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RESUMEN

Todas aquellas bacterias que son administradas y entran al tracto gastrointestinal
manteniéndose vivas y mejorando la salud del huésped son consideradas probioticas, no
obstante, para la evaluacion del potencial probidtico una cualidad indispensable es la
capacidad antagdnica hacia patdgenos. Estudios gnotobidticos demostraron la capacidad
benéfica de la mezcla de cepas Exiguobacterium mexicanun 8N DSM 16483" y
Microbacterium sp. 8L DSM 16485" en el desarrollo y crecimiento larval de Artemia
franciscana, sin afectar su supervivencia. En la presente tesis se determiné la presencia
de estas cepas de bacterias dentro del tracto gastrointestinal de larvas de Artemia, su
ubicacion, condicion de viabilidad celular y su ingesta activa o pasiva por Artemia en
condicion gnotobidtica mediante herramientas de microscopia de contraste de fases,
microscopia electronica de barrido, cortes histologicos, microscopia de fluorescencia y
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Se determind que las
bacterias 8N y 8L fueron ingeridas de manera activa, se presentaron viables en mezcla
con el alimento (levadura) sin atravesar la membrana peritrofica. Se evaluaron
productos extracelulares de las bacterias 8N y 8L bajo electroforesis en gel de
poliacrilamida con desnaturalizante sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) y se determin6
la presencia de proteasas; las endopeptidasas (no del tipo serino) de la cepa 8L
mostraron una alta capacidad de digestion in vitro de proteinas de levadura por analisis
de digestibilidad en pH-stat. Analisis por electroforesis en gel con gradiente de

temperatura temporal (TTGE), mostraron que la Artemia en condicion agnotobidtica



tuvo la capacidad de bioencapsular ambas cepas 8N y 8L, y la bacteria 8N influyé en el
perfil de la comunidad bacteriana del tracto digestivo. Larvas de la lubina Europea
Dicentrarchus labrax de 24 dias de edad en condiciones agnotobidticas mostraron
similar ganancia de peso corporal y supervivencia con 8N y 8L bioencapsulada con
Artemia, en comparacion con el grupo control; sin embargo, la presencia de 8N
significo un cambio en la comunidad bacteriana del tracto digestivo de la lubina.
Ademas, ambas cepas no tuvieron capacidad de proteccion hacia al patogeno Vibrio
anguillarum cepa 01b en pruebas de reto de 24 h. Con los resultados de la presente
investigacion, las cepas 8N y 8L pueden ser consideradas bacterias benéficas sin ser
estrictamente probioticas. El modelo de cultivos gntobioticos de Artemia y los estudios
polifasicos son sugeridos como estrategia para la investigacion sobre las interacciones

bacteria-huésped en estudios de ecologia microbiana de ambientes acuicolas.



ABSTRACT

Bacteria that are administered in such a way as to enter the gastrointestinal tract and to
be kept alive, with the aim of improving health, particularly providing protective
capability against pathogens, are considered probiotics, however, for the evaluation of
probiotic potential an essential quality is the antagonistic capability toward pathogens.
Gnotobiotic studies have demonstrated the beneficial capability of a mix of
Exiguobacterium mexicanum 8N DSM 16483" and Microbacterium sp. 8L DSM
16485" on the development and larval growth of Artemia franciscana, without affecting
survival. This thesis determined the presence of these bacteria strains inside of
gastrointestinal tract of Artemia larvae, their location, their viability, and their active or
passive ingestion by Artemia in gnotobiotic condition, using phase contrast microscopy,
scanning electron microscopy, histological techniques, fluorescence microscopy and
denaturing gradient gel electrophoresis. The results showed that strains 8N and 8L were
actively ingested, remained viable in a mix with food (yeast) and did not cross the
peritrophic membrane. The extracellular products of the bacteria strains 8N and 8L were
evaluated with SDS-PAGE and the presence and activity of proteases were determined
in both strains. Non-serine endopeptidases of strain 8N showed a high digestive
capability of yeast proteins by in vitro tests of pH-stat. Under agnotobiotic conditions,
Artemia had the capacity of bioencapsulation with both strains. Temporal temperature
gradient-gel electrophoresis showed the influence of 8N on the profile of the bacteria

community in the digestive tract. Larvae of the European seabass Dicentrarchus labrax



in agnotobiotic condition at 24 days showed a similar improvement in body weight and
survival with 8N and 8L bioencapsulated in Artemia, in comparison with the control
group, but the presence of 8N changed the bacterial community of the digestive tract of
lubina. Also, neither bacterial strain provided protective capability toward the pathogen
Vibrio anguillarum strain 01b in challenge tests lasting 4 days. With these results,
strains 8N and 8L could be considered as beneficial bacteria that support improvements
without being showing strict probiotic functions. The model of gnotobiotic cultures of
Artemia and polyphasic studies are suggested as a strategy in studying the interaction

between bacteria and host in studies of microbial ecology of aquaculture environments.
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INTRODUCCION GENERAL

Las primeras atribuciones benéficas reportadas de bacterias hacia el mejoramiento de la
salud de organismos acuicultivados fueron las de ejercer una proteccion hacia bacterias
y virus patogenos, determinadas por pruebas in vitro (Dopazo et al., 1988). Estudios
sobre la proteccion bacteriana contra patdégenos en la interaccion huésped-bacteria han
predominado en las evaluaciones posteriores de bacterias para determinar su estatus
probidtico en acuicultura (Gomez-Gil et al., 2000; Vershuere et al., 2000b; Gullian et
al., 2004). Las definiciones propuestas para el concepto probidtico en acuicultura como
la definida por Gatesoupe (1999), quien sugiere que los probioticos son aquellas células
microbianas que son administradas de tal manera que entran al tracto gastrointestinal y
se mantienen vivas, con la meta de mejorar la salud del organismo; y el concepto de
probidtico definido por Verschuere et al. (2000b) en el que enunciaron como un
microorganismo vivo adjunto el cual tiene un efecto benéfico sobre el huésped mediante
la modificacion de la comunidad bacteriana ambiental o asociada al huésped, por el
aseguramiento del uso mejorado del alimento o aumentando su valor nutricional, por el
incremento de la respuesta del huésped hacia enfermedades, o por el mejoramiento de la
calidad de su medio ambiente. Estos conceptos son tan amplios que las bacterias
putativas probidticas pueden ejercer formas de accion benéfica distintas, y la falta del
atributo protector contra patdégenos no necesariamente es motivo de exclusion de la
categoria probiotica, en el sentido estricto de la definicion. Sin embargo, Gomez-Gil et
al. (2000) afirmo que debe existir una clara distincion entre la funcion probiotica de una
bacteria con la de un microorganismo que solo suministra nutrientes esenciales como

complemento alimenticio. Vine et al. (2006) incluye que en larvicultura marina para
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seleccionar un organismo probidtico, ademas de la capacidad protectiva hacia
patogenos, la bacteria debe tener la capacidad de crecimiento en el mucus intestinal y de

producir otros compuestos benéficos.

Revisiones sobre probiodticos en acuicultura muestran trabajos de investigacion
con una amplia gama de funciones (comprobadas, sugeridas y potenciales) benéficas
que las bacterias ofrecieron a la salud de sus huéspedes (Balcazar et al., 2006;
Gatesoupe, 1999; Gomez-Gil et al., 2000; Tinh et al., 2008; Verschuere et al., 2000b;
Vine et al., 2006), y algunos investigadores han dado directrices para calificar o
identificar a microorganismos que podrian pertenecer a este grupo, de entre las
principales se mencionan que un probidtico debe presentar las siguientes caracteristicas
bioldgicas: Gatesoupe (1999) menciona que debe ser antagoénico a patdogenos con
colonizacion intestinal (adhesion al mucus intestinal), y conferir resistencia
incrementada del huésped hacia patégenos. Verschuere et al. (2000), mencionaron que
los probioticos deben presentar un antagonismo a patdégenos, colonizacion y adhesion,
viabilidad dentro del huésped o de su ambiente de cultivo (in vitro o in vivo), y deben
ser estudiados a través de pruebas in vivo con cultivos monoxénicos determinando el
desempefio del huésped (supervivencia, comportamiento natatorio o de alimentacion),
evaluando la no patogenicidad y el efecto probidtico hacia el huésped. Vine et al. (2006)
consideraron importante estudiar el antagonismo hacia patogenos, evaluar la no
patogenicidad del probidtico, evaluar el probidtico in vivo sobre un probable
mejoramiento en supervivencia y crecimiento, la produccion de compuestos
antagénicos a patdgenos, caracteristicas de crecimiento poblacional ventajoso,
capacidad de adhesion a mucus intestinal, y produccion de otros compuestos benéficos

para el huésped ademas del efecto protector a patdogenos. Balcazar et al. (2006)
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enunciaron que es importante presentar una exclusion competitiva a bacterias
patogenas, prueba de histopatologia hacia el huésped, capacidad de colonizacion y/o

adhesion, y produccion de compuestos antagonicos a patdogenos.

En base a las revisiones anteriores sobre el concepto de probioticos en
acuicultura, parece que éste incluye como indispensable el poseer una atribucion de
proteccion hacia potenciales patdgenos mediante su transito viable o mediante el
establecimiento a lo largo del canal digestivo del huésped (Balcazar et al., 2006;

Gatesoupe, 1999; Gomez-Gil et al., 2000; Verschuere et al., 2000b; Vine et al., 2006).

El uso de probidticos en la acuicultura estd ampliamente extendido
principalmente en el cultivo de larvas de algunas especies de peces y crustaceos marinos
(Decam et al., 2008; Vine et al., 2006). Hoy en dia una alta proporcion de productos
denominados probioticos que se utilizan en acuicultivos de organismos marinos ofrecen
resultados con un sustento cientifico débil (Tinh et al., 2008). Asi mismo, en general
continla sin conocerse los mecanismos precisos de la forma en que las bacterias ejercen
un beneficio (Irianto y Austin 2002; Tinh et al., 2008). No obstante, el impacto de la
comunidad bacteriana en el tracto digestivo de organismos acuicultivados ha
demostrado ser importante en su desarrollo fisiologico, asi como en el sistema inmune y
el metabolismo de su huésped. Un estudio con juveniles del pez cebra Danio rerio en
condicion gnotobidtica revelaron que la microbiota convencionalizada 'y
convencionalmente cultivada regul6 la expresion de 212 genes del tracto digestivo y 59
genes conservados que son homoélogos en intestino de ratones modelo gnotobiodticos,
incluyendo las relacionadas a la estimulacion de la proliferacion epitelial, en la
promocion del metabolismo de nutrientes, y en la respuesta inmune innata, mediante

evaluaciones de ADN en sistemas de microarreglos (Raws et al., 2004).
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Las cepas 8N y 8L fueron recuperadas de la superficie de quistes comerciales de
Artemia mediante cultivos en condicion estéril, lo cual indica su probable pertenencia a
especies autoctonas de la comunidad microbiana presente en el habitat natural de este
branquiopodo, el lago salino de la Bahia de San Francisco, E.U.A. (Orozco-Medina et
al., 2002). Se han hecho esfuerzos por recuperar especies de bacterias autoctonas o que
predominan en organismos saludables con potencial probidtico para aplicarlos en
acuicultura, no obstante la diversidad microbiana presente en estos ambientes la
mayoria de los estudios se han reducido a grupos de bacterias Vibrionaceas,
Salmonedaceas, Bacillus spp., y bacterias acido lacticas (Irianto y Austin 2002;
Gatesoupe 1999, Vine et al., 2006), este Gltimo grupo introducido en larvas de peces
marinos con resultados prometedores pero escasamente representados en aislamientos

de ambientes naturales del tracto digestivo de estos peces (Vine et al., 2006).

Orozco-Medina et al. (2002) reportaron por primera vez a los géneros
Exiguobacterium y Microbacterium como bacterias benéficas en el desarrollo y
crecimiento larvario de Artemia en sistemas de cultivo gnotobidtico, sin detrimento en
su supervivencia, y fue también el primer reporte para organismos acuicultivados en
general. Solo una cepa del genero Microbacterium sp., ha sido aislada de entre una
comunidad bacteriana desarrollada de manera fortuita en el tracto gastrointestinal de la
trucha artica Salvelinus alpinus, y se le menciona como miembro participante en una
probable contribucion a procesos nutricionales (Ringo et al., 1995). Con este marco
teorico de referencia sobre el probable tipo de participacion benéfica de estos géneros
entre huésped-bacteria, se determind hacer estudios in vivo bajo cultivos gnotobidticos
larvales de Artemia, sobre la capacidad de ingesta por Artemia sobre estas bacterias 8N

y 8L, su probable establecimiento y distribucion en el lumen intestinal, y la viabilidad

11



celular en el ambiente luminal. Posteriormente se evaluaron las cepas 8N y 8L en
condiciones de cultivo agnotobidtica con larvas de Artemia, determinando la carga
intestinal bacteriana, la relacién de presencia y actividad celular en el tracto digestivo de
Artemia, y la influencia que tiene en la estructura de la comunidad bacteriana
desarrollada de manera fortuita. De igual forma se evaluaron estas cepas 8N y 8L con
larvas de Dicentrarchus labrax determinando la relacion de presencia y actividad
celular en el tracto digestivo, y su influencia en la estructura de la comunidad
bacteriana, ademas de la determinacion de supervivencia y peso total al final de un
cultivo de 19 dias con peces de una edad de 6 dpe. Una prueba in vivo de proteccion
contra el patégeno Vibrio anguillarum 01b fue realizada en larvas de 6 dpe. Como uno
de los probables modos de accion benéfica nutricional de las cepas 8N y 8L hacia larvas
de Artemia, se estudidé aplicando el método de pH-stat la produccion de proteasas
celulares y su capacidad de hidroélisis sobre las proteinas del alimento, en este caso la

levadura de pan Saccharomyces cerevisiae.

