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RESUMEN.

Muchos factores influyen en la abundancia y composicién de la microbiota en el
tracto digestivo de los invertebrados acuaticos, debido a esto el objetivo del
presente trabajo fue evaluar si cambia la microbiota del sistema digestivo en el
camardn blanco Litopenaeus vannamei al permanecer en ayuno 4 y 8 dias, asi
como también si existen cambios en la microbiota de camarones hembras y
machos adultos mediante una técnica independiente de cultivo, a los camarones
en los diferentes tratamientos se les extrajo el estobmago, hepatopancreas e
intestino los cuales se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion, la extraccion de
ADN metagendémico se realizdé con el método de lisis in situ y adsorcién en silice,
se realizaron pooles de 10 muestras por tejido para eliminar la variabilidad
individual. El andlisis de las comunidades bacterianas presentes en los diferentes
organos de L. vannamei se realiz6 utilizando las regiones variables del gen 16S
ARNr mediante el uso de cebadores especificos para: Actinobacterias, bacterias
acido lacticas (BAL), Vibrio y Eubacterias. Los productos de la PCR fueron
desnaturalizados en geles de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante
(DGGE). Los productos obtenidos de la DGGE fueron secuenciados en el Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. Los resultados nos indican que existen cambios en
la composicion de la microbiota del tracto digestivo de L. vannamei juveniles
cuando son sometidos al ayuno, en el estbmago y hepatopancreas en ayuno 8
dias se observa un mayor nimero de OTU’s, en el intestino al ser alimentado se
observan mas diversidad de OTU’s. La microbiota del tracto digestivo de L.
vannamei adultos hembras y machos en BAL y Eubacterias es distinta en los tres
organos, en el hepatopancreas e intestino de hembras y machos para Vibrio y
Actinobacterias se observa el mismo nimero de OTU s y en la misma posicion. Se
observé un mayor nimero de OTUs con los cebadores de BAL para camarones
juveniles y adultos. Los resultados obtenidos nos indican que si es posible
constatar los cambios en la microbiota de camarones alimentados y en ayuno,
machos y hembras mediante la DGGE, se observé que existen cambios debidos al

ayuno y al sexo.
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ABSTRACT.

Many factors affect the abundance and composition of the microbiota in the
digestive tract of aquatic invertebrates, the objective of this study was evaluate
changes in the microbiota of the digestive tract during starvation of 4 and 8 days in
the white shrimp Litopenaeus vannamei, as well changes in the microbiota of
shrimp adult females and males determinate by culture independent approach,
shrimps in different treatments was used to obtain stomach, hepatopancreas and
intestine, which were stored (-80°C) until use. Extraction of metagenomic DNA was
performed with in situ lysis and adsorption on silica method, were done pools 10
samples for tissue to eliminate the individual variability. Analysis of bacterial
communities present in different organs of shrimps was done using the variable
regions of 16S RNAr gene by the use of specific primers of Actinobacteria, lactic
acid bacteria (LAB), Vibrio and Eubacteria. The PCR products were denatured by
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The products obtained from
DGGE were sequenced in the Institute of Biotechnology of the UNAM. The results
of this study shown changes in the microbiota composition of digestive tract of L.
vannamei juveniles in starvation. In 8 days starvation group we observe a higger
numbre of OTU’s in stomach and hepatopancreas, in control group (feed) we
observed higger number of OTU’s in intestine. The microbiota of digestive tract of
adult L. vannamei, male and female, in LAB and Eubacteria are distinct in each
organs; in hepatopancreas and intestine of female and male for Vibrio and
Actinobacteria, we observed the same number of OTU’s in the same position. For
BAL primers, we observed an higger number of OTU’s for juvenile and adults of
shrimp. Our results shown important changes in microbiota between feed and
starved, male and female shrimps, by DGGE we observed changes during

starvation and due sex of shrimps.
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I. INTRODUCCION.

El cultivo de organismos acuaticos para consumo humano es una de las
actividades productoras de alimento con mayor crecimiento a nivel mundial, asi lo
indica en su ultimo informe del estado actual de las pesquerias y acuicultura, la
FAO (2008) la cual sefiala que la produccion se ha incrementado de un 3.9% de la
produccion total en peso en 1970 a un 36% en 2006. En el mismo periodo, el
crecimiento de la produccion acuicola fue méas rapido que el de la poblacion, y el
suministro acuicola per capita paso de los 0.7 kg en 1970 a los 7.8 kg en 2006, lo
cual supone un crecimiento medio anual del 7.0%. La acuicultura mundial se ha
incrementado drasticamente en los dltimos 50 afios, una de las principales
razones por las que se expande de manera vertiginosa es debido al bajo
crecimiento de la produccion de las pesquerias comerciales en todo el mundo,
aunado a la intensificacion y mayor eficiencia productiva acuicola (Klaenhammer y
Kullen, 1999).

El cultivo de camardn es una industria que tuvo una produccion estimada
en el 2008 de 3.34 millones de toneladas (GOAL, 2008). La tendencia para
satisfacer la demanda ha sido la de cultivar en altas densidades y probar
alimentos artificiales, aumentando en consecuencia la probabilidad de exponer a
los organismos cultivados a condiciones estresantes (Wang et al., 2008). Las
enfermedades y el deterioro del ambiente que genera esta actividad puede
repercutir en serias pérdidas econOmicas y ecologicas (Bonand-Reantaso et al.,
2005). En las ultimas décadas aditivos quimicos y medicinas veterinarias han sido
utilizados para la prevencion y control de enfermedades. Una serie de dificultades
que se derivan de su utilizacion, tales como, la resistencia que crean las bacterias
a los antibioticos, los problemas ecoldgicos asociados con bacterias resistentes,
los quimicos téxicos y el aparecimiento posterior de drogas restringidas en los

tejidos de los camarones, ha provocado la busqueda de otras vias bioldgicas para
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el control de las enfermedades (Alfonso et al., 1996; Wang, et al., 2004; Nomoto,
2005).

La microbiota intestinal juega un papel importante e influye de manera
directa en la nutricion y la salud de los animales en general. Por esto mismo, al
alterarla se afecta el estado fisiologico de los organismos incluyendo la inmunidad,
el crecimiento, y el desarrollo general (Al-Harbi y Uddin, 2005). Es necesario un
profundo conocimiento de la microbiota para poder evaluar el efecto del uso de
probiéticos y contribuir a la preparacion de estos aditivos. El uso de probioticos
preparados con microorganismo se torna de gran interés en la acuicultura,
particularmente en relacibn a la productividad, la nutricion, el control de
enfermedades, en la calidad del agua de los estanques y el impacto de los
afluentes en el ambiente (Moriarty, 1997). La diversidad microbiana es una fuente

importante de productos y procesos biotecnoldgicos.

En este sentido y en el caso particular del camardn blanco Litopenaeus
vannamei se han estudiado diversos aspectos relacionados con la presencia de
bacterias tanto en el agua, como en el tracto digestivo, ya sea en relacién con la
calidad del agua (Wang et al., 2005), como el efecto de la presencia de
microorganismos en el agua e influencia en la digestibilidad y actividad enzimatica
(Buford et al., 2003; Moss et al., 2001), en las rutas de colonizacion del tracto

digestivo (Simoes et al., 2002) y efecto en el crecimiento (Wang, 2007).

Una limitante en estos estudios ha sido el aislamiento e identificacion de
las bacterias, durante la década pasada el acercamiento al andlisis de la
composicion microbial cambié considerablemente, debido a que las técnicas
clasicas como el cultivo y la identificacion microscopica no son suficientes para
evaluar la diversidad de bacterias en muestras ambientales (Schéafer y Muyzer,
2001). Los métodos tradicionales para caracterizar la diversidad bacteriana en
diferentes ambientes Unicamente permiten recuperar entre 0.1 y 10% de las
bacterias (Rondon et al.,, 1999; Watts et al., 1999; Tiedje y Stein, 1999;
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Handelsman et al., 2002; Torsvik y Ovreas, 2002; Torsvik et al., 2002). Para
explicar este fendbmeno se ha propuesto que se desconocen los requerimientos
nutricionales y las condiciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de un
gran numero de grupos microbianos en su ambiente natural. Ademas, existe
informacion minima sobre las relaciones simbibticas, comensales o parasitarias
gue mantienen los miembros de una comunidad microbiana (McDougald et al.,
1998; Tiedje y Stein, 1999; Zengler et al., 2002; Keller y Zengler, 2004).

Por estos motivos otras herramientas son requeridas para suplir las
técnicas microbioldgicas convencionales; la introduccion de técnicas moleculares
en microbiologia, incluyen las que usan secuencias del gen SSU-RNA (del inglés,
small subunit ribosomal) como marcador molecular para la identificacion de
microorganismos, que han venido a cambiar la percepcion de la diversidad de
comunidades microbiales (Schafer y Muyzer, 2001; Cedefio, 2005a).

Las técnicas moleculares son rapidas y proveen un perfil de la diversidad
genética de una comunidad bacteriana. Codificando el gen SSU-ARN se refleja la
relacion evolutiva de microorganismos y la secuencia de esos genes permite
agrupar e identificarlos (Woese, 1987; Schafer y Muyzer, 2001). Entre las técnicas
moleculares que emplean la amplificacion de genes del RNAs se encuentran los
métodos basados en PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) tales como
DGGE (Electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante), TGGE
(Electroforesis de geles con gradiente de temperatura) entre otras (Sanz y
Kochling, 2007; Cedefio, 2005b).

La DGGE se basa en la diferente movilidad de los fragmentos de ADN de
acuerdo a su temperatura de fusion o disociacion (melting). En un gel
desnaturalizante se pueden, separar fragmentos de ADN de organismos que
difieren en una sola base en su secuencia (Sanz y Kdchling, 2007). Ha sido

ampliamente manejada con éxito para estudiar las comunidades microbianas en
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sistemas biologicos con usos especificos en el tratamiento bioldgico, la salud
publica y biorremediacion (Cardenas et al., 2003; Muyzer y Smalla, 1998).

En este sentido, se han aplicado indices de diversidad a la DGGE, ya que
las interacciones dentro de la comunidad bacteriana a menudo son complejas. Los
indices de diversidad relacionan el numero de especies y la importancia relativa de
cada una de ellas, para comprender la dinamica de las poblaciones y el
funcionamiento de los ecosistemas. Los dos principales componentes de la
diversidad de especies son la riqgueza de especies o variedad, y la uniformidad o
equitatibilidad. La riqueza de especies puede expresarse mediante relaciones
simples entre el numero total de especies y el numero total de organismos, en la
DGGE la riqueza de especies se calcula de acuerdo al numero de bandas, la
equitabilidad es una medida de la proporcién es una medida de la proporcion de
individuos dentro de cada especie (Atlas y Bartha, 2001).

Considerando lo descrito anteriormente el presente trabajo tiene por

objetivo el conocer la estructura de las comunidades bacterianas que habitan en el

sistema digestivo del camardn blanco L. vannamei.
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II. ANTECEDENTES.

2.1 Microbiota del tracto digestivo en organismos acuaticos.

La microbiota asociada a los organismos acuaticos, no existe como una
entidad absoluta, por el contrario, existe una estrecha interaccién entre el
ambiente y el organismo, de tal forma que los hospederos y los microorganismos
comparten un mismo ecosistema y son susceptibles a los cambios que se
presentan. En el caso particular de los organismos en sistemas de cultivo quienes
viven bajo condiciones controladas para promover su crecimiento y desarrollo, se
encuentran expuestos a microorganismos patdégenos a los que son mas sensibles
debido a las condiciones de estrés a los que son expuestos (Verschuerer et al.,
2000; Al-Harbi y Uddin, 2005).

El desarrollo de la microbiota del tracto digestivo es un proceso gradual
que comienza después del nacimiento. En los animales terrestres, la microbiota
materna es la fuente inicial de colonizacién bacteriana, mientras que en los
animales acuaticos, esta accidn esta determinada por su contacto con el ambiente
circundante e influida por la ingesta de alimento, la secrecion de hormonas y la
absorcion de nutrientes, asi como la aparicion de proteinas y enzimas digestivas.
Inicialmente, cepas anaerobias facultativas dominan en el intestino vy
posteriormente la variabilidad poblacional dependera del tipo de dieta ingerida, la
edad, la ubicacion geogréfica, los tratamientos con medicamentos y el estado
general del organismo (Cahill, 1990; Isolauri et al., 2001). En el caso particular del
camaron blanco la colonizacion del tracto digestivo por microorganismo ocurre en
el estadio de nauplio 5 ya que en este estadio presentan un poro anal con
movimientos antiperistalticos (“anal drinking”) esto ocurre antes de que la boca se
abra al exterior y comience la actividad de colonizacion (Simoes et al., 2002).
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Muchos factores influyen en la abundancia y composicion de especies de
bacterias que habitan el sistema digestivo de los invertebrados acuéticos. Varios
de esos factores estan relacionados a la anatomia y fisiologia de los invertebrados
anfitriones, incluyendo la estructura del sistema digestivo (Gunzl, 1991) y cambios
ontogénicos exhibidos por el anfitrién (Yasuda y Kitao, 1980), El principal factor
que influye en la variacion de la microbiota gastrointestinal de los ambientes de
cultivo es el estrés, el cual generalmente se relaciona con fluctuaciones en la
salinidad y temperatura (Lea Mayer et al., 1997), con la concentracion de oxigeno,
calidad y cantidad de alimento asi como con la densidad de organismos (Suzuki et
al., 1989), ademas del manejo, higiene, y contaminantes en los sistemas de cultivo
(Pal y Gupta, 1992; Straub y Dixon, 1993).

Como consecuencia del estrés, el sistema inmunoldgico se ve afectado y
debilitado, lo cual es aprovechado por patégenos para proliferar de manera
acelerada dentro del huésped. Si el organismo no se ajusta de manera adecuada
a estas condiciones o si estas no son corregidas, los organismos dentro del cultivo

comenzaran a presentar enfermedades (Verschuerer et al., 2000).

Durante la vida del animal, la microbiota presenta funciones metabdlicas,
troficas y protectoras; la funcion metabdlica tiene como finalidad ayudar en los
procesos de digestion y absorcién de nutrientes para proporcionar energia al
organismo, mientras que la funcion tréfica fomenta el crecimiento y la
diferenciacion celular, ademas de estimular el sistema inmune del organismo. Su
funcién protectora se desarrolla desde el nacimiento, ya que actia como la
primera linea de defensa contra microorganismos patégenos, exdégenos u

oportunistas, creando el efecto barrera (Isolauri et al., 2001).

