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RESUMEN

Hoy en dia, la industria acuicola se esta enfocando en el uso de bacterias heterétrofas que
remueven compuestos nitrogenados, ayudando asi a eliminar agentes toxicos del nitrégeno,
como el amonio y nitritos. Estos compuestos ocasionan estrés e inhiben la respuesta inmune
a patégenos. El objetivo de este estudio es establecer el efecto de bacterias heterétrofas en la
mejora de la calidad de agua en un cultivo de juveniles de Penaeus vanamei y la posible
resistencia a una cepa patdgena de Vibrio parahemolyticus causante de la enfermedad de la
necrosis aguda de hepatopancreas (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease Vpanxenp). Se
realizd una prueba in vitro con 6 bacterias para determinar: tasa de remocion de amonio,
nitritos y nitratos, durante 72 h a 30°C. Los resultados indican que Pseudomonas stutzeri
tuvo mejor tasa de remocion de amonio. Las bacterias P. stuzeri, P.balearica y Pseudomonas
sp. removieron el 100 % del nitrato en 24 h, mientras que Shigella flexneri y Enterobacter
huaxiensis en 36 h. P. stutzeri y Pseudomonas sp. removieron el 100% de los nitritos en 48
h, mientras que P. baleérica, S. flexneri en 72 h. Posteriormente se usaron las cepas P. stuzeri,
P. balearica y Pseudomonas sp en pruebas in vivo en un cultivo de juveniles de P. vannamei
durante 30 dias, removiendo el amonio en un 93%, 98% y 98%, respectivamente, con una
supervivencia de 92.5%, 92.5% y 90%, mientras que en el control se tuvo una supervivencia
del 57.5%. Se realiz6 un reto contra una cepa patdgena de Vibrio parahemolyticus causante
de la enfermedad de la necrosis aguda de hepatopancreas (Vpaxpenpy cOn los organismos
previamente tratados. Se tomd muestra de la hepatopancreas para hacer extraccion de ADN
y cuantificacién por gPCR de vibrios que lograron colonizar después del reto con Vpatxpenp.
En los organismos tratados con las cepas bacterianas probadas se obtuvo una supervivencia
del 100% y poca colonizacion de Vpaxpeno en el hepatopancreas. Esto contrasta con el control,

que tuvo un 40% de supervivencia y una alta colonizacién de Vpanenp.

Palabras clave: nitrificacion, amonio, nitritos, nitratos, Vibrio parahemolyticus, Penaeus

vanamei.
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ABSTRACT

Nowadays, the aquaculture industry is focusing on the use of heterotrophic bacteria that
remove nitrogen compounds, thus helping to eliminate toxic nitrogen agents such as
ammonia and nitrites. These compounds cause stress and inhibit the immune response to
pathogens. The objective of this study is to establish the effect of heterotrophic bacteria on
improving water quality in a culture of juvenile Penaeus vanamei and the possible resistance
to a pathogenic strain of Vibrio parahemolyticus, the causative agent of Acute
Hepatopancreas Necrosis Disease (Vpanpnp). An in vitro test was conducted with 6 bacteria
to determine the removal rate of ammonia, nitrites and nitrates, over 72 h at 30°C. The results
indicate that Pseudomonas stutzeri had the best ammonia removal rate. The bacteria P.
stuzeri, P. balearica and Pseudomonas sp. removed 100% of nitrate in 24 h, while Shigella
flexneri and Enterobacter huaxiensis did so within 36 h. P. stutzeri and Pseudomonas sp.
removed 100% of the nitrites within 48 h, while P. balearica, S. flexneri did so within 72 h.
Subsequently, the strains P. stuzeri, P. balearica and Pseudomonas sp were used in in vivo
tests in a culture of P. vannamei juveniles for 30 days, removing ammonia by 93%, 98% and
98%, respectively, with a survival of 92.5%, 92.5% and 90%, whereas the control had a
survival rate of 57.5%. A challenge was carried out against pathogenic strain of Vibrio
parahemolyticus causing agent Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (Vpaxpnp), With
the organisms previously treated. Samples of the hepatopancreas were taken for DNA
extraction and qPCR of vibrios that managed to colonize after the challenge with Vpanpnp.
In organisms treated with the tested bacterial, a survival rate 100% and low colonization of
Vpanenp in the hepatopancreas were obtained. This contrasts with the control, which had 40%

survival and high Vpanpno colonization.

Keywords: nitrification, ammonia, nitrites, nitrates, Vibrio parahemolyticus, Penaeus

vanamei.
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1. INTRODUCCION

1.1.Produccién Acuicola y problemas de enfermedades

La acuicultura es una de las industrias mas importantes en la produccion de alimentos en el
mundo debido a su rapido desarrollo (Wang et al., 2018). A nivel mundial, la produccion
acuicola se estimé en 122 millones de toneladas, con un valor de 281.5 mil millones de
dolares estadounidenses para el afio 2022 (FAO, 2022). Entre los principales organismos que
contribuyen a esta produccion se encuentran los camarones del género Penaeus, con una
produccién mundial estimada de 5,6 millones de toneladas para el 2023 (Jory, 2023). México
ocupa el séptimo lugar en el mundo como productor de crustaceos después de China,
Indonesia, Vietnam, India, Ecuador y Tailandia (GSA, 2022), con una produccién de 198,062
toneladas. Se estima que, en México, el 89% del cultivo de camaron se lleva a cabo en los
estados de Sonora y Sinaloa (CONAPESCA, 2022), generando ingresos de 967 millones de
dolares estadounidenses, de los cuales el 47.8% se produjo en Sinaloa durante 2021
(CONAPESCA, 2022).

Sin embargo, a escala global, esta produccién se ha visto afectada por brotes de
enfermedades, como el registrado en el afio 2013, donde se observo una disminucién en la
produccion de camaron blanco de cultivo debido a los efectos de algunos virus como la
Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHNV), el Virus de la Cabeza
Amarilla (YHV), la Mancha Blanca (WSSV), el Sindrome de Taura (TSV), y la Mionecrosis
Infecciosa (IMNV) (Reyes-Mero, 2021).

Aungue estos organismos parezcan sanos al comienzo del cultivo, estas enfermedades estan
ocurriendo frecuentemente tanto en sistemas intensivos como extensivos (Asche et al., 2021).
El desarrollo del sector acuicola se ha visto afectado con pérdidas de varios millones dolares
por afio debido los brotes de infecciones, por lo que el éxito o el fracaso de esta actividad
depende principalmente de una buena gestion ante estas enfermedades. (Jennings et
al.,2016).

Las pérdidas provocadas por las enfermedades virales y bacterianas son el principal factor

que dificulta la sostenibilidad del cultivo de camar6n (De la Pefia et al., 2015; Hong et al.,



2016). Dentro de las enfermedades bacterianas, la vibriosis es una de las méas frecuentes en
los cultivos de camarones peneidos (Abdel-Latif et al., 2022), y es causada por bacterias del
género Vibrio, que forma parte de la microbiota natural en ambientes marinos y estuarinos,
asi como en los sistemas acuicolas donde se cultivan camarones (Zermefio-Cervantes et al.,
2023). Las principales especies de vibrios patdgenos causantes de estas enfermedades son V.

parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi y V. penaeicida (Grajeda-Gutierrez, 2019).

Durante los dltimos afios, varios autores han reportado que la bacteria Vibrio
parahaemolyticus ha sido la causa de la enfermedad letal conocida como Sindrome de
Mortalidad Temprana (EMS), también denominada Acute Hepatopancreatic Necrosis
Disease (AHPND) o Enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda (Manan, 2015). Los
organismos infectados por Vibrio parahaemolyticus muestran un hepatopancreas palido o
blanco, atrofia celular y manchas o estrias negras, y finalmente una mortalidad masiva a los

pocos dias de iniciados los signos de la enfermedad (Manan, 2015).

Esta enfermedad ha provocado grandes pérdidas economicas en los criaderos de camaron de
paises como China, Vietnam, Tailandia, Malasia, y también la Gran Bretafia para luego pasar
a México y otros paises (Zorriehzahra, y Banaederakhshan, 2015). En Meéxico, la
Enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda provocé una grave crisis en la industria
camaronicola en los afios del 2013 al 2016 (GOAL, 2019).

En estos escenarios, se estaban aplicando varios quimicos y antibiéticos como un recurso
para controlar estas infecciones bacterianas. El uso de antibi6ticos en la industria acuicola ha
provocado severas pérdidas econdmicas y, a la vez, generado resistencia de algunas cepas
bacterianas hacia los antibidticos utilizados (Limbu et al., 2018). Por lo tanto, actualmente,
los antibidticos no pueden asegurar un control eficiente de la vibriosis. Es por ello que el uso
sistemas de cultivo que promocionan la proliferacion de la microbiota autétrofa o heterétrofa
representan uno de las estrategias mas viables hacia una acuicultura sostenible (Martinez-
Cordova et al., 2015).

Una medida para contrarrestar estas enfermedades ha sido el uso de bacterias heterétrofas
como agentes biocontrol, ya que ayudan a eliminar los desechos téxicos del nitrégeno, como



el amonio, amoniaco o nitritos y tienen un efecto inhibitorio para otros patdgenos en el
cultivo (Nadella et al., 2021).