De acuerdo a lo arriba discutido sobre el concepto probidtico, y a los resultados
en pruebas de antagonismo hacia bacterias patdgenas por parte de las bacterias putativas
probiodticas de Exiguobacterium mexicanum DSM16483" y Microbacterium sp. 8L
DSM16485", estas bacterias no podrian ser catalogadas como probioticos para larvas de
Artemia y de peces marinos, sin embargo pueden ser consideradas como unas bacterias
benéficas en el desarrollo larval de Artemia (Orozco-Medina et al., 2002), y bacterias
sin detrimento en la supervivencia y peso corporal en larvas de peces Dicentrarchus
labrax (datos reportados en la presente tesis). Y como una posible via de beneficio

bacteriano se propone el aporte de enzimas proteasas extracelulares que apoyan en la
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digestion del alimento del huésped Artemia, particularmente con la bacteria

Microbacterium sp. cepa 8L.

JUSTIFICACION

En organismos acuicultivados, es importante la comprension de los modos de
interaccion entre huésped y bacteria a nivel del tracto gastrointestinal, en los cuales el
suministro de células bacterianas viable (o potencialmente viable) en el agua de cultivo
o el alimento ha resultado en el mejoramiento del desarrollo y salud del hospedero. Para
lo cual se requieren estudios a nivel de poblacion microbiana que resuelvan las
preguntas basicas de su ingesta, viabilidad, actividad, ubicacion, persistencia, e
inocuidad en el lumen intestinal del organismo bajo cultivo. Esta informacion es
considerada un apoyo para la determinacion de estudios directrices a niveles de
organizacion mas especificos, que nos permitan conocer los modos de accion benéfica

ejercidos por las bacterias en cuestion.

HIPOTESIS

Se estimd que los probables modos de accion benéficos de las bacterias E. mexicanum
cepa 8N y Microbacterium sp., cepa 8L, en el desarrollo de larvas de Artemia, se llevan

a cabo dentro del tracto gastrointestinal, por lo se establecieron las siguientes hipotesis.
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1.

2.

3.

Las bacterias Microbacterium sp. 8L y Exiguobacterium mexicanum 8N son
ingeridas por las larvas de Artemia franciscana y se establecen o transitan
viables en el tracto gastrointestinal, ademas, no invaden o dafian el epitelio

intestinal.

Las enzimas proteasas extracelulares de las bacterias Microbacterium sp. 8L y
Exiguobacterium mexicanum 8N apoyan en la digestion inicial de levadura
usado como alimento para Artemia franciscana, actuando en el lumen intestinal

en mezcla con el quimo.

Las bacterias Microbacterium sp. 8L y Exiguobacterium mexicanum 8N en
cultivos agnotobiodticos de larvas de Artemia franciscana y de la lubina
Dicentrarchus labrax, son ingeridas y se encuentran en estado celular activo
(ademas de viables) en el tracto gastrointestinal, y ejercen una proteccion hacia
el patdogeno Vibrio anguillarum 01b, ademas de influir en la diversidad de la

comunidad bacteriana del tracto digestivo de dichas larvas.
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OBJETIVOS

Las bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N y Microbacterium sp. 8L son reportadas
benéficas por primera vez como género y como especie en organismos acuicultivados
en la especie Artemia franciscana. Por lo tanto, para conocer mas acerca de los modos

de accion benéfica nos planteamos los siguientes objetivos particulares

1. Estudiar la ingestion, localizacion, establecimiento, y condicion de
viabilidad de las cepas 8N y 8L en el tracto digestivo de larvas de Artemia,

en cultivos gnotobidticos.

2. Determinar la producciéon de enzimas proteasas extracelulares por estas
bacterias y su capacidad de hidrolisis de proteinas de levadura usada como

alimento para la Artemia bajo condiciones de cultivo gnotobiotico.

3. Monitorear la presencia y actividad bacteriana mediante indicadores
moleculares de las poblaciones de bacterias benéficas 8N y 8L, y el perfil de
la comunidad bacteriana fortuita en el tracto digestivo de larvas de Artemia
franciscana, y de Dicentrarchus labrax, en cultivos agnotobioticos, con una

prueba in vivo de proteccion contra un patdogeno en esta Gltima especie.
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CAPITULO 1
Ingestion, localizacion, y viabilidad de las bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N vy
Microbacterium sp., 8L en el lumen intestinal de larvas de Artemia franciscana bajo

condiciones de cultivo gnotobiotico

1.1. INTRODUCCION

Las comunidades bacterianas en cultivos de Artemia son estudiadas principalmente para
mejorar la supervivencia larval y el desarrollo, e incrementar la resistencia a
enfermedades (Makridis et al., 2000; Marques et al., 2006; Verschuere et al., 1999;
Verschuere et al., 2000). Harris (1993) reviso los tipos de interacciones entre los
invertebrados acuaticos y los microbios, y enfatizé que las comunidades de bacterias en
el intestino requieren de una evaluacion rigurosa a nivel de poblaciones. De acuerdo a
Gatesoupe (1999), los microorganismos benéficos (probiodticos) son considerados para
funcionar a través del antagonismo contra patégenos, de la colonizacion intestinal (con
posible adhesion al mucus intestinal), e incrementar la resistencia del huésped hacia los
patogenos. Algunos investigadores han propuesto que los efectos benéficos de las
bacterias en Artemia son el resultado de la contribucion nutricional de suplementos, o
de la competencia mediante la exclusion de bacterias patdgenas (Gorospe et al., 1996;
Irianto y Austin, 2002; Marques et al., 2005). Marques et al. (2006) propusieron el uso
de sistemas gnotobidticos como una herramienta estandar para las investigaciones sobre

las interacciones entre los animales acuaticos y los microorganismos. Varios métodos
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de cultivo para la produccion de Artemia bajo condiciones gnotobidticas han sido

publicados (Marques et al., 2006; Hernandorena, 1991; Orozco-Medina et al., 2002)

Las bacterias heterotroficas Gram-positivas aerobicas Exiguobacterium mexicanum
cepa 8N (Lopez-Cortés et al., 2006) y Microbacterium sp., cepa 8L en cultivos
dixénicos con Artemia resultaron con efecto benéfico en el desarrollo y el crecimiento
larval (Orozco-Medina et al., 2002). Un modo probable de accion de estas bacterias
para proveer de efecto benéfico para la Artemia puede ser a nivel del tracto intestinal;
no obstante, no hay estudios sobre la interaccion de estas en particular en el lumen
intestinal de Artemia. Ha sido ampliamente aceptado que el crustaceo Artemia se
alimenta como un filtrador no selectivo (Marques et al., 2006; Sorgeloos et al., 2001).
Sin embargo, un estudio sobre la selectividad de alimento en este camarén salmuera
demostrd la importancia del tamafio de particula en el proceso de filtracion en diferentes
etapas de desarrollo (Gelabert, 2001). Gomez-Gil et al. (1998) reportaron que la
ingestion de bacterias depende considerablemente del tipo de bacteria, el tiempo de
exposicion, y el estatus (viva o muerta) de la bacteria. Asi entonces, la meta de este
estudio fue investigar la interaccion entre E. mexicanum 8N y Microbacterium sp. 8L, y
el lumen intestinal de A. franciscana en cultivos gnotobidticos, con y sin levadura de
pan comercial autoclaveada como alimento, y determinar si estas bacterias mantenian su
viabilidad dentro del tracto intestinal. El enfoque fue sobre las siguientes preguntas:
(Son estas cepas bacterianas ingeridas? Si es asi, ;En donde se localizan dentro del
tracto intestinal? Y ;Estas bacterias se encuentran vivas o muertas dentro del tracto

intestinal?
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1.2. MATERIAL Y METODOS

1.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Exiguobacterium sp., cepa 8N y Microbacterium sp., cepa 8L fueron aisladas de quistes
de Artemia franciscana (Orozco-Medina et al., 2002) y preservadas con 5 % (v/v) de
glicerol en caldo marino 2216 (DIFCO Corp.) a -196 °C en nitrogeno liquido. La
identidad de la cepa 8N correspondio a una nueva especie denominada Exiguobacterium
mexicanum, depositada en la coleccion alemana de microorganismos y cultivos
celulares (DSMZ) con la clave de cepa tipo DSM 16483" (Lopez-Cortés et al., 2006),
Microbacterium sp. La cepa 8L fue registrada con la clave DSM 16485" (en espera de
su alta en la coleccion del DSMZ cuando su utilizacion sea mencionada en publicacion
cientifica indexada). Las cepas fueron cultivadas en caldo marino 2216 a 30 °C, con
agitacion a 120 rpm y cosechadas en la fase de crecimiento exponencial (Orozco-
Medina et al., 2002). Las células bacterianas fueron separadas del medio de cultivo por
centrifugacion a 6000 x g por 5 min a 25 °C, y suspendidas en 20 mL de agua de mar

artificial estéril (AMAE, Instant Ocean”, 35 g L"), para utilizar como fuente de inéculo.

1.2.2. Ingestion y localizacion de bacterias en el lumen intestinal

Se realizo la Prueba I con duracion de 24 h, y comprendid los siguientes tratamientos:
IA, Artemia axénica; IB, Artemia monoxénica con las bacterias E. mexicanum 8N, o
Microbacterium sp. 8L; y IC, Artemia monoxénica con las bacterias 8N, u 8L mas 0.05
g L de células muertas (esterilizadas por autoclave) de levadura de pan comercial

Saccharomyces cerevisiae (Nevada SAF-MEX, México) como alimento. Los
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tratamientos se realizaron por duplicado usando 40 nauplios de Artemia libres de
bacterias cada uno, cultivados en tubos de ensayo que contenian 40 mL de AMAE,
esterilizada por autoclave y filtrada con filtro Whatman 7182-004 de 0.2 pm de
diametro de poro; los cultivos se mantuvieron a 28 °C en un bafio maria. Todos los
experimentos se realizaron con dos repeticiones (ver diagrama en Figura 1). En los
tratamientos con bacteria, cada tubo de ensayo fue inoculado a una densidad final de
1x10° células mL" de cada cepa bacteriana. El volumen de indculo en cada tubo fue
calculado con la formula V, = (C;) (V,)/C,, donde V; es el volumen a inocular, C; es la
concentracion celular (1x10° células mL™), V; es el volumen de AMAE en cada tubo
(40 mL), y C; es la concentracion celular en la fuente de indculo determinado por tres

conteos totales con una camara Petroff-Hausser.

Los nauplios de Artemia libre de bacterias fueron obtenidos con el método
descrito por Orozco-Medina et al. (2002). Los quistes fueron descapsulados
(eliminacion del corion) con hipoclorito de sodio e incubados en AMAE. Las soluciones
de hidratacion y de descapsulacion de quistes fueron preparadas con agua destilada. Los
experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones estériles dentro de una cédmara de
flujo laminar y la cristaleria utilizada fue esterilizada por autoclave a 120 °C por 20 min.
Al inicio de los cultivos experimentales, los nauplios de Artemia, la levadura, y el
indculo bacteriano (dado el caso) fueron introducidos dentro de los tubos de ensayo en
el orden mencionado con el AMAE previamente adicionada. Para mantener la levadura

en suspension en el medio de cultivo de Artemia, los tubos experimentales fueron
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Figura 1. Diagrama de flujo del disefio experimental de los cultivos gnotobidticos de
Artemia. A = tratamiento A, larvas de Artemia axénicas, B = tratamiento B, larvas
monoxénicas con la cepa bacteriana 8N u 8L, C = tratamiento C, larvas monoxénicas

con levadura esterilizada por autoclave como alimento.

gentilmente agitados durante 1 min cada 8 h. La determinacion de bacterias en el agua
de cultivo de Artemia fue mediante la cuenta total (células mL™) con una cdmara

Petroft-Hausser bajo un microscopio optico de contraste de fases Nikon Labophot, y por
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conteo de bacterias viables (UFC mL™) en placas con agar marino 2216 (Difco Corp.).
Las determinaciones fueron hechas a las 0 h y 24 h de cultivo. Los resultados de cuentas
bacterianas fueron analizados por ANOVA de una via, y por pruebas de comparacion
multiple de medias de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) usando el programa Statistica'™

version 6.0.