El conocimiento de la microbiota de los animales de cultivo permite
establecer estrategias para el manejo de las enfermedades partiendo del criterio
de inicialmente prevenirlas y posteriormente tratarlas (Escobar et al.,, 2006), y

mejorar la digestion de los alimentos. Por consiguiente es de suma importancia
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para la acuicultura del camardn un conocimiento profundo de la microbiota de L.

vannamei.

2.2 Grupos de bacterias a estudiar.

Entre las principales bacterias que se encuentran en el tracto digestivo de
los organismos se encuentran las bacterias acido lacticas (BAL) (Fuller, 1989;
Tannock, 1995; Ringo, 2004; Weese et al., 2004; Vaughan et al., 2005). Las BAL
estan constituidas por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, con un
metabolismo estrictamente fermentativo (Holzapfel et al., 2001), presentan forma
de cocos o bacilos anaerobios que producen mayoritariamente acido lactico como
producto final de la fermentacién de los carbohidratos, asi como un bajo contenido

de guanina y citocina (Axellsson, 1998).

Las bacterias lacticas se localizan frecuentemente en habitats ricos en
nutrientes, caracterizados por la presencia de carbohidratos solubles y productos
de la degradacion de proteinas y vitaminas, y con bajas tensiones de oxigeno
como por ejemplo, la leche y sus derivados, productos carnicos y vegetales
fermentados, frutas y hortalizas frescas, entre otros. Se han reportado como
habitantes comunes del tracto gastrointestinal y mucosas del hombre, animales
terrestres, peces, del estiércol y de aguas residuales (Lindgren y Dobrogosz, 1990;
Stiles, 1996; Cintas et al., 2000). Han tenido un extenso uso en la fermentacion de
alimentos y como suplementos alimenticios por su propiedades metabdlicas,
resistencia a procesos industriales y sustentabilidad en el producto final (Saarela
et al., 2000).

La mayoria de los microorganismos probidticos propuestos para
acuicultura pertenecen a las BAL, de los cuales los géneros utilizados mas

comunmente son Lactobacillus y Lactococcus (Holzapfel et al.,, 1998; Strom y
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Olfasen, 1990; Ringo y Strom, 1994; Ringo et al.,1998). Una de las principales
causas por las que las bacterias 4cido lacticas son utilizadas como probioticos en
la acuicultura, es por que presentan la capacidad de matar o inhibir el crecimiento
de otras bacterias relacionadas con ellas, lo que se conoce como antagonismo

lactico (Fredrickson y Stephanopoulos, 1981).

Otro grupos de bacterias con importancia en la acuicultura son las que
pertenecen al género Vibrio, por su capacidad de infectar un amplio rango de
organismos acuaticos, como son; camarones peneidos, varias especies de peces
y moluscos, corales, esponjas, y zooplancton, por mencionar algunos
(Rheinheimer, 1992; Lightner, 1993; Verdonck et al., 1994; Verdonck et al., 1997;
Gomez et al.,, 1998; Vandenberghe et al., 1998; Austin and Austin, 1999;
Rosenberg y Ben, 2002; Vandenberhe et al., 2003). Numerosas especies de
Vibrios, tales como Vibrio algynoliticus, han sido caracterizados como probioticos o
bien como patégenos (Gomez-Gil et al., 2000).

Los Vibrios incluyen diversos grupos de bacterias marinas heter6trofas
(Thompson et al., 2004), son abundantes en ambientes acuéticos, incluyendo
estuarios, aguas de la costa marina, y sedimentos (Barbieri et al., 1999; Denner et
al., 2002; Heidelberg et al., 2002; Ortigosa et al., 1989; Ortigosa et al., 1994;
Rehnstam et al., 1993; Urakawa et al., 2000; Yumoto et al., 1999).

GoOmez et al.,, 1998 realizaron un trabajo para conocer las especies de
Vibrio que se encuentran presentes en camarones L. vannamei saludables
basados en indentificacion fenotipica, los tejidos analizados fueron el estdbmago,

hepatopancreas, e intestino asi como la hemolinfa (tabla 1).
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Tabla 1. Diversidad de Vibrios reportados para L. vannamei (Gomez Gil et al.,
1998).

Diversidad de especies

Est Hep Int Hem
V. parahaemolyticus + - + +
V. pelagius + + - -
V. splendidus + + + -
V. tubiashii + + + -
V. alignolyticus - + + -
V. damsela - + - -
V. mimicus - + + -
V. vulnificus - + - +
V. phosphoreum - + + -
V. ordalli - - + -

Est: Estbmago; Hep: Hepatopancreas; Int: Intestino; Hem: Hemolinfa; (+): Presencia; (-): Ausencia.

Las Actinobacterias, son conocidas comunmente como habitantes de
suelos (Goodfellow and Williams, 1983; Rheims et al., 1999), sin embargo se han
encontrado también en ambientes marinos y de agua dulce (Crump et al., 1999;
Glockner et al., 2000; Methé et al 1998; Sekar et al., 2003; Selje et al., 2005). El
Phylum Actinobacteria en términos de numeros y variedad de especies
identificadas representa una de las unidades taxonémicas mas extensas entre los
18 linajes actualmente reconocidos dentro del domino Bacteria (Stackebrandt et
al., 1997). Los miembros del taxon son de interés por su importancia en la
agricultura, ecologia, industria y medicina (McNeill and Brown, 1994; Strohl, 2003).
Algunas Actinobacterias son patdogenas de plantas y animales y otras fijan
nitrogeno asociadas con plantas no leguminosas (Benson y Silvester, 1993; Locci,
1994; McNeill y Brown, 1994; Trujillo y Goodfellow, 2003). Actualmente las
Actinobacterias, especialmente los actinomycetes formadores de esporas
representan los procariontes con mas valor econdmico Yy biotecnoldgico,

produciendo mas de la mitad de los componentes bioactivos de los antibibticos
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(Lazzarini et al., 2000), agentes antitumorales (Dieter et al., 2003; Zheng et al.,
2000), enzimas (Oldfield et al., 1998; Peczynska-Czoch y Mordarski, 1988), e

inhibidores de enzimas (Umezawa, 1988).

2.3 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE).

El uso de las técnicas microbioldgicas tradicionales no es suficiente para
evaluar comunidades bacterianas en muestras ambientales ya que la proporcion
de células bacterianas cultivables en medios convencionales es del orden de 0.1%
al 10% de la poblacién total. En este sentido, los métodos moleculares
complementan los métodos tradicionales para el estudio y analisis de
comunidades bacterianas (Cedefio, 2005b). El aislamiento directo de ADN de una
determinada muestra nos permite el acceso a los recursos potencialmente

ilimitados de microorganismos no cultivables (Ferrer, 2004).

El ARN ribosomico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente
utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas dada su prescencia en
todos los organimos celulares y conservacion. Su aplicacion como cronémetro
molecular fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970, sus
estudios originaron la division de los procariotas en dos grupos O reinos:
Eubacteria y Archaeobacteria. Desde entonces el analisis de los ARNr 16S se ha
utilizado ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas dentro y para la

clasificacion e identificacién bacteriana.

Entre las técnicas moleculares que han sido ampliamente utilizadas para
fines taxondmicos se encuentran DGGE, TGGE, y la FISH (hibridacion
fluorescente in Vitro). Considerando lo anteriormente descrito, en la presente
investigacion se empleara la herramienta del DGGE, para estudiar la comunidad

bacteriana en distintos tejidos y en distintas condiciones alimenticias.
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El DGGE, es una técnica que se desarroll6 para detectar mutaciones
puntuales en las secuencias del ADN a partir de muestras ambientales o de
organismos. EI DGGE es una técnica molecular introducida en la ecologia
microbiana por Muyzer et al., (1993) y ha sido adaptada como una herramienta
para determinar la diversidad microbiana en muestras ambientales (Schaefer y
Muyzer, 2001).

En breve, el método requiere la extraccion de ADN a partir de muestras
ambientales y su posterior amplificacion por PCR con iniciadores (primers)
universales o que pueden ser especificos para un fragmento del 16S ADNr
bacteriano. Los productos de la PCR amplificados son desnaturalizados en geles
de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante donde los fragmentos de ADN
qgue son de un mismo tamafo pero de diferente secuencia migran de manera
diferencial. Los perfiles de bandas que se obtienen son analizados posteriormente
caracterizando el nimero, posicion (ausencia o presencia de bandas particulares)
e intensidad relativa de las bandas, donde cada banda representa una especie
diferente, de esta manera se calculan los indices de biodiversidad de los grupos
bacterianos (Cedefio, 2005b).

Esta técnica permite monitoreos rapidos y simples de la variabilidad
espacio-temporal de poblaciones microbianas; es relativamente facil obtener una
perspectiva de las especies dominantes de un ecosistema y permite analizar un
gran namero de muestras; entre las desventajas se encuentran que dependiendo
de la naturaleza de la muestra la extraccion y amplificacion de ADN puede ser
dificultuoso, el numero de bandas detectadas es usualmente pequefio lo cual
implica que el numero de especies identificadas es pequefio; las bandas
corresponden, aungue no necesariamente a la especie dominante en la muestra
(Sanz y Kochling, 2007).
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[ll. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Evaluar la diversidad de bacterias acido lacticas, Actinobacterias y Vibrio
que componen la comunidad bacteriana del tracto digestivo (estdmago,
hepatopancreas e intestino) en el camaron blanco Litopenaeus vannamei,

utilizando una técnica molecular independiente del cultivo.

3.2 Objetivos especificos.

Evaluar la diversidad genética de la microbiota en el tracto digestivo del

camaron.

Evaluar si cambia la comunidad microbiana presente en el tracto digestivo

de camarones juveniles al permanecer en ayuno.

Evaluar la microbiota del tracto digestivo entre machos y hembras adultos

de camaron.

27



IV. HIPOTESIS.

La composicién de la microbiota que habita el sistema digestivo del
camardon blanco L. vannamei se modificara al exponerlos a cambios de

alimentacion.

La microbiota del tracto digestivo de hembras y machos de camarones

adultos L. vannamei es distinta.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de los organismos.

Los organismos que se utilizaron pertenecen a la especie Litopenaeus
vannamei, los cuales fueron adquiridos en la granja comercial “La Marca” en la
etapa de postlarvas y alimentados hasta la etapa de juveniles en el area de
estanques de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI),
perteneciente a la Facultad de Ciencias de la UNAM, en Sisal, Hunucma, Yucatan.

Su dieta consistid en alimento comercial.

5.2 Dispositivo experimental.

Figura 1. Dispositivo experimental con los acuarios de 30 L. de agua
y 10 camarones individualizados.

Se desarrollo un experimento en el que se mantuvieron en condiciones
controladas camarones en el estadio de juveniles y adultos. Los camarones

juveniles fueron acondicionados en 11 acuarios con capacidad de 30 litros (Figura
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1), las cuales estuvieron divididas en 12 partes para individualizar a los camarones
y con esto evitar la carnivoria (Figura 2), el sistema conto6 con filtros bioldgicos, en
un sistema de recirculacion de agua cerrado, en un sistema de aireacion para
cada acuario; en cada acuario se colocaron 10 camarones. Los parametros
fisicoquimicos de oxigeno (6 a 8 mg/L), salinidad (36 PSU) y temperatura (28 °C)
fueron registrados 2 veces al dia, a las 8 horas y a las 20 horas.

Se tom6 un grupo control de 30 camarones directamente del estanque,
para extraerles el estbmago, hepatopancreas e intestino, estos camarones no
fueron sometidos al ayuno. Al 50% de los camarones colocados en los acuarios
permanecieron 4 dias en ayuno; al restante 50% se les dejé 8 dias en ayuno, en
ambos casos al cumplirse el tiempo deseado los camarones fueron sacrificados
por decapitacién y se les extrajo los tejidos mencionados con anterioridad, los
tejidos fueron congelados en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados a -

80 °C hasta su utilizacién (Figura 3).

En la segunda parte del experimento se tomaron camarones directamente
de los estanques en el estadio de adultos, los cuales fueron sexados, para tener
machos y hembras, a los cuales se les extrajo el intestino, estbmago y
hepatopancreas que fueron congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80
°C hasta su utilizacion, para corroborar si existe diferencia en la microbiota

intestinal entre sexos.
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Figura 2. Estanque con separadores para mantener
a los camarones en ayuno y evitar la carnivoria.

Figura 3. Intestino de camardn colocado en un
tubo eppendorf para su almacenamiento.

5.3 Extraccién de ADN metagendmico.

Para la extraccion del ADN metagenomico del estbmago, hepatopancreas,
e intestino, de camarones juveniles y adultos L. vannamei, se siguié el método

descrito por Rojas et al (2008), Anexo 1.
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Para visualizar el ADN, se realizaron geles de agarosa al 1%, los cuales
fueron teflidos con SYBR® (INVITROGEN), corridos a 80 volts por 40 minutos, en
camaras electroforéticas que contenian buffer TAE 1X (Anexo 2). Una vez
terminado el tiempo de corrida los geles fueron digitalizados y analizados en un
fotodocumentador GEL DOC XR + IMAGING SYSTEM de la casa comercial BIO
RAD®.

Se determiné la absorbancia del ADN a 260 nm (acidos nucleicos) en el
espectrofotdmetro (GENESIS 10UV, Thermo Scientific), posteriormente se calculo
la concentracion de ADN con la siguiente formula (lectura a 260 nm/ 20) (factor de
dilucion); todas las muestras fueron diluidas a la concentracion menor en este
caso fue 50ng; se mezclaron 10 6rganos por muestra (pooles) con el fin de

eliminar la variabilidad individual y analizar los cambios por 6rgano.

5.4 Amplificacién por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El andlisis de las comunidades bacterianas presentes en los diferentes
organos de L. vannamei se realiz6 utilizando las regiones variables del gen 16S
ARNr mediante el uso de cebadores (iniciadores o primers) para distintos grupos
como se aprecia en la tabla 1, una secuencia rica en GC fue agregada en el
extremo 57, comunmente llamada GC-clamp (Myers et al., 1985; Sheffield et al.,
1989), la secuencia rica en GC actia como un alto dominio de melting que
previene que dos hebras de ADN se disocien completamente en una sola hebra, el
tamafio del GC-clamp puede variar entre 30 y 50 nucleétidos (Muyzer et al., 1997).
Cabe sefialar que la PCR se realiz0 a los pooles. El equipo empleado para la PCR
fue un termociclador 1Q 5 de la casa comercial BIO RAD®. En el anexo 3 se
describen las condiciones para el PCR de cada grupo de bacterias que se

estudiaron en el presente trabajo.
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Tabla 2. Cebadores que se utilizaron en el presente estudio.

