el medio ChromAgar™-Vibio que incorpora tecnologia cromogénica,
permitiendo asi la diferenciacion visual de especies bacterianas a través de los
pigmentos presentes en las colonias, resultado de reacciones bioquimicas
especificas con los sustratos asimilados por las bacterias (Canal et al. 2017; Hong
et al., 2020).

El analisis microbioldgico de muestras provenientes del Valle de Mexicali y
la Bahia de Todos Santos revel6 una notable diversidad bacteriana. En particular
se obtuvo el aislamiento de Vibrio, el cual es un género ampliamente distribuido
en ambientes ocednicos y en la microbiota de organismos acuaticos (Arias 2023).
Ademas, se ha reportado que Vibrio pueden colonizar cultivos acuicolas en agua

de bajas salinidad (Diaz, 2020), lo que nos evidencia su capacidad cosmopolita
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de adaptacion a distintos ambientes (Arias, 2023; Canal et al., 2017; Galaviz et
al., 2018).

Una caracteristica sobresaliente de estas bacterias aisladas fue la
presencia de iridiscencia, con variaciones en tipo e intensidad. Este fendmeno se
atribuye a estructuras fisicas micrométricas responsables de la dispersion angular
de la luz (Meadows et al., 2009; Vukusic, 2009). Aunque su funcién en bacterias
no esta completamente esclarecida, se ha propuesto su posible rol en la
sefalizacion, proteccion o termorregulacion (Johansen et al., 2018). En este
estudio, se aislaron cepas iridiscentes de Vibrio (Bi-HLvm, Bi-BrC4, VpEMS-15,
Va-H20ubp) y Micrococcus (Bi-E1fon) provenientes de ambientes desérticos, lo
gue sugiere que la iridiscencia podria estar relacionada con mecanismos de
organizacion celular para la supervivencia y colonizacion en condiciones
extremas. En el contexto de la acuicultura, donde los tanques de cultivo favorecen
altas tasas de replicacion bacteriana y tiempos de duplicacion cortos, este
fendmeno podria influir en la dinAmica de interaccion entre microorganismos y en

la salud de los organismos cultivados.

Kientz et al. (2012) propusieron una clasificacion de cuatro tipos de
iridiscencia: arcoiris difusa, metalica, borde arcoiris e iridiscencia tipo brillantina.
Ademas, proponen que la iridiscencia en bacterias suele estar asociada a la
formacion de biopeliculas, capsulas o capas de mucus, como se observa en
diversas especies, incluyendo una cepa del género Cellulophaga caracterizada
con una iridiscencia tipo arcoiris difusa. En el presente trabajo, se identificaron
cepas del género Vibrio que expresaron iridiscencia tipo arcoiris difusa (Rb-MM1,
Bi-BrC4 y Bi-HpVm), asi como cepas con iridiscencia metalica (VpEMS-15y Va-
H20ubp), observadas tanto en colonias individuales como en biopeliculas bajo
condiciones controladas. En todas ellas se aplicé la clasificacion de Kientz et al.
(2012), y se documenté que la intensidad del efecto éptico disminuia conforme la
biopelicula aumentaba su grosor, lo cual es consistente con lo reportado por
Johansen et al. (2018) en cepas de Flavobacterium.
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No obstante, la iridiscencia no siempre esta ligada a la formaciéon de
biopeliculas. Por ejemplo, en géneros como Flavobacterium, la coloracién
estructural puede persistir en colonias sin biopelicula evidente y suele restaurarse
al repicar en un nuevo medio. Este comportamiento también se observé en las 9
cepas aisladas, sugiriendo que existen mecanismos adicionales involucrados.
Ademas, las observaciones en este estudio revelan patrones de organizacion
celular que podrian estar vinculados con estrategias de colonizacion (Kientz et al.,
2016) .