1.2.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM) del tracto intestinal de Artemia

La localizacion de bacterias en el tracto intestinal de Artemia fue determinado por SEM.
Larvas de cultivos axénicos y monoxénicos fueron procesadas segun Felgenhauer
(1987), con algunas modificaciones. Las larvas fueron fijadas en una solucion de 200
uL de glutarhadehido al 2.5 % en 0.1 M de cocadilato de sodio, y 3.5 % de sal marina
artificial Instant Ocean®, con tres cambios de solucién cada hora e incubadas a 4 °C.
Previo a la fijacion, las larvas vivas fueron anestesiadas por inmersion en una solucion
de cloroformo-AMAE a una proporcion 1:100 durante 30 segundos para prevenir la
excrecion fecal durante el proceso de fijacion. Las larvas fueron lavadas posteriormente
tres veces con 500 pL de AMAE a 25 °C por 10 min en cada lavado. La post-fijacion
fue hecha con 2 % de OsO4 disuelto en agua (SIGMA) durante 8 h a 4 °C, bajo
proteccién contra la luz. Luego, las muestras fueron lavadas tres veces con 1000 pL de
agua destilada estéril durante 30 min cada lavado. El proceso de deshidratacion gradual
fue con acetona en agua destilada a 10 %, 20 %, 30 %, 45 %, 65 %, 80 %, 90 %, y 100
%, a 25 °C, tres veces expuestas en cada concentracion durante 5 min. El secado a punto
critico de los especimenes fue realizado con CO, en el desecador Samdri-PUT-3B, a

33.4 °C por 30 min. Las larvas desecadas fueron seccionadas en cortes sagitales con
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navaja de afeitar estéril, para exponer el contenido del lumen intestinal de Artemia. Las
larvas seccionadas fueron montadas en bases de aluminio con adhesivo EMS77100, y
posteriormente recubiertas con Paladio dentro de una camara evaporadora de metales
con vacio Denton DESK II a 45 mA por 35 segundos. Las muestras fueron analizadas
bajo un microscopio electronico de barrido HITACHI S3000-N, a un voltaje de

aceleracion de 5 a 20 kV.

1.2.4. Microscopia de luz del tracto intestinal de Artemia

La localizacién de bacterias dentro del tracto intestinal de Artemia fue estudiada
también utilizando un microscopio de luz optico. Las larvas de cultivos experimentales
fueron fijadas en solucion de Davidson al 100 % (Bell y Lighter, 1988) por 24 h,
después fueron inmersas en etanol al 70 % 24 h. Las larvas fijadas fueron entonces
deshidratadas gradualmente en etanol al 80 %, 90 %, 96 %, y 100 %, por 30 min en
cada concentracion, para luego ser inmersas en parafina, seccionadas (4 pm), y tefiidas
con Hematoxilina-Eosina segun los procedimientos estindar (Sheehan y Hrapchak,
1973). Finalmente, las muestras fueron embebidas en resina poliéster monomero-
estireno Entellan® (Merck 1.07960), y observadas bajo un microscopio de contraste de

fases Olympus BX41.

1.2.5. Viabilidad de bacterias en el lumen intestinal de Artemia

Los experimentos denominados Prueba II, con duraciéon de 24 h, comprendieron los

mismos tratamientos descritos en Prueba I, asignados aqui como tratamientos IIA, IIB,
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y IIC, con dos repeticiones. Las observaciones se llevaron cabo por microscopia de
fluorescencia, para estudiar la ingestion y viabilidad de las bacterias en el lumen
intestinal de Artemia. Para demostrar la ausencia de autofluorescencia se incluyé el
tratamiento IID que consistié de cultivos axénicos de Artemia con levadura esterilizada
por autoclave. Para el analisis, muestras de agua fueron tomadas a las 0 h (Artemia en
etapa nauplio) y a las 24 h de cada tratamiento; también, cinco larvas fueron removidas
y suspendidas vivas en 500 uL del mismo medio de cultivo larval. Posteriormente, se
anadié 30 uL de solucion al 100 % de cada fluorocromo SYTO 9 y Ioduro de propidio,
preparado como lo recomiendan en el producto comercial LIVE/DEAD® BacLight™
bacterial viability kit L13152. El fluorocromo SYTO 9 produce un color verde
fluorescente en las células de bacterias vivas (a una longitud de excitacion-emision de
480-500 nm) y el ioduro de propidio produce un color rojo fluorescente en las células
bacterianas muertas (a 490-635 nm). La suspension de Artemia en medio de cultivo con
solucion de tincion, fue incubada por 30 min a 25 °C en la oscuridad; luego, las larvas
fueron anestesiadas con 10 pL de eugenol al 10 % por 15 min para evitar la excrecion
del contenido intestinal. Las larvas tefiidas fueron observadas bajo un microscopio de
fluorescencia Olympus BX41 con un filtro U-MD/F/TXRD 470-490 nm, usando una
lampara de mercurio de 50 watts como fuente de luz (ver diagrama en Figura 2). Las
micrografias fueron obtenidas usando una cédmara digital CoolSNAP-Pro Media

Cybernetics y editadas con el programa Image-Pro Plus 4.5.0.1.9.
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1 Cultivos
Artemia + bacteria

5 - 10 larvas Artemia
en 500yl

1 Transferencia

3 o Tubo 1.5 mL

4 [100 uL Sol. BacLight al 6 % (Sol. Ay B 1:1)|

5 | Incubar 30 - 60 min 25 °C, en oscuridad ‘

6 I Anestesiar con 10 pL Eugenol al 10 % ‘
7 Montar 2 - 3 larvas

en portaobjetos horadado

g Observar en microscopio de epifluorescencia,
filtro U-MD/F/TXRD 470-490 nm exc.

Figura 2. Diagrama de flujo para la tincion de bacterias en tracto digestivo de larvas de

Artemia con el fluorocromo LIVE/DEAD® BacLight™,

1.2.6. Deteccion de cepas bacterianas por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE)

La Prueba III consistié de cultivos de nauplios axénicos de Artemia de 24 h para obtener
larvas en etapa metanauplio I. En esta etapa de desarrollo se inicia la filtracion e
ingestion de particulas de alimento (Schrehardt, 1987). Asi, los metanauplios I fueron

usados para determinar la ingesta de bacterias bajo dos condiciones de actividad
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natatoria: activa y pasiva. En la condicion activa la larva nada, filtra y se alimenta. Para
obtener larvas en condicion pasiva los metanauplios fueron anestesiados con una
solucion de cloroformo-AMAE de 1:100 durante 30 segundos. Las larvas, activas y
pasivas, fueron retadas en condicion monoxénica y dixénica con las cepas 8N y 8L. La
Prueba III fue disefiada para estudiar si la bacteria logra ingresar al tracto intestinal en
condicién pasiva y corroborar el ingreso de las bacterias en condicion activa. Los
tratamientos fueron los siguientes: Tratamiento control, metanauplios axénicos en
condicion activa sin exposicion a bacterias; tres tratamientos en condicidén activa y
pasiva de los cultivos monoxénicos con 8N y 8L, y el cultivo dixénico con la mezcla de
ambas cepas bacterianas. La exposicion de metanauplios I a las bacterias fue hecha por
inmersién en AMAE con bacterias a una concentracion de 1x10° células mL™ de cada
cepa, durante 1 h. La inactivacion de las larvas fue por anestesia con solucion de
cloroformo al 0.25 % por 1 h. El analisis de DGGE de cada tratamiento se realizd con
160 Artemias metanauplio I, distribuidas en cuatro tubos de ensayo con 40 larvas cada
uno. Este experimento fue repetido cuatro veces. En todos los tratamientos, las bacterias
en superficie externa fueron eliminadas por inmersion de las larvas durante 30 segundos
en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % (concentracion final 0.06 % de cloro
activo) preparado con AMAE. Las larvas fueron lavadas tres veces en 15 mL de AMAE
y posteriormente en 0.05 % de solucion surfactante (Tween 80, SIGMA P4780, disuelto
en AMAE) y finalmente lavadas tres veces en AMAE. Para corroborar la eliminacion
de bacterias externas, diez larvas completas y diez larvas homogenizadas fueron
colocadas por separado en placas con agar marino 2216 (Difco, Corp.) en tres
repeticiones e incubadas al menos 72 h a 30 °C. El ADN total fue extraido (Niibel et al.,

1997; ver Apéndice A, P1) de tres tipos de muestras: (1) De cultivos puros de bacterias,
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para los indicadores control, (2) de larvas axénicas en cultivo, y (3) de larvas expuestas
a las bacterias. Un fragmento del gen que codifica para el 16S del ARN ribosomal, fue
amplificado por PCR (Saiki et al., 1988) usando los iniciadores 341F y 907R, los cuales
son universales para eubacterias (Muyzer et al., 1998). Una cola de GC fue unida al
iniciador 341F en la posicion 5'. La secuencia del iniciador con la cola GC-341F fue 5'-
CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CcGG GGG G ccT
ACG GGA GGC AGC AG-3', y la secuencia del iniciador 907R fue 5'-CCG TCA ATT
CCT TTG AGT TT-3" (Muyzer et al., 1998). Las condiciones del PCR fueron, una
etapa inicial desnaturalizante de 5 min a 95 °C, 35 ciclos consecutivos consistiendo de 1
min a 94 °C, 1 min a 56 °C, y 1 min a 72 °C, y un ciclo final de 5 min a 72 °C. Las
secuencias parciales del 16S de las bacterias ingeridas por la Artemia fueron detectadas
por DGGE, el cual fue llevado a cabo en gel de poliacrilamida al 6 % con gradiente de
30 a 70 % de desnaturalizante de urea al 7 M y 40 % de formamida (ver Apéndice A,
P2). Las bandas de ADN fueron observadas en geles tefiidos con plata (Tebbe et al.,
2001; ver anexo A, P3) después de la electroforesis a 50 V y 60 °C durante 15 h

(Muyzer et al., 1993).

1.3. RESULTADOS

1.3.1. Ingestion bacteriana y localizacion

El agua de cultivo de Artemia del tratamiento IA se mantuvo en condiciones axénicas
durante las 24 h de incubacidn, tal como es demostrado por la ausencia de bacterias en

los conteos bacterianos viables y totales (Tabla I). Los tratamientos con bacteria IB y IC
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iniciaron con conteos viables cercanos de 1x10° células mL™" (P > 0.05) en el agua de
cultivo de Artemia. Las comparaciones entre los conteos viables y totales de ambas
cepas bacterianas 8N y 8L después de 24 h de cultivo, en los tratamientos IB y IC
indicaron que las bacterias suspendidas se mantuvieron viables (P > 0.05). En el
tratamiento IC, un incremento significativo en el nimero total y cuenta viable de 8L (P
> 0.05) fue observado en cultivos de Artemia después de 24 h; pero con la cepa 8N el
incremento significativo fue solo evidente en el numero de células viables (Tabla I). Al
comienzo de todos los experimentos (IA, IB, IC), las larvas de Artemia mostraron el
lumen intestinal vacio con microvellosidades en la zona apical del epitelio sugiriendo la
capacidad de alimentacion de una fuente externa, sin embargo no fueron observadas
bacterias (Figura 3A, 3A). Las larvas de todos los tratamientos después de 24 h de
cultivo mostraron las tres regiones del tracto alimentario: El estomodeo o esofago
(Figura 3B), el mesenteron o intestino medio, y el proctodeo o intestino anterior (Figura

30).

Después de 24 h de cultivo, larvas de Artemia axénica (tratamiento IA)
contuvieron células intestino-epiteliales oscuras y claras Figura 3B). En el ciego
hepatico intestinal, algunas células oscuras estaban abiertas parcialmente y el material
liberado hacia el lumen. Las células claras tuvieron una matriz fibrilar en el lumen del
intestino anterior (Figura 3B). El sistema digestivo tuvo una region mesentérica con
células epiteliales indiferenciadas y el lumen presentdé una envoltura peritrofica
acromatica vacia (Figura 4B). La membrana peritréfica mostré una textura fibrosa
(Figura 4B). No se observaron bacterias en el tracto intestinal de larvas bajo el

tratamiento A de los experimentos con las cepas 8N y 8L.
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Tabla I. Conteo de bacterias presentes en el agua de cultivo de Artemia, bajo
experimentos de Prueba I. Los valores son expresados como logaritmos de base 10 de la
media de las cuentas de células totales (Cels mL™), y cuentas de células viables (UFC

mL™).

T Unidades Prueba con cepa 8N Prueba con cepa 8L
Oh 24 h Oh 24 h
IA CelsmL’ 0 0 0 0
UFCmL"' 0 0 0 0

IB  CelsmL' 592%°(+0.18) 6.05°(£0.08) 5.74*(+0.29) 6.99° (+0.12)
UFCmL"' 5.65*(+£0.22) 6.08(£0.08) 6.33*(x0.32) 7.33*(£0.27)
IC  CelsmL' 6.40°(*039) 6.44°(*+0.09) 6.71°(+0.20)  8.09° (+0.14)

UFCmL"' 5.64*(+0.13) 6.51°(+0.06) 598 (+0.24)  7.96" (+0.23)

T = Tratamientos: 1A, Cultivo axénico de Artemia; IB, Artemia y bacteria; IC, Artemia,
bacteria, y levadura (Saccharomyces cerevisiae). Letras diferentes indican diferencia
significativa entre promedios dentro de cada prueba con las cepas SN o 8L: a<baP <
0.05 (Prueba de Tukey). El valor entre paréntesis es la desviacion estindar de N = 16.

Los tratamientos fueron por duplicado con dos repeticiones.