Grupo Cebadores Secuencia Amplicon
(PB)
“UNIVERSALES™ *338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 200
518R ATTACCGCGGCTGCTGG
ACTINOBACTERIAS®  *S-C-Act-235-a-S-20 CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 640

S-C-Act-878-a-A-19  CCGTACTCCCCAGGCGGGG

VIBRIO® **567F GGCGTAAAGCGCATGCAGGT 120
680R GAATTCTACCCCCCTCTACAG

BAL* *BaciF:348 GGAGGCAGCAGTAGGNAATCTTC 900
BaciR:1203 TAGCCCARGTCATAAGGGGCATG
*Leu/F:403 STTTCGGSTCGTAAARCACTGTTG 850
BaciR:1203 TAGCCCARGTCATAAGGGGCATG
*Lb/F:696 AAGAGGASAGTGGAACTCCATGTG 548
BaciR:1203 TAGCCCARGTCATAAGGGGCATG

*Primers con GC- Clamps (40 pb): 'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
(Muyzer et al, 1993).

** Primers con GC- Clamps (40 pb): CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGLCCCGGGLG
(Eiler y Bertilsson, 2006). 1Muyzer et al., 1993; 2Stach et al., 2003; SEiler y Bertilsson., 2006; 4Rojas et al.,
2008.

5.5 DGGE.

Los productos de la PCR fueron desnaturalizados en geles de

poliacrilamida con gradiente desnaturalizante.

Para la electroforesis se empleod el equipo Dcode de la casa comercial BIO
RAD®. Cada juego de cebadores tienen un porcentaje de desnaturalizacion

especifico (Anexo 5), en este caso se hizo una DGGE para los amplicones que
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resultaron de la PCR con los cebadores 338 y 518, en la literatura se establece
gue el porcentaje de desnaturalizacion es de 40 a 60% (Nikolausz et al., 2005; El
Fantroussi et al., 1999; Befring et al., 2007; Nam et al., 2008), el porcentaje de
desnaturalizacion para los cebadores de Vibrio fue de 45 a 70% (Eiler y Bertilsson,
2006), para Actinobacterias de 35 a 85% (Stevens et al., 2006), para acido lacticas
los gradientes fueron; gcBaciR: 1203 - Lb/F:696 y gcBaciR: 1203 - Leu/F:403 de
40 a 55%.

El porcentaje de poliacrilamida para el gel con los cebadores 338 y 518 es
del 8% (Muyzer et al., 1993), para el gel con los cebadores de Vibrio es de 8%,
para los cebadores de Actinobacterias y acido lacticas el porcentaje de

poliacrilamida fue del 6% (Escalante, 2010).

La electroforesis fue corrida a 60 °C por 20 horas a 70 volts en una
solucion buffer de TAE 1 X, posteriormente el gel fue tefildos con SYBR GREEN®
(INVITROGEN) por 60 minutos. Pasado el tiempo de incubacion en el SYBR el gel
de DGGE fue digitalizado por medio de un fotodocumendator Quantyty one
marca BIO RAD®. Los patrones de bandas seran analizados por su intensidad en
pixeles y por presencia o0 ausencia para realizar los analisis que se describen
posteriormente. La recuperacion del ADN del DGGE se llevo a cabo cortando cada
banda del gel, las bandas fuerén colocadas en tubos eppendorf y resuspendidas
en 50 pl de agua esteril, se dejaron eluir 24 horas en refrigeracion, posteriormente
se realiz6 una PCR con los cebadores correspondientes al grupo que se realizo el
DGGE, los productos de la PCR de la reamplificacion de las bandas fueron
purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de la casa
comercial Promega, los productos de la purificacion se secuenciaron en el Instituto

de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos.
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5.6 indices de diversidad.

En el caso de la electroforesis del DGGE se calcularon indices de
diversidad de acuerdo a la intensidad de pixeles de cada banda y cada banda es
considera un Unidad Taxondémica Operacional (OTU, es el elemento que se va
clasificar, segun Sneath y Sokal, 1973) segun Cedefio (2005b):

Rigueza de especies (S): Se define como el nimero de diferentes
especies presentes en una muestra (nUmero de bandas presentes en DGGE). No
toma en cuenta la proporcion y distribucion de cada especie en la comunidad. Se

calcula con la siguiente ecuacion:

S=# de bandas detectadas

indice de Shannon-Wiener: Esta medida se calcula en base a las
bandas de los perfiles obtenidos del DGGE, toma en consideracion el numero y la
intensidad relativa de las bandas en una linea individual. Se calcula con la

siguiente ecuacion:

H'= - 2 Pi. Ln Pi, donde Pi es la intensidad relativa de las bandas en un
perfil.

El indice de Shannon Wiener expresa la uniformidad de los valores de
importancia a través de todas las especies de la muestra. Es una medida de la
incertidumbre para predecir a que OTU pertenecera un individuo elegido al azar de
una muestra de S especies y N individuos (Peet, 1974; Magurran, 1988; Baev y
Penev, 1995). Asume que los individuos son seleccionados al azar y que todas las
especies estan representadas en la muestra. Este indice presenta un rango
maximo en torno a 5, en donde valores por arriba de 3 son tipicamente

interpretados como diversos.
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indice de Simpson: Es una medida de la dominancia y se expresa como:
indice de Simpson = A= Zpi?

Siendo pi la proporcion del namero de individuos de la especie i con
respecto a N. es un indice estructural de dominancia, pudiéndose calcular la
diversidad como 1 - A (Lande, 1996). Manifiesta la probabilidad de que dos
individuos tomados al azar de una muestra pertenezcan al mismo OTU (Moreno,
2001).

Igualdad u homogeneidad (Evenness): Se define como una medida que
expresa que tan similar es la abundancia de diferentes especies Este parametro
siempre tomara valores comprendidos entre 0 y 1. Se calcula a partir del indice de
riqueza de especies (S) y el indice de Shannon-Weaver (H). Se calcula con la

siguiente ecuacion:

E=H/Ln(S)

5.7 Andlisis bioinformatico.

La ultima etapa fue la comparacion de las secuencias obtenidas en este
trabajo en bases de datos, las secuencias de Actinobacterias y bacterias acido
lacticas se analizaron en el software en linea Rapid Annotation using Subsystem
Technology (MG-RAST), con los siguientes parametros: valor de E: 1e-05; tamafio
minimo del alineamiento: 100 pb; base de datos: Ribosomal Database Project
(RDP). Las secuencias de Vibrio fueron analizadas en el GenBank NCBI (National

Center for Biotechnology Information).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

6.1 Extraccion de ADN metagendmico.

El método de extraccion de ADN metagendmico utilizado en el presente
trabajo estuvo basado en adsorcién de silice y precipitacién con etanol (Rojas et
al., 2008), el cual funcion6 para todos los tejidos. Los valores de la concentracion
de ADN fluctia entre 300 ng/ul del hepatopancreas de las hembras y 75 ng/ul en

el estbmago de las hembras y de los machos.

Para visualizar el ADN se realizé una electroforesis en geles de agarosa al
1% (figura 4) en donde se observd ADN libre de contaminacion con ARN y no
degradado. Sagova et al., (2008) menciona que diferentes rendimientos de ADN
se pueden deber a la sensibilidad o la tasa de agresividad de los métodos
individuales de extraccién en la evaluacion de la comunidad microbial; esto se
debe a que diferentes particulas se adhieren al ADN y a la presencia de otros

organismos lo cual tiene que ver con la sensibilidad del método de extraccion.

Figura 4. Gel de agarosa al 1% donde se observa la calidad del ADN metagendémico del tracto
digestivo del camardon. Dénde: M: Marcador de 1000 pb; EA: Estobmago alimentado; EA4:
Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estomago hembra; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en
ayuno 8 dias; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4
dias; 1A8: Intestino en ayuno 8.
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6.2 Cebadores de Eubacterias (338F y 518R).

La PCR con estos cebadores dio como resultado un amplicon de 200
pares de bases (pb), tal como se esperaba, y se presenta en la Figura 5, en donde
se aprecia ADN de buena calidad.

Figura 5. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 200 pb obtenidos con los cebadores
338 y 518. Dénde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estomago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4
dias; EA8: Estomago en ayuno 8 dias; EH: Estémago hembra; EM: Estdmago macho; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en
ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado;
IA4: Intestino en ayuno 4 dias; 1A8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

Se realizé una DGGE a los amplicones obtenidos con estos cebadores
para tener un estimado de la diversidad bacteriana presente en los distinto tejidos

del camaron (Figuras 6 y 7), con un porcentaje de desnaturalizacién del 40 al 60%.
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Figura 6. DGGE con los cebadores de Eubacterias (338F y 518R) en camarones juveniles, con un
porcentaje de desnaturalizacién del 40 al 60%. Do6nde: EAL: estdbmago alimentado; EAA4:
Estémago en ayuno 4 dias; EA8: Estémago en ayuno 8 dias; HAL: Hepatopancreas alimentado;
HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IAL: Intestino
alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8.

En la DGGE de camarones juveniles en sus diferentes tratamientos se
obtuvieron 33 OTU’s distintos, en donde el hepatopancreas alimentado tuvo la
mayor diversidad con 19, y el estbmago alimentado presento la menor diversidad
con 7, mientras que en la DGGE de camarones adultos se obtuvieron 29 OTU's,
en donde el intestino de los machos presenté mayor diversidad con 14, y la menor

diversidad se observo en el hepatopancreas de los macho (Figura 8).

En el andlisis de la DGGE de juveniles se observé que para el estbmago
la comunidad bacteriana aumenta 4 OTU’s en ayuno con respecto a los que son
alimentados, la microbiota del hepatopancreas disminuye cuando son sometidos al
ayuno y finalmente la del intestino aumenta en 2 OTU’s (4 dias de ayuno) y 3
OTU’s (8 dias de ayuno), por lo tanto se producen cambios en la composicion
bacterial por el ayuno, Simpson y colaboradores (2001) utilizando la DGGE en el
tracto gastrointestinal del salmén, observaron cambios en la microbiota debidos al

ayuno, encontrando que al someter a los organismos al ayuno su microbiota
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aumenta y obtuvo una mayor diversidad a los 7 dias de ayuno, por su parte Hovda
et al., (2007) compararon la diversidad del tracto digestivo del salmén, con
meétodos de cultivo y extraccion directa de ADN, aplicando DGGE con los mismos
cebadores que el presente trabajo, los resultados fueron una mayor diversidad con
la extraccion directa del ADN, por lo que el DGGE es una técnica confiable para el
estudio del tracto digestivo de especies acuaticas.

Figura 7. DGGE con los cebadores de Eubacterias (338F y 518R) en camarones adultos, con un
porcentaje de desnaturalizacion del 40 al 60%. Dénde: EH: Estdbmago hembra; HH:
Hepatopancreas hembra; IH: Intestino hembra; EM: Estémago macho; HM: Hepatopancreas
macho; IM: Intestino macho.

En el caso de adultos, después de la DGGE se observar6n cambios entre
hembras y machos, en el estbmago se obtuvieron 11 OTU’s tanto en hembras
como en machos, pero en diferente posicion lo que nos dice que existe cambios
debidos al sexo, el hepatopancreas presenté mayor diversidad en hembras (9
OTU’s) que en machos (5 OTU’s), en el intestino el sexo que presentd mayor
diversidad fue el de los machos con 14 OTU’s; observando distintos patrones de

bandeo en los tres tejidos.
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Figura 8. Riqueza de OTU’s obtenidos con los cebadores de Eubacterias (338F y 518R). Ddnde:
EA: Estbmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdmago en ayuno 8 dias; EH:
Estémago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas
en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM:
Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en
ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

En las Figuras 9, 10 y 11 se presentan los indices de diversidad
calculados para los andlisis donde se utilizaron los cebadores 338 y 518.

2 - 263
2.40 2.38 . 2.562.54

1721.841.84

indice de Shannon

Figura 9. indice de Shannon-Wiener con cebadores de Eubacterias (338F y 518R). Dénde: EA:
Estbmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH:
Estébmago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas
en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM:
Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en
ayuno 8 dias; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 10. indice de Simpson con cebadores de Eubacterias (338F y 518R). Dénde: EA:
Estobmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH:
Estdbmago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas
en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM:
Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en
ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 11. indice de Evenness con cebadores de Eubacterias (338F y 518R). Dénde: EA:
Estémago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH:
Estébmago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas
en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM:
Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en
ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

Los indices de Shannon—Wiener para los juveniles van de 1.72 (estdbmago
alimentado) a 2.68 (hepatopancreas alimentado), por su parte los valores de los
adultos van de 1.61 (hepatopancreas macho) a 2.63 (intestino macho), el valor
mayor del indice de Simpson para juveniles fue de 11.3 (intestino en ayuno 8
dias), en adultos el valor mayor fue del intestino de camarones machos con 13.9,
las comunidades bacterianas distribuidas mas uniformemente segun el indice de
Evenness para los juveniles fue del hepatopancreas alimentado, y para adultos el

intestino de los machos.
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En la figura 12 se observa el andlisis del vecino méas cercano para
juveniles teniendo dos grupos notables, uno formado por el estbmago y otro por el
intestino, los tejidos que se encuentran con mayor relacion son el estbmago en
ayuno 4 dias y a los 8 dias los cuales se unen al estbmago alimentado, en el
segundo grupo los mas cercanos son el intestino en ayuno 4 dias y 8 dias y con
mayor distancia se unen al intestino alimentado; el hepatopancreas en ayuno a los
4 dias se encuentra relacionado con el hepatopancreas en ayuno 8 dias. Lo cual
nos indica que al dejar en ayuno (4 y 8 dias) a los camarones la microbiota
autoctona es decir la propia del camar6n se encuentra con mayor relaciéon que
cuando son alimentados pudiendo ser que entran una gran cantidad de particulas

con el alimento.

Figura 12. Método del vecino mas cercano en camarones juveniles, con los cebadores de
Eubacterias (338F y 518R). Dénde: EA: Estémago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias;
EA8: Estdmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en
ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8.

En el andlisis del vecino mas cercano para los adultos (Figura 13) se
observa que los tejidos que se encuentran mas cercanos son los de la hembra,
siendo los mas cercanos el hepatopancreas y el estbmago de la hembra, y con
mayor distancia el intestino. La composicion bacteriana en ambos sexos tienen

OTU’s en comun.
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Figura 13. Método del vecino méas cercano en camarones adultos con los cebadores de
Eubacterias (338F y 518R). Dénde: EH: Estobmago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH:
Intestino hembra; EM: Estémago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

6.3 Vibrio.

La PCR con estos cebadores dio como resultado un amplicén de 120 pb,
tal como se esperaba y se aprecia en la figura 14, en donde todas las muestras
amplificaron para este género de bacterias. Con los productos obtenidos de PCR
se realiz6 la DGGE de juveniles alimentados y en ayuno, y de adultos hembras y

machos de camaroén (Figura 15y 16).