Algunas bacterias de esta indole tienen compuestos antibidticos como pirrolnitrina, 2,4—
diacetilfloroglucinol, ademas de los siderdforos, bacteriocinas y piocianina (Kankariya et al.,
2019; Tienda-Serrano.,2021 Bendoya-Velez., 2022; Priyaja et al., 2014). Este Gltimo es un
pigmento de fenazina soluble en cloroformo de color azul verdoso que posee propiedades
antibacterianas de amplio espectro, antifungicas y actividad antiprotozoaria (Pragana et al.,
2022). Las bacterias productoras de este pigmento se han utilizado comunmente en la
agricultura como agentes biocontrol para la inhibicion de hongos y bacterias patdgenas,
(Justo et al., 2014.; Motta-Escobar et al., 2022) asi como para inhibir el Vibrio en la
acuicultura (Hamad, et al., 2020). Las bacterias que producen piocianina también se han
utilizado como agentes biorremediadores de agua (Dou et al., 2021); recientemente, se han
aplicado en la acuicultura como antibioticos contra Vibrio harveyi y ha demostrado una
excelente mejora en la supervivencia de larvas en los sistemas de cria de camarén (Hamad et
al., 2020).

La caracteristica fundamental para que una bacteria sea considerada como agente biocontrol
es su capacidad para ser benéfica para el organismo cultivado, mejorando la calidad del agua

e inhibiendo el crecimiento de bacterias patogenas (Cutting, 2011).
1.2.Calidad de Agua en los sistemas intensivos e hiperintensivos

El manejo de la calidad de agua es uno de los factores mas importantes que se consideran
para lograr la eficiencia en los cultivos intensivos e hiper-intensivos de camarén (Hernandez-
Gurrola 2016). Estos sistemas involucran altos recambios de aguas y la liberacion continua
de agua contaminada, lo que ocasiona problemas ambientales (Cho et al., 2013; Ramirez y
Romero, 2017). La acumulacion de desechos nitrogenados en el agua, provenientes de
alimento no consumido, organismos muertos y la alta densidad de poblacion en el cultivo
intensivo de camardn junto con las heces, son los principales factores que contribuyen a la
acumulacién de amonio y amoniaco en los estanques. Esto resulta en cantidades sustanciales

de efluentes contaminados, lo que conduce a un aumento de la contaminacion ambiental de



ecosistemas adyacentes a las zonas de cultivo (Crab et al., 2007; Habaki et al., 2011;
Hashihama et al., 2015).

Para los organismos acuéaticos como los camarones, el amonio y nitrito son altamente toxicos
(Martinez-Cérdova et al., 2015). En el caso del amonio, esta representado por dos especies
quimicas del nitrégeno con diferente grado de toxicidad. La primera es el NHz (amonio no
ionizado o amoniaco), el cual es extremadamente toxico debido a su alta solubilidad en
lipidos y su capacidad para ingresar facilmente a pH altos a través de la membrana celular.
El otro es el NH4* (amonio ionizado o ion amonio) que se considera levemente t6xico o0 no
toxico, pero su toxicidad aumenta drasticamente a bajos pH (Liang et al., 2016, Xiao et al.,
2019 y Frias-Espericueta et al., 2000).

El nitrégeno amoniacal total (NAT) es la suma de estas dos formas del nitrégeno en el agua:
NH4* ------ >H* + NH3

Se ha establecido que la concentracion letal media LCso (mg L) para Penaeus vannamei es
de 39.54 mg L para el N-amonio (Lin y Chen, 2001), mientras que para el NHz —N es de
2.59 mg L%, para nitritos es de 16.7 mg L™ N-NOz en 48 h (Tu et al., 2022). Concentraciones
superiores a estos valores hacen que los organismos cultivados sean méas vulnerables a
enfermedades, principalmente microbianas, lo que provoca grandes dafios en la industria

camaronicola (Valencia-Castafieda, et al., 2018).

Ante esto, el tratamiento eficiente de las aguas residuales y la efectiva remocion del NAT de
los estanques de cultivo son clave para el éxito en la acuicultura (Shao et al., 2019; Kim et
al., 2020). Se han utilizado una serie de técnicas para eliminar el exceso de nitrogeno de los
cultivos acuicolas, entre las cuales se encuentran el intercambio y reemplazo del agua, la
mejora y estimulo del proceso de nitrificacion, y la eliminacion de amonio a traves de la

asimilacién por accion microbiana, que la transforman en proteina (Zhou et al., 2023).

Diversos autores han reportado el uso de microorganismos para eliminar desechos
nitrogenados en aguas residuales, potenciando la mejora de su calidad. Entre las principales
especies se pueden mencionar a Pseudomonas stutzeri (Su et al., 2001; Li et al., 2015),
Alcaligenes faecalis (Joo et al., 2007), Rhodococcus sp. CPZ24 (Chen et al., 2012),



Pseudomonas putida (Kim et al., 2008), Bacillus subtilis Al (Yang et al., 2011), Klebsiella
pneumoniae CF-S9 (Padhi et al., 2013), Acinetobacter calcoaceticus (Zhao et al., 2010) y
Vibrio diabolicus SF16 (Duan et al., 2015).

El uso de bacterias nitrificantes y desnitrificantes heterotréficas ha ganado un gran auge en
la mineralizacion aerobica de los compuestos nitrogenados en el tratamiento de aguas
residuales (Krishnani et al., 2013). Por lo tanto, la eliminacién de amonio a través de la
transformacion en proteina microbiana es un método practico para los cultivos cerrados en

la acuicultura (Barik et al., 2018).

La nitrificacion bacterioldgica es un proceso que implica la oxidacion del amonio (NH4*) o
amoniaco (NHs) a hidoxilamina (NH2OH) mediante la enzima amonio monooxigenasa
(AMO) y luego a nitrato (NOs-) por bacterias nitrito oxidantes (NOB). (Sedlacek et al., 2016;
Wang et al., 2018), La desnitrificacion es el proceso mediante el cual se elimina el nitrogeno
del agua debido a la reduccidn del nitrato (NO3z’) a 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20),
y finalmente a nitrégeno gaseoso (N2), el cual es liberado a la atmosfera (Correa-Galeote,
2016). Este proceso inicia con la activacion de la enzima nitrato reductasa, que facilita la
reduccion del NOgz’; esta enzima puede actuar tanto de manera aerdbica (NaP) como
anaerdbica (NAR). El nitrito es convertido a NO o N2O por la enzima nitrito reductasa (NIR)

(Murugapiran et al., 2013).

En este sentido, es importante llevar a cabo estudios centrados en el uso de bacterias
heter6trofas que participen en el proceso de mineralizacién de compuestos nitrogenados y
que presenten actividad antimicrobiana contra patégenos, con el fin de utilizarlos en cultivos
de camarones en la acuicultura. Estos estudios pueden ayudar a reducir los niveles de
nitrégeno en el agua y a disminuir los efectos de infecciones bacterianas, principalmente
causadas por bacterias del género Vibrio, que provocan altas tasas de mortalidad en este
crustidceo. La presente investigacion tiene como objetivo analizar el efecto de bacterias
biocontrol en la calidad de agua en juveniles de Penaeus vannamei y ademas la posible
resistencia a una cepa patégena de Vibrio parahemolyticus bajo condiciones de un cultivo

intensivo.



2. ANTECEDENTES

Las bacterias heterotrofas estan presentes en los cuerpos de agua. Incluso, diferentes estudios
han destacado la existencia de bacterias aerobias desnitrificantes en la biorremediacion de
aguas residuales (Chen et al., 2014; He et al., 2016; Dong et al., 2019). Los sistemas
bioseguros y de cero recambios de agua, tienen ventajas notables en la mejora del uso y
calidad de agua, reduccion de la descarga de efluentes contaminados, asi como la
disminucion del riesgo de transmision de enfermedades entre poblaciones silvestres y
cautivas (Schock et al., 2013; Ray et al., 2017). Estos residuos producto del cultivo de
organismos acuaticos acumulan altas concentraciones de nitrégeno (amonio y nitrito) y
materia organica, producto del exceso de heces, alimento no consumido y metabolitos (Ruiz
et al., 2020).

Para que un cultivo de camaron sea exitoso deben de tener un equilibrio en la capacidad de
produccién como en la asimilacién de estos residuos, teniendo en cuenta aspectos como la
supervivencia y el crecimiento (El-Sayed, 2021). En este sentido, las comunidades
bacterianas desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de la calidad de agua
mediante la asimilacion y mineralizacion de los compuestos organicos del estanque, lo que

favorece un desarrollo 6ptimo del camarén (Rurangwa, y Verdegem, 2015).
2.1.Mecanismo de accion de las bacterias

Diversos autores han reportado que para solucionar estos problemas sanitarios y mejorar la
producciodn en la camaronicultura es necesario el manejo de las comunidades de bacterias y
diferentes grupos de fitoplancton, ya que estos reciclan nutrientes y degradan la materia
organica logrando asi el desarrollo de una cadena tréfica bien estructurada entre el
conglomerado de bacterias y microalgas (Lananan, et al., 2014 y Decamp et al., 2009). Lian
et al. (2024) indicé que al aplicar el balance bacterias-microalgas, es factible mejorar la
calidad de agua y la tasa de crecimiento de camaron al promover el desarrollo de bacterias
heterétrofas, manteniendo aceptables los niveles de metabolitos nitrogenados a la vez que

constituyen una fuente suplementaria de alimento.