En tratamiento IB con la cepa 8N, las larvas mostraron el lumen intestinal con el
quimo el cual consistia de material particulado, y como se esperaba, solo un tipo de
bacteria estuvo presente con la morfologia celular de 8N (Figuras 3C, 3D). Bajo
microscopio de luz, las bacterias no se mostraron estrictamente evidentes, pero las
observaciones bajo el SEM permitieron distinguir claramente a las bacterias. Las larvas
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Figura 3. Micrografias de secciones media sagital de larvas de Artemia bajo pruebas de
ingestion y localizacion de Exiguobacterium mexicanum cepa 8N (A, D-F = SEM; By
C = microscopia de luz). A. Nauplios bajo tratamiento IB al inicio de la prueba,
mostrando la superficie interior de un lumen (lu) intestinal vacio, microvellosidades
(mv), y cuerpos vitelinos (yb). B. Region cefilica de metanauplio I expuesto a
tratamiento A (condicion axénica) durante 24 h de cultivo mostrando la region del
estomodeo con células epiteliales oscuras (ed) y claras (el). Una matriz fibrilar (fm) es
visible en el lumen del ciego hepatopancreatico sin bacterias. C. La region mesenteron-
proctodeo de un metanauplio I en tratamiento IB por 24 h mostrando el lumen intestinal

y contiene el quimo (ch) con células de bacterias (b) cubierto por la membrana

29



peritrofica (p). D. Magnificacion del quimo en intestino posterior de metanauplio en
tratamiento IB de 24 h mostrando bacterias (b). E. Region cefalica de metanauplio en
tratamiento IC (bacteria y levadura) de 24 h mostrando el ciego hepatopancreatico (c),
células epiteliales (e), y el quimo (ch) cubiertos por la membrana peritrofica (p). F.
Magnificacion del quimo del intestino posterior de metanauplio en tratamiento IC
(bacteria y levadura) de 24 h y presentado células de levadura (y) y bacterias (b)

adheridas a células de levadura circunscritas por la membrana peritrofica (p).

de Artemia en el tratamiento IB, con las cepas 8N y 8L, tuvieron el lumen intestinal con
el quimo cubierto con una membrana peritrofica (Figuras 3C, 4C), la cual es una
pelicula delgada presente en el canal alimentario que limit6 el contacto entre el quimo y
la superficie epitelial intestinal a lo largo de la region mesentérica. Las larvas con cepa
8L mostraron una membrana peritrofica con dos zonas, una granular y otra fibrosa
(Figura 4C). Las zonas granulares tuvieron cuerpos oscuros de manera predominante en
una distribucion homogénea que se consideran fueron células de la cepa 8L. En
contraste, las zonas fibrosas tuvieron pocos cuerpos oscuros. Observaciones en el SEM
confirmaron que las cepas 8N, y 8L estuvieron presente en mezcla con particulas que

conformaron el quimo (Figuras 3D, 4D).

A las 24 h, las larvas en el tratamiento IC tuvieron un lumen intestinal lleno con
alimento y el lumen estaba cubierto con una membrana peritrofica. En el espacio
endoperitrofico, el alimento consistié de células de levadura mezcladas con células de
8N (Figuras 3E, 3F), o con células de la cepa 8L (Figuras 4E, 4F). La membrana
peritréfica presentd una superficie irregular (Figura 3F). Las paredes celulares de

algunas levaduras se observaron incompletas y deformes (Figura 4F).
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Figura 4. Micrografias de secciones media sagital de larvas de Artemia bajo pruebas de
ingestion y localizacion de Microbacterium sp., cepa 8L (A-C, y E = microscopia de
luz; D y F = SEM). A. Metanauplio I expuesto a tratamiento IA (cultivo axénico) a 0 h
de cultivo mostrando el intestino anterior, células epiteliales (e) con abundantes cuerpos
vitelinos (yb) y microvellosidades (mv) en formacion. B. Metanauplio en tratamiento [A
(cultivo axénico) de 24 h mostrando lumen (lu) del mesenteron con una membrana
peritrofica (p) vacia, células epiteliales (e) y microvellosidades (mv). C. Metanauplio en
tratamiento IB de 24 h presentando el lumen (lu) mesentérico con una membrana
peritrofica envolviendo a bacterias (b). D. Quimo del intestino posterior de un

metanauplio en tratamiento IB de 24 h mostrando bacterias (b) en mezcla con materia
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organica. E. Metanauplio en tratamiento IC (bacteria y levadura) de 24 h presentando el
lumen mesentérico con células de levadura (y) y bacterias (b). F. Quimo en el
mesenteron de metanauplio bajo tratamiento IC con 24 h de cultivo exhibiendo células

de levadura (y).

1.3.2. Viabilidad bacteriana

La ausencia de emision fluorescente por la bacteria en el lumen intestinal de larvas de
Artemia bajo condiciones axénicas fue confirmada al comienzo de todos los
tratamientos (ITA a IID), y a las 24 h de incubacion para el tratamiento IIA. En el
tratamiento [IB, las larvas expuestas a la cepa 8N tuvieron areas de emision fluorescente
verde (células vivas) y rojas (Figura 5B). En el mismo tratamiento, pero con la cepa 8L,
fueron observadas areas principalmente con emision fluorescente roja, interpretado
como presencia de células muertas (Figura 6B). Las larvas metanauplio en tratamiento
IIC con cepa 8N y levadura presentaron areas con emision fluorescente verde a lo largo
del intestino medio (Figura 5D), y con la cepa 8L y levadura tuvieron una mezcla de
cuerpos fluorescentes rojos y verdes en el lumen del intestino medio (Figura 6D). Las
observaciones bajo el microscopio de fluorescencia de bacterias suspendidas del agua
de cultivo de Artemia, mostraron que las cepas 8N y 8L mantuvieron su viabilidad en

los experimentos I1.
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10 pm

50 pm

Figura 5. Microfotografias de larvas de Artemia bajo pruebas de viabilidad de
Exiguobacterium mexicanum cepa 8N en lumen intestinal con fluorocromos
LIVE/DEAD"™ BacLight™. (A y C = Microscopia de contraste de fases; B 'y D =
microscopia de fluorescencia). A-B. Metanauplio I bajo tratamiento IIB (larva +
bacteria) con 24 de cultivo mostrando el mesenteron del intestino epitelial con el quimo
(ch). C-D. Metanauplios en tratamiento IIC (larvas + bacteria + levadura) de 24 h
mostrando el contenido del mesenteron. (e) células epiteliales. Zona de color verde

indica presencia de células vivas y zonas de color rojo la presencia de células muertas.

1.3.3. Deteccion molecular de cepas bacterianas por DGGE

Las dos bandas separadas en la linea del marcador de bacterias (M) correspondieron a la
mezcla de productos de PCR de los cultivos de ambas cepas 8N, y 8L (Figura 7). No se

obtuvieron sefiales de los productos de PCR de las cepas 8N y 8L del lumen intestinal

de Artemia en condicion de actividad natatoria pasiva (Figura 7); de la misma manera

no se obtuvieron sefiales de los metanauplios no expuestos a bacterias (no mostrados en
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50 pm

Figura 6. Microfotografias de larvas de Artemia bajo pruebas de viabilidad de
Microbacterium sp. cepa 8L en lumen intestinal con fluorocromos LIVE/DEAD"
BacLight™. (A y C = microscopia de contraste de fases; B y D = microscopia de
fluorescencia). A-B. Metanauplio I expuesto a bacterias (tratamiento 1IB) de 24 h de
cultivo mostrando el lumen (lu) del intestino medio, el quimo (ch) y las células
epiteliales (e). C-D. Metanauplio expuesto a bacteria y levadura (tratamiento 1IC) a 24 h
mostrando el quimo limitado por el mesenteron. Zona de color verde indica presencia

de células vivas, zonas de color rojo la presencia de células muertas.

la Figura 7). El perfil de bandas de las lineas para el lumen intestinal de Artemia bajo
condiciones activas, en cultivos monoxénicos y dixénicos (lineas 8N, 8L, y la mezcla
8N+8L) mostraron la sefal correspondiente para 8N, pero no la sefial para 8L. La
extraccion y cuantificacion de ADN resultaron en un contenido mas bajo con la cepa
8L, que con la cepa 8N, utilizando una misma densidad bacteriana en el medio de

cultivo (datos no mostrados). La amplificacion de la misma cantidad de templado (50
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ng) produjo un resultado positivo similar cuando las bandas de los productos de PCR

fueron observadas como marcadores de bandas en el analisis de DGGE (M) (Figura 7).

ACTIVA PASIVA

M 8N 8L 8N+8L 8N 8L  8N+8L

Figura 7. DGGE del gen parcial del 16S ARNr de bacterias en cultivos puros y de
bacterias presentes en el lumen intestinal de Artemia. Linea M: Perfil de bandas de
productos de PCR del 16S ADNr obtenido de la mezcla de cultivos puros de
Exiguobacterium mexicanum cepa 8N y Microbacterium sp., cepa 8L. Lineas de
“Activa” = Larvas de Artemia activa expuestas por separado a las bacterias 8N, y 8L, y
a la mezcla de éstas (8N + 8L). Lineas de “Pasiva” = Larvas de Artemia pasivas

expuestas a las bacterias 8N y 8L, separadas y en mezcla.
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1.4. DISCUSION

1.4.1. Ingestion y viabilidad bacteriana en el lumen intestinal de Artemia

Se ha estudiado el efecto benéfico de diferentes especies de bacterias sobre el
crecimiento y la produccion de biomasa de Artemia asumiendo de facto su ingestion
(Gorospe et al., 1996; Marques et al., 2005). Los resultados de SEM, microscopia de
luz, y de fluorescencia (Figuras 3 a 6) demostraron que las cepas bacterianas 8N y 8L
fueron ingeridas por los metanauplio de Artemia. Asimismo, ambas bacterias fueron
detectadas por microscopia de fluorescencia como células vivas o muertas a lo largo del
lumen intestinal de larvas de Artemia alimentada con y sin levadura comercial para pan
(Figuras 5B, 5D, 6B, y 6D). Otros autores estudiaron la ingestion de bacterias por el
camaron salmuera Artemia usando diferentes métodos. Soto-Rodriguez et al. (2003)
propusieron el uso del fluorocromo DTAF (para microscopia de fluorescencia) y
demostraron la ingestion de tres cepas de Vibrio harveyi. No obstante, este método no
permitio la discriminacion entre bacterias vivas y muertas, y con frecuencia hubo una
difusion del fluorocromo dentro de todos los tejidos de Artemia. En previos ensayos de
la presente investigacion, con bacterias tefiidas con el fluorocromo BacLight™,
mostraron células de bacterias individuales dentro del lumen intestinal de Artemia. La
tincion de las bacterias cargadas dentro del lumen intestinal (in situ) ofrecio
informacion acerca del estado fisiologico de la bacteria ingerida. Sin embargo, las
imagenes de células bacterianas monodispersas fueron inciertas, y el fluorocromo
SYTO 9 también tifi6 las células epiteliales emitiendo un ligero color verde (Figura 5B,

6B). Con microscopia electronica de transmision, Verschuere et al. (2000) demostraron
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la presencia del patdogeno Vibrio proteolyticus CW8T2 en el epitelio intestinal de

Artemia, aunque ellos no determinaron como ingreso la bacteria al lumen intestinal.

La idea generalizada de que Artemia es un organismo que se alimenta por
filtracion no selectiva (Marques et al., 2006; Sorgeloos et al., 2001) deberia ser re-
evaluado ya que varios estudios han demostrado su capacidad selectiva de particulas
suspendidas de diferente tamafio. Makridis y Vadstein (1999) reportaron que
metanauplios de Artemia prefirieron particulas de 4 a 8 um, y Gelabert (2001)
determind una mayor frecuencia de filtracion para particulas de 4 a 18 pm, con la mas
alta captura para particulas de 10 pm en individuos de 1 a 1.9 mm de longitud total. Ha
sido demostrado que la preferencia de Artemia por un rango de tamafio determinado de
particulas suspendidas incluyendo bacterias, esta influenciada por la concentracion de
las particulas (Gelabert, 2003), la etapa larval (Gelabert, 2001; Makridis y Vadstein,
1999), el tiempo de exposicion (Gomez-Gil et al., 1998; Bergh et al., 2001), la especie,
y el estatus de la bacteria (viva o muerta) (Gomez-Gil et al., 1998). En este estudio con
metanauplios de Artemia demostramos la ingestion de las células de bacterias 8N con
0.5 2 0.75 um de diametro y 0.8 a 3.0 um de longitud (Lopez-Cortés et al., 2006) y la
cepa 8L con 0.32 a 0.5 um de diametro y 0.79 a 1.27 um de longitud. Aunque no
tenemos datos directos sobre la filtracion diferencial y/o la ingestion de células de estas
cepas por Artemia, los analisis de DGGE dieron una sefial positiva solo para la cepa 8N,
sugiriendo la ocurrencia de una mayor ingestion. La ingestion diferencial de bacterias
ha sido también reportado en la filtro-alimentador almeja marina Argopecten
purpuratus, la cual fue expuesta a una mezcla de bacterias (Riquelme et al., 2000). De
acuerdo a Muyzer et al. (1993), la sensibilidad del DGGE para una deteccion diferencial

de cepas especificas dentro de una comunidad bacteriana depende de la cantidad del
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templado de ADN cepa-especifico. Asi, otra explicacion a la ausencia de una sefal para
la cepa 8L en los anélisis de DGGE es por una generacion diferencial de productos de
PCR. Farrelly et al. (1995) sugirieron que la produccion diferencial en la amplificacion
por PCR de ADN podria ser causado por el tamafio del genoma en las células
bacterianas y por la organizacién y ntimero de genes del 16S ARNr. Aunque no
tenemos informacién sobre el genoma y la organizacion de genes del 16S de las cepas
8N y 8L, observamos que la cantidad del templado de ADN obtenido de concentracién
celular similar fue siempre mayor para la cepa 8N. En un estudio de poblaciones de
bacterias presentes en el tracto digestivo del pez Oncorhynchus mykis, comparando
entre la técnica de librerias génicas del gen 16S ARNr y el DGGE, el DGGE subestimo

la diversidad de las comunidades de bacterias (Kim et al., 2006).