Figura 14. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 120 pb obtenidos con los cebadores
de Vibrio. Donde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estomago alimentado; EA4: Estdmago en ayuno 4
dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estdmago macho; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en
ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado;
IA4: Intestino en ayuno 4 dias; 1A8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 15. DGGE con los cebadores de Vibrio en camarones juveniles con un porcentaje de
desnaturalizacion del 45 al 70%. DAnde: EA: estdbmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4
dias; EA8: Estbmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en
ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8.

Figura 16. DGGE con los cebadores de Vibrio en camarones adultos con un porcentaje de
desnaturalizacién del 45 al 70%. Dénde: EH: Estomago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH:
Intestino hembra; EM: Estémago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

En la DGGE de camarones juveniles alimentados y en ayuno se

obtuvieron 18 OTU’s diferentes donde el estdbmago en ayuno 4 y 8 dias
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presentaron mayor diversidad de Vibrio con 11. En la DGGE de adultos hembras y
machos de camardn se obtuvieron 17 OTU’s diferentes, el hepatopancreas de la
hembra y del macho presentaron la mayor diversidad de Vibrios con 9 OTU’s.
(Figura 17). Los camarones juveniles presentaron mayor diversidad que los
camarones adultos, en el estbmago de camarones juveniles se observd mayor
diversidad de Vibrio cuando permanecieron en ayuno de la misma manera el
hepatopancreas al permanecer en ayuno 4 dias presenté mayor diversidad, por su
parte el intestino tuvo la misma diversidad al ser alimentado y al permanecer en

ayuno.
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Figura 17. Rigueza de OTU’s obtenidos con los cebadores de Vibrio en camarones juveniles y
adultos. Donde: EA: Estbmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdmago en
ayuno 8 dias; EH: Estdbmago hembra; EM: Estbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado;
HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

Los valores de los indices de diversidad se encuentran en las Figuras 18,
19 y 20, el valor mas alto para el indice de Shannon Wiener en camarones
juveniles fue el estdmago en ayuno 8 dias y en los camarones adultos el
hepatopancreas de los machos, para el indice de Simpson que es un indice de
abundancia, en camarones juveniles el estbmago en ayuno 8 dias es el que
presenta mayor probabilidad de que si dos organismos son tomados al azar
pertenezcan al mismo OTU y en adultos el hepatopancreas de camarones
hembras y machos, el indice de Evenness nos indica que la muestra que presenta

mayor uniformidad entre sus OTU’s para juveniles es el estbmago de camarones
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en ayuno 4 y dias, mientras que en adultos el hepatopancreas de camarones
machos y hembras.
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Figura 18. Indice de Shannon-Wiener obtenido con los cebadores de Vibrio en camarones
juveniles y adultos. Dénde: EA: Estbmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EAS:
Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estbmago macho; HA: Hepatopancreas
alimentado; HA4: Hepatopéncreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

indice de Simpson

Figura 19. indice de Simpson obtenido con los cebadores de Vibrio en camarones juveniles y
adultos. Donde: EA: Estbmago alimentado; EA4: Estébmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdmago en
ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado;
HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 20. indice de Evenness con los cebadores de Vibrio en camarones juveniles y adultos.
Donde: EA: Estémago alimentado; EA4: Estdmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8
dias; EH: Estdbmago hembra; EM: Estobmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4:
Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas
hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8:
Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

En la figura 21 y 22 se aprecian los resultados del método del vecino mas
cercano, para la DGGE de juveniles, la microbiota del hepatopancreas en ayuno 4
y 8 dias son idénticas. En la DGGE de adultos la microbiota del hepatopancreas e
intestino del camarén blanco son identicas; el estbmago de hembras y machos

presenta comunidades diferentes de Vibrio.

Figura 21. Método del vecino mas cercano con los cebadores de Vibrio en camarones juveniles.
Dénde: EA: Estbmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estbmago en ayuno 8
dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8:
Intestino en ayuno 8 dias.
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Figura 22. Método del vecino mas cercano con los cebadores de Vibrio en camarones adultos.
Dénde; EH: Estdmago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH: Intestino hembra; EM: Estdbmago
macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

En la tabla 2 se aprecia la diversidad de Vibrios identificados en este
estudio. Los Vibrios son miembros de la microbiota natural del camarén L.
vannamei (Vandenberghe et al., 1999), Gomez-Gil et al., (1998) reportd la
presencia de Vibrios en el hepatopancreas; Lightner (1996), por su parte menciona
que las principales especies del género Vibrio que representan peligro para el
cultivo de peneidos son; V. vulnificus, V. alginolyticus, V. campbelli, V.
splendidus, V. damsela, V. parahameolyticus y V. harveyi. Oxley et al., (2002) en
Penaeus merguiensis en cultivo y silvestre encontrarén que los miembros del
género Vibrio fueron los dominantes del tracto digestivo de esta especie de

camarones.

V. shilonii (conocida también como V. mediterranei) el cual se encontrd en
el hepatopancreas e intestino de hembras y machos de camarones adultos, fue
encontrado en el hepatopancreas de Panaeus monodon, esta especie de
bacterias se ha aislado de corales y es la causante del blanqueamiento de los
corales (Ben-Haim y Rosenberg 2002), se ha encontrado también en gran parte de
ambientes marinos y de algunos organismos, sin embrago no es considerado un
agente patdégeno. Se demostrd6 que tiene propiedades probidticas en el pez
Scophthalmus maximus (Thompson et al., 2001). Se asume que la forma en la que
esta bacteria llegé al hepatopancreas e intestino de camarones machos y hembras

es por el agua ya que los estanques de cultivo reciben agua del mar.
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V. diazotrophicus es una de las cuatro especies de Vibrio que se han
conocido por fijar moléculas de carbono (Urdaci et al., 1988). En este trabajo se
encontro esta especie de Vibrio en el estbmago de camarones machos adultos.
Baffone et al., (2005), midieron la capacidad de adherencia, toxicidad y
enterotoxicidad, de cepas de Vibrio aisladas de aguas de unidades de produccién
acuicola, peces, moluscos, y alimento, los resultados que obtuvieron fueron que
estas cepas de V. diazotrophicus, solamente tiene capacidad de adherencia. Lo
gue nos hace suponer que esta especie de Vibrio se encuentra en el agua y en
alimento siendo una bacteria de paso y por su capaciad de adherencia se

encontrd en el estbmago de camarones machos.

Vibrio harveyi es el mayor patégeno de camarones L. vannamei, Penaeus
monodon, P. chinensis (Austin et al., 2003; Lavilla and de la Pena 1998; Leano et
al., 1998; Vandenberghe et al., 1998), se han reportado perdidas en la larvicultura
de camarones en Australia (Pizzutto and Hirst, 1995), Sudamérica (Alvarez et al.,
1998; Robertson et al., 1998) y México (Vandenberghe et al., 1999) relacionadas a
infecciones causadas por esta bacteria. En el presente trabajo se encontrd V.
harveyi en el estdbmago, hepatopancreas e intestino alimentados y en ayuno de
camarones juveniles, en camarones adultos en el hepatopancreas e intestino de
hembras y machos, lo que corrobora lo publicado por Lavilla y colaboradores
(1990 y 1992) en donde exponen que la principal fuente de V. harveyi es el
intestino medio (hepatopancreas y parte del intestino) y la via de acceso es por
heridas y durante la muda. El mismo autor sefala que V. harveyi tiene preferencia

por hembras reproductoras ya que se encuentran mudando durante el desove.

V. azureus, fue aislada e identificada por vez primera por Yoshizawa et al.,
(2009) en agua de mar en la region de Kuroshio y Sagami Bay en Japon,
pertenece al grupo de Vibrios luminiscentes. Los miembros de este grupo de
Vibrios, son patdégenos oportunistas y patdgenos primarios en organismos
sometidos a estanques de cultivo, son habitantes comunes en ambientes marinos,

en aguas y sedimentos de estuarios, y en la microbiota de organismos marinos
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(Lin, et al. 2010). En el presente estudio se identificé V. azureus en el tracto
digestivo de camarones adultos, el cual tiene preferencia por el estbmago e
intestino de hembras y machos de camaron, lo que supone que esta especie de
Vibrio llega al intestino y estbmago por encontrase cerca del medio exterior ya que
esta bacteria es habitante del agua de mar. Mientras que en el hepatopancreas en

ambos sexos no se encontro esta especie de bacteria.

V. campbellii en el presente estudio se encontr6 en el estdbmago y
hepatopancreas de hembras y machos, es generalmente encontrada en la
superficie del agua de ambientes marinos tropicales, tiene importante ecolégica y
comercial por que algunas cepas de esta especie de bacterias son patégenos de

organismos acuaticos (Macey et al., 2008; Sung et al., 2008).

Las especies de Vibrio son parte de la microbiota natural en los
camarones silvestres y de cultivo (Sinderman, 1990) y se convierten en patégenos
oportunistas cuando los mecanismos de defensa natural estan suprimidos (Brock
and Lightner, 1990 and Lightner, 1993), por lo que la hipétesis de la naturaleza
oportunista de Vibrio ha sido ampliamente aceptada (Hameed, 1993; Lightner,
1993; Ruangpan and Kitao, 1991).

En juveniles se observaron 18 OTU’s distintos y en adultos 17, no existe
una diferencia marcada que en algun estadio de desarrollo tengan preferencia por
Vibrio. En los camarones juveniles el estbmago es el érgano que presenta mayor
diversidad de Vibrio lo que no concuerda con el trabajo realizado por Gomez-Gil et
al., (1998) quien describi6 mayor diversidad de Vibrio en el hepatopancreas de
camarones juveniles, suponemos que puede deberse a que en el ambiente (agua
y alimento) existe una alta cantidad de Vibrio y como es un érgano que tiene
contacto con el ambiente en el cual se desarrolla el camaron hay una via de
acceso rapida de este género de bacterias, de igual manera lo corrobora que en el
intestino existe alta concentracidbn de bacterias del género Vibrio el cual se

encuentra en contacto con el ambiente del camaron, por otro lado existen cambios
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ocasionados por el ayuno en el estbmago y hepatopancreas de camarones
juveniles, siendo que a los 4 dias de ayuno se observé mayor diversidad de
OTU’s, se puede deber a la gran capacidad de las distintas especies del género
Vibrio a adherirse a los tejidos o0 mucosa intestinal como mencionan Balebona et
al., (2001 y 1995); Bordas et al., (1996); Chen et al., (2008); y Snoussi et al.,
(2008), y al estar alimentado otros microorganismos o particulas no deseadas no

permiten que se pueda observar mayor diversidad de OTU’s.

Por su parte en los camarones adultos el hepatopancreas es el que
presenta mayor diversidad de OTU’s corroborando lo descrito por Gomez-Gil et
al., (1998); Chen, (1992); Frelier et al., (1992). La razdn por la que se encontraron
mayor diversidad de Vibrio en el hepatopancreas tanto de hembras y machos es
gue no se encuentra revestido por un exoesqueleto y se ha visto que es el sitio de
penetracion de patdégenos que se encuentran en el agua y alimento (Ruby et al.,
1980; Jayabalan et al., 1982) mientras que el estbmago e intestino se encuentra
revestido por un exoesqueleto creando una barrera fisica contra patégenos que
intentan penetrar la superficie externa de los crustaceos. Otra via de acceso de las
bacterias es por las heridas o grietas del exoesqueleto y son ingeridas con el
alimento (Paynter 1989; Lavilla et al., 1990).

De acuerdo a lo planteado de la via de acceso de Vibrio al tracto digestivo
del camardn blanco puede explicar la razon por la que en el hepatopancreas e
intestino de camarones hembras y machos no exista cambios en la composicion
de la microbiota pudiéndose adoptar lo descrito por Lavilla et al., (1992) para V.
harveyi en la que esta especie tiene preferencia por hembras reproductoras por
gue se encuentran mudando durante el desove, lo que se podria aplicar al género
Vibrio que en adultos no exista diferencias en el hepatopancreas e intestino, y que
la diferencia en la composicion de la microbiota de hembras y machos de camarén
blanco esté presente en camarones reproductores. Chen, (1992); Frelier et al.,
(1992) mencionan que el hepatopancreas de camarones es el 6rgano en donde se

encuentra un mayor niumero de bacterias patégenas.
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De los 17 OTU’s obtenidos en el DGGE de camarones adultos, y los 18
OTU’s de la DGGE de juveniles, todos se secuenciaron y Unicamente de 9 se
obtuvieron hasta especie al ser comparadas en la base de datos del NCBI,
posiblemente por que al trabajar con el gen 16s en Vibrio: los cebadores utilizados
amplifican la regién V1 del 16s ribosomal, Coenye y Vandamme (2003) mencionan
que las regiones variables V1, V2, y V6 del 16s es en donde ocurre mayor
heterogeneidad, otra razon es porque el género Vibrio contiene un amplio nUmero
de especies bacterianas estrechamente relacionadas con diferencias en la
secuencia de nucleétidos del 16s que van del 1 al 6% (Dorsch et al., 1992; Ruimy
et al., 1994), la presencia de varios operones del ARN ribosomal (rrn) que es

comun entre los miembros de este género (Yamaichi et al., 1999).
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Tabla 3. Diversidad de Vibrios en el tracto digestivo de L. vannamei juveniles y adultos.

Diversidad de especies

Organo y condicién

EA EA4 EA8 EH EM HA HA4 HA8 HH HM IA 1A4 |A8 IH IM
Vibrio azureus (98%) - - - + + - - - - - - - - +
V. sp. (98%) - - - + + - - - - - - - - + o+
V. campbelli (98%) - - - + + - - - + + - - - -
V. diazotrophicus (97%) - - - - + - - - - - - - - - -
V. sp. (97%) + - + - - + + + + + o+ 4+ + o+ o+
V. harveyi (97%) + + + - - + + + + + o+ 4+ + o+ o+
V. shilonii (98%) - - - - - - - - + + - - - + 4+
V. vulnificus (91%) + + + - - - + + - - - - - -
V. sp. (93%) - - - - - + - - - + O+ + - -

EA: Estdmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estomago en ayuno 8 dias; EH: Estdmago hembras; EM: Estémago machos; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 diasHH: Hepatopancreas hembras; HM:
Hepatopancreas machos; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8 dias; IH: Intestino hembras; IM: Intestino
machos; (+): Presencia; (-): Ausencia. Entre paréntesis se encuentra el porcentaje de identidad de las secuencias al ser comparadas en la base de

datos del NCBI.
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6.4 Actinobacterias.

La PCR con estos cebadores dio como resultado un amplicon de 640 pb
(figura 23). Con estos Amplicones se realiz6 una DGGE (figuras 24 y 25) con un

gradiente de desnaturalizacion de 35 a 85%.