Hoy en dia, el uso de bacterias aerobias desnitrificantes en acuicultura intensiva ha recibido

mucha atencion debido a que, en condiciones aerobias, la nitrificacion y desnitrificacion



ocurren de forma simultanea. En este sentido, se ha demostrado el beneficio del uso de
bacterias del género Bacillus con actividad desnitrificante, al comprobar que la cepa N31de
Bacillus litoralis. remueve nitritos bajo condiciones aerdbicas y puede ser utilizado como
probidtico en acuicultura intensiva (Huang et al., 2017). Resultados similares fueron
obtenidos por Thurlow et al. (2019), quienes observaron que la cepa bacteriana Bacillus
velezensis AP193 mejora la calidad del agua en un cultivo del bagre de canal Ictalurus
punctatus al reducir los niveles de fosforo y nitrégeno en un 19 y 43%, respectivamente, al

mismo tiempo que presenta un efecto probiotico en los organismos en cultivo.

Sin embargo, para remover el nitrégeno en agua residuales cominmente se utilizan cepas del
género Pseudomonas (Ji et al., 2015). Una de las bacterias heterotrofas mas estudiadas por
su actividad desnitrificante es Pseudomonas stutzeri, la cual se encuentra comdnmente en
suelos y aguas contaminadas (Sacca, 2014) y puede remover hasta el 57.2% del amonio en
24 horas. Silva et al. (2020) reportaron que P. stutzeri removi6 el 100% del amonio en 48
horas en un medio nitrificante donde la fuente de amonio fue sulfato de amonio (NHa4)2 SOa.
De igual forma, otros géneros bacterianos presentan capacidad de fijacidn de nitrégeno como
las bacterias, Klebsiella pneumoniae, y Enterobacter roggenkampii, las cuales son
consideradas excelentes microrganismos fijadores de nitrogeno al oxidar el amonio por la via
de la hidroxilamina y a su vez son consideradas como bacterias diazotroficas (Guo et al.,
2023; Zhang, 2019). En este sentido, Zhang (2019) aisl6 dos cepas identificadas como
Enterobacter sp. Z1 y Klesiella sp. Z2 que se usaron en andlisis in vitro en medios
desnitrificantes y nitrificantes, dando resultados prometedores, en la reduccion de amonio,
nitrégeno total y nitrito; estas cepas se utilizaron también en tratamiento de agua residuales

removiendo eficazmente el amonio y el nitrogeno total.

El uso de consorcios bacterianos de cultivos mixtos es de suma importancia y tienen varias
ventajas en comparacion con cepas bacterianas individuales, especialmente para la

eliminacion de contaminantes combinados (Patel et al., 2018).

Yunjie-Ruan et al. (2020) aislaron la bacteria Pseudomonas balearica cepa RAD-17, la cual

tenia la enzima nitrato reductasa. Esta cepa tuvo un alto rendimiento en la desnitrificacion



aerobica, reduciendo el nitrato, el nitrito y el amonio, concluyendo que es eficiente para las

tres formas tipicas del nitrégeno.

Un consorcio microbiano es un conjunto de microorganismos que interactian para su mutuo
beneficio dentro de una comunidad, degradando desechos organicos complejos. (Zhang et
al., 2019)

Zhang et al. (2019) utiliz6 un consorcio (Mix-CADB) en el cual fueron identificadas 7 cepas
diferentes: Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas stutzeri, Rhodococcus sp, Acinetobacter
calcoaceticus, una bacteria desnitrificante no identificada, Bacillus litoralis, Bacillus subtilis.
Se observd que, al utilizar el consorcio, fue posible la eliminacion de desechos nitrogenados,
asi como de otros contaminantes presentes en el agua, de manera mucho mas eficiente que

con cepas individuales, ya que se aprovechan sus diferentes habilidades metabdlicas.

John et al. (2020) aislaron tres cepas identificadas como Bacillus cereus, Bacillus
amyloliquefaciens y Pseudomonas stutzeri, las cuales se utilizaron en un cultivo de
Oreochromis mossambicus para la degradacion de amonio y nitrito en agua residuales

obteniendo resultados favorables en su uso.

En la camaronicultura, para resolver problemas sanitarios y de produccion implica manejar
adecuadamente las interacciones de la microbiota en el sistema de cultivo y la calidad de
agua mediante el desarrollo de una cadena trofica bien estructurada (Zeng et al., 2020).
Estudios recientes se centran en el uso de bacterias heterotréficas como medida precautoria

contra patdgenos y para mejorar la calidad de agua.

Priyaja et al. (2016) aislaron P. aeruginosa MCCB118 a partir de sedimento marino;
observando su capacidad para inhibir el crecimiento de V. harveyi gracias a la produccion de
piocianina, un metabolito secundario con la capacidad de oxidar y reducir otras moléculas lo
que puede resultar letal para otras bacterias (Pragana, et al., 2022). Balakrishnan et al. (2022)
también aislaron esta bacteria de un ambiente salobre y analizaron el efecto que tiene el
pigmento piocianina contra bacterias de Vibrio sp sugiriendo su potencial uso como agente

profilactico en sistemas de acuicultura.



Leyton etal. (2014), evaluaron la actividad inhibitoria de Bacillus pumilus contra V. cholerae

aislada de un ambiente marino.

Adicionalmente, el uso de B. subtilis en el cultivo de Penaeus monodon mejora el crecimiento
y la resistencia a patdégenos como Vibrio sp. (Nimrat et al., 2013). Yun et al. (2019)
demostraron que Sphingomonas sp. LPN08O, aislada de un cultivo de P. vannamei, reduce
efectivamente el amonio en 48 h con una tasa de eliminacion del 96% y, para el nitrito, tuvo
una tasa de eliminacion de 87% en el mismo periodo, observé ademéas una inhibicion

indirecta sobre Vibrio sp.

Basandonos en los antecedentes descritos, se adopta un enfoque que emplea el uso de
bacterias heterétrofas como herramienta para abordar la problematica del aumento de
compuestos nitrogenado y la inhibicion de patdégenos del género Vibrio en el cultivo de

camaron blanco. Esta estrategia se presenta como una alternativa viable para explorar.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La intensificacion de los cultivos acuicolas conlleva un aumento de efluentes que contienen
altas cantidades de compuestos nitrogenados, como amonio total y nitrito. Estos compuestos
se generan a partir de la oxidacion de desechos organicos, como el alimento no consumido y
las heces de los organismos en cultivo. Esta acumulacion de compuestos nitrogenados no
solo causa estrés en los organismos, sino que también aumenta su susceptibilidad a

enfermedades.

Se han aislado baterias heter6trofas de ambiente eutrofizado con capacidad de remocion de
compuestos nitrogenados la cuales se han usado para mejorar la calidad del agua y han
ganado popularidad debido a su capacidad para metabolizar amonio y otros compuestos

nitrogenados presentes en sistemas de cultivo.

Ademas, estas bacterias producen metabolitos que han demostrado tener actividad inhibitoria
contra microorganismos patdgenos. Asimismo, se ha observado que mejoran la respuesta

inmune de los organismos frente a situaciones de estrés.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo comprender los efectos del uso de
bacterias heterotroficas sobre la calidad de agua y su capacidad para inhibir diferentes

patdgenos bacterianos en la acuicultura.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Las bacterias heterétrofas aisladas de ambientes eutrofizados tienen la capacidad de
remover amonio, nitritos y nitratos en un cultivo de juveniles de Penaeus vannamei,

mejorando asi la calidad del agua?

¢Las bacterias aisladas de ambientes eutrofizados presentan un efecto inhibitorio sobre

patdgenos como V. parahaemolyticus?
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5. HIPOTESIS
Las bacterias heterotrofas aisladas de ambientes eutrofizados, tienen la capacidad de eliminar
el amonio, nitritos y nitratos en condiciones de cultivo intensivo de juveniles de P. vannamei,
lo que conduce a una mejora en la calidad de agua. Ademas, se sugiera que estas bacterias,
originarias de entornos eutrofizados, exhiben un efecto inhibitorio sobre patégenos como V.

parahaemolyticus.
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OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de bacterias heterétrofas sobre la respuesta productiva de los
camarones, la mejora de la calidad de agua y el control de la bacteria patdgena V.

parahemolyticus, en un cultivo de juveniles de P. vannamei.

6.1.0bjetivos especificos

1.

Determinar in vitro la eficiencia en la remocion de compuestos nitrogenados de 6
cepas de bacterias heterotrofas y seleccionar las mas eficientes.

Evaluar el efecto de las cepas seleccionadas en la remocion de amonio, nitrito y
nitrato en un cultivo de juveniles de P. vannamei.

Analizar la resistencia de los camarones previamente tratados con las cepas

seleccionadas frente a V. parahaemolyticus (VpaxpnD-£9).
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7. MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron 6 cepas previamente aisladas de dos ambientes estuarinos altamente
eutrofizados, ubicados cerca de Mazatldn Sinaloa. En el Laboratorio de Estudios
Camaronicolas de la Facultad Ciencias del Mar en Mazatlan, Sinaloa, México, se verifico la
presencia de los genes desnitrificantes mediante la técnica de PCR punto final (Céardenas-

Canizalez y Guzman-Hernandez, 2020) (Tabla I).