La evaluacion de viabilidad de bacterias suspendidas en cultivos de Artemia ha sido
determinada utilizando mediante la siembra en placas y la tincion con sales de
tretrazolium MTT (Marques et al., 2005). En nuestro estudio, la viabilidad en la prueba
I fue evaluada por siembra en placas y en la prueba II mediante el uso del indicador
fluorescente BacLight™'". Los resultados mostraron que las bacterias estuvieron viables

tanto al inicio como al final de las evaluaciones (0 y 24 h) (Tabla I).

1.4.2. Localizacién de bacterias en lumen intestinal de Artemia

Para las diferente etapas de desarrollo de Artemia en condiciones agnotobidticas,
Hansen y Peters (1997) describieron la membrana peritrofica (MP) como una estructura
microfibrilar. La MP en nuestros metanauplio de Artemia también mostraron una

estructura microfibrilar (Figura 4B). Ademas, observamos que larvas metanauplio ain
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sin alimento y sin bacteria desarrollo una membrana peritrofica. Estos resultados
sugieren que la formacion de la MP en Artemia no es promovida por un contacto con
bacterias ni por una distension intestinal como es propuesto para algunos insectos
(Terra, 2001). En todos los experimentos de Artemia con bacteria, las bacterias
estuvieron confinadas dentro del espacio de la MP, esto es, la union de las bacterias
sobre el epitelio intestinal no fue observada. La MP de metanauplio separ6 el quimo
(incluyendo células de 8N y 8L) del epitelio intestinal, de esta manera confirmamos una
de las funciones de la MP como una barrera para el contacto directo entre el quimo y el
epitelio (Hootman y Conte, 1974; Martin et al., 2006; Reeve, 1963). Para el
establecimiento de una comunidad microbiana en el lumen intestinal de organismos
acuaticos, se ha considerado importante que el tracto alimentario presente estructuras
tales como bolsas, pliegues, ciegos (Harris, 1993), no obstante, larvas de Artemia tienen
un intestino simple con un incipiente ciego hepatopancreatico en la region anterior
(Hootman y Conte, 1974; Snyder y Wolfe, 1980). Entonces, la colonizacion de las
bacterias ingeridas 8N y 8L parece estar limitada debido a que la MP es impermeable a
particulas hasta de 327 nm de tamafio (Hansen y Peters, 1997) y por que la MP es
desplazada con el quimo hacia el exterior durante la digestion (Bergh et al., 2001;
Reeve, 1963). Otro posible ingreso de bacterias es a través del ano apoyado por
movimientos antiperistalticos de éste (Snyder y Wolfe, 1980; Lovett y Felder, 1990).
Algunas bacterias han sido reportadas adheridas a la region intestinal posterior en
crustaceos acuaticos (Harris, 1993; Ampe y Thiéry, 1998; Hug et al., 1986; Lau et al.,
2002). Sin embargo, no observamos células de 8N y 8L adheridas al epitelio intestinal

posterior de los metanauplios.

39



El establecimiento de comunidades bacterianas en crusticeos ha sido
relacionado a su capacidad para adherirse a la superficie quitinosa. Tal capacidad es un
importante factor de patogenicidad de especies de Vibrio spp. En Artemia y otros
crustaceos (Verschuere et al., 2000; Hug et al., 1986; Gunther y Catena, 1980). Otros
autores reportaron que la bacteria Vibrio alginolyticus y V. parahaemolyticus inhibieron
la actividad natatoria mediante la formacion de agregados sobre la superficie de los
apéndices externos, causando asi la muerte de larvas de Artemia (Gunther y Catena,
1980). Aunque algunas células mono-dispersas de 8N y 8L estuvieron unidas a la
superficie externa de metanauplios, no fueron observados agregados celulares sobre sus

apéndices.

1.4.3. Vias de accion benéfica de bacterias

En estudios previos, la cepa bacteriana 8N y 8L en bioensayos dixénicos con larvas de
Artemia produjo un efecto positivo sobre el desarrollo y crecimiento larval (Orozco-
Medina et al., 2002). Los resultados del presente trabajo sugieren que las influencias
benéficas de estas cepas ocurre en el espacio endoperitrofico limitado por la MP. En
contraste, otros estudios han sugerido una asociacion simbidtica en el espacio
ectoperitrofico entre los microorganismos y branquiopodos no-Artemia (Ampe y
Thiéry, 1998) e insectos (Tokuda et al., 2000). Un probable beneficio aportado por las
cepas 8N y 8L pudo haberse dado por la accion enzimatica bacteriana sobre las células
de levadura volviendo biodisponibles los nutrientes para la Artemia. La cepa 8N tiene la
capacidad para oxidar el compuesto N-acetil glucosamina (Lopez-Cortés et al., 2006), la

cual es un importante constituyente de la pared celular de levaduras (Aguilar-Uscanda y
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Francois, 2003). Por otro lado, Marques et al. (2006) mencionaron que el probable
efecto benéfico de estas cepas 8N y 8L fue debido a que funcionaron como un
complemento nutricional para la Artemia o como una influencia positiva en las
condiciones de cultivo. El uso de biomasa bacteriana como un complemento alimenticio
es probable ya que la levadura es una dieta sub-optima para Artemia (Marques et al.,
2005; Coutteau et al., 1990; Marques et al., 2004). Utilizando otra dieta sub-6ptima
(salvado de arroz) con la bacteria Pseudomonas sp., la Artemia presento un
mejoramiento en la supervivencia (> 80 %) y el crecimiento (> 2.5 mm de longitud) a 9
dias de cultivo, con la contribucion de proteinas y amino acidos esenciales de la bacteria

(Gorospe et al., 1996).

Concluimos que las bacterias Exiguobacterium mexicanum cepa 8N (DSM
16483"), y Microbacterium sp. cepa 8L (DSM 16485") fueron ingeridas por
metanauplios de Artemia franciscana, las cuales estuvieron presentes en estatus de
viables y no viables dentro del lumen intestinal. Las bacterias fueron localizadas dentro
del quimo circunscritas por la membrana peritrofica y sin evidencia de estar adheridas al

epitelio intestinal.
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CAPITULO 2

Actividad y digestibilidad aparente de proteases extracelulares de Exiguobacterium
mexicanum 8N Microbacterium sp., 8L sobre proteinas de levadura, determinado

por SDS-PAGE y ensayos in-vitro por pH-stat multi-enzimatico

2.1. INTRODUCCION

Las enzimas extracelulares de bacterias han sido evaluadas para aplicaciones
industriales, incluyendo para la industria del alimento (Haki, 2003). Los
microorganismos estudiados en este respecto son predominantemente bacterias
heterotroficas Gram-positivas del genero Bacillus y Lactococcus (Rao, 1998, Kumar,
2004). En particular, estudios de microorganismos (bacterias) asociados al lumen
intestinal de crustaceos marinos han demostrado una importante participacion de
enzimas (proteasas entre otras) de las bacterias en el proceso nutricional de los

hospederos (Donachie, y Zdanowski, 1998, Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006).

Las Dbacterias heterotrofas Gram-positivas aerobicas Exiguobacterium
mexicanum cepa 8N y Microbacterium sp., cepa 8L, presentaron influencia positiva en
el crecimiento y el desarrollo larvario del camaron salmuera Artemia franciscana en
cultivos gnotobidticos, usando la levadura para pan Saccharomyces cerevisae como
alimento (Orozco-Medina et al., 2002). En cultivos agnotobidticos (xénicos), estas

cepas bacterianas indujeron aumento significativo en el desarrollo y supervivencia de A.
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franciscana usando por separado S. cerevisiae, harina de maiz, o espirulina como
alimento (Hipolito-Morales et al., 2008). Los efectos benéficos de bacterias en cultivos
de Artemia han sido explicados por una contribucion bacteriana de suplementos
nutricionales o por la competicion bacteriana en la cual bacterias patogenas son
excluidas (Gorospe et al., 1999; Marques et al., 2005). Un modo probable de accion de
las bacterias 8N y 8L para proveer un efecto benéfico en Artemia cultivada puede ser
actuando a nivel del tracto intestinal. Orozco-Medina et al. (2008) estudio la interaccion
de estas bacterias en particular y el lumen intestinal de Artemia, y reportd que las
células de las cepas 8N y 8L estuvieron confinadas dentro del quimo en el espacio
limitado por la membrana peritrofica, y no observaron evidencia en la que dichas
bacterias estuvieran adheridas o colonizando el epitelio intestinal. Entonces estas
bacterias benéficas pueden estar funcionando directamente como suplemento
alimenticio o apoyando en la digestion del alimento. En nuestro trabajo, sustancias
poliméricas extracelulares (SPEs) de las bacterias Exiguobacterium mexicanum cepa
8N, y Microbacterium sp. cepa 8L, las bacterias patogena Microbacterium sp., cepa 8R,
y Vibrio parahaemolyticus (Orozco-Medina et al., 2002) fueron estudiadas para obtener
conocimiento acerca de la funcion benéfica de las bacterias 8N y 8L asociadas a
Artemia. Nuestros objetivos fueron determinar la presencia y actividad de proteasas
extracelulares mediante electroforesis SDS-PAGE y sustrato-SDS-PAGE y evaluar la
aparente digestibilidad de tales proteasas sobre las proteinas de levadura, mediante

ensayos de digestibilidad-in vitro por el método pH-Stat multienzimatico.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Extraccion de sustancias poliméricas extracelulares (SPEs)

Cultivos puros de Exiguobacterium mexicanum cepa 8N (Lopez-Cortés et al., 2006),
Microbacterium sp., cepa 8L (DSM 16485"), Microbacterium sp., cepa S8R, y Vibrio
parahaemolyticus (588 CECT) (Orozco-Medina et al., 2002) fueron obtenidos en caldo
marino 2216 (DIFCO), incubados a 30 °C, por 24 h, a 100 rpm de agitacion. La
concentracion celular de los cultivos en etapa tardia de la fase logaritmica de
crecimiento poblacional, fue determinado basado en la densidad oOptica a 580 nm
(Orozco-Medina et al., 2002). Para obtener las sustancias poliméricas extracelulares
(SPEs), incluyendo proteinas solubles, de cada cepa y del medio de cultivo caldo
marino 2216 estéril usado como el control, el cultivo bacteriano correspondiente fue
agitado 1 min en un vortex mezclador y centrifugado a 6000 x g, 15 min a 2 °C; el
sobrenadante con las SPEs fue recuperado y las células bacterianas remanentes en ¢l
fueron filtradas con membrana de nitrato celulosa Wattman 7182-004 con tamafio de
poro de 0.2 um. Las SPEs fueron concentradas en una relacion 10:1 de su volumen en
un ultrafiltrador Millipore 8050, utilizando una membrana de celulosa regenerada
Millipre YM10 con capacidad de bloqueo de particulas de hasta 10 kDa de peso
molecular. La solucion concentrada de SPEs fue usada como extracto enzimaético.
Todos los extractos enzimaticos fueron manejados en hielo y almacenados a -56 °C (ver

diagrama en Figura ).
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\ Bacterias

1 /o 30°C
/ \ 100 rpm

2 U 6000 g 15 min. 2°C

3 Sobrenadante
(SPEs)
4 Microfiltracion
nitrato celulosa 500 um @

Concentracion 1:10
particulas hasta 10 kDa

Extracto enzimatico (SPEs )
almacenado -56°C

Figura 8. Diagrama de flujo para la extraccion de sustancias poliméricas extracelulares de

bacterias en medio de cultivo liquido 2216. O= Centrifugar.