Figura 23. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 640 pb obtenidos con los cebadores de
Actinobacterias. Dénde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estdmago alimentado; EA4: Estomago en
ayuno 4 dias; EA8: Estbmago en ayuno 8 dias; EH: Estomago hembra; EM: Estomago macho; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en
ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado;
IA4: Intestino en ayuno 4 dias; 1A8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

Figura 24. DGGE con los cebadores de Actinobacterias en camarones juveniles con un porcentaje
de desnaturalizacion del 35 al 85%. Donde; EA8: Estdmago ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas
alimentado; HA4: Hepatopancreas ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas ayuno 8 dias; IA: Intestino
alimentado; IA4: Intestino ayuno 4 dias; 1A8: Intestino ayuno 8.
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Figura 25. DGGE con los cebadores de Actinobacterias en camarones adultos, con un porcentaje
de desnaturalizacién del 35 al 85%. Dénde: EH: Estomago hembra; HH: Hepatopancreas hembra;
IH: Intestino hembra; EM: Estbmago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

El DGGE de juveniles (figura 24) se obtuvieron 21 OTU’s diferentes, para
el estbmago de camarones alimentado y en ayuno 4 dias no se observaron
OTU’s. En el hepatopancreas de camarones sometidos a 4 dias de ayuno es
cuando se aprecia mayor diversidad de OTU’s con 8 en comparacion con el de
animales alimentados con 5y a los 8 dias de ayuno de igual manera con 5 OTU’s,
por otro lado en el caso del intestino de camarones juveniles alimentados y en

ayuno, los intestinos alimentados presentaron mayor diversidad de OTU’s con 6.

En la DGGE de organismos adultos se observaron 14 OTU’s diferentes
(figura 25), en este gel en todos los 6rganos y condiciones se observaron OTUS,
En el estbmago el de los machos presento mayor nimero de OTU’s con 8, en el
hepatopancreas se obtuvieron 2 OTU’s para machos y para hembras, en el caso

del intestino se observé 5 OTU’s para hembras y machos.

Las Actinobacterias son conocidas comiUnmente como habitantes de
suelos (Goodfellow and Williams, 1983; Rheims et al., 1999), sin embargo en

estudios recientes de comunidades microbiales acuaticas se han encontrado en
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ambientes marinos y de agua dulce (Crump et al., 1999; Gléckner et al., 2000;
Methé et al., 1998; Sekar et al., 2003; Selje et al., 2005). De todas las especies de
Actinobacterias las que han sido reportadas comunmente como habitantes del
tracto gastrointestinal son las pertenecientes al género Bifidobacterium (Gatesoup,
2000; Ventura et al., 2007), sin embargo en insectos los géneros de
actinobacterias descritas asociadas al tracto gastrointestinal son Rhodococcus,
Corynebacterium, Coriobacterium y Streptomyces (Benyakir,1987; Durvasula et
al., 2008; Kurtboke and French, 2007; Lefebvre et al., 2009), muchos estudios
indican que son esenciales para su desarrollo y reproduccién (Benyakir,1987;
Durvasula et al., 2008; Harrington, 1960; Baines, 1956).

Hace unos afios se tenia la impresion de que la diversidad de
Actinobacterias en el océano era pequefia, esta idea se ha venido desvaneciendo
al ser utilizado el gen 16s ribosomal (Bull and Stach, 2007), entre los géneros de
Actinobacterias marinas que se han descrito recientemente se encuentran
Salinispora (Micromonosporineae) (Maldonado et al.,, 2005), Demequina
(Micrococcinae) (Yi et al., 2007), y otros esperando una descripcién taxondmica
formal: Marinispora (Kwon et al., 2006), Solwaraspora (Magarvey et al., 2004) y
Lamerjespora (Fortman et al., 2005). Stevens y colaboradores (2007) obtuvieron
buenos resultados al emplear los mismos cebadores con la DGGE en ecosistemas

sedimentarios.
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Figura 26. Riqueza de OTU’s en la DGGE con los cebadores de Actinobacterias en camarones
juveniles y adultos. DAnde: EA8: Estobmago en ayuno 8 dias; EH: Estdbmago hembra; EM:
Estdbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA:
Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino
hembra; IM: Intestino macho.

Los calculos de los indices de diversidad nos indican que en los juveniles
el indice de Shannon Wiener el valor mas alto se encontr6 en 1.78 del
hepatopancreas en ayuno 4 dias y el de menor valor fue del intestino en ayuno 4
dias, en relacion a la abundancia el indice de Simpson nos indica que el 6rgano
gue sus especies son mas abundantes es el hepatopancreas en ayuno 4 dias,
mientras que el érgano que sus especies estan distribuidas mas uniformemente

fue el hepatopancreas en ayuno 4 dias.

En la DGGE de adultos los valores del indice de Shannon Wienner van de
2.07 (estbmago de los machos) a 0.69 (hepatopancreas de hembras y machos), el
estbmago de los machos fue el mas abundante y el de menor abundancia fueron
los hepatopancreas en ambos sexos segun el indice de Simpson, la equidad
segun el indice de Evenness nos indica que el estbmago de los machos es el que

tiene similar abundancia entre sus OTUS.
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Figura 27. indice de Shannon-Wiener con los cebadores de Actinobacterias en camarones
juveniles y adultos. Dénde: EA8: Estdmago en ayuno 8 dias; EH: Estdbmago hembra; EM:
Estdbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA:
Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino
hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 28. indice de Simpson con los cebadores de Actinobacterias en camarones juveniles y
adultos. Donde: EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estdmago hembra; EM: Estbmago macho;
HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas
en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino
alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM:
Intestino macho.
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Figura 29. indice de Evenness con cebadores de Actinobacterias en camarones adultos. Dénde:
EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estdbmago hembra; EM: Estobmago macho; HA:
Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en
ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado;
IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IM: Intestino hembra; IM: Intestino
macho.
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El método del vecino méas cercano aplicado al gel de juveniles Figura 30,
nos permite observar que el intestino en ayuno 4 y 8 dias son los que se
encuentran mas relacionados, asi mismo el hepatopancreas alimentado y a los 8

dias de ayuno se encuentran fuertemente relacionados.

Figura 30. Método del vecino mas cercano con cebadores de Actinobacterias en camarones
juveniles. Dénde: EA8: Estbmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HAA4:
Hepatopancreas ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; |1A4:
Intestino ayuno 4 dias; IA8: Intestino ayuno 8.

En la figura 31 el método del vecino mas cercano nos permite observar
que la microbiota de machos y hembras en el hepatopancreas e intestino es
identica, mientras que en el estdbmago la condicion existen diferencias en la
composicién de la microbiota debidas al sexo.

Figura 31. Método del vecino mas cercano con cebadores de Actinobacterias en camarones
adultos. Dénde; EH: estomago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH: Intestino hembra; EM:
Estomago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.
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De las bandas que se cortaron en la DGGE, solo se pudieron reamplificar
siete bandas pertenecientes al intestino de camarones juveniles alimentados y en
ayuno (4 y 8 dias), se realizé la busqueda en el software en linea Rapid
Annotation using Subsystem Technology (MG-RAST). Los género encontrados
fueron: Demequina (1), Brevibacterium (5), que se encontraron en camarones

juveniles en el estomago, hepatopancreas e intestino.

El género Brevibacterium fue propuesto por Breed (1953), sus especies se
han aislado de productos lacteos, muestras clinicas, corrales, suelos, y de
ambientes marinos como son algas y sedimentos de la playa (Ilvanova et al., 2004;
Lee, 2006), alguna especies como son B. linens, B. epidermis (Onraedt et al.,
2005), B. oceani (Bhadra et al., 2008), B. marinum (Lee, 2008) son tolerantes a la
salinidad. Las especies B. linens, B. casei, B. iodinum y B. epidermis, no son
patdgenos, sin embargo las especies B. avium, B. mcbrellneri, B. paucivorans son
consideradas como de alto riesgo por encontrarse asociadas en infecciones de
animales (Pascual y Collins, 1999; Wauters et al., 2001). En cuanto a las
funciones que tiene este género se encuentran que las bacterias B. linens y B.
casei, contribuyen a la formacion del aroma y maduracién de los quesos, asi como
también en la produccion de sustancias antimicrobiales, y de carotenoides
(Onraedt et al., 2005). Las especies B. flavum y B. lactofermentum han sido
reportados como productores de los aminoacidos lisina y acido glutdmico
(Momose y Takagi, 1978; Das et al., 1995; Shiratsuchi et al., 1995). Asumiendo
gue los camarones en este estudio se encontraban sanos, las bacterias de este
género podrian estar regulando la poblaciébn de bacterias patdgenas ya que
producen compuestos antimicrobianos o ayudando en la digestion de los

alimentos ya que producen aminoacidos.

Por su parte el género Demequina fue descrito por Yi et al., (2007), al
encontrarla en sedimentos de Korea. Las especies del género que se han descrito
son Demequina aestuarii aislada de sedimentos (Yi et al., 2007), D. lutea, aislada
de suelo (Finster et al., 2009), D. globuliformis, D. oxidasica, y D. aurantiaca,
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aisladas de ambientes marinos (Ue et al., 2010), D. salsinemoris aislada del suelo
(Matsumoto et al., 2010), hasta el momento no existe referencia alguna de la

funcién que desemperfien en sus repectivos ecosistemas.

6.5 Bacterias acido lacticas.

Se utilizaron los cebadores BaciF:348-BaciR:1203 (figura 32), estos
cebadores amplifican para la clase Bacilli y el tamafio del amplicén fue de 900 pb,

posteriormente se realiz6 el PCR semianidado.

Figura 32. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 900 pb obtenidos con los cebadores
BaciF: 348-BaciR:1203. Do6nde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estdbmago alimentado; EA4:
Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM:
Estbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA:
Intestino alimentado; |A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino
hembra.

Familia Lactobacillaceae (Lb/F:696 -GC BaciR:1203)

En la figura 33 se aprecian los amplicones con los cebadores Lb/F:696 -GC
BaciR, los cuales amplifican para los miembros de la familia Lactobacillaceae vy el
amplicon fue de 548 pb, en la figura 32 y 33 se aprecian las DGGE para juveniles
y adultos.
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Figura 33. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 548 pb obtenidos con los cebadores
Lb/F:696-GCBaciR:1203. Donde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estdmago alimentado; EA4:
Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estobmago en ayuno 8 dias; EH: Estomago hembra; EM:
Estdbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA:
Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino
hembra; IM: Intestino macho.

Figura 34. DGGE en camarones juveniles con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203, con un
porcentaje de desnaturalizacion del 40 al 55%. Dénde: EA: Estdbmago alimentado; EA4: Estdmago
ayuno 4 dias; EA8: Estomago ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4:
Hepatopancreas ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; |1A4:
Intestino ayuno 4 dias; 1A8: Intestino ayuno 8.
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Figura 35. DGGE en camarones adultos con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203, con un
porcentaje de desnaturalizacion del 40 al 55%. Doénde: EH: Estdbmago hembra; HH:
Hepatopancreas hembra; IH: Intestino hembra; EM: Estémago macho; HM: Hepatopancreas
macho; IM: Intestino macho.

Del analisis del DGGE en camarones juveniles se obtuvieron 25 OTU’s
diferentes (Figura 34 y 36), el hepatopancreas de camarones en ayuno 8 dias
presento mayor diversidad de OTU’s con 15, el 6rgano de menor diversidad fue el
estbmago de organismos en ayuno 8 dias, en el estbmago de animales
alimentados se observaron 9 OTU’s el mismo numero que en el estdbmago
provenientes de ayuno 4 dias sin ser los mismo y al permanecer 8 dias en ayuno
la microbiota del estébmago disminuyo al observarse 8 OTU’s; en el
hepatopancreas se produce cambios en el ayuno, en el alimentado se aprecian 14
OTU’s al ser sometido en ayuno 4 dias la microbiota del hepatopancreas
disminuye observandose 11 OTU’s pero al ser sometido en ayuno 8 dias la
microbiota aumenta a 15 OTU’s; por su parte en el intestino alimentado y en
ayuno 4 dias se observan 10 OTU’s y al dejarlos un mayor tiempo en ayuno
aumenta la microbiota, por lo que en el caso del hepatopancreas y el intestino al
ser sometidos al ayuno durante méas tiempo (8 dias) su microbiota aumenta.
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En la DGGE de adultos (Figuras 35 y 36) se detectaron 30 OTU’s
diferentes los que presentaron mayor diversidad fueron el intestino de las hembras
y el alimento con 14, el que presento menor diversidad de OTU’s fue el
hepatopancreas de los machos con 8, en el estbmago de hembras y machos la
diversidad de OTU’s es distinta y el de mayor diversidad fue el del macho,
mientras que en el hepatopancreas el de las hembras presento mayor diversidad

de OTU’s con 11, y por ultimo en el intestino de las hembras se observa mayor
diversidad.
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Figura 36. Riqueza de OTU’s con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en camarones juveniles
y adultos. Donde: EA: Estdbmago alimentado; EA4: Estdmago en ayuno 4 dias; EA8: Estbmago en
ayuno 8 dias; EH: Estdbmago hembra; EM: Estdbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado;
HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

En las figuras 37, 38 y 39 se presentan los indices de diversidad
calculados para este juego de cebadores.
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Figura 37. indice de Shannon-Wiener con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en camarones
juveniles y adultos. Dénde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estomago en ayuno 4 dias; EAS:
Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estbmago macho; HA: Hepatopancreas
alimentado; HA4: Hepatopéncreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; 1A8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 38. indice de Simpson con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en camarones juveniles
y adultos. Dénde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en
ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estdmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado;
HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 39. indice de Evenness con los cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en camarones
juveniles y adultos. Donde EA: Estomago alimentado; EA4: Estémago en ayuno 4 dias; EAS:
Estdbmago en ayuno 8 dias; EH: Estémago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas
alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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El indice de Shannon-Wiener para los camarones juveniles tiene valores
que van de 2.7 del hepatopancreas en ayuno 8 dias a 2.1 del estbmago en ayuno
8 dias, el érgano que presento mayor abundancia segun el indice de Simpson fue
el hepatopancreas en ayuno 8 dias; para la distribucion de los OTU’s en cada
organo, el indice de Evenness nos indica que el hepatopancreas en ayuno 8 dias
tiene distribuidas mas equitativamente sus OTU’s y el de menor es el estbmago
en ayuno 8 dias. En el DGGE de adultos el intestino de la hembras fue el que
presentd mayor diversidad segun el indice de Shannon-Wiener, mayor abundancia
de acuerdo al indice de Simpson y sus OTU’s se encuentran distribuidos mas

uniformemente en comparacién con los demas érganos.