Los datos obtenidos en este estudio revelan una diversidad morfoldgica e
iridiscente entre las bacterias aisladas de ambientes acuaticos en Baja California,
México. La iridiscencia en colonias de Vibrio y otras especies sugiere la posible
presencia de genes asociados con el crecimiento y la motilidad bacteriana
(Johansen et al., 2018; Kientz et al., 2012). En este trabajo, las cepas del género
Vibrio mostraron patrones de organizacion celular y crecimiento que evidencian
su capacidad de colonizacion, lo que coincide con los hallazgos reportados por
Kientz et al. (2016), quienes describieron la iridiscencia en biopeliculas de
Cellulophaga lytica. Esta adaptacion podria estar vinculada con estructuras
especializadas que favorecen la supervivencia en ecosistemas acuaticos
fluctuantes (Kientz et al., 2012; McBride, 2001). Ademas, la variabilidad en la
iridiscencia entre las diferentes cepas sugiere que estos microorganismos podrian
cumplir roles ecoldgicos diversos y cabe destacar que podria utilizarse como un
indicador de salud microbiana. Por otro lado, el hecho de que géneros como
Aeromonas, Mammaliicoccus, Micrococcus y Microbacterium también presenten
iridiscencia, sugiere que no es exclusiva de un solo grupo, ampliando asi las

perspectivas sobre su funcionalidad en distintos entornos (Johansen et al., 2018).

La iridiscencia en colonias bacterianas cultivadas en medios solidos se
presenté como una caracteristica fenotipica destacada en una cepa patégena de
Vibrio alginolyticus aislada de camaron blanco. Se ha planteado que esta
propiedad podria estar relacionada con la capacidad patogénica de la cepa (Mata,
2022). Diversos autores han asociado la iridiscencia con la presencia de
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estructuras superficiales, biopeliculas, sistemas de secrecion y matrices
extracelulares con un ordenamiento espacial definido, las cuales interactdan con
la luz para generar este efecto optico (Johansen et al., 2018; Kientz y et al., 2012).
Estas estructuras no solo contribuyen a la iridiscencia, sino que también podrian
desempeiiar un papel clave en la adhesion a los tejidos del hospedador, la
resistencia a factores ambientales y evasion del sistema inmunoldgico. En este
contexto, es importante resaltar que algunos microorganismos patégenos
podrian haber desarrollado la iridiscencia como una ventaja adaptativa,

favoreciendo su capacidad de colonizacion y supervivencia en el hospedador.

Por otro lado, no se ha encontrado una correlacion directa entre la
iridiscencia y el potencial patogénico en relacion con la produccion de metabolitos
secundarios o la expresion de genes especificos. Por lo que, la observacion de
este fenobmeno en las bacterias estudiadas no solo proporciona informacién
relevante sobre sus caracteristicas fenotipicas, sino que también plantea la
hipotesis sobre su posible papel en la patogenicidad. La iridiscencia podria servir
como un marcador fenotipico para identificar microorganismos con un mayor
potencial infeccioso, lo cual abre la posibilidad de estudios futuros enfocados en

explorar los mecanismos moleculares que sustentan esta asociacion.

Ademas de las diferencias en los tiempos de duplicacion, se observé que
las cepas presentaron variaciones significativas en sus patrones de crecimiento,
lo que sugiere una diversidad funcional que podria estar relacionada con su
adaptacion a diferentes ambientes. Las cepas del género Vibrio no solo
presentaron tiempos de duplicacion mas cortos, sino que también alcanzaron la
fase exponencial en un tiempo menor en comparacion con las cepas de otros
géneros, lo que indica una mayor capacidad de proliferacion. Fernandez et al.
(2017), describieron una cepa patégena de V. alginolyticus que present6 su fase
exponencial de crecimiento en un lapso de tiempo de 300 min. En este trabajo, la
cepa de V. alginolyticus (Va-H20ubp) present6 un tiempo de duplicacion de 58.03
min, lo que representa una diferencia considerable y sugiere una capacidad de

replicacion que puede estar relacionada con su alta patogenicidad. En contraste,
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las cepas de Aeromonas, Mammaliicoccus y Actinobacterias mostraron un
crecimiento mas lento, lo que podria indicar una adaptacién a nichos ecoldgicos

especificos donde la competencia por recursos es diferente.