Tabla I: Cepas previamente aisladas utilizadas en el bioensayo 1

Especie Cepa
Pseudomonas balearica 14-1SDES1
Shigella flexneri 20-IRS1B
Providencia sp. 12A-AEDES1
Pseudomonas stutzeri 13A-SIDES1

Enterobacter huaxiensis 26A-AELB1

Pseudomonas sp. 6-1SLB1

7.1.Determinacion del efecto de las bacterias biocontrol en la calidad del agua en un

ensayo in vitro.

7.1.1. Preparacion de indculos de bacterias de prueba.
Para los inoculos de las bacterias, se activaron las cepas seleccionadas en sus medios de
cultivo en placa LB. Después de 24 horas de incubacién a 35 °C; se tomaron de 2 a 3 colonias
para inocularlas en el mismo medio de cultivo en caldo LB, y se incubaron durante 24 horas
a una temperatura de 35°C. Posteriormente, la biomasa se recolecto mediante centrifugacion
a 5334 xg en tubos estériles Falcon de 50 mL. La densidad Optica se ajusté a 1.0, leyendo a
una longitud de onda de 540 nm para obtener una concentracion de 1x10° UFC mL™ de

acuerdo al estandar de McFarland y la férmula: C1V1 = C2V2, corroborando con la cuenta
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viable. A partir de la densidad 1.0 se hicieron diluciones en medio APA vy se inocul6 una
concentracion de 1x10° UFC mLL. (Pal et al., 2015).

7.1.2. Bioensayo Calidad de agua
Con el proposito de evaluar la interaccion y comportamiento de los metabolitos NO2, NO3 y
NHoa, bajo la influencia de los microorganismos seleccionados, se llevé a cabo un bioensayo

in vitro en tubos falcén de 50 mL con los siguientes medios desnitrificantes y nitrificantes.

Para determinar la eficiencia de la remocion del nitrito y nitrato, se transfirié 1 mL de cultivo
liquido de cada cepa previamente aislada y seleccionada a una concentracion de 1x10° UFC
mL* a 49 mL de medio desnitrificante liquido (MD) (5g NaCl, 4.72 g succinato de sodio,
0.05g NaNO2,1.5 g KH2PO4, 0.42 Na2HPO4, 1 g MgSOs, 0.720g KNOs, aforando a un litro,
con un pH de 7.0 £0.2) (Takaya et al., 2003).

Asimismo, para determinar la eficiencia en la remocion del amonio de las cepas
seleccionadas, se afiadié 1 mL de cultivo liquido a una concentracién de 1x10° UFC mL en
49 mL de medio de nitrificacion liquido (NM) (por litro: 5 g NaCl 7.0 g KoHPOg4, 3.0 g
KH2PQOg4, 0.1 g MgSO47H20, 0.5. g (NH4)2SO4, 0.05 g FeSO47H.0 y 10 g CH3COONa. pH
7.0£0.2) (Pal et al., 2015).

Cada tubo previamente inoculado con las cepas, se incubo a 35°C durante 72 h. Los controles
consistieron en solo agregar 1 mL de agua destilada a los medios anteriores; todos los
tratamientos se realizaron por triplicados. Los muestreos se realizaron a las 0, 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48 y 72 h después del inicio del experimento. Cada muestra se centrifugé a 8000
xg durante 10 min; el sobrenadante se resuspendio para medir la tasa de degradacion del

nitrito, nitrato y amonio.

Medicion de NO27, NOs'y NH4*

Para la medicion de estos parametros se utilizé el kit LYSA-NO2 para nitritos, LYSA-NO3
para nitratos, los cuales estan basados en los métodos 4500-NO3 y 4500-NO2B
respectivamente (Standard Methods, 2005), y LY SA-NH4 para amonio, basado en el método
del Fenato (Standard Methods, 4500-NH3 F).
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Se utilizaron 10 mL de muestra filtrada para evitar interferencia por el material suspendido,
siguiendo las instrucciones del proveedor. La reaccion se llevé a cabo en tubos falcon de 50
mL, para NO2, NOs y NHs*, para posteriormente determinar la absorbancia con un
espectrofotometro Jenwey 7305 a una longitud de onda de 540 nm (NO2", NO3) y 640 nm.

(NH4*). La concentracion de estos se calculd como se indica en las siguientes ecuaciones:

m
B 02302 No, NO, (Tg) = (Abs muestra — AbsBco) % F % FD
~ Abs prom est — Abs prom bco
0.360 5L NH, mg
= NH, (—) = (Abs muestra — AbsBco) * F x FD
Abs prom est — Abs prom bco L
mg
0.310 %N% NOs (T) = (Abs muestra — AbsBco) * F x FD

~ Abs prom est — Abs prom bco
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Tabla I1. Cepas bacterianas que dieron positivas a los genes nirK, nirS, narG, napA y amoA

y el nimero de genes asociados al ciclo del Nitrogeno detectado por cepa.

No genes

Especie Cepa nirK nirS narG napA amoA  Origen expresados

Pseudomonas balearica 14- + + + + - Infiernillo 4
ISDES1

Shigella flexneri 20-IRS1B - - + + - Infiernillo 2

Providencia sp. 12A- - - - + - Infiernillo 1
AEDES1

Pseudomonas stutzeri 13A- - - - + - Infiernillo 1
SIDES1

Enterobacter huaxiensis 26A- - - - + - Escopama 1
AELB1

Pseudomonas sp. 6-1ISLB1 L S + - Escopama 1

En la Tabla Il se muestras las cepas utilizadas en los analisis de calidad de agua in vitro, las
cuales dieron positivas a los genes nirK, nirS, narG, napA y amoA, También se indica el
numero de genes asociados al ciclo del nitrégeno detectado por cepa y su zona de recoleccién.
Las cepas con mejores resultados en la prueba in vitro se emplearon en el cultivo de juveniles
de P. vannamei, estas fueron: Pseudomonas sp. (6-ISLB1), Pseudomonas balearica (14-
ISDES1), Pseudomonas stutzeri (L13A-SIDES1).
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7.2.Evaluacion del efecto de la adicién de las cepas seleccionadas en un cultivo de

juveniles de P. vannamei

7.2.1. Preparacion de inéculos de bacterias de prueba

Para la preparacion de los in6culos de las bacterias, se activaron las cepas seleccionadas en
caldo TCB con una salinidad de 35 UPS como pre-indculo. Después de 12 horas, las cepas
6-1SLB1 y 13A-SIDESL1 alcanzaron una densidad oOptica de 0.6, mientras que la cepa 14-
ISDESL1 alcanz6 la misma densidad oOptica a las 18 horas todas medidas a una longitud de
onda de 540nm. Posteriormente, se inocularon 100uL en 30 ml de TCB. Después de las 6
horas, la cepa 6-ISLB1 alcanz6 una densidad 6ptica de 0.885, la cepa 13A-SIDES1 alcanzé
0.728 a las 9 horas y la cepa 14-ISDES1 llego a 0.757 a las 22 horas. Dado el diferente
crecimiento observado en cada cepa, se realizd una cuenta viable en placas TCA para
determinar la cantidad de bacterias presentes y ajustar la concentracién de las cepas utilizadas
en el bioensayo, con diluciones de 1x10% 1x106 y 1x10’.

Las cepas fueron criopreservadas en caldo TCB con un 15% de glicerol a -80 °C hasta su uso

en el bioensayo.

7.2.2. Evaluacion del efecto de la adicion de las cepas seleccionadas en un cultivo

de juveniles de P. vannamei.

Se llevé a cabo un bioensayo de 30 dias en un cultivo de juveniles de Penaeus vannamei, en
el cual se afadieron las cepas mas efectivas segun los resultados de la prueba in vitro. Estas
cepas fueron Pseudomonas sp. (6-I1SLB1), Pseudomonas balearica (14-ISDES1) y
Pseudomonas stutzeri (13A-SIDES1).

Los juveniles, con una talla promedio de 8 £ 1 g, fueron mantenidos en tanques de 50 L de
capacidad util, los cuales se mantuvieron a temperatura ambiente. El agua utilizada fue de
mar filtrada a 1 pum y se asegurd una aireacion constante. La densidad de siembra fue de 10

juveniles por tanque, y no se realizd6 recambio de agua durante el experimento. Se
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alimentaron con alimento comercial a una tasa del 3% de la biomasa total. A cada uno de los

tratamientos se le afiadieron las cepas a una concentracion de 1 x 10" UFC mL™.

Los controles consistieron en no agregar ninguna de las cepas seleccionadas al cultivo. Todos
los tratamientos se realizaron por cuadruplicado. Las bacterias fueron inoculadas cada 5 dias.
Semanalmente se determind la supervivencia y el crecimiento mediante muestreos, y ademas
se midié la concentracion de amonio total, nitritos y nitratos cada tres dias mediante

espectrofotometria.

7.2.3. Cultivo de Bacterias patogenas

La cepa bacteriana patdégena Vpanpnp, Utilizada para el reto bacteriano, se cultivo en medio
TCB y se incub6 a 30°C durante 24 horas. Se recuper6 la biomasa bacteriana de cada uno de
los matraces y se resuspendid en solucion salina estéril al 3% de NaCl. Se determind la
densidad dptica a 580 nm utilizando un espectrofotometro de luz visible (Jenway 7305), la
cual se ajusto para alcanzar una absorbancia (ABS) de 1.0 y obtener una concentracion de 1
x 10° UFC mL"L. La concentracion se corrobord mediante cuenta viable y, a partir de la
muestra con una densidad de 1.0, se realizaron las diluciones necesarias para el reto

bacteriano con juveniles de Penaeus vannamei contra V. parahaemolyticus.