El método del vecino mas cercano aplicado a la DGGE de juveniles
(Figura 40), nos indica que los tejidos que se encuentran relacionados en sus
OTU’s son el intestino en ayuno a los 4 y 8 dias, en términos generales el intestino
en sus tres condiciones se encuentran cercanos con el estbmago en las dos
condiciones de ayuno, pudiendo ser que estos érganos se encuentran cerca del
exterior. El intestino y el hepatopancreas se agrupan en sus diferentes

tratamientos.

En la DGGE de adultos el método del vecino mas cercano (Figura 41), nos
indica que la microbiota presente en el intestino de camarones machos y hembras
se encuentran cercanas, el estbmago de los machos es mas cercano al intestino,
y el hepatopancreas es el que se encuentra distante con respecto a los otros

organos.
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Figura 40. Método del vecino més cercano con cebadores Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en camarones
juveniles. Donde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estdmago en ayuno 4 dias; EA8: Estbmago en
ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8:
Intestino en ayuno 8.

Figura 41. Método del vecino mas cercano con cebadores de Lb/F:696-GCBaci/R:1203 en
camarones adultos. Donde: EH: Estémago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH: Intestino
hembra; EM: Estbmago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

Familia Leuconostocaceae (Leu/F:403 - GCBaciR/1203).

En la figura 42 se observan los amplicones de 840pb obtenidos con estos
cebadores, los cuales amplifican para los miembros de la familia
Leuconostocaceae. En la figura 41 y 42 se observan las DGGE de juveniles y

adultos.
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Figura 42. Gel de agarosa al 2% con los amplicones de 840 pb obtenidos con los cebadores
Leu/F:403-GCBaciR/1203. Dénde: M: Marcador de 100 pb; EA: Estomago alimentado; EA4:
Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estobmago en ayuno 8 dias; EH: Estomago hembra; EM:
Estdbmago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA:
Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino
hembra; IM: Intestino macho.

Figura 43. DGGE en juveniles con los cebadores Leu/F:403-GCBaci/R:1203, con un porcentaje de
desnaturalizacion del 40 al 55%. Dénde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estdmago en ayuno 4
dias; EA8: Estdmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en
ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; |A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8.
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Figura 44. DGGE en adultos con los cebadores Leu/F:403-GCBaci/R:1203, con un porcentaje de
desnaturalizacion del 40 al 55%. Doénde: EH: Estbmago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH:
Intestino hembra; EM: Estbmago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

Para los camarones juveniles, de los amplicones desnaturalizados en
DGGE se observaron 47 OTU’s diferentes (Figura 43 y 45), el estbmago en ayuno
de 8 dias y el intestino de animales alimentados presentaron mayor numero de
OTU’s con 20 diferentes, el intestino en ayuno de 8 dias presento menor
diversidad, el ayuno es factor en los tres 6rganos ya que en el estbmago y
hepatopancreas se observa mayor diversidad a los 8 dias de ayuno mientras la
microbiota en el intestino disminuye conforme aumenta el tiempo en ayuno. Las
bacterias de la familia Leuconostocaceae en juveniles se presentan en mas

abundancia en el estbmago.

En la DGGE de adultos el estomago de camarones hembras present6
mayor diversidad de OTU’s con 17 (Figuras 44 y 45), el de menor diversidad fue el
hepatopancreas y el intestino de las hembras con 8 OTU’s, en el estbmago se
observa que hay diferencia debida al sexo, y el estbmago de las hembras presenta
mayor numero de OTU’s, por su parte en el hepatopancreas y en el intestino, en el

de los machos se observa mayor diversidad. En adultos el 6rgano en donde se
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observd mayor diversidad de OTU’s de la familia Leuconostocaceae fue el

estomago.
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Figura 45. Rigueza de OTU’s con los cebadores Leu/F:403-GCBaci/R:1203. Do6nde: EA:
Estbmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8 dias; EH:
Estébmago hembra; EM: Estémago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas
en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas hembra; HM:
Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4 dias; IA8: Intestino en
ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

En las figuras 46, 47, y 48 se aprecian losindices de diversidad aplicados
a la DGGE con los cebadores Leu/F:403 - GCBaci/R:1203. Para los juveniles el
indice de Shannon Wienner presenta valores de 2.80 para el hepatopancreas en
ayuno 8 dias y el intestino alimentado, y de 2.4 para el intestino en ayuno 8 dias;
el 6rgano que tiene la mayor probabilidad de que si se toman dos organismos al
azar pertenezcan al mismo OTU es el hepatopancreas en ayuno 8 dias; segun el
indice de Evenness el 6rgano que todos sus OTU’s tienen similar abundancia de
organismos es el hepatopancreas en ayuno 8 dias y el de menor equidad es el

intestino en ayuno 8 dias.

Los indices de diversidad para los adultos indican que los valores del
indice de Shannon Wienner van de 2.7 del estémago de las hembras a 1.9 del
hepatopancreas e intestino de la hembra; el dérgano que presento mayor
abundancia segun el indice de Simpson es el estbmago de camarones hembras y

el de menor abundancia el hepatopancreas de camarones hembras; en el indice

71



de equidad de Evenness el estbmago de camarones hembra presenta mayor
homogeneidad en la abundancia de sus OTU’s.
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Figura 46. indice de Shannon-Wiener aplicados a la DGGE con los cebadores Leu/F:403-
GCBaci/R:1203. Donde: EA: Estomago alimentado; EA4: Estomago en ayuno 4 dias; EAS8:
Estobmago en ayuno 8 dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estbmago macho; HA: Hepatopancreas
alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH:
Hepatopancreas hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en
ayuno 4 dias; IA8: Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 47. indice de Simpson aplicados a la DGGE con los cebadores Leu/F:403-GCBaci/R:1203.
Dénde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8
dias; EH: Estbmago hembra; EM: Estomago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4:
Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas
hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4 dias; 1A8:
Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.
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Figura 48. indice de Evenness aplicados a la DGGE con los cebadores Leu/F:403-GCBaci/R:1203.
Dénde: EA: Estdbmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estdbmago en ayuno 8
dias; EH: Estdbmago hembra; EM: Estomago macho; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4:
Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; HH: Hepatopancreas
hembra; HM: Hepatopancreas macho; IA: Intestino alimentado; I1A4: Intestino en ayuno 4 dias; |A8:
Intestino en ayuno 8; IH: Intestino hembra; IM: Intestino macho.

En la figura 49 se presentan el método del vecino més cercano para los
camarones juveniles, en donde la microbiota del hepatopancreas en ayuno a los 4
y ocho dias se encuentran mas cercanos, en las circunstancias en los que se dejo
a los camarones en ayuno 4 y 8 dias para el estbmago, hepatopancreas e
intestino se encuentran relacionadas. El hepatopancreas en las 3 condiciones se

encuentran agrupadas.

En la figura 50 se aplica el método del vecino mas cercano a la DGGE de
los adultos, en donde se tiene que las microbiotas que se encuentran mas
cercanas son el estbmago y el intestino de los machos, el hepatopancreas de
hembras y machos se agrupan y se encuentran distantes del estbmago e intestino

en ambos sexos.
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Figura 49. Método del vecino mas cercano con cebadores de Leu/F:403-GCBaci/R:1203 en
camarones juveniles. Donde: EA: Estdbmago alimentado; EA4: Estdbmago en ayuno 4 dias; EAS:
Estobmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4
dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; 1A4: Intestino en ayuno 4
dias; IA8: Intestino en ayuno 8.

Figura 50. Método del vecino mas cercano con cebadores de Leu/F:403-GCBaci/R:1203 en
camarones adultos. Donde: EH: Estémago hembra; HH: Hepatopancreas hembra; IH: Intestino
hembra; EM: Estémago macho; HM: Hepatopancreas macho; IM: Intestino macho.

Los resultados de las secuencias que se obtuvieron en ambas DGGE de
bacterias acido lacticas se presentan en las siguientes imagenes, las muestras se

mandaron a secuenciar en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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ESTOMAGO ALIMENTADO ESTOMAGO EN AYUNO 4 DIAS

Jeotgalicoccus
6%

ESTOMAGO EN AYUNO 8 DIAS

Figura 51. Géneros de BAL en el estbmago de camarones juveniles L. vannamei alimentados y en
ayuno en diferentes tiempos.

En la figura 51 se observa los géneros de bacterias presentes en el
estbmago de camarones alimentados, en ayuno a los 4 y 8 dias. En el estbmago
alimentado los género de bacterias Lactobacillus, Paenibacillus y Weissella
comparten la misma proporcion y son los mas abundantes en esta condicion y
organo, el género de menor proporcion fue Brochothrix, en el estbmago en ayuno
4 dias el género Lactobacillus fue el mas abundante, y por su parte en el
estbmago en ayuno 8 dias los géneros mas abundantes fueron Lactobacillus y
Paenibacillus. Los géneros Lactobacillus, Paenibacillus, Weissella, Streptococcus,
Leuconostoc, y Brochothrix se encuentran en los tres tratamientos en distintas
proporciones. El estbmago en ayuno a los 4 dias presento mayor diversidad de
géneros con respecto a los otros dos tratamientos, los géneros Staphylococcus y
Jeotgalicoccus se encuentran Unicamente en los estdbmagos sometidos al ayuno

por 4 dias.
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HEPATOPANCREAS ALIMENTADO HEPATOPANCREAS EN AYUNO 4 DIAS

Weissella
8%

HEPATOPANCREAS EN AYUNO 8 DIAS

Jeotgalicoccus
4%

Figura 52. Géneros de BAL en el hepatopadncreas de camarones juveniles L. vannamei
alimentados y en ayuno en diferentes tiempos.

En la figura 52 se observa los géneros de bacterias acido lacticas
presentes en el hepatopancreas de camarones juveniles en diferentes condiciones.
El género Paenibacillus fue el mas abundante en el hepatopancreas en las 3
condiciones, los géneros Lactobacillus, Paenibacillus y Weissella se encuentran
en las 3 condiciones, y los géneros Brochothrix y Leuconostoc se encontraron en
los organismos que permanecieron en ayuno, por otro lado el hepatopancreas en
ayuno 8 dias presentd mayor diversidad de géneros y el de menor diversidad de
géneros fue el hepatopancreas alimentado, los géneros Salinicoccus Yy
Jeotgalicoccus se observan unicamente en el hepatopancreas en ayuno 8 dias,
mientras que el género Streptococcus solo se presentd en el hepatopancreas en

ayuno 4 dias.
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INTESTINO ALIMENTADO INTESTINO EN AYUNO 4 DIAS

Streptococcus
5%

Lactobacillus
25%

Jeotgalicoccus Weissella
5% 12%

INTESTINO EN AYUNO 8 DIAS

Weissella
14%

Figura 53. Géneros de BAL en el intestino de camarones juveniles L. vannamei alimentados y en
ayuno en diferentes tiempos.

En la figura 53 se aprecia la diversidad de géneros de bacterias acido
lacticas presentes en el intestino de camarones alimentados y en ayuno en
diferentes tiempos. Los géneros Lactobacillus, Paenibacillus, Weissella,
Streptococcus, Salinicoccus y Leuconostoc se encontraron en las tres
condiciones, el intestino alimentado y en ayuno 4 dias presentan el mismo nimero
de géneros pero son diferentes en cada condicion, el género Lactobacillus fue el
mas abundante en el intestino en las 3 condiciones en las que se sometieron a los
camarones, el género Jeotgalicoccus se encontrd Unicamente en el intestino
alimentado, y el género Staphylococcus solo se encontré en el intestino en ayuno
4 dias.

Esta documentado que las bacterias acido lacticas constituyen una

fraccién importante de la microbiota nativa de los animales acuaticos (Ringo,
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2004). Los géneros Lactobacillus, Paenibacillus y Weissella se encontraron en los

3 organos y en las 3 condiciones.

El género Lactobacillus se encontr6 en todos los 6rganos y condiciones de
camarones juveniles y adultos L. vannamei. Los resultados obtenidos en este
trabajo corroboran que el género Lactobacillus se encuentra comunmente en el
tracto gastrointestinal tal como lo describen Walter (2008), Hammes and Vogel
(1995), Tannock (1995), Ringo (2004), Hovda et al., (2007), este género se
caracteriza por un amplio espectro de fermentacion, asi mismo especies de este
género se han propuesto como microorganismos probidticos para acuicultura
(Holzapfel et al., 1998). En este sentido Ajitha et al., (2004) probd Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus bulgaricus, contra Vibrio alginolyticus en Penaeus
(Fenneropenaeus) Indicus (H. Milne Edwards) obteniendo resistencia a la
enfermedad causada por esta bacteria. Chiu et al., (2007) adiciona Lactobacillus
plantarum al cultivo de L. vannamei obteniendo un incremento en la respuesta

inmune celular y humoral.

Por su parte las especies del género Weissella se encontraron en todos
los 6rganos y condiciones de camarones juveniles y adultos L. vannamei. El
género Weissella se ha encontrado en vegetales frescos (Weissella
paramesenteroidetes) (Dellaglio and Torriani, 1986; Dellaglio et al., 1984), en
carne y productos carnicos (Weisella halotolerans, Weisella hellenica and Weisella
viridescens) (Niven et al., 1957; Milbourne, 1983; Collins et al., 1993), en cafa de
azucar, jugo de zanahoria, ocasionalmente en leche cruda y aguas negras
(Weisella confusa) (Hammes and Vogel, 1995), productos fermentados de
pescado (Weisella thailandensis) (Tanasupawat et al., 2000), del suelo (Chen et al.,
2005), infecciones en humanos y animales (Bjorkroth et al., 2002), en sedimentos
de lagunas (Zamudio et al., 2008) y en tracto digestivo del salmén (Hovda et al., in
press). Hasta el momento no existe referencia de que alguna especie del género
Weissella sean parte de la microbiota del tracto digestivo del camarén mucho

menos de la actividad que pueda ejercer en el tracto digestivo, sin embargo existe
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un estudio realizado por Srionnual et al., (2007) y Papathanasopoulos et al.,
(1997) en el que logran aislar bacteriocinas producidas por especies del género
Weissella e inhiben algunas bacterias gram positivas, Matamoros et al., (2009)
sefiala que las bacterias del género Weissella producen compuestos
antimicrobianos como peroxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriosinas. Serna et
al., (2010) prob6 Weissella confusa contra Staphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae el resultado que obtuvo fue inhibicion del crecimiento de esas bacterias.
En el camarén blanco podria estar actuando en contra de las bacterias Gram

positivas que son patégenas, teniendo una actividad positiva para el camaron.