En este contexto, Pantoja y colaboradores (2018) describieron una cepa
del género Microbacterium con un tiempo de duplicacion de 33,64 horas. En
contraste, la cepa CSA25-control analizada en este estudio present6 un tiempo
de duplicaciéon de 2.22 horas, evidenciando una notable diferencia en la dinamica
de crecimiento. Esta variabilidad sugiere que CSA25-control posee una mayor
eficiencia metabdlica en las condiciones evaluadas (Yamamoto & Asano, 2015).
Cabe destacar que una duplicacion rapida puede traducirse en ventajas
competitivas en procesos productivos, como la generaciéon de biomasa o la

produccion de metabolitos secundarios (Park et al., 2008).

En cuanto a la tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl en los
medios de cultivos, la cepa de Micrococcus endophyticus (Bi-E1Fon) mostro
similitudes con la cepa descrita por Chen y colaboradores (2009), quienes
reportaron una cepa de M. endophyticus con un crecimiento 6ptimo a 28 °C, en
un rango de pH 7.0-8.0 y tolerancia a NaCl de hasta el 10%. Sin embargo,
mientras la cepa estudiada por Chen et al. mostr6 una mayor tolerancia a la
salinidad, alcanzando hasta un 10% de NacCl, la cepa Bi-E1Fon analizada en este
trabajo present6 un rango mas limitado, creciendo Unicamente entre 0 y 4%. Estas
diferencias podrian estar relacionadas con variaciones metabdlicas o en los

mecanismos de osmoregulacion entre ambas cepas.

Por otro lado, el analisis de genes de resistencia en las cepas Vibrio sugiere
gue estos microorganismos han estado expuestos a ambientes con un uso
predominante de antibiéticos o a practicas de aplicacion indiscriminada de estos
compuestos. En particular, la cepa Va-H20ubp identificada como V. alginolyticus
present6 un perfil ligeramente mas diverso, incluyendo el gen ampC, asociado a
una beta lactamasa de clase C, aunque con un porcentaje de similitud

relativamente bajo (47.87%), lo que indica que podria estar desarrollando o
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manteniendo mecanismos de resistencia menos conservados en comparacion
con otras cepas. Este hallazgo es particularmente relevante dado que la presencia
de mudltiples genes de resistencia en una cepa incrementa su capacidad de
supervivencia en entornos con antibioticos, lo que representa un desafio para el

tratamiento de brotes infecciosos en la industria acuicola.

De forma complementaria, se identificaron en este estudio perfiles de
resistencia antimicrobiana diversos incluso dentro del mismo género, como en el
caso de las cepas Vibrio Bi-BrC4, Bi-HpVm, Va-H20ubp y VpEMS-15, las cuales
compartieron genes como tet(34), tet(35), catC y distintas variantes de blaCARB,
pero también presentaron combinaciones unicas como qgnrD1 o ampC, reflejando

una posible presién de seleccion especifica del ambiente.

El hallazgo de genes relacionados con la resistencia a metales pesados en
la cepa Bi-HLvm es especialmente significativo, ya que sugiere que estas cepas
podrian estar adaptandose a ambientes contaminados por estos compuestos, o
cual podria representar una ventaja competitiva en dichos entornos. Asimismo, la
identificacion de genes relacionados con la biosintesis de sideréforos vy
metaléforos, junto con la presencia de rutas metabdlicas especificas para la
asimilacion de metales pesados (mercurio, plomo y arsénico), sugiere que estas
bacterias han desarrollado mecanismos complejos para aprovechar y resistir
ambientes con condiciones extremas, como aquellos con contaminacién metélica.
Esto genera especial relevancia a la luz de las respuestas transcriptomicas
observadas en Crassostrea gigas, donde la homeostasis de metales se activa
como parte de la respuesta al estrés inducido por V. tasmaniensis, indicando que
estos metales también podrian estar involucrados en la dindmica patdgeno-
hospedador (Rubio et al., 2019).

Ademas, estos genes podrian estar co-localizados con genes de
resistencia a antibidticos en elementos genéticos moviles, facilitando su
transferencia horizontal a otras bacterias, aumentando asi la propagacion de

mecanismos de resistencia. Ademas, la cepa Rb-MMS3, perteneciente al género
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Mammaliicoccus, presento un perfil de resistencia amplio, con seis genes AMR,
incluyendo mecAl, que confiere resistencia a meticilina. Este resultado sugiere
gue esta cepa podria representar una amenaza debido a que no solo afecta a los
organismos cultivados, sino que también representa un peligro para la salud
humana, especialmente en escenarios donde la resistencia a betalactamicos

limita las opciones terapéuticas.