7.2.4. Reto con Vibrio parahaemolyticus.

Para evaluar el efecto de la inclusion de las bacterias, se realizd una prueba de reto contra
Vibrio parahaemolyticus, causante de AHPND (Vpanpnp-ee), Mediante un bioensayo de
infeccion por inmersién, afiadiendo el Vibrio al agua del mismo cultivo junto con los
organismos previamente tratados. Los controles consistieron en tomar agua y organismos de
los grupos de control donde no se les agregd ningun tratamiento adicional. Se inoculd la cepa
bacteriana patégena a una concentracion de 25,000 UFC mL* a cada tratamiento y al grupo
de control. Se registrod la supervivencia a las 12, 24 y 48 horas después del inicio del reto. Se
tomaron muestras del hepatopancreas para extraer el ADN mediante el método CTAP, y
posteriormente, se realiz6 qPCR para determinar la cantidad de vibrios que lograron

colonizarlo después del tratamiento aplicado.
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7.2.5. Extraccion de ADN.

El proceso de extraccion de ADN bacteriano se llevo a cabo de la siguiente manera:

Se centrifugaron 1,5 mL de cultivo TSB+ a 10.000 xg durante 2 min para obtener un
sedimento bacteriano. La extraccion de ADN se realizd utilizando bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) siguiendo el protocolo descrito por Samarakoon et al. (2012)
con modificaciones. Antes de iniciar la extraccion, se agreg6 un 3% de CTAB (p/v) al buffer
de lisis (NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 8,0), y se calentd a 60 °C hasta
que el CTAB se disolvié completamente; luego se afiadié 0,2% de 2-mercaptoetanol (v/v).
Se agregaron 100 pL de buffer al sedimento bacteriano y se macerd con un mortero.
Posteriormente se afiadieron 200 pL adicionales de buffer y se incub6 a 60 °C durante 10
min. Luego, se afladieron 15 ug de RNasa A (Promega, Madison, W1, EE. UU.) y se incubd
a 37 °C durante 15 min. Después de esto, se afiadieron 300 pL de solucion de cloroformo:

alcohol isoamilico (24:1), se mezclaron y se centrifugaron a 13,000 xg durante 10 min.

El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y se agregd un volumen de isopropanol frio
(-20 °C), se mezcld y se incubo a temperatura ambiente durante 5 min, luego se centrifugé a
13,000 xg durante 8 min y se decantd el sobrenadante. El precipitado de ADN se lavé con

200 pL de etanol al 70%, se centrifug6 a 13,000 xg durante 3 min, y decanto.

A continuacion, el sedimento de ADN se sec0 y se resuspendio en 30 uL de agua ultrapura.
La concentracion de ADN se cuantifico en un NanoPhotometer (Pearl, Implen, Westlake
Village, CA, EE. UU.). Los cocientes de absorbancia entre 1,8 y 2,0 a 260/280 nm se
consideraron indicativos de calidad aceptable para las reacciones de PCR.

7.2.6. PCR en tiempo real con sonda TagMan.

Con el proposito de determinar si los tratamientos aplicados tuvieron algun efecto frente a la
posible invasion de Vpanpnp-g9, Se hizo un analisis mediante la técnica de PCR en tiempo real
con sonda TagMan. Para esto, se utilizaron los ADN obtenidos previamente del

hepatopancreas (HP) como muestra.
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Para crear una curva de calibracion, se realizé un PCR convencional con 50 ng del ADN de
Vpanpenp-eo Utilizando el método AP4, los primers (iniciadores) AP4-F1 y AP4-R1 los cuales
amplifican una region de 1269 pb correspondiente a la secuencia del gen completo que
codifica PirA y gran parte del gen PirB (tabla 3) (Dangtip et al., 2015). El producto de PCR
obtenido se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% (tefiido con bromuro de etidio) por 1 h'y 20
min para verificar la amplificacion. Posteriormente, se realizd el corte de la banda
correspondiente y se procedio a la purificacion utilizando un kit comercial (GENECLEAN
MP Biomedicals®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvo una concentracion
de 14.4 ng/pL de ADN purificado, calculado a partir de la masa molecular del fragmento de

1269 pb y el nimero de Avogadro, para determinar el namero de fragmentos por ng de ADN.

A partir de esto, se realizaron las diluciones seriadas del ADN limpio desde 10° a 10*. Estas
diluciones se utilizaron para las reacciones de gPCR, las cuales fueron analizadas por
triplicado (Tabla 4).

Una vez obtenida la curva de calibracion de Vpanpnp-9, Se procedio a realizar un gPCR
TagMan con las muestras de ADN del hepatopancreas a una concentracion de 20 ng pL 1
(Tabla 4). La expresion relativa se midié utilizando un termociclador de PCR en tiempo real
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.).

La cuantificacion de Vpanpnp-es Se llevo a cabo mediante la extrapolacion del logaritmo
natural del crecimiento de la curva de cada muestra hacia una curva estandar construida con
un amplicén de cantidades conocidas (7.19 x10® copias ng' ADN) de acuerdo a la

metodologia reportada por Whelan et al. (2003).
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Tabla I11. Mezcla de reactivos para PCR

convencional con AP4

Reactivos* pL
Buffer 10X mix 2.5
MgCl, 50mM 1.5
dNTPS 10mM 0.5
AP4-F1 10 uM 0.5
AP4-R1 10 uM 0.5
Taq DNApol 5U/ puL 0.3
ADN 50 ng/uL 2.0
Agua up 17.2

*Reactivos invitrogen®

Tabla IV. Mezcla de reactivos para curva de

calibracién de Vpanpnp-g9

Reactivos* pL
Buffer 10X mix 1.5
MgCl, 50mM 0.75
dNTPS 10mM 0.3
AP4-F1 10 uM 0.5
AP4-R1 10 pM 0.5
Sonda TagMan 2 uM 1.0
Taq DNApol 5U/ puL 0.1
ADN 50 ng/uL 5.0
Agua up 5.35

*Reactivos Invitrogen®

22



8. Andlisis estadisticos.
Los resultados se reportados como media + desviacion estandar. Los porcentajes de
supervivencia obtenidos se transformaron a raiz de arcoseno. Se verificaron los supuestos
estadisticos de normalidad de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Barlett, previo al analisis de varianza de medidas repetidas de una via (ONE WAY
RM ANOVA). Para determinar diferencias entre grupos de camarones en cultivo con
respecto a su respuesta productiva se realizé una comparacion de medias mediante la prueba
de rangos maltiples de Tukey HSD (P<0.05). Para el reto se llevé a cabo el mismo analisis
estadistico ANOVA de una via de medidas repetidas (RM ANOVA). Para evaluar, la tasa de
degradacion de nitrito-N y amonio, se realizaron las pruebas de rango multiple de Duncan.
Todos los analisis consideraron un nivel de significancia de P<0.05. Los analisis estadisticos

fueron realizados usando Sigmaplot 11.0 y JMP Trial 14.
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9. RESULTADOS.

9.1.Bioensayo 1. Calidad de agua de manera in vitro.

Durante el desarrollo del experimento, la concentracion de amonio en los tratamientos con
las diferentes cepas fue significativamente menor en comparacion con el control (P<0.05)
hasta las 72 horas. La concentracion inicial de amonio que fue de 146 + 3.07 mg L%, mostro
una tendencia a disminuir en todos los tratamientos. La cepa Pseudomonas stuzeri 13A-
SIDES1 provocé una diminucion mayor que las demas cepas, logrando remover 114 + 0.84
mg L de amonio total en 72 h., lo que represente alrededor del 78% de remocién. En
segundo lugar, se encontro la cepa Providencia sp (12A-AEDES1) con una remocién de 90
mg L del amonio, lo que equivale a aproximadamente el 68%. Se observaron diferencias
significativas entre ellas (t=10.237, P<0.001).