2.2.2. Presencia y actividad de proteasas extracelulares

La presencia de proteinas solubles en las SPEs fue determinada por el método de
Bradford (1976), adaptado a una microplaca. En breve, 20 uL de SPEs, 30 puL de agua
destilada, y 250 uL de solucion de Bradford fueron colocados en microplacas de 96

pozos y la absorbancia determinada a 595 nm. La proteina de suero de bovino SIGMA
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A7517 a 0.1 mg mL" fue utilizada como el estandar. La actividad enzimatica
proteolitica total de las SPEs fue estimada usando azocaseina como el sustrato (Garcia-
Carrefio y Haard, 1993). En breve, 5 pL de preparacion enzimatica fue incubada en 500
uL de amortiguador TRIS-HCl 50 mM en un pH 7.5 y 500 pL de azocaseina al 0.5 %
como sustrato en TRIS-HCI 50 mM a pH 7.5 por 10 min a 25 °C. La reaccion fue
detenida con 500 pL de acido tricloroacético (TCA) 20 % peso/volumen. Las muestras
fueron centrifugadas a 6500 X g por 5 min y la absorbancia del sobrenadante registrada
a 366 nm. Para muestras control fue afiadido TCA antes del sustrato. La actividad
especifica de las proteasas (unidad de actividad = U) fue calculada a partir de la tasa de
absorbancia a 366 nm y expresada como la unidad de cambio de absorbancia por

minuto, por mg de proteina presente en el extracto crudo de la SPEs (AAsss mg” min™).

2.2.3. SDS-PAGE de las SPEs

Las proteinas y su peso molecular en los concentrados SPEs fueron evaluadas en
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), con
15 % de poliacrilamida y 0.1 % de SDS basado en el método de Laemmli (1970), en un

equipo MiniProtean sistema II Bio-Rad 1970.

La electroforesis fue hecha a una corriente constante (15 mA por gel) a 4 °C
usando un bafio de circulacion fria. Las bandas de proteinas separadas fueron tefiidas
con una solucion que contenia metanol al 40 %, acido acético al 7 %, y azul brillante de
Coomassie R-250 al 0.5 %. Después de 2 h el exceso de tinte fue removido con una
solucion que contenia metanol al 40 % y acido acético al 7 %. Las bandas de proteinas
fueron reveladas en fondo claro (Garcia-Carrefio et al., 1993).
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La actividad enzimatica de proteasas fue revelada en sustrato-SDS-PAGE (S-
SDS-PAGE) (Garcia-Carrefio y Haard, 1993). Para determinar la presencia de tripsina y
serin proteasas en los extractos, dos inhibidores especificos fueron usados, 1-cloro-3-
tosilamido-7-amino-2-heptanona HCI 10 mM (TLCK), y fenilmetil sulfonil fluoruro
100 mM (PMSF), respectivamente. Mezclas de 25 pL de las SPEs y 7.5 pL del
inhibidor, o agua destilada para el control positivo en lugar del inhibidor, fueron
incubadas 1 h a 25 °C, y luego la mezcla fue combinada 1:1 con un amortiguador de
carga y SDS antes de cargar en el gel (Garcia-Carrefio y Haard, 1993). Después de la
electroforesis, los geles fueron inmersos en una solucion de caseina al 3 % (SIGMA
C7080) en amortiguador TRIS-HCl 50 mN a pH 7.5 y colocados 30 min en bafio de
hielo bajo agitacion orbital a 50 rpm, y posteriormente incubados por 2 h a 25 °C. Los
geles fueron luego lavados e inmersos toda la noche en una solucion de tincion
(previamente descrito). El exceso de tinte fue luego removido con solucion de des-
tincion (descrito arriba), y bandas claras de areas de degradacion de caseina generadas
por la actividad de las enzimas proteoliticas fueron reveladas sobre un fondo azul

(Garcia-Carreio et al., 1993).

2.2.4. Ensayos de digestibilidad in-vitro multienzimatico por el método pH-Stat

El grado de hidrdlisis de proteina (GH%) de levadura comercial para pan (esterilizada
por autoclave) usando las SPEs de las bacterias E. mexicanum cepa 8N, Microbacterium
sp. cepa 8L, Microbacterium sp. cepa 8R, V. parahaemolyticus, y la mezcla de las SPEs
de la cepa 8L con 8N (tratamientos 8N, 8L, 8R, VP, y 8L+8N, respectivamente) fue

evaluado por el método pH-Stat (Pedersen and Eggum, 1983; Ezquerra et al., 1997,
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Lemos et al., 2004). E1 GH% de la proteina de levadura por las enzimas presentes en las
SPEs fue determinado con un Stat Tritino 718 (Metrohom Ion Analysis, Swittzerland)
con interfaz a una computadora (Metrodata Menu Computer Program 718 STAT
TitrinoPC). La cantidad apropiada de levadura disuelta en agua destilada para obtener
0.08 g de proteina, fue colocada en el contenedor de hidrdlisis. La masa de reaccion
total fue ajustada para alcanzar 10 g (sustrato + agua + enzima = 10 g). El pH de esta
mezcla fue ajustada a 7.9 con una solucion de NaOH 1 mol L™ y agitada por 1 hora para
obtener la solubilizacion completa de proteina y la estabilizacién del pH. Antes de
iniciar la reaccion hidrolitica, el pH fue elevado automaticamente a 8.0 por el sistema
pH-Stat mediante la adicion de NaOH 0.1 M. La reaccion fue iniciada por la adicion del
volumen de SPEs equivalente a 0.5 U de actividad proteolitica (medida con azocaseina
como sustrato) de cada cepa bacteriana (con pH previamente ajustado a 8.0). Cuatro
repeticiones de cada tratamiento fueron hechos. La mezcla de reaccion fue mantenida a
30 °C por 1 h usando un vaso de reaccion con camara externa de circulacion de agua
con control de temperatura. El programa informatico 718 STAT TritinoPC fue usado
para determinar el GH% de proteina basado en el algoritmo descrito por Alder-Nissen
(1986). El GH% de la levadura sin la adicion de SPEs, fue usado como un control

usando el procedimiento arriba descrito.

2.2.5. SDS-PAGE de productos de digestion

El proceso de hidrolisis fue seguido durante del tiempo de reaccion en SDS-PAGE.
Submuestras tomadas durante el proceso de hidrolisis (25-uL por muestra) contuvieron

20-30 pg de proteina y fueron mezcladas con 25 pL. de amortiguador de carga con SDS.
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Las muestras fueron cargadas en geles SDS-PAGE al 15 %, y tefiidas segin arriba
descrito. Las bandas de proteinas observadas en los geles de SDS-PAGE fueron
analizadas usando el programa GelCompar II Ver. 4.6™, y los indices euristicos fueron

obtenidos utilizando el programa PAST Ver. 1.67 (http://folk.uio.no/ohammer/past/).

Los resultados de cuenta total de bacterias en cultivos, el contenido de proteina soluble
de las SPEs, y el GH% de la proteina de levadura, fueron analizados por el método no
paramétrico de analisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis, usando el programa

Statistica™ Ver. 7.0 StatSoft. Inc.

2.2.6. SDS-PAGE-S de extracto enzimatico de Artemia bajo cultivo gnotobidtico

Cultivos gnotobioticos de larvas de Artemia obtenidos de acuerdo al método descrito en
Orozco-Medina et al. (2002) fueron llevados a cabo para determinar si larvas de
Artemia con presencia de la bacteria Exiguobacterium mexicanum 8N presentaban una
diferencia en las bandas de actividad enzimatica de proteasas en geles de SDS-PAGE
con sustrato, a 6 dias de cultivo a partir de etapa nauplio. Los tratamientos fueron, A)
Artemia en cultivo axénica con levadura esterilizada por autoclave, y B) Artemia
monoxénica con levadura y la bacteria E. mexicanum cepa 8N. Cada tratamiento con 7
repeticiones de 20 larvas, cultivados en dos ocasiones. Para la obtencion del extracto
crudo de proteina las larvas fueron lavadas en agua destilada estéril, homogenizadas
manualmente (sobre hielo) con pistilo en un volumen de 100 pL de agua destilada
estéril. El homogenizado fue centrifugado a 10000 x g 30 min a 1 °C, y conservado a -

56 °C.
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El extracto de proteina de Artemia fue utilizado como extracto enzimatico de
Artemia (EEA) para la determinacion de actividad enzimatica de proteasas en S-SDS-
PAGE con sustrato de caseina. Se utilizaron los inhibidores TLCK y PMSF en muestra
de EEA para la determinar la presencia de tripsinas y serin proteasas en general. Los
procesos para la obtencion de los zimogramas S-SDS-PAGE son los descritos

anteriormente.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Proteinas solubles y actividad de proteasas extracelulares

Concentraciones de bacterias entre 4.1x10' a 9.1x10" bacteria mL™ (Tabla II)
mostraron contenido de proteina soluble de 0.09 a 3.08 mg mL™" de SPEs. Vibrio
parahaemolyticus (VP) tuvo la mas alta produccion de proteina (3.08 mg.mL™) y la mas
alta concentracion de bacterias (P < 0.05). Las SPEs de la cepa 8L produjo la mas alta
(P < 0.05) actividad enzimatica (3.05 U) a la mas baja concentracion de bacterias. La

mas baja actividad proteolitica fue en el tratamiento 8N con valor de 0.1 U (Tabla II).

2.3.2. SDS-PAGE-sustrato de las SPEs

En los zimogramas se observo que las SPEs presentaron una banda de actividad de 28.0
kDa para los tratamientos 8L y 8R, sin efecto inhibitorio en muestras incubadas con
PMSF y TLCK (Figura 9). El tratamiento 8N tuvo bandas de proteasas de 24.0, 26.8,

56.6, y 61.0 kDa, pero cuando fueron incubados con PMSF, un inhibidor especificos
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para proteasas del tipo serino, la banda de actividad a 24.0 kDa fue totalmente inhibida
y la banda de actividad a 56.6 kDa fue parcialmente afectada. Las SPEs de V.
parahaemolyticus tuvieron dos bandas de actividad de 43.5 y 51.3 kDa, con la tltima

parcialmente inhibida por el PMSF (Figura 9)

2.3.3. Digestion de proteinas de levadura con las SPEs por el método pH-stat

La proteina de levadura esterilizada por autoclave fue hidrolizada con las SPEs de
bacterias y evaluada por el método pH-stat. El mas alto GH% fue medido cuando las
SPEs del patogeno V. parahaemolyticus fue usado para hidrolizar la proteina de
levadura seguido por la mezcla de las cepas 8L y 8N; 29 %, y 28 % (P < 0.05). Los
tratamientos 8L y 8N no mostraron diferencia en la hidrolisis de proteina de levadura

con valores de GH% de 15 % y 17 % (P < 0.05, Tabla II).

2.3.4. SDS-PAGE de productos de digestion con las SPEs de bacterias

EL GH% de proteina de la levadura esterilizada por autoclave causado por las proteasas
extracelulares en los tratamientos 8L, 8N, 8R, y VP mostraron una capacidad digestiva

de las SPEs en geles de SDS-PAGE en un tiempo de reaccion de 1 a 5 min (Figura 10).

Las mezclas de reaccion conteniendo 8L, 8R, y la mezcla 8L+8N tuvieron casi digestion
completa en un minuto. Los resultados fueron confirmados con el indice de similitud de
Dice usado sobre las bandas de proteina. El tratamiento 8L tuvo un indice Dice de 0.11
a 1 min de reaccion comparado con el sustrato sin SPEs (un indice Dice de 1 representa
iguales perfiles de bandas). En cambio, las SPEs de 8N tuvieron una capacidad aparente
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mas baja para digerir la proteina de levadura, mostrado por las bandas de proteinas que
fueron conservadas en todas las muestras. Las bandas de proteinas de 8N tuvieron un
indice de similitud Dice de 0.8 en 1 h de reacciéon comparado con el control (columna S

del gel 8N, Figura 10). Valores del indice de similitud Dice de digestion de proteinas

Tabla Il. Concentracion de bacterias y contenido de proteinas en el extracto de sustancias
poliméricas extracelulares (SPEs); su actividad enzimatica en azocaseina, y grado de
hidrélisis (GH%) sobre la proteina de levadura. SPEs de Microbacterium sp. 8L,
Exiguobacterium mexicanum 8N, Microbacterium sp. 8R, y Vibrio parahaemolyticus

(indicado como VP).

. . 1
Tratamiento Bacteria mL mg de proteina

Actividad (U)!  GH%

mL™"' de SPEs
8L 4.1x10" (2.2x10%*  1.30 (0.05)° 3.05 15.4 (1.99)°
8N 3.3x10" (4.7 0'%)°  2.80 (0.09)° 0.10 16.5 (2.02)°
SR 6.3x10"" (7.4x10'%°  0.94 (0.05)* 1.91 11.2 (0.90)
VP 9.1x10" (5.5x10'H)?  3.08 (0.10)" 0.17 29.3
SL+8N * * * 27.8 (4.83)°

SPEs = Sustancias poliméricas extracelulares.

' U = Una unidad es la absorbancia a 340 nm min™' mg proteina™. Los valores entre
paréntesis son la desviacion estandar de n = 4. Diferentes letras en superindice indican
diferencia significante entre rangos: a <b <c¢ < d, a una P < 0.05 (Prueba de Kruskal-
Wallis). * Valores no determinados debido a que la mezcla de 8L+8N fue hecha con los

SPEs de cada cepas.
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por las SPEs de 8L+8N y 8R fueron 0.14 y 0.21 a los 60 min. Las SPEs de VP tuvieron
una mas baja digestion con un indice Dice de 0.5 de similitud en 1 h de hidrolisis como

fue determinado en SDS-PAGE (Figura 10).