Es interesante destacar que una de las cepas Actinomycetota (CSA25-
control) no presentd genes AMR detectables, mientras que la cepa Bi-E1Fon si
presentdé dos genes, lo que resalta la heterogeneidad en la capacidad de
resistencia dentro de este filo. La cepa Bi-E1Fon presento6 el gen merA asociado
con la resistencia al mercurio, lo que sugiere que ha estado expuesta a ambientes
contaminados por este metal, el segundo gen cml refuerza su resistencia a
fenicoles como el cloranfenicol. Los resultados sugieren que las cepas bacterianas
estudiadas no s6lo han desarrollado resistencia frente a antibidticos de amplio
espectro, como las tetraciclinas, sino también a metales pesados como el arsénico
y el mercurio. Este fendmeno podria estar relacionado con procesos de co-
seleccién en ambientes contaminados 0 expuestos a altas concentraciones de
antibidticos y metales pesados, lo que favorece la supervivencia de cepas con
perfiles AMR complejos.

La diversidad de genes biosintéticos (BGC) encontrados, como los
relacionados con la sintesis de betalactonas, ectoinas, arilpolienos, sideroforos y
compuestos antimicrobianos como la estenotricina, refuerza la idea de que estas
cepas poseen una notable plasticidad metabdlica que podria estar asociada a
ventajas ecoldgicas, competencia microbiana, patogenicidad y se involucren

indirectamente con el fendmeno de iridiscencia.

Especificamente, los genes de quitinasa (chiA, COD, chbG) codifican
enzimas capaces de degradar quitina, un polisacarido estructural abundante en el
exoesqueleto de crustaceos y en el peritrofo epitelial de algunos moluscos vy

peces, lo que sugiere un posible rol ecologico y patogénico. Se identificaron en el
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80% de los genomas analizados en este estudio, predominando en
gammaproteobacterias del género Vibrio (Bi-MM1, Bi-HpVm, Bi-BrC4, VpEMS-15
y Va-H20ubp), seguido de Aeromonas (Bi-HLvm) y finalmente, en la cepa gram
positiva Micrococcus (Bi-Elfon). Diversos estudios han sefalado que las
quitinasas bacterianas no solo facilitan la obtencion de nutrientes en ambientes
acuaticos ricos en materia organica, sino que también actuan como factores de
virulencia al romper las barreras estructurales de los hospedadores, promoviendo
asi la colonizacion e infeccion (Zhang et al., 2020; Liu et al., 2011). La presencia
de genes de quitinasa podria estar vinculada con la capacidad de las cepas
patégenas para invadir tejidos quitinosos y causar enfermedad, lo que refuerza su

relevancia funcional en entornos de cultivo intensivo.

En contraste, las cepas Mammaliicoccus sciuri (Rb-MM3) y Microbacterium
esteraromaticum (CSA25-control) fueron las Unicas en las que no se detectaron
genes de quitinasas. Estos hallazgos son congruentes con los reportados por
Cottrell et al. (2000), quienes observaron que la mayoria de las bacterias con
genes de quitinasas eran bacterias gram negativas pertenecientes a la clase
Gammaproteobacterias, y en menor proporcion las gram positivas aisladas de
ambientes oceénicos y estuarinos. Esto resalta las posibles diferencias
adaptativas y formas de colonizar presentes en los genomas de estas especies.