El género Paenibacillus este género fue propuesto en 1993 por Ash y
colaboradores, es un género cercano al género Bacillus, este género se observé
en el presente estudio en el estbmago, hepatopancreas e intestino de camarones
juveniles L. vannamei alimentados y en ayuno; y en camarones adultos no estuvo
presente. Las especies pertenecientes al género Paenibacillus se han identificado
en sistemas agricolas, suelos, agua, larvas de insectos y alimentos (Daane et al.,
2002; Park et al., 2009), rizosfera (Rivas et al., 2005), heces de vacas (Velazquez
et al., 2004), y composta (Vaz-Moreira et al., 2007), de las cepas encontradas se
han comercializado como fungicidas bioldgicos, insecticidas, nematicidas y
promotores del crecimiento (Mcspadden, 2004; Paulitz y Belanger, 2001; Siddiqui
y Mahmood, 1991), algunas especies de Paenibacillus son capaces de producir
polisacaridos, aminoacidos, metabolitos secundarios o enzimas extracelulares
como xilanasas, celulasas y amilasas (Choi et al., 2008), y unas cepas fijan
nitrogeno atmosférico (Poly et al., 2001). Este género de bacterias al ser comun de
los sistemas agricolas una de las vias de acceso al camardn seria que a pocos
kilometros de la poblacion se encuentran cultivos agricolas, pudiendo filtrarse al
manto freatico y de alli al mar, hasta llegar a los estanques de cultivo de camaron

o por la rizosfera del mangle que se encuentra en la ciénega.

El género Leuconostoc en camarones juveniles se encuentra en el

estdbmago e intestino alimentado y en ayuno a los 4 y 8 dias, en el hepatopancreas
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se encuentra a los 4 y 8 dias de ayuno, por su parte en camarones adultos se
encuentra en el estbmago e intestino de machos y hembras. Este género de
bacterias se caracterizar por metabolizar el citrato, por esta caracteristica son de
interés en las queserias (Menéndez y Rodriguez, 2000), la especie Leuconostoc
mesenteroides se ha utilizado como probidtico en acuicultura especificamente en
peces, dando buenos resultados ya que son capaces de persistir en el intestino de
los organismos y aumentan significativamente la actividad de la lisozima (Balcazar
et al., 2007a, 2007b, 2007c).

El género Salinicoccus se encontré en camarones juveniles L. vannamei
en el estbmago alimentado y en ayuno 4 dias, y en el intestino en las 3
condiciones, mientras que en los camerones adultos se encontré en el estbmago e
intestino de los machos, lo que nos hace suponer que es una bacteria transitoria
debido a que todas los reportes de la presencia de especies de este género hacen
referencia a salineras o en aguas de mar (Franca et al., 2006), y como el
estbmago y el intestino se encuentran en mayor contacto con el exterior por esta
razén podriamos observar con mayor frecuencia este género de bacterias sin
embargo en el 2007 Aslam y colaboradores describieron una nueva especie de
Salinicoccus aislada de un alimento tradicional de Korea a base de mariscos
(Jeotgal) siendo la especie Salinicoccus jeotgali.

El género Brochothrix se encuentra cercano al género Listeria, fue
obtenido en el estbmago en las tres condiciones, en el hepatopancreas en ayuno 4
y 8 dias en camarones juveniles, unicamente dos especies se han descrito para
este género: Brocothrix thermosphacta y Brocothrix campestris, estas especies no
son patdégenas los miembros de este género se han aislado de carne, suelo y
grasa, se ha documentado que producen una bacteriocinas nombrada Brochocin-
C la cual inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas (Siragusa y Nettles,
1993).
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En el estbmago e intestino se da relacion de que al dejarlos en ayuno 8
dias se encuentra menor diversidad de géneros de bacterias acido lacticas, esto
se puede deber a que las bacterias les sirven como un recurso de alimento
(Harris, 1993; Langdon y Newell 1990; Carman et al., 1989; Carman y Thistie
1985) ya que se encuentran en ayuno o también la razén por la que se observa
mayor 0 menor nimero de géneros en el tracto digestivo del camardn blanco se
pudiera deber a lo que mencionan Ringo y Gatesoupe (1998) y Villamil et al.,
(2003), que las bacterias aisladas de organismos en cultivo o de su entorno tienen
mayor capacidad de adhesién al mucus gastrointestinal y a los tejidos, que las de
otras bacterias forAneas que suelen ser transitorias, y es lo que podemos observar
qgue al dejar a los camarones en ayuno, las bacterias propias del camarén estan
permaneciendo adheridas a los tejidos y las demas son transitorias. Por su parte
Rinkinen et al., (2003) sefiala que las bacterias acido lacticas tienen una gran
capacidad de adherencia al mucus intestinal y que no tienen un hospedero
especifico para adherirse, este es uno de los motivos por los que las BAL son

utilizadas como probidticos.

En el hepatopancreas que se encuentra mayor diversidad de géneros en
ayuno a los 8 dias como ocurre en el camarédn hidrotermal Rimicaris exoculata en
donde se observo la microbiota en diferentes tiempos de ayuno siendo 8, 22y 72
horas y un control que fueron alimentados, en ese experimento las BAL
(Firmicutes) presentaron mayor diversidad a las 72 horas en comparacion con los

otros tratamientos (Durand et al., 2010).
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ESTOMAGO DE LAS HEMBRAS ESTOMAGO DE LOS MACHOS

Salinicoccus
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Jeotgalicoccus
%
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Figura 54. Géneros de BAL en el estomago de camarones hembras y machos L. vannamei
adultos.

En la figura 54 se observa la diversidad de géneros presentes en el
estdbmago de machos y hembras de camarones adultos, se encontré que en el
estdbmago de los machos existe mayor diversidad de géneros que en el de las
hembras, en el estbmago de las hembras el género Lactobacillus fue el mas
abundante y en el estbmago de los machos Leuconostoc fue el género abundante,
el género Salinicoccus se encuentran en el estbmago de los machos y no en el de
las hembras. En camarones adultos el género Jeotgalicoccus se encuentra

Gnicamente en el estbmago de hembras y machos.

HEPATOPANCREAS HEMBRA HEPATOPANCREAS MACHO

Lactobacillus
10%
Lactobacillus
20%

Figura 55. Géneros de BAL en el hepatopancreas de camarones hembras y machos L. vannamei
adultos.
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En la figura 55 se enlistan la diversidad de géneros presentes en el
hepatopancreas de camarones adultos hembras y machos, ambos sexos
presentan el mismo numero de géneros aunque diferentes entre si, el género
Weissella es el mas abundante en el hepatopancreas de hembras, y Bacillus es el
mas abundante en el hepatopancreas de los machos, Streptococcus solo se
encontré en el hepatopancreas de los machos. En camarones adultos el género
Enterococcus se encuentra Unicamente en el hepatopancreas de hembras y

machos.

INTESTINO HEMBRA INTESTINO MACHO

Figura 56. Géneros de BAL en el intestino de camarones hembras y machos L. vannamei adultos.

En la figura 56 se presentan los géneros de bacterias acido lacticas del
intestino de hembras y machos de camardén, el intestino de los machos presenté
mayor diversidad de géneros en comparacion con el intestino de las hembras, el
género Leuconostoc es el mas abundante en el intestino de hembras y machos,
Salinicoccus se encuentra Unicamente en los machos. Los género Lactobacillus y

Weissella tiene la misma proporcion en hembras y en machos.

La microbiota pertenecientes a las bacterias acido lacticas de hembras y
machos de camarones adultos es distinta en el estdbmago, hepatopancreas, e

intestino. El género Bacillus se encuentra presente en los camarones adultos y en
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los camarones juveniles no se encuentra, esto se puede deber a que los
camarones adultos (hembras y machos) permanecieron en el estanque de cultivo,
como mencionan Wang et al., (2004) que arriba del 50% bacterias presentes en
los sedimentos de los estanques de cultivo de camardn pertenecen al género
Bacillus e indica que este género es importante en el microambiente de la
acuicultura, al encontrarse en el agua y en el sedimento de los estanques de
cultivo de camaron permiten que se entren al tracto digestivo, cosa que no sucede
en los camarones juveniles ya que se encontraban en acuarios de agua clara y

que fueron limpiados impidiendo que se formen sedimentos.

Diferentes especies pertenecientes a este género se han utilizado en
acuicultura como probiodticos, entre las especies se encuentran: Bacillus
licheniformis inhiben a Vibrio por exclusion competitiva e incrementan la inmunidad
en L. vannamei (Li et al., 2007); Balcazar y Rojas (2007) adiciono Bacillus subtillus
a la dieta y sus los resultados que obtuvo fueron que produce actividad
antimicrobiana contra V. algynoliticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi en juveniles
de L. vannamei, son importantes en el crecimiento (Ziaei et al., 2006; Wang, 2007).
Moriarty (1998 y 1997) menciona que al adicionar Bacillus a camarones peneidos
secretan muchas exoenzimas, incrementan la actividad especifica de las enzimas:
lipasas, amilasas y proteasas (Saeed et al., 2006), aumenta el crecimiento,

supervivencia y la inmunidad (Rengpipat et al., 1998, 2000).

En camarones juveniles se encuentra el género Paenibacillus en todas las
condiciones, el cual secreta antibiéticos, compuestos antifungicos pudiendo estar
regulando las poblaciones de organismos patdégenos, en el caso de camarones
adultos el género Bacillus se encuentra en camarones hembras y machos en
todos los 6rganos, este género produce compuestos antimicrobianos y aumentan
la inmunidad, por lo que estos géneros son especificos para los respectivos
estadios de desarrollo mencionados. Lactobacillus y Weissella se encontraron en

todas las condiciones y en todos los 6érganos de camarones juveniles y adultos lo
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que nos hace suponer que estos géneros no tienen preferencia por los estadios de

desarrollo del camardn blanco.

La presencia de una amplia diversidad de BAL en el tracto digestivo de
camarones adultos hembras y machos puede ser un indicador de la salud de los
organismos ya que como se ha mencionado actlan contra patégenos ya sea por
exclusion competitiva, competencia por nutrientes, produccion de bacteriocinas,
antibioticos, y actian regulando la poblacibn de bacterias patdégenas

especificamente las del genero Vibrio.

Los cebadores empleados en el presente estudio han sido utilizados con
éxito por Rojas et al., (2008) en sedimentos, Escalante (2010) en sedimentos y

efluentes de sistemas de explotaciébn ganadera, la técnica utilizada fue la DGGE.

Como resultado de esta investigacion se obtuvo una alta diversidad de
bacterias del género Vibrio en el tracto digestivo de camarones juveniles y adultos
pero la poblacion de bacterias acido lacticas supera con creces a la de Vibrios en
juveniles y adultos de camardn blanco en todos los érganos y condiciones. Vibrio
es parte de la microbiota natural en los camarones y se convierten en patégenos
oportunistas cuando los mecanismos de defensa natural estan suprimidos o se
encuentran en estrés fisioldgico por lo que la hipotesis de la naturaleza oportunista
de Vibrio ha sido ampliamente aceptada (Brock y Lightner, 1990; Hameed, 1993;
Lightner, 1993; Ruangpan y Kitao, 1991; Sinderman, 1990). Cuando existe una
patogenia ocasionada por Vibrio se recure a antibidticos sin embargo un uso
indiscriminado de estos ha ocasionado la resistencia de Vibrio (Cabello, 2006),
entre las propuestas para el control de Vibrios en los estanques de cultivo se
encuentran el uso de probioticos, bacterias acido lacticas generalmente (Ringo y
Gatesoupe, 1998; Hagi et al., 2004) o la disrupcién del “quérum sensing” es el
medio por el cual las bacterias se comunican célula-célula por pequefias

moléculas sefial (Defoirdt et al., 2004).
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El quorum sensing es un mecanismo de regulacién de genes por medio
del cual la bacteria coordina la expresién de ciertos genes en respuesta a la
presencia o ausencia de pequefias moléculas sefal (Defoirdt et al., 2004 y 2008),
La virulencia de las especies de Vibrio es activada por el quorum sensing (Milton,
2006; Defoirdt et al., 2008). Entre los numerosos modos de accion de los
probiéticos se encuentran: i) producciéon de componentes inhibidores, i)
competicion por nutrientes y por sitios de adherencia incremento de la respuesta
inmune, iii) produccién de nutrientes esenciales como vitaminas y acidos grasos
ademas de la contribucién enzimatica en la digestion; tomando en consideracion
las ventajas de los probidticos especificamente las BAL otro modo de accion de
estas bacterias seria inhibicidn especifica de la expresion de los genes de
virulencia en la comunicacion célula — célula, esto se ha demostrado con la
bacteria Lactobacillus acidophilus empleada como probiético la cual puede afectar
la expresion de genes relacionados a la virulencia en Escherichia coli ya que
secreta una molécula que actia como inhibidor del quérum sensing (Medellin et
al., 2007). Con todo lo planteado la alta diversidad de BAL observad en este
estudio estaria inhibiendo la expresiébn de los genes de virulencia de Vibrio
secretando sustancias que impiden la comunicacién via quérum sensing, lo que

guedaria sentado para futuros trabajos de investigacion.

Muchas interacciones positivas entre microorganismo e invertebrados
acuaticos han sido reportadas, entre estas interacciones se encuentra la de
depredador-presa, donde los invertebrados utilizan la microbiota directamente
como un recurso alimenticio (Carman et al., 1989; Carman y Thistie, 1985; Harris,
1993; Langdon y Newell, 1990), es lo que estaria originando el ayuno prolongado
de 8 dias en el hepatopancreas (Vibrio) e intestino (BAL), figura 57. Otra de las
razones que explicaria la presencia de una mayor cantidad de OTU’s en el ayuno
es que al estar alimentados una gran cantidad de microorganismos y alimento
entran al tracto digestivo del camardn, una porcentaje de las bacterias que entran
son lisadas y aportan enzimas al organismo para poder digerir el alimento, y otra

parte de estas bacterias son transitorias no son lisadas, siguen el mismo recorrido
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de los alimentos y son expulsadas al exterior por las heces fecales (Harris, 1993),
motivo por el cual es imposible observar las bacterias autdctonas del camaron, de
igual manera explicaria que en el intestino de camarones se observa mas OTU’s
al ser alimentado que cuando permanecen en ayuno, siendo el intestino un érgano
de paso.
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Figura 57. Riqueza de OTU’s en el tracto digestivo de camarones juveniles L. vannamei
alimentados y en ayuno. Dénde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8:
Estébmago en ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4
dias; HA8: Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; IA4: Intestino en ayuno 4
dias; IA8: Intestino en ayuno 8.

En las BAL y Vibrio se han realizado diversos trabajos en los que se
evallan la capacidad de adherencia al mucus intestinal del hospedero (Ringo y
Gatesoupe,1998; Villamil et al., 2003; Rinkinen et al., 2003), los resultados
obtenidos son que las bacterias pertenecientes a estos grupos de bacterias tienen
mucha capacidad de adherencia sin importar el hospedero, los resultados en el
presente trabajo nos indican que la microbiota del tracto digestivo del camarén al
permanecer en ayuno observamos las bacterias autéctonas o residentes del
camardon por su gran capacidad de adherencia, y al ser alimentados no se

observan una gran diversidad de OTU’s.
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En el estbmago y hepatopancreas de camarones juveniles a los 8 dias se
observé un mayor numero de OTU’s comparandolos con los alimentados y en
ayuno 4 dias, en el intestino de camarones alimentados se obtuvo un mayor

numero de OTU’s en comparacion con el ayuno.