No se observaron diferencias significativas entre las cepas Pseudomonas sp (6-1SLB1) y
Pseudomonas balearica (14-1SDES1) (t= 2.104, P= 0.075) ya que ambas removieron 70 *
3.87 mg L1y 65+ 2.62 mg L de amonio respectivamente, con un porcentaje de remocion
del 50% en 72 h. Del mismo modo, las cepas Enterobacter huaxiensis (26A-AELB1) vy.
Shigella flexneri (20-IRS1B) tampoco mostraron diferencias significativas entre si al
remover 54 + 0.80 mg L y 55 + 0.48 mg L™ respectivamente, lo que representa el 38% del
amonio en 72 h (t=.234, P=0.816) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de amonio con 6 tratamientos y un control en un periodo de 72 horas.
Las cepas utilizadas fueron e14-1SDES1, 020-IRS1B, ¥ 12A-AEDES1, A13A-SIDES],
m26A-ELB1 o6-ISLB1. (media * desviacion estandar) Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamiento (F=75.415, P<0.001).
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Las concentraciones de nitrato en el agua fueron significativamente menores en todos los
tratamientos en comparacion con el control (P<0.05) hasta las 72 horas (Fig. 2). La
concentracion inicial de nitrato que fue de 469.945 + 6.68.mg L1, mostro una tendencia a
disminuir en todos los tratamientos. Las cepas Pseudomonas stutzeri 13A-SIDESI,
Pseudomonas balearical4-ISDES1 y Pseudomonas sp 6-ISLB1 removieron el 100% de la
concentracion en 24 horas. Las cepas Shigella flexneri 20-IRS1B y Enterobacter huaxiensis
26A-AELB1 removieron también el 100%, pero en 36 horas. La cepa Providencia sp 12A-
AEDES1 mostro una diferencia significativa a las 72 horas en comparacion con los
tratamientos anteriores (t=50.356 P<0.001), removiendo 203.0 + 7.51 mg L, es decir, el
43%.
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Figura 2. Concentracion de nitratos con 6 tratamientos y un control en un periodo de 72 horas.
Las cepas utilizadas fueron e14-ISDESI, 020-IRS1B, V¥ 12A-AEDESI, A13A-SIDES],

m26A-ELB1 06-1SLB1. (media + desviacion estandar). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamiento (F=602.857 P<0.001).
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Las concentraciones de nitritos en todas las cepas fueron significativamente menores con
respecto al control (P<0.05), disminuyendo en el tiempo a partir del valor inicial de 344.80
+4.97 mg L. Las cepas Pseudomonas stutzeri 13A-SIDES1 y Pseudomonas sp 6-1SLB1
removieron el 100% de la concentracion a las 48 h, mientras que las cepas Pseudomonas
balearica 14-ISDESL1 y Shigella flexneri 20-IRS1B lo hicieron a las 72 h. Por otro lado, la
cepa Providencia sp. 12A-AEDES1 solo removié 145.33 + 7.56 mg L nitritos, lo que
representa el 43 % en 72 h y la cepa Enterobacter huaxiensis 26 A-AELB1 solo removio el
126.26 + 0.57 mg L, equivalente al 37% de los nitritos. No se observaron diferencias
significativas (t=2.637, P=0.067) entre ellos al finalizar el experimento (figura 3).
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Figura 3. Concentracion de nitritos con 6 tratamientos y un control en un periodo de 72
horas. Las cepas utilizadas fueron @ 14-ISDES1, 020-IRS1B, V¥ 12A-AEDESI, A13A-
SIDES1, m26A-ELB1 06-ISLB1. (media + desviacion estandar). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamiento (F= 154.246, P<0.001).
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9.2.Bioensayo 2 Evaluacion del efecto de la adicion de las cepas seleccionadas sobre
la respuesta productiva en un cultivo de juveniles de P. vannamei.

Después de los 30 dias de experimento, se observo una supervivencia del 90% para la cepa
Pseudomonas sp. 6-ISLB1, un 92.5% para las cepas Pseudomonas stutzeri 13A-SIDES1 y
Pseudomonas balearica 14-ISDES1, sin diferencias significativas entre ellos (t=1.028
P=0.675; t=0.828, P=0.657; t=.200, P=0.843), mientras que en el control se registrd una
supervivencia del 57.5%, significativamente mas baja en comparacién con los tratamientos
(t=3.732; P=0.005; t=2.904, P=0.034; t=2.704, P=0.044).(figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de supervivencia (%) con 3 tratamiento y un control en un periodo de
30 dias. Las cepas utilizadas fueron. ¥ 14-ISDES1, o13A-SIDESI1, e6-ISLB1. (media +

desviacion estandar) Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamiento.

30



Durante todo el experimento, no se registraron diferencias significativas en el crecimiento
del camaron entre los tratamientos y tampoco con el control, iniciando con un peso promedio
individual de 8.089+0.519 y finalizando con 10.174+0.293 (t= 0.532 P=0.974) (figura 5).
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Figura 5 Peso promedio de los camarones (gr) con los 3 tratamiento y un control en un
periodo de 30 dias. Las cepas utilizadas fueron. ¥ 14-ISDES1, o13A-SIDESI, e6-ISLBL.
(media £ desviacion estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (F= 3.695 P=0.050).
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Durante el experimento, se observaron diferencias significativas en los valores de calidad de
agua especialmente en la relacion con la concentracion de nitratos. Estas diferencias se
mantuvieron hasta los 30 dias de estudio, partiendo de una concentracion inicial promedio
de 1.234 +0.1248 mg L. En el dia 10, se registré un aumento notable en las concentraciones
de nitratos en los tratamientos con las cepas Pseudomonas stutzeri 13A-SIDES1 y
Pseudomonas balearica 14-ISDES1, alcanzando valores de 2.991 + 0.1069 y 2.882 + 0.0619
mg L-1, respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
estas cepas (t = 0.944, P = 0.351). Hasta el dia 20, las concentraciones de nitratos en los
tratamientos experimentales disminuyeron, a diferencia del grupo de control, donde se
observo un aumento significativo (t = 3.997, P <0.001) (Figura 6).
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Figura 6: Concentracion de nitratos con 3 tratamientos y un control en un periodo de 30 dias.
Las cepas utilizadas fueron. ¥ 14-ISDESI1, o13A-SIDESI, e6-ISLB1. (media * desviacion
estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (F=44.616

P<0.001).
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En el caso de los niveles de nitrito se observaron diferencias significativas entre todos los
tratamientos y el grupo de control (P<0.05) al finalizar los 30 dias de experimento (t:7.577
P<0.001). Al inicio del experimento, la concentracion promedio de nitrito fue de
0.1343+0.0223 mg L NO,. Durante los dias 5, 10 y 15, las concentraciones en el grupo de
control se mantuvieron constantes sin aumentar, lo que difirié significativamente de los
tratamientos donde se registré un incremento en los niveles de nitrito (t=15.432, P<0.001).
En los dias siguientes las concentraciones de nitrito en el grupo del control aumentaron mas
que en los tratamientos manteniendo diferencias significativas hasta la finalizacion del
experimento (t=7.577 P<0.001). (Figura 7).
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Figura 7: Concentracion de nitritos con 3 tratamientos y un control en un periodo de 30
dias. Las cepas utilizadas fueron. ¥ 14-ISDES1, o13A-SIDESI1, e6-ISLB1. (media +
desviacion estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(F=40.694, P<0.001).
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En cuanto las concentraciones de amonio, todas las cepas mostraron diferencias significativas
con respecto al control al finalizar el experimento, iniciando con una concentracion de
0.1840+0.0057 mg L* NHs En el dia 15 del experimento, las concentraciones aumentaron
en todos los tratamientos, asi como en el control. Las cepas Pseudomonas stutzeri 13A-
SIDES1, Pseudomonas sp 6-ISLB1 y Pseudomonas balearica 14-ISDES1, mostraron
diferencias significativas con respecto al control (t= 19.045, P<0.001; t= 5.942, P<0.001;

t=11.962, P<0.001), registrando una menor concentracion.

Para el dia 20, las concentraciones en el control se elevaron en comparacion con los
tratamientos, donde disminuyeron significativamente (t= 25.458, P<0.001; t= 25.340,
P<0.001; t= 25.065, P<0.001). No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos en este dia (t=0.393, P=0.972; t=0.275 P=0.954; t=0.118 P=0.907).

Después del dia 20 y hasta la conclusion del experimento en el dia 30, las concentraciones
de amonio en los tratamientos no mostraron aumentos significativos, a diferencia del grupo
de control, donde se observo un incremento en el dia 25. Esto se reflejo con diferencias
significativas entre los tratamientos y el control, que mantuvo sus niveles elevados durante
todo el periodo restante del estudio (t=15.188, P<0.001; t=14.165, P<0.001; t=13.851,
P<0.001). Ademas, no se encontraron diferencias significativas al comparar los tratamientos
entre si durante este periodo (t=1.338, P=0.465; t=1.023, P=0.527; t=0.315, P=0.755) (ver
Figura 8).
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Figura 8: Concentracion de amonio con 3 tratamientos y un control en un periodo de 30 dias.
Las cepas utilizadas fueron. ¥ 14-ISDESI1, o13A-SIDESI1, e6-ISLB1. (media + desviacion
estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (F= 64.410,
P<0.001).
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9.3.Bioensayo Il Reto con Vibrio parahaemolyticus.
Al finalizar las 48 h del reto, se encontraron 3 organismos muertos en el grupo control

mientras que en los tratamientos no se observo ninguna mortalidad.
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Figura 9. Cuantificacion del amplicon PirA en Vp anpnp-eo durante la cinética de crecimiento
bajo diferentes tratamientos Las diferencias significativas entre tratamientos para cada
momento de muestreo se indican con letras diferentes. La significancia estadistica se calculd
mediante ANOVA de una via (F=8.754 p< 0,05). Las barras de error representan la

desviacién estandar de la media.
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En el tratamiento Pseudomonas sp 6-1SLB1 se observo un promedio de 8.03+1.85 de nimero
de copias de Vpaneno Ng™t de ADN; para la cepa Pseudomonas stutzeri 13ASIDES1 hubo un
promedio de 11.41+3.40 nimero de copias de Vpaneno Ng? de ADN y para la cepa
Pseudomonas balearica 14ISDES1 se observé un promedio de 6.96+5.22 nimero de copias
de Vpareno Ng?t de ADN. En el caso del control, el promedio del nimero de copias de
Vpaneno NGt de ADN fue de 169.25+120.95.