8L 8N 8R VP

kDa

97.0
66.0
45.0

30.0

20.1

14.4

Figura 9. Zimogramas con caseina como sustrato, de los extractos enzimaticos
extracelulares (o sustancias poliméricas extracelulares, SPEs) de las cepas bacterianas
Microbacterium sp. 8L, Exiguobacterium mexicanum 8N, Microbacterium sp. 8R, y
Vibrio parahaemolyticus (VP). 1 = Sin inhibidor, 2 = Con TLCK inhibidor para

tripsinas, 3 = Con PMSF inhibidor para serin proteasas.

2.3.5. SDS-PAGE-S de extracto enzimatico de Artemia bajo cultivo gnotobiético

Los extractos enzimaticos de larvas de Artemia mostraron actividad enzimatica en los

zimogramas en un ambiente ligeramente alkalino (pH 7.5), con bandas de actividad de
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Figura 10. Patron de proteinas en geles de SDS-PAGE, con carga de proteina de levadura incubada con extractos enzimaticos de productos
extracelulares (SPEs) de las bacterias Microbacterium sp. 8L, Exiguobacterium mexicanum 8N, Microbacterium sp. 8R, y Vibrio
parahaemolyticus (VP), a través del tiempo de 1, 5, 15, 30, 45, y 60 min de digestibilidad in vitro en un titulador pH-Stat. M = Marcadores

de peso molecular, E = Extractos enzimaticos, S = Sustrato.
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proteasas similares en ambos tratamientos con bacteria 8N (A+8N) y sin bacteria (A)
(Figura 11). Las bandas de actividad tuvieron masa molecular de 16.5, 18.5, 21.6, 24.7,
y 27.0 kDa. En larvas de Artemia sin bacteria mostr6 la presencia de proteasas tipo
tripsina de 21.6 kDa, sin embargo, cuando esta presente la bacteria 8N no se observo la
inhibicion de la correspondiente banda de actividad. Por el contrario, la presencia de la
bacteria 8N revel6 una proteasa tipo tripsina de 18.5 kDa, de manera mas evidente que

en larvas sin bacterias (Figura 11).

A A+B
kba M1 2 3 1 2 3

97
66

45

30

27.0
247
216

18.5
16.5

20.1

14.4

Figura 11. Zimogramas con sustrato caseina, muestra los extractos enzimaticos de larvas
de Artemia obtenidas bajo cultivo gnotobidtico expuesta a la bacteria Exiguobacterium
mexicanun 8N. A = Artemia en cultivo axénico, A+B = Artemia en cultivo monoxénico
con E. mexicanum 8N. 1 = Sin inhibidor, 2 = Con inhibidor TLCK para tripsinas, 3 =

Con inhibidor PMSF para serin proteasas.
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2.4. DISCUSION

2.4.1. Proteasas extracelulares de bacterias

Muchas especies de bacterias han sido reconocidas por tener la capacidad de volver
biodisponible el alimento usado para organismos acuicultivados, mediante el aporte de
enzimas digestivas. Especies de bacterias del género Bacillus spp., han sido reportadas
al presentar dicha actividad catabodlica utilizando enzimas proteasas extracelulares, no
obstante la produccion de estas proteasas fue influenciada por la disponibilidad del
sustrato apropiado y las condiciones ambientales (Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006;
Esakkiraj et al., 2007). Hay otros estudios relacionados a las bacterias del lumen
intestinal de organismos acuaticos marinos que mostraron digestion potencial del
alimento consumido por el huésped (Donachie y Zdanowski, 1998, Esakkiraj et al.,
2007). Donachie y Zdanowski (1998) encontraron que las bacterias aisladas del lumen
intestinal del crustaceo marino “krill” Euphasia superba tuvo significantemente mas
actividad de lipasas (C14), proteases tipo tripsina, y fosfatasa acida que las bacterias
aisladas del agua de mar, cuando son determinadas con el producto Api Zim system' ™.
Donachie y Zdanowski mencionaron que estos resultados pueden apoyar la tesis de la
existencia de una actividad metabolica bacteriana en el lumen intestinal de E. superba.
En otro estudio, fue demostrado que las proteases extracelulares de la bacteria Bacillus
cereus fueron moderadamente halofilicas; dicha bacteria fue aislada del lumen intestinal

del pez Mugil cephalus y presento alta actividad especifica de 15 U mg™ en un sustrato
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con desechos de atiin y una fuente optimizada de carbon y nitrogeno (Esakkiraj et al.,

2007).

2.4.2. Microbacterium sp., 8L

Nuestros resultados demostraron la produccion de proteasas extracelulares por la
bacteria benéfica Microbacterium sp. 8L y estas tuvieron una mas alta actividad (P >
0.05) cuando son comparados con las SPEs de las otras cepas de bacterias evaluadas
(Tabla II). Ha sido reportado que otra especie de Microbacterium sp. (cepa AR-68)
aislada de un lago salado alcalino, produce un alto nivel de proteasas alcalinas,
aparentemente del tipo serin proteasas, ya que ellas tuvieron una actividad enzimatica
residual reducida en la presencia de PMSF 1 mM al 4 %. Estas proteasas mostraron una
amplia resistencia a condiciones extremas y mantuvieron 85 % de su actividad a 60 °C
durante 1 h de incubacion y fueron estables en pH con rango de 5 a 12 (Gessesse and
Gashe, 1997). En nuestro trabajo la actividad de proteasas determinada en los
zimogramas con las SPEs de ambas bacterias Microbacterium sp. cepa 8L y cepa 8R
(Figura 6) revelaron solo una banda de actividad de 28 kDa, la cual no correspondi6 a
ninguna enzima del tipo serino, debido a que no fueron afectados por los inhibidores
PMSF y TLCK. Otros autores han reportaron proteasas extracelulares diferentes al tipo
serino en bacterias del genero Microbacterium. Kanayama y Sakai (2005)
caracterizaron de M. liquefasciens una metaloendopeptidasa (EC 3.4.24) de 21 kDa,
probablemente una proteina dependiente de Zn no inhibida por PMSF 20 mM. Aunque
degrada gelatina no es una gelatinasa (EC 3.4.24.24, EC 3.4.24.35). Thys et al. (2006)

obtuvieron de Microbacterium sp., cepa Kr10 una enzima con actividad queratinolitica
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de 42 kDa. Ellos asumieron que fue una metaloendopeptidasa debido a que fue inhibida

por EDTA 5 mM, y por 1-10-fenantrolina 1 mM, pero no por PMSF 5 mM.

2.4.3. Exiguobacterium mexicanum 8N

Una presunta serin proteasa (probablemente una quimiotripsina) producida por la
bacteria Gram positiva E. mexicanum 8N tuvo una masa molecular de 24.0 kDa, la cual
esta en el rango reportado para las serin proteasas alcalinas de bacterias de 15 a 30 kDa
(Rao et al., 1998), este grupo de proteasas son producidas por varias bacterias Gram
positivas (Rao et al., 1998, Kumar et al., 2004) y son activas a pH alcalino alto (Rao et
al., 1998). El resto de las proteasas de la cepa 8N, con masa molecular de 56.6 y 61.0
kDa, son reportadas por primera vez para Exiguobacterium sp., y no fueron tripsinas, o

serin proteasas.

El GH% de la proteina de levadura por las SPEs de todas las especies evaluadas
fue observado en geles de SDS-PAGE durante 1 hora de reacciéon y pudo confirmar que
las enzimas presentes en las SPEs poseen diferentes especificidades al sustrato y las
diferentes proteinas son hidrolizadas a diferentes niveles (Figura 11). Los valores de
GH% obtenidos de los ensayos con pH-stat para los tratamientos 8L y 8N no fueron
diferentes (P > 0.05) (Tabla II), no obstante los geles de SDS-PAGE (Figura 11) de la
hidrélisis de proteinas de la levadura Saccharomyces cerevisiae mostraron una
hidrolisis diferente como puede ser observado en las bandas de proteinas reveladas. Esto
puede ser explicado debido a que las enzimas de las diferentes SPEs usadas presentan
una especificidad diferente hacia el sustrato (la levadura). EL método pH-stat detecta

cambios de pH en la mezcla de reaccion. Se espera que estos cambios sean causados por
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el incremento de los protones liberados (H') durante la hidrolisis de los enlaces
peptidicos y son compensados por la adicion de NaOH. El volumen de alcali afadido a
la mezcla es usado para calcular el GH%. En la mezcla de reaccién de enzima-sustrato,
es probable que haya reacciones hidroliticas diferentes de la protedlisis que puedan
incrementar la acidez en la solucion, por ejemplo E. mexicanum 8N tiene la capacidad
hidrolitica para actuar sobre la N-acetil glucosamina (Lopez-Cortés et al., 2006), la cual
esta presente como un compuesto estructural de la pared celular de la Saccharomyces

cerevisiae (Aguilar-Uscanda y Frangois, 2003)

2.4.4. Vibrio parahaemolyticus 588 CECT

Las exoproteasas de Vibrio spp. generalmente han sido estudiadas por su patogenicidad
(Aguirre-Guzman et al., 2004; Hése and Finkelstein, 1993). Estudios previos de
proteasas extracelulares de V. parahaemolyticus han sido proteasas tipo quimotripsina
(EC 3.4.21 serina endopeptidadas, EC 3.4.21.1 quimiotripsina), y colagenasa (EC 3.4.24
Metaloendopeptidasa, EC 3.4.24.3 colagenasa microbiana) (Aguirre-Guzman et al.,
2004; Ishihara et al.,, 2002; Lee et al., 2002; Miyoshi et al., 2008). Las proteasas
extracelulares de 43.5 kDa y 51.3 kDa observadas en las SPEs de V. parahaemolyticus
mostraron una masa molecular (determinada por SDS-PAGE) similar a otras enzimas
reportadas en trabajos previos (Lee et al., 2002; Ishihara et al., 2002). La primera es una
proteina monomérica extracelular de 43 kDa designada como proteasa A de V.
parahaemolyticus No. 93. Fue inhibida por PMSF (a concentraciones de 1 y 10 mM), y
por el inhibidor de tripsina de soya (0.1 mg mL™). Esta serin proteasa tuvo actividad
citotoxica sobre células de mamifero y actividad 6ptima de 40 a 50 °C y pH 8.0. Aunque
fue considerada ser una serin proteasa, mostro inhibicion por el agente quelante de

metales 1-10 fenantrolina a 20 mM, pero su actividad no fue restaurada por la adicion
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de iones de metales divalentes tales como Ca” y Zn°', como es mostrado por las

metaloproteasas (Lee et al., 2002).

Otra proteasa extracelular de 50 kDa determinada en gel de SDS-PAGE fue
designada como VPP1 y obtenida de la cepa clinica patogena V. parahaemolyticus KX-
V137 (Ishihara et al., 2002). La proteasa purificada VPP1 result6 ser una serin proteasa
calcio-dependiente debido a que fue inhibida por los quelantes de calcio EDTA y EGTA
(1 mM), y también por los inhibidores de serin proteasas quimostatina y PMSF
(Ishihara et al., 2002). Miyoshi et al. (2008) corrobor6 la amplia distribucion de esta
proteina VVP1 en especies de V. parahaemolyticus usando la cepa V98-401 y notd que
es una proteasa tipo quimotripsina basado en los resultados de inhibicion con
quimostatina, obtenidos por Ishihara et al. (2002). Sin embargo, Miyoshi et al. (2008)
encontrd que la proteasa A de 43 kDa aislado por Lee et al. (2002), y la proteasa VVP1
de 50 kDa encontrados por Ishihara et al. (2002), fueron la misma serin proteasa, basado
en la composicion de las secuencias de amino acidos n-terminal y en las respuestas a los
inhibidores. La VVPIl-proteasa A fue propuesta como una enzima colagenolitica
complementaria o sustitutiva para las proteinas de 90 kDa y 68 kDa que son la
expresion del gen colagenasa vppC en V. parahaemolyticus (Miyoshi et al., 2008). Por
lo tanto, las proteasas extracelulares de V. parahaemolyticus 588 CECT mostrado en
nuestro estudio tiene funciones probables como factores de virulencia, aunque la enzima

de 51.3 kDa fue parcialmente inhibida con PMSF, un inhibidor de serin proteasas.
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2.4.5. Funciones benéficas de proteasas diferentes a la digestibilidad

Otras funciones benéficas de las proteasas bacterianas con aplicacion potencial en la
acuicultura, ademas del catabolismo de proteinas, estan relacionadas sus actividades
antibacterianas (Aguirre-Guzman et al., 2004; Faye et al., 2002; Than et al., 2004). Por
ejemplo, enzimas proteoliticas extracelulares purificadas parcialmente de la bacteria
marina Pseudomonas sp. A1-J25 con actividad en sustratos de caseina y azocaseina,
inhibi6 el crecimiento de V. parahaemolyticus y mostr6 lisis celular causando la muerte
de la bacteria. Esta proteasa tuvo una masa molecular > 20kDa (Than et al., 2004).
Ademas, una enzima hidrolasa N-acil amino acido de Microbacterium arborescencens
SE14 (aislada del tracto digestivo anterior de larvas de Spodoptera exigua), un
monomero con 17.2 kDa, fue reportada por causar reacciones defensivas contra plantas
durante la alimentacion del insecto como un mecanismo de defensa indirecto (Ping et
al., 2007). El probable antagonismo de las cepas bacterianas evaluadas en el presente
trabajo, a través de enzimas extracelulares necesita ser determinado; sin embargo,
ensayos previos en cultivos microbianos no apoyaron la probabilidad de presentar una
actividad antagénica hacia la bacteria patogena V. parahaemolyticus (dato no

publicado).