Las adhesinas permiten a las bacterias adherirse a superficies biologicas
como mucosas, tejidos epiteliales o estructuras quitinosas, facilitando asi la
invasion del hospedador (Kline et al., 2009; Luo et al.,, 2021). Ademas, estas
estructuras participan en la formacién de biopeliculas y una mayor capacidad de
las cepas para colonizar, adquirir resistencia y ser mas patégena (Dang & Lovell,
2016; Karatan & Watnick, 2009). Los genes de adhesina estuvieron presentes en
el 90% de las cepas analizadas en este trabajo, mientras que los genes asociados
al ensamblaje piloso se detectaron en el 100%. Esto podria indicar que la
presencia generalizada de genes de adhesina y ensamblaje piloso son funciones

esenciales y posiblemente conservadas en las interacciones bacteria-
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hospedador, particularmente en contextos acuaticos. Esta observacién concuerda
con estudios previos, como el de Rubio et al. (2019), donde cepas patdgenas de
Vibrio demostraron una induccién transcripcional localizada de genes de
adhesion, secrecion y toxinas durante la colonizacion de ostras. Finalmente, la
presencia combinada de factores de adhesidn, ensamblaje piloso y genes AMR,
junto con la posible asociacion entre iridiscencia bacteriana y organizacion
estructural, refuerza la importancia de estos elementos en la dinamica de

colonizacion y virulencia bacteriana.

Los bioensayos de patogenicidad realizados en Penaeus vannamei
confirmaron que algunas cepas bacterianas iridiscentes aisladas durante eventos
de epizootias presentan un alto potencial patégeno, destacando la cepa VpEMS-
15 (Vibrio parahaemolyticus iridiscente) como la mas virulenta, con una
concentracion letal media (LCs,) de 36,308 UFC a las 27.5 horas post-infeccion.
Otras cepas iridiscentes del mismo género, como Bi-HpVm y Bi-BrC4, también
mostraron capacidad patogénica, aunque con valores de LCs, significativamente
distintos. En contraste, la cepa no iridiscente CSA25-control (Microbacterium
esteraromaticum) mostré una alta tasa de sobrevivencia, lo que refuerza la
hipbtesis de que el fendmeno iridiscente podria estar vinculado a la patogenicidad.
Esta correlacion se ve fortalecida al considerar que las cepas mas virulentas
compartieron no solo la iridiscencia como rasgo fenotipico, sino también perfiles
genoémicos con presencia de genes clave relacionados con virulencia, como
adhesinas, estructuras pilosas y quitinasas. En conjunto, estos hallazgos sugieren
que la iridiscencia podria ser utilizada como un biomarcador visual util para la
detecciéon temprana de cepas bacterianas potencialmente patdégenas en

ambientes acuaticos.

La correlacion entre la iridiscencia y la patogenicidad sigue siendo un area
de estudio poco explorada en acuacultura. Si bien este trabajo no establece una
relacion directa entre la iridiscencia y genes especificos responsables del
fendmeno oOptico, la fuerte asociacion fenotipica de la iridiscencia con cepas
patdégenas en este estudio, junto con la presencia de un arsenal genético de
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virulencia y resistencia, apoya la idea de que la iridiscencia podria ser un indicativo
de cepas con mayor capacidad de colonizacion y daio en ambientes acuaticos,
posiblemente relacionada con una compleja organizacion celular que optimiza la

interaccién con el huésped y el ambiente.

9. Conclusiones

En este estudio se aislaron bacterias iridiscentes a partir de cultivos
acuicolas en Baja California, asociadas con eventos de mortandad en crustaceos
y moluscos. Las cepas aisladas pertenecen a cinco géneros: Vibrio,
Mammaliicoccus, Aeromonas, Micrococcus y Microbacterium, siendo Vibrio el
género predominante. Entre las cepas identificadas, tres mostraron una estrecha
relacion filogenética con Vibrio parahaemolyticus (Bi-HpVm, Bi-BrC4 y Vp-
EMS15), destacando esta ultima por ser positiva para el sindrome de necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND), segun pruebas microbiolégicas clasicas,
perfiles bioquimicos, pruebas de resistencia a antimicrobianos y analisis

moleculares.