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de copias de VPAHPND ng* de
ADN entre los tratamientos al compararlos entre si (Pseudomonas stutzeri vs Pseudomonas
balearica, t=0.116, P=0.999; Pseudomonas stutzeri vs Pseudomonas sp, t=0.879, P=0.995;
Pseudomonas sp vs Pseudomonas balearica, t=0.0278, P=0.978). Sin embargo, al comparar
cada tratamiento con el control, se encontraron diferencias significativas (Control vs
Pseudomonas balearica, t=4.231, P=0.007; Control vs Pseudomonas sp, t=4.203, P=0.006;
Control vs Pseudomonas stutzeri, t=4.115, P=0.006) (Figura 9).
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10. DISCUSION

10.1. Bioensayo 1. Calidad de agua de manera in vitro

Para avanzar hacia una acuicultura sostenible a través de la biorremediacion, es necesario
usar microorganismos capaces de remover especies toxicas de nitrogeno para mejorar la
calidad del agua (Song et al., 2011). Un ejemplo destacado es el uso de bacterias
desnitrificantes aerobicas, ya que algunas cepas tienen capacidad de convertir el amonio en
nitrégeno gaseoso en condiciones aerdbicas, lo que representa una ventaja sobre los métodos

convencionales de eliminacion de amonio (Robertson et al 1989).

Las cepas utilizadas en este estudio poseen los genes que codifican las enzimas responsables
de los procesos de desnitrificacion, como la nitrito reductasa y la nitrato reductasa. Estas
cepas, identificadas como Pseudomonas balearica (14-1SDES1), Shigella flexneri (20-
IRS1B), Providencia sp. (12A-AEDES1), Pseudomonas stutzeri (13A-SIDES1),
Enterobacter huaxiensis (26 A-AELB1), Pseudomonas sp. (6-1SLB1) (Céardenas-Canizalez y
Guzman-Hernandez, 2020), fueron aisladas del Estero del Infiernillo. Este estero se
caracteriza por ser un sistema altamente eutrofizado debido a la contaminacion
antropogenica, lo que mantiene activo los mecanismos de reciclaje de nitrégeno organico
disponibles (Flores-Mireles, 2005).

El aislamiento de estas cepas autdctonas es de gran importancia, ya que, por su origen, se
espera que tengan una excelente capacidad para eliminar nitrégeno y una amplia adaptacion

a la salinidad, lo que las hace ideales para su uso en entornos acuicolas.

Una de las bacterias heterotrofas mas estudiadas por su actividad desnitrificante en la
remocion de amonio es Pseudomonas stutzeri, la cual se encuentra cominmente en suelos y
aguas contaminadas (Sacca, 2014). Silva et al. (2020) observaron que esta bacteria removia
hasta el 57.2% de amonio a las 24 horas y el 100% a las 48 horas. En nuestro estudio, la
maxima remocion (78%), con esta especie de bacteria fue a las 72 horas. Esto posiblemente
se debi¢ a la diferencia de las cantidades iniciales de ((NH4)2SOa4) que se utilizé en el medio

nitrificante, que fue de 0.66 g en el estudio mencionado, mientras que en el presente trabajo
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se utiliz6 500 mg L. Otra posible causa fue el uso de diferente fuente de carbono, ya que en
el presente trabajo se usé acetato de sodio mientras que Silva et al. (2020) utilizaron piruvato
de sodio. En general, la eficiencia de eliminacion de nitrito, nitrato y amonio esta fuertemente
relacionado con el contenido y fuente de carbono ya que este sirve como donante de
electrones y proporciona energia para las bacterias (Ruan et al., 2020). La mayoria de los
organismos que tienen esta capacidad de remocion, tienen preferencia por fuentes de carbono
directamente relacionadas con el ciclo de acidos tricarboxilicos como el succinato, el acetato
y el citrato, (Chen et al., 2012). Es posible que en futuros proyectos sea necesario analizar

diferentes fuentes de carbono para tener una informacion més viable sobre estas cepas.

Li et al. (2021) aislaron y evaluaron Pseudomonas stutzeri ADP-19, observando una
degradacion del 96.5 % de amonio (NH4CI) en 24 horas, comenzando con una concentracion
de 100 mg L. En contraste, en nuestro estudio, iniciamos con una concentracion de 146 +
3.07 mg L y logramos una remocién maxima del 78% a las 72 h. Pseudomonas stutzeri
SDU10 ha sido utilizado para el tratamiento de agua residuales, logrando una disminucién
del 78.5% de nitrato en el agua a partir de una concentracién inicial de 100 mg L en 32 h
(Chen et al., 2020). Segun la literatura, estos microorganismos utilizan aproximadamente el
40% del amonio removido para la produccién de biomasa, mientras que el 60% se transforma
en nitrégeno gaseoso (Jin et al., 2015, Chen et al. 2012., Ren et al., 2014). Dado que estas
bacterias no utilizan el amonio como fuente de electrones para la produccion de energia,
suponemos que este compuesto es toxico para ellas y su remocién ocurre como un

mecanismo de desintoxicacion del medio. (Silva et al., 2020).

La cepa de Pseudomonas stutzeri utilizada en el nuestro estudio resulté muy efectiva para la
remocion de nitratos, ya que comenzamos con una concentracion de 469.95 + 6.68.mg L
eliminando el 100 % del nitrato en 24 h.

En relacion a la remocion de nitritos, Chen et al. (2020) utilizaron esta misma cepa,
observando una remocion del 97.9% en 24 h a partir de una concentracion inicial de 100 mg
L, siendo indetectable la presencia de nitritos después de este tiempo. En nuestro caso, la
remocion fue del 100 % después de las 36 h con una concentracion inicial de 344.80 + 4.97

mg L.
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Ye et al. (2016) utilizaron la cepa Providencia rettgeri (YL) para remover el amonio total a
una temperatura de 25°C y un pH de 8.0, observando una remocién del 79% en 48 horas, en
contraste, en nuestros resultados, la cepa Providencia sp. (12A-AEDES1) removi6 el 68%
del amonio, pero a un pH constante de 7.0 y una temperatura de 35°C. Esto posiblemente
pudo afectar el crecimiento bacteriano, ya que la temperatura y el pH son variables

importantes que afectan el crecimiento bacteriano y la eficiencia de remocién del amonio.

La cepa Enterobacter huaxiensis utilizada en nuestro experimento in vitro resulté muy
efectiva, removiendo el 100% de nitratos en el agua a las 36 horas, a diferencia de lo que
sucedi6 con los nitritos, ya que esta cepa solo removid el 37%. Datos similares fueron
obtenidos por Zhang et al. (2019), quienes aislaron dos cepas identificadas como
Enterobacter huaxiensis (Z1) y Klebsiella sp. (Z2), obteniendo buenos resultados en la
remocion de compuestos nitrogenados. Por ejemplo, el nitrato se elimind completamente
después de 12 horas a partir de una concentracion inicial de 78 mg L. En cuanto al nitrito,
estas cepas lograron una remocién del 67% en 60 horas de experimento iniciando a una

concentracion de 82 mg L es decir, removieron 55 mg L.

Otra especie de gran importancia y con potencial para desnitrificacion aerdbica en la
acuicultura es la bacteria Pseudomonas balearica (Yunjie-Ruan et al., 2020). En el presente
estudio, la cepa 14-ISDES1 de Pseudomona balearica tuvo una remocion del 100% del
nitrato en 24 horas. Yunjie-Ruan et al. (2020) informaron que la especie Pseudomonas
balearica cepa RAD-17, es portadora del gen nitrato reductasa y también mostro un alto
rendimiento en la desnitrificacion aerdbica, con una reduccion de nitratos de 99.02% en 8
horas, comenzando con una concentracién de 301.43 + 1.06 mg L% En nuestro estudio, la
concentracion de nitrato fue mayor (479.16 £18.1), lo que resultdé en una mayor duracion
para la remociéon del nitrato por parte de la cepa.

En cuanto al nitrito, en nuestro trabajo la cepa Pseudomonas balearica removio el 100% en
72 h. Resultados similares fueron obtenidos por Yunjie-Ruan et al. (2020), quienes
observaron una remocion del 99% en 36 horas, utilizando concentraciones similares a las de

nuestro estudio.
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Respecto al amonio, la cepa Pseudomonas balearica, removi6 63.4 + 1.04 mg L en 36 h,
comenzando con una concentracion de 146 + 3.07 mg L, mientras que en el estudio de
Yunjie-Ruan et al. (2020), su cepa removio el 100% del amonio a partir de una concentracion
de 77.73 £2.35 mg L en 32 horas. La literatura indica que el aumento de la concentracién
de amonio en el medio afecta directamente su eliminacion, lo que sugiere que la eficiencia
de remocion de cada cepa depende de la dosis inicial de amonio, considerando también que
diferentes microorganismos responden de manera Unica a diversos factores fisico-quimicos
(Silva et al., 2020; Lei et al., 2016; Chen et al., 2012; Duan et al., 2015).

En nuestro estudio, al iniciar con una concentracion 146 + 3.07 mg L™, nuestra cepa ya habia
removido 63.4 + 1.04 de amonio a las 36 horas. Si consideramos la concentracion inicial

utilizada por Yunjie-Ruan et al. (2020), nuestra cepa hubiera removido el 85%.