En los camarones adultos, el hepatopancreas e intestino de hembras y
machos presenta idéntica composicion de su microbiota por Vibrio vy
Actinobacterias, mientras que en Eubacterias y BAL existen cambios debidos al
sexo. En el estbmago e intestino de camarones machos existe mayor diversidad
de OTU’s en comparacion con el de las hembras para todos los grupos estudiados
(figura 58), en el hepatopancreas el de las hembras presenta mayor diversidad de
OTU’s. No existe ninguna referencia en la que se estudie la diferencia de la
microbiota del tracto digestivo entre machos y hembras, el presente estudio pone
en evidencia que las microbiotas de camarones adultos machos y hembras son

distintas.

En las figuras 57 se aprecian la composiciéon de OTU’s con todos los
cebadores utilizados en el presente trabajo en cada 6rgano y condicién, en
camarones juveniles L. vannamei se observa mayor diversidad de OTU’s en el
hepatopancreas alimentado y en ayuno a los 4 y 8 dias en comparacion con los
otros 6rganos, y en el estbmago fue en donde se observé menor diversidad de
OTU’s en las 3 condiciones, en el hepatopancreas del camaréon se lleva a cabo la
sintesis 'y secrecibn de enzimas digestivas, absorcion de nutrientes,
almacenamiento de minerales y otras sustancias organicas como lipidos y
carbohidratos asi como también la distribucion de las reservas durante la fase de
intermuda (Dall et al., 1990; Ceccaldi, 1998), en este caso de estudios el haber
encontrado un mayor nimero de OTU’s en el hepatopancreas nos podria indicar
gue estan aportando enzimas para la digestién y absorcion de nutrientes como
sefala Harris (1993), el intestino es el lugar de compactacion y transporte de las
heces (Dall y Moriarty, 1983; Dall et al., 1990) por lo existe un gran niumero de
bacterias, el estbmago cumple dos funciones, reducir el alimento digerido a una

masa o pasta y seleccionar las particulas mas pequefias para facilitar su ingreso a
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la glandula digestiva, tanto el estbmago como el intestino son 6rganos de paso,

motivo por el cual se encontrarian menor nimero de OTU’s.
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Figura 58. Riqueza de OTU’s en el tracto digestivo de camarones machos y hembras L. vannamei
adultos. D6nde: EA: Estdmago alimentado; EA4: Estbmago en ayuno 4 dias; EA8: Estobmago en
ayuno 8 dias; HA: Hepatopancreas alimentado; HA4: Hepatopancreas en ayuno 4 dias; HAS:
Hepatopancreas en ayuno 8 dias; IA: Intestino alimentado; 1A4; Intestino en ayuno 4 dias; IA8:
Intestino en ayuno 8.

En la figura 58 se aprecia la riqueza de OTU’s de camarones L. vannamei
adultos machos y hembras, los cuales fueron tomados directamente del estanque,
se encontr6 que existen diferencias debidas al sexo, y el estbmago tanto de
machos como de hembras es el que presenta mayor diversidad de OTU’s, la
menor diversidad de OTU’s se encontré en el hepatopancreas en ambos sexos,
esto se podria deberse a que fueron alimentados y no se les sometié al ayuno, o
gue conforme con la edad adquieren otros hdabitos alimenticios y la actividad
enzimatica del hepatopancreas disminuye motivo por el cual no existe un amplio

namero de bacterias en este 6rgano en camarones adultos.
Las perspectiva con los resultados del presente trabajo es que para los que se

dedican a realizar trabajos de actividad enzimatica en el hepatopancreas de

camaron tengan que considerar el posible aporte que brinda la microbiota a la
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actividad de este érgano. Asi mismo con este trabajo se sientan las bases para
futuros trabajos que tengan el objetivo de conocer la microbiota autdéctona del
tracto digestivo de diferentes organismos, en los que el ayuno seria una prioridad

para poder evaluarla.

90



VII. CONCLUSIONES.

El uso de la técnica de DGGE para el estudio de comunidades
microbianas en organos del sistema digestivo del camaron blanco Litopenaeus

vannamei ha sido sensible y exitosa aportando informacién original.

Con una técnica independinete del cultivo se pudo evaluar la riqueza y

diversidad de bacterias en el tracto digestivo del camaron blanco L. vannamei.

Existen cambios en la composicién de la microbiota del tracto digestivo de
camarones L. vannamei juveniles cuando son sometidos al ayuno, en el estomago
y hepatopancreas de camarones en ayuno 8 dias se observa un mayor numero de

OTU’s, en el intestino al ser alimentado se observan mas diversidad de OTU’s.

La microbiota del tracto digestivo de camarones L. vannamei adultos
hembras y machos en BAL y Eubacterias es distinta en los tres 6rganos, en el
hepatopancreas e intestino de hembras y machos para Vibrio y Actinobacterias se

observa el mismo nimero de OTU s y en la misma posicion.

V. azureus, es aislada por vez primera del tracto digestivo de organismos

acuaticos.

El género Paenibacillus se encuentra en camarones juveniles y no en
adultos. El género Bacillus se encontré en los camarones adultos y en juveniles
no. Los géneros Weissella y Lactobacillus se encontraron en juveniles
(alimentados y en ayuno) y adultos (hembras y machos) de L. vannamei en el

estbmago, hepatopancreas e intestino.
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IX. ANEXOS.

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN, Rojas et al., (2008).

Extraccion y purificacion del ADN

1.

o 0 bk~ w

N

Anadir 1 ml de buffer TEN a la muestra y agitar en vortex hasta deshacer el
tejido.

Incubar en bafio de hielo/alcohol por 15 minutos, después encubar 5
minutos en un bafio a 65 °C. Repetir 3 veces este ciclo.

Afadir 100 pl de SDS 20% y agitar en vortex por 1 minuto.

Incubar 30 minutos a 30 °C.

Centrifugar 10 minutos a 10000xg a temperatura ambiente.

Pasar el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo y afadir 500 pl
de acetato de potasio 5M.

Incubar 5 minutos a 65 °C y 20 minutos en bafio de hielo.

Centrifugar 30 minutos a 20000xg a 4 °C.

9. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga y afiadir 200 pl

de la suspension de SiO,.

10.Agitar por inversion durante 3 minutos.

11.Centrifugar 2 minutos a 16000xg a temperatura ambiente. Desechar el

sobrenadante.

12.Lavar la pastilla 2 veces con 1 ml de etanol al 70% (no agitar) centrifugando

cada vez dos minutos a 16 000 xg a temperatura ambiente.

13.Dejar evaporar el alcohol manteniendo los tubos abiertos por 2 minutos

sobre la mesa.

14.Resuspender la pastilla en 50 ul de agua destilada estéril.

15.Incubar 5 minutos a 55 °C con agitacion ocasional.

16.Centrifugar 5 minutos a 16 000 xg a temperatura ambiente.
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17.Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo cuidando de no tomar silice.

18.Guardar los tubos en congelacion y bien etiquetados para analisis

posteriores.

Composicion de las soluciones

Buffer TEN (Tris-HCI 200 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, EDTA 50 mM pH 8.0).

Buffer TE (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 50 mM pH 8.0).

Preparacién de la suspension de SiO; al 4%

1. Resuspender 2 g de SiO, en 15 ml de agua destilada y agitar en vortex por

1 minuto.

2. Centrifugar 2 minutos a 1 000 xg a temperatura ambiente. Desechar el

sobrenadante. Repetir 2 veces este procedimiento.

3. Resuspender la silice lavada en 50 ml de agua destilada estéril. Guardar a

temperatura ambiente. Agitar en vortex previo a cada uso.

Anexo 2. Buffer TAE.

TAE 50X

Tabla 4. Reactivos para preparar TAE 50X.

Reactivos Cantidad Concentracion final
Tris base 242 g 2M

Acido acético glacial 57.1 ml 1M

0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 mi 50 Mm

Agua Aforar a 1000 ml
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TAE 1X

(V1) (C1) = (V2) (C2)

(X) (50X) = (1000 ml) (1X)

=20 ml de TAE 50X + 1980 H,0O destilada.

Anexo 3. Condiciones de PCR para cada juego de cebadores.

Cada reaccion de PCR con los cebadores de Eubacterias 338F y 518R,
tuvo el siguiente requerimiento; el buffer fue utilizado a 1X (5 pl) Anexo 4, 5mM de
MgCl, (5 pl), los cebadores por su parte se manejaron a 20 picomol/ul (1ul de cada
cebador), los DNTPs (desoxinucleotidos trifosfato) a 0.2 mM (0.5ul), fue necesaria
una unidad de la Taqg polimerasa (0.2 pl), 50 ng de ADN (1 pl), para un volumen
final en cada reaccion de 25 pl. Las condiciones de la PCR fueron, 1 minuto de
desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de un “touchdown”, el cual consistié en
desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, alineacién a 65 °C por 1 min, extension a
72 °C por 1 min; durante 10 ciclos en los cuales la temperatura de alineacion fue
decreciendo 1 °C por ciclo; seguido de 20 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1
min, y 72 °C por 1 min; con una extension final de 72 °C por 10 min (Muyzer et al.,
1993).

Los reaccion de PCR para los cebadores de Vibrio presentd el siguiente
requerimiento, buffer a 1X (5 pl), 5mM de MgCl, (5 pl), los cebadores se
manejaron a 25 picomol/ul (1pl de cada cebador), los DNTPs a 0.2 Mm (0.5 pl), se
utilizé una unidad de la Taq polimerasa (0.2ul), 50 ng de ADN (1ul), en un
volumen final en cada reaccion de 25 pl. Las condiciones de la PCR fueron
modificadas de Thompson et al., (2004) y Eiler y Bertilsson (2006), siendo, una
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 8 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1

min, 64 °C por 1 min, 72 °C por 1 min y una extension final de 72 °C por 8 min.
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Para las reacciones de PCR con los cebadores de Actinobacterias se
utilizo lo siguiente; buffer a 1X (5 pl), 2mM de MgCl, (estbmago y hepatopancreas
en todas las condiciones) 0 5mM de MgCl, (intestino en todas las condiciones,
agua y alimento) los cebadores se manejaron a 10 picomol/ul (1ul de cada
cebador), los DNTPs a 0.2 Mm (0.5 ul), fue necesaria una unidad de la Taq
polimerasa (0.2ul), 50 ng de ADN (1.5 ul) , en un volumen final en cada reaccién
de 25 pl. Las condiciones de la amplificacion fue siguiendo la metodologia de

Stach et al., (2003) con las modificaciones hechas por Stevens et al., (2007).

Para la amplificacion de bacterias &cido lacticas se realizé un PCR-
semianidado, la primera amplificacién se realiz6 con los iniciadores BaciF:348-
BaciR: 1203, las condiciones de la amplificacion fueron; 35 ciclos de 94 °C por 1
min, 63 °C por 1.30 min, 72 °C por 1 min, con un ciclo inicial de desnaturalizacion
de 94 °C por 5 min y de extension final de 72 °C por 5 min. Utilizando como molde
los productos obtenidos en la primera amplificacion, se corri6 un segundo PCR
utilizando el iniciador gcBaciR:1203 como antisentido, en combinacion con los
iniciadores Lb/F: 696 y Leu/F:478 (Escalante, 2010). Las condiciones de la
amplificacion en el semianidado fueron las mismas que se utilizaron con los
cebadores BaciF:348-BaciR, cambiando la temperatura de alineamiento, para
Lb/F: 696 permanecio6 igual. Y Leu/F:478 cambio a 62 °C.

La reaccion de PCR para los iniciadores BaciF:348-BaciR:1203, tuvo un
contenido en el que el buffer fue utilizado a 1X (5 ul), 7mM de MgCl, (7 pl), los
iniciadores por su parte se manejaron a 5 mM (1pl de cada iniciador), los DNTPs a
0.2 mM (0.5ul), fue necesaria una unidad de la Taq polimerasa (0.2 ul), 50 ng de
ADN (1 pl), para un volumen final en cada reaccion de 25 pl. La PCR
semianidada tuvo un contenido en el que el buffer fue utilizado a 1X (5 pl), 2.5mM
de MgCl; (2.5 pl), los iniciadores por su parte se manejaron a 5 mM (1ul de cada
iniciador), los desoxinucleotidos trifosfato (DNTPs) a 0.2 mM (0.5ul), fue necesaria
una unidad de la Taqg polimerasa (0.2 pl), 50 ng de ADN (1 pl), para un volumen

final en cada reaccion de 25 pl.
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Anexo 4. Buffer para PCR.

Buffer 1x para PCR

tris-HCI 75 mM, pH 9,0, KCI 50 mM.

Anexo 5. Soluciones desnaturalizantes.

Tabla 5. Soluciones desnaturalizantes para DGGE con los cebadores 338F y
518R, con un porcentaje de poliacrilamida del 8%.

Reactivos 40% 60%
40% Acrilamida/Bis 20 ml 20 ml
Buffer TAE 50x 2 mi 2 mi
Formamide (desionizada) 16 ml 24 ml
Urea 16.8¢ 25.29
dH,O Aforar a 100 ml Aforar a 100ml|

Tabla 6. Soluciones desanturalizantes para DGGE con los cebadores de Vibrio,
con un porcentaje de poliacrilamida del 8%.

Reactivos 45% 70%
40% Acrilamide/Bis 20 ml 20 ml
Buffer TAE 50x 2 mi 2 mi
Formamide (desionizada) 18 ml 28 ml
Urea 18.9¢ 29.2¢9
dH,O Aforar a 100 ml Aforar a 100ml
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Tabla 7. Soluciones desanturalizantes para DGGE con los cebadores de
Actinobacterias, con un porcentaje de poliacrilamida del 6%.

Reactivos 35% 85%
40% Acrilamida/Bis 15 ml 15 ml
Buffer TAE 50x 2 ml 2 ml
Formamide (desionizada) 14 ml 34 mi
Urea 14.7¢9 35.7¢9
dH,0 Aforar a 100 ml Aforar a 100ml

Tabla 8. Soluciones desanturalizantes para DGGE con los cebadores para BAL,
con un porcentaje de poliacrilamida del 6%.

Reactivos 40% 55%
40% Acrilamida/Bis 15 ml 15 ml
Buffer TAE 50x 2 mi 2 mi
Formamide (desionizada) 16 ml 22 ml
Urea 16.8¢ 23.1¢g
dH,0 Aforar a 100 ml Aforar a 100ml
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