Aunque no todas las cepas iridiscentes demostraron ser patdgenas,
aquellas con mayor virulencia también presentaron una iridiscencia notable, lo
cual podria estar relacionado con un alto grado de organizacién celular. Este rasgo
podria favorecer la asimilacion eficiente de sustratos, una intensa comunicaciéon
celular a través de biopeliculas y una regulacidon metabdlica que facilita la
expresion de factores de virulencia, contribuyendo asi a la enfermedad y
mortalidad en los hospedadores. La cepa Vp-EMS15, con iridiscencia metalica
prominente, fue la mas patdégena del estudio. A una concentracion de 3.9 x 10°
UFC generé mas del 50% de mortalidad en Penaeus vannamei, con una LCs,
estimada de 36,308 UFC, en contraste con el control no iridiscente (CSA25-
control), que mostré una supervivencia del 92.38% a la misma concentracion.
Aunque la iridiscencia es un fendmeno 6ptico y no se ha vinculado directamente

con genes especificos, en todas las cepas iridiscentes patdégenas se detectaron
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genes clave como adhesinas, genes de ensamblaje pilus (PiIN, GspM) y
quitinasas (chiA, COD, chbG), los cuales podrian estar implicados en procesos de
colonizacion, formacion de biopeliculas, motilidad bacteriana y organizacion
celular. La activacion de estos genes podria facilitar la colonizacién rapida de

superficies y estar relacionada con la manifestacién fenotipica de la iridiscencia.

Ademas, se identificaron en los genomas bacterianos de estas cepas
iridiscentes genes asociados con resistencia antimicrobiana (qnrD1, tet, blaCARB,
blaTRU, ampC, catC, fos, vat, cIm) y con resistencia a metales pesados (arsB,
arsC, arsD, merA), lo que sugiere que estas bacterias estan adaptadas a
ambientes contaminados y representan un riesgo potencial tanto para la salud
acuicola como humana, constituyendo un desafio para el control de infecciones

bacterianas en sistemas de cultivo intensivo.

Para la identificacion de las cepas bacterianas se emplearon multiples
estrategias, incluyendo pruebas microbioldgicas clasicas, perfiles bioquimicos de
resistencia a antimicrobianos, analisis fenotipicos metabdlicos y pruebas
moleculares. Aunque los métodos microbioldgicos y bioquimicos brindaron
informacion preliminar, presentaron importantes limitaciones como contaminacion,
resultados parciales o perfiles genéricos. En contraste, las pruebas moleculares
resultaron ser mas eficaces y definitivas, permitiendo una identificacion precisa y
filogenéticamente respaldada, consolidandose como una herramienta clave en

estudios bacteriol6gicos complejos.

Los resultados de este trabajo validan parcialmente la hipdtesis de
investigacion, demostrando que las cepas iridiscentes especialmente del género
Vibrio aisladas durante epizootias poseen un alto potencial patogénico y albergan
genes relevantes de virulencia y resistencia. La iridiscencia se perfila como un
rasgo fenotipico util para el monitoreo rapido, visual y de bajo costo en sistemas

acuicolas. No obstante, la relacion mecanicista entre iridiscencia, organizacion
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celular y patogenicidad aun requiere estudios adicionales que permitan esclarecer

su rol funcional y ecoldgico.

10. Perspectivas a futuro

Los hallazgos obtenidos a partir del aislamiento y caracterizacion
microbioldgica y gendmica de bacterias iridiscentes provenientes de ambientes
acuaticos de Baja California abren diversas lineas de investigacion que pueden
ser desarrolladas en el futuro. Una de las principales radica en el estudio funcional
de la iridiscencia como rasgo fenotipico distintivo, no solo como una caracteristica
morfoldgica, sino también como un posible marcador biolégico asociado con
mecanismos de adhesién, formacién de biopeliculas y evasion inmune en
hospedadores acuaticos. Comprender el papel ecologico de esta propiedad
podria aportar informacion clave sobre la competitividad y persistencia de estas

bacterias en entornos naturales y cultivados.

Asimismo, la deteccion de genes relacionados con resistencia
antimicrobiana y tolerancia a metales pesados como ampC, mecAl, tet, blaCARB
y merA plantea la necesidad de evaluar su expresion funcional y el riesgo
potencial que implican para la sanidad acuicola. Estudios transcriptbmicos y
proteémicos. Por otro lado, los perfiles gendmicos obtenidos revelan una
considerable plasticidad metabdlica y la presencia de rutas biosintéticas de interés
biotecnoldgico, incluyendo la produccion de sideroforos, betalactonas, ectoinas y

compuestos con posible actividad antimicrobiana.
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