10.2. Bioensayo Il Evaluacion del efecto de la adicion de las cepas seleccionadas

en un cultivo de juveniles de P. vannamei

No observaron diferencias significativas en el peso promedio de los organismos entre los
tratamientos y el control. Sin embargo, se registraron diferencias significativas en la
supervivencia ya que el control mostré una menor supervivencia que los tratamientos en los
30 dias de experimento. Datos similares fueron obtenido por Dou et al. (2021) al utilizar las
cepas Vibrio sp. AB15 y Pseudomonas fluorescens cepa NB14 en un sistema de biofloc,
donde no se observaron diferencias significativas ni en el peso ni en la supervivencia entre
el control y los tratamientos en un experimento de 21 dias. En nuestro estudio, tampoco se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de supervivencia entre los tratamientos

y el control a los 21 dias.

En cuanto la capacidad de degradacion de amonio y nitrito, Dou et al. (2021) indicaron que
estas dos cepas, a concentraciones limite de 1x10%y 1x108 UFC ml%, podrian ser aplicados
en estanques de cultivo de camardn para degradar el amonio y nitrito, siendo inofensivos
para el camardn blanco. Esto resultados son consistentes con los obtenidos en nuestro estudio,
donde utilizando tres cepas diferentes de Pseudomonas a una concentracion de 1x10” UFC

mL-1 por tratamiento, observamos que degradaban eficientemente el amonio en un cultivo de
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camaron, sin afectar el crecimiento ni la supervivencia de este, y siendo inofensivas para el

camaron.

Su et al. (2021), al utilizar la cepa Pseudomonas sp. GZWN4 en un cultivo de camarén P.
vannamei a una densidad de 1x10° y 1x10® UFC mL™ proporcionadas cada tres dias,
observaron que no hubo diferencias significativas en el peso final, en el peso ganado ni en la
supervivencia con respecto al control a los 14 dias. Resultados similares fueron obtenidos en
nuestro trabajo, donde con una concentracion de 1x10” UFC mL™ y con una aplicacion de
los tratamientos cada 5 dias, no se observaron diferencias significativas en el peso ni en la

supervivencia con respecto al control a los 14 dias.

En cuanto a la eficiencia para degradar los compuestos nitrogenados, en el estudio de Su et
al. (2021) observaron que la cepa tiene una excelente capacidad de eliminacion de nitrégeno
en un cultivo real, y, ademas, para adaptarse en un entorno de cultivo. Cuando se evalud la
eficiencia de la cepa en agua con las tres fuentes de nitrdgeno (NO2, NOs, NH4), observaron
que cuando disminuye el amonio, aumentan los nitratos y nitritos. Las bacterias tuvieron
mayor eficiencia cuando la relacion carbono nitrégeno fue de 10 o mas, eliminando muy bien
el NO>. Los datos fueron similares a los del presente estudio, ya que nuestros tres tratamientos
tuvieron alta eficiencia en la eliminacion de amonio comparados con el control, en el que el
amonio se mantuvo alto después del dia 15. Esto indica que estas cepas tienen una alta
eficiencia de eliminacién después de los 15 dias de cultivo manteniendo las concentraciones

de amonio bajas.

En el caso del nitrato, como lo explican diversos autores, cuando la fuente de nutriente
prioritaria es el amonio, las bacterias lo transforman a nitrato acumulandose en el agua (Ruan
et al 2020, Su et al., 2021). Esto tiene sentido, ya que en nuestro experimento se registré un
aumento de nitrato después de los 15 dias, manteniéndolo mas alto que el control. Respecto
al nitrito, se observaron algunas diferencias significativas con el control, aunque fueron
minimas al finalizar el experimento ya que como menciona Su et al. (2021), la relacion C/N
debe ser mayor a 10, ya que si es 0-5, la eficiencia de degradacion de nitrito de este tipo de
bacterias es muy pobre. Otra razon por la que esto pudo pasar, es que las bacterias dieron

prioridad a la utilizacion de amonio por ser la primera fuente de nitrogeno en el agua.
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Ademas, segun la literatura, algunas cepas podrian acumular el nitrito en lugar de degradarlo
completamente, lo que significa que las bacterias podrian contribuir a su acumulacion en el
agua. Este fendmeno podria deberse a una incapacidad de algunas cepas para eliminar
completamente el nitrito (Zou et al., 2014). Se ha documentado que el nitrito puede inhibir
el proceso de desnitrificacion y causar toxicidad en ciertas cepas, limitando asi el efecto de
la aplicacion préactica de las mismas (Soto et al., 2007). Se deben realizar mas estudios con

este tipo de cepas para comprender mejor su comportamiento con estas fuentes de nitrogeno.

10.3. Bioensayo Il Reto con Vibrio parahaemolyticus.

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria patdgena responsable de la enfermedad de la
necrosis hepatopancreéatica aguda (AHPND), anteriormente conocida como enfermedad de
la mortalidad temprana por la alta mortalidad (EMS) en los primeros 20 a 30 dias de cultivo
(Tranetal., 2013). La AHPND se caracteriza por una atrofia severa del hepatopancreas (HP).
Este patégeno tambien conocido como Vparenp, alberga genes de toxinas Ilamados pirA Vp
y pirB Vp (Tran et al., 2013; Lee et al., 2015). Estudios mas recientes han demostrado la
presencia de Vpanpno €n varios tejidos de camarones, incluyendo el hepatopancreas, el
estomago, los intestinos y las branquias (Chen et al., 2017; Khimmakthong y Sukkarun,
2017).

Las pruebas del reto del presente estudio muestran que los genes que participan en la
virulencia de AHPND presentaron una menor abundancia en el hepatopancreas de los
camarones de los tratamientos con las cepas bacterianas probadas, registrando una
supervivencia del 100 %, mientras que en el tratamiento control la mortalidad observada fue
del 37 %.

La naturaleza de Pseudomonas sp_es producir biopeliculas para competir por los nutrientes y
espacio en superficies y en la columna de agua, teniendo asi un efecto antagonico contra
Vpanpenp (Lalucat et al., 2006). Esta interaccion entre las bacterias que fueron usadas como
tratamiento y el Vpanpnp, podria haber sido un factor que influyd en la baja virulencia de;

patogeno en los camarones (Prachumwat et al., 2019).
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Aunque no se conoce el mecanismo especifico de accion de estas cepas, se ha observado que
otros tipos como la aislada por Essén et al. (2007) Pseudomonas stuzeri produce sideroforos,
compuestos que actian como quelantes de hierro en aguas para limitar su disponible y asi
inhibir el desarrollo de bacterias patdgenas. Por otro lado, en otros estudios se ha informado
que la especie Pseudomonas balearica produce pigmentos antimicrobianos como la melanina

que contribuyen a la inhibicién del crecimiento de algunos patdgenos (Zerrad et al., 2014).

Los resultados de la cuantificacion de Vpanpnp en el hepatopancreas indicaron que la cantidad
de copias de Vpanpno fue muy baja en los tres tratamientos en comparacion al control, donde
fue relativamente alta. Datos similares fueron obtenidos por Wang et al. (2018), quienes
evaluaron Pseudoalteromonas sp como posible agente biocontrol en la supervivencia del
camaron blanco contra Vpaxpno. Observaron que las cepas CDM8 y CDAZ22 tenian capacidad
inhibidora contra este patdgeno, registrandose un bajo nimero de copias del gen Pir A VVp en
las branquias de los organismos. Concluyendo que estas cepas, debido a su naturaleza tienen

la capacidad de reducir la microbiota competidora.
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11. CONCLUSION

Bioensayo 1.

Todas las cepas utilizadas demostraron capacidad para remover el amonio, nitrito y
nitrato in vitro.

Las cepas que mostraron mejores resultados en la remocion de amonio fueron
Pseudomonas stutzeri (13A-SIDES1) y Providencia sp (12A-AEDES1).

Las Cepas mas eficaces para remover el nitrito fueron las Pseudomonas stutzeri (13A-
SIDES1) y Pseudomonas sp (6-1SLB1).

Las cepas con mejores resultados para remover el nitrato fueron 13A-SIDES1, 14-
ISDES1 y 6-ISLB1, identificadas como Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
balearica y Pseudomonas sp.

Las cepas, Pseudomonas sp. (6-ISLB1), Pseudomonas balearica (14-ISDES1),
Pseudomonas stutzeri (13A-SIDES1), tienen el potencial para ser usadas en la

remocidn de amonio, nitrito y nitrato en acuicultura.

Bioensayo 2.

Las cepas que utilizadas en este bioensayo mostraron un efecto positivo en la
remocion de amonio después de los 15 dias de cultivo.

Los tratamientos demostraron una alta bioseguridad para P. vannamei con una
concentracion de 1x107, es decir, el tratamiento no afect6 ni el crecimiento ni la
mortalidad de los organismos.

Los tratamientos con bacterias heterotrofas no solo aseguraron el desempefio y el
bienestar de los camarones, sino que también mejoraron su rendimiento en el cultivo.
Esto sugiere que las bacterias heterdtrofas desempefiaron un papel positivo en la
respuesta productiva del cultivo, manteniendo condiciones o6ptimas para el

crecimiento y la supervivencia de los camarones.

Bioensayo 3.

Las cepas utilizadas en este bioensayo demostraron una capacidad para inhibir la

colonizacién de vibrios en el hepatopancreas.

47



Se demostro que, al usar estos tratamientos, hubo mayor supervivencia que en el

control cuando se inoculé el patdgeno en el agua.
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