2.4.6. Proteasas extracelulares bacterianas en el lumen intestinal de animales

acuaticos

El sistema metabolico en la actividad de proteasas extracelular de bacterias puede estar
preparado para responder a la disponibilidad de sustratos, como fue visto para Vibrio

sp., cepa S14 y Pseudomona sp., cepa S9. En la ausencia de sustrato (como células no
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alimentadas por largo tiempo) la produccion y/o liberacion de proteasas extracelulares
decrecid. Sin embargo, la regulacion de la actividad de proteasas extracelulares puede
ser diferente entre las especies de bacterias (Albertson et al., 1990). Ringo et al. (2008),
reportaron el genero Microbacterium, y Exiguobacterium, asociados al lumen intestinal
de pez marino como residentes naturales, ellos realizaron analisis de secuencias del gen
16S ARNr en poblaciones de bacterias cultivables presentes en el lumen intestinal del
pez marino Salmo salar, y recuperaron especies cercanas a Microbacterium oxidans
OUCZ46, y Exiguobacterium artemiae 9AN como bacterias autdctonas (adheridas al
tejido de la pared intestinal), entre otras especies (Ringo et al., 2008). E. artemiae fue
aislada de quistes de Artemia franciscana, asi como también las especies evaluadas en
este estudio E. mexicanum 8N (Lopez-Cortés et al., 2006), y Microbacterium spp.
Cepas 8L, y 8R (Orozco-Medina et al., 2002;). Ringo et al. (2008) encontraron que la
presunta bacteria M. oxidans fue recuperada solo cuando los peces fueron alimentados
con una dieta conteniendo polisacaridos de soya purificada sin almidén. En
comparacion, la especie Exiguobacterium artemiae 9AN, fue recuperada solo de peces
alimentados con una dieta de carne de pescado con nivel insignificante de polisacaridos
sin almidon. Estos datos y los resultados de nuestro estudio sobre proteasas
extracelulares muestran evidencia de un probable papel enzimatico diferente entre las

cepas 8L y 8N en transito a lo largo del lumen intestinal de la Artemia.

Los extractos enzimaticos de Artemia con bacterias 8N en S-SDS-PAGE
indicaron que dichas bacterias probablemente no aportan enzimas proteasas para la
digestion de proteinas en un ambiente ligeramente alcalino, no obstante es probable que
influyan en la expresion o en la actividad de las enzimas proteoliticas de la Artemia. En

embriones y estadios larvarios tempranos de Artemia se ha detectado la proteasa
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cisteina (EC 3.4.22 cisteina endopeptidasas) intracelular no lisosomal, que presenta alta
actividad en pH acidos, es una molécula heterodimera compuesta de un polipéptido
catepsina tipo L de 28.5 kDa y un polipéptido denominado proteina asociada a catepsina
L de 31.5 kDa con funcién aun no determinada (Liu y Warner, 2006). Las proteasas
incrementan sus niveles de actividad durante la transicion embridnica-larval de Artemia,
y se sugiere que el pH acido y el decremento en la concentracion de ATP presente en
los embriones quiescentes son factores de regulacion de la protedlisis (breukelen y Han,
2000). Sillero et al. (1980) encontraron actividades proteoliticas en extractos de larvas
de Artemia, obtenida de un ambiente natural, de 4 proteasas de larvas denominadas A,
B, C, y D. Las 4 proteasas tuvieron alta actividad en un rango de pH alcalino. La
proteina A de 30 kDa fue probablemente una quimotripsina por ser inhibida con PMSF
e hidrolizar los enlaces éster leucina del sustrato CLNE. La proteina B de 33 kDa
también resulto ser serin proteasa tipo quimotripsina, ya que hidrolizé el grupo amida
del sustrato BAPNA el cual el grupo carboxil es aportado por arginina. Las proteinas C

y D tuvieron un peso de 34 kDa, y 36 kDa (Sillero et al., 1980).

De las proteasas relacionadas en los procesos digestivos de crustaceos
decapodos marinos las de mayor importancia pertenecen al tipo de las serin
endopeptidasas (EC 3.4.21) y metaloendopeptidasas (EC 3.4.24) (Navarrete del Toro et
al., 2006). La mayor actividad de las serin endopeptidasas se observa a pH de entre
neutros a ligeramente alcalinos. Aunque enzimas con alta actividad a valores de pH
acidos como las aspartico endopeptidasas (EC 3.4.23) no son comunes en crustaceos
(Gildbert, 1988), sin embargo existen reportes de la presencia de enzimas aspartico
proteasas en crustdceos como en la langosta Homarus gammarus (Navarrete del Toro et

al., 2006). Trabajos previos descartan la probabilidad de un importante aporte
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enzimatico exdgeno bacteriano de proteasas con actividad acidica, como las asparticas

en crustaceos marinos (Donachie et al., 1995; Navarrete del Toro et al., 2006)

En invertebrados que producen membrana peritréfica (MP) del tipo II
(secretadas por células epiteliales en la zona anterior del intestino medio como se
presenta en Artemia) la digestion inicial ocurre en el lumen intestinal, ademas de
presentar una compartimentalizacion enzimatica digestiva ejercida por una MP con
permeabilidad diferencial (Ferreira et al., 1994; Terra et al., 2001). Se ha determinado
en larvas de Rhynchosciara americana (diptera) y Spodoptera frugisperda
(Lepidoptera) la ocurrencia predominante de enzimas del tipo tripsina y amilasa en el
espacio luminal endoperitrofico, la aminopeptidasa y maltasa fueron encontradas solo
en el espacio ectoperitrofico; a nivel del intestino medio con un pH alcalino de 9.3 a 9.8
(Ferreira et al., 1994; Terra et al., 2001). Estos resultados sugieren que la digestion
inicial de proteasas en lumen intestinal endoperitréfico es una actividad digestiva
importante en invertebrados con MP del tipo II. En Artemia, dado el caso de un
ambiente alcalino en el lumen intestinal y la importancia de la digestion inicial de
proteasas en el espacio endoperitrofico, el aporte de enzimas exdgenas como las de
Microbacterium 8L (bacteria transitoria luminal endoperitrofica) probablemente se una

participacion importante en la actividad metabdlica de Artemia.

Nuestros resultados sugieren la liberacion de oligo-péptidos en el lumen
intestinal de Artemia por accion de las proteasas de Microbacterium cepa 8L sobre la
proteina de levadura (Figura 7). Nishino y Nakayama (2006) también reportd un
Microbacterium sp., como parte de un consorcio bacteriano 1til para producir amino
acidos libres. Microbacterium sp., cepa 8L tiene la capacidad de crecer en un medio de

cultivo axénico usando levadura esterilizada por autoclave Saccharomyces cerevisae
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como Unica fuente de proteina (Hipolito-Morales, 2005). Las proteasas extracelulares de
bacterias Microbacterium sp. 8L y 8R de 28.0 kDa mostraron una gran capacidad para
hidrolizar la proteina soluble de levadura en SDS-PAGE, comparado con las proteasas
de Exiguobacterium mexicanum 8N DSM 16483" and Vibrio parahaemolyticus 588
CECT. La gran capacidad de las enzimas exdgenas de la bacteria Microbacterium 8L
DSM 16485 para hidrolizar las proteinas de levadura ha mostrado una probable
contribucion de esta bacteria en la biodisponibilidad de nutrientes de levadura cuando

esta presente en el tracto digestivo de larvas de Artemia.
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CAPITULO 3

Monitoreo de bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N y Microbacterium sp., 8L
en el tracto intestinal larvario del crustaceo Artemia franciscana, y de lubina
Europea Dicentrarchus labrax bajo condiciones de cultivo agnotobidtico, mediante

la técnica de TTGE

3.1. INTRODUCCION

Las bacterias Microbacterium sp., cepa 8L DSM 16485, y Exiguobacterium
mexicanum cepa 8N DSM 16483", putativas probidticas para larvas de A. franciscana,
han sido evaluadas bajo cultivos gnotobioticos mostrando un efecto positivo en su
desarrollo y en el crecimiento de la larva (Orozco-Medina, et al. 2002). En el presente
trabajo se determiné la presencia de estas bacterias 8L y 8N en el lumen intestinal de
larvas de A. franciscana y D. labrax mediante analisis de geles de electroforesis con
gradiente de temperatura temporal (TTGE), bajo condiciones de cultivo donde
estuvieron expuestas al desarrollo fortuito de otras poblaciones bacterianas (cultivo
agnotobiotico). Con el objetivo de determinar la influencia de estas bacterias en la
comunidad bacteriana presente en el lumen intestinal larvario. Asi como también la
respuesta de las comunidades bacterianas en presencia de la bacteria patdgena Vibrio
anguillarum 01b (Kotzamanis et al., 2007) en larvas de D. labrax. La comunidad

bacteriana presente en el tracto digestivo de las larvas fue determinada mediante analisis
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por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante de temperatura temporal
(TTGE, temporal temperatura gradient gel electrophoresis), técnica que permite la
separacion de fragmentos parciales de secuencias del gen que codifica para el 16S
ARNTr bacteriano, con mismo tamafio pero diferente secuencia de nucleotidos (diferente
entidad taxonomica), debido a las condiciones desnaturalizantes generada en el gel por
el incremento progresivo y constante de la temperatura, y la fuerza diferencial de unién
covalente entre las bases nitrogenadas de la molécula de ADN, la cual es proporcional
al porcentaje y distribucion de GC en la secuencia. Los experimentos con cultivos
agnotobioticos de larvas de Artemia expuestas a 8N y 8L permitieron conocer la
influencia de dichas cepas sobre la comunidad bacteriana asociada al tracto digestivo de
Artemia. Ademas, de determinar la capacidad de carga del tracto de Artemia en relacion
a las cepas de las bacterias 8N y 8L en el lumen intestinal, ya que las larvas nauplio de
Artemia fueron posteriormente utilizadas como vectores o bioencapsulantes para
suministrarlas a larvas de D. labrax, y fungiendo como alimento también. La capacidad
protectiva de las cepas 8N y 8L contra el patégeno V. anguillarum cepa 01b fue
determinada en pruebas in vivo usando larvas de D. labrax de 6 y 16 dias, como una
determinacion de su probable capacidad antagénica contra patdogenos. Las preguntas

planteadas en los siguientes experimentos fueron:

1. En condiciones agnotobioticas las bacterias 8N y 8L pueden estar presentes de

manera activa dentro del tracto digestivo de larvas de Artemia y de D. labrax.

2. El suministro de estas bacterias en cultivos larvales pueden influir en la estructura de
la comunidad bacteriana de su tracto digestivo, con y sin inclusion del patégeno Vibrio

anguillarum cepa 01b.
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3. Tienen las cepas 8N y 8L capacidad antagonica hacia patogenos en larvas de D.

labrax.

4. Estas cepas tienen un aporte benéfico en la supervivencia y peso corporal de larvas de

este pez.

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Presencia y actividad de bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N y
Microbacterium sp., 8L por deteccion y expresion del gen del 16S ARNTY, en el
lumen intestinal de larvas de Artemia franciscana, y su influencia en comunidad

bacteriana determinada por TTGE

3.2.1.1. Condiciones de cultivo larval de Artemia

Nauplios de Artemia cultivados en matraces cerrados, con 80 mL de agua de mar
filtrada (filtro de 5 pm) a una densidad de 20 nauplios mL™, 25 °C de temperatura, e
inyeccion inicial de gas O, durante 3 min, fueron expuestos 24 h a los siguientes

tratamientos (con duplicado):
N) nauplios con bacterias 8N a concentracion 10® bacteria mL™ en el agua de cultivo,
n) nauplios con bacterias 8N con 10" bacterias mL™,

L) nauplios con bacterias 8L con 10® bacterias mL™!
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1) nauplios con bacterias 8L con 107 bacterias mL ™

Al medio de cultivo agnotobidtico se le anadio 10 mg de concentrado de lipidos
autoemulsificantes SELCO que contiene acidos grasos altamente insaturados omega -3,
por cada unidad experimental (80 mL), en todos los tratamientos. Las unidades de
cultivo fueron mantenidas con agitacion constante. Al final del cultivo se determiné la
supervivencia larval tomando muestras de 1 mL para el conteo bajo el estéreo

. . . . -1
microscopio, determinando numero de nauplios mL™".

3.2.1.2. Concentracion bacteriana cultivable aislada de lumen intestinal de Artemia

Al final del cultivo se tomaron 5 mL del medio de cada unidad en ambiente estéril
dentro de la campana de flujo laminar, las larvas contenidas en las muestra fueron
lavadas con 4.5 mL de agua de mar estéril, posteriormente se re-suspendieron en
volumen igual de agua de mar estéril; 1 mL fue tomado para determinar numero de
larvas mL™, y el resto fue homogenizado para su dilucion serial en agua de mar estéril.
De cada dilucion se inoculd 100 pL en placa con medio de cultivo selectivo (elaborado
en el laboratorio), y 1 mL en placa Petrifilm™ 3M 38-9018-1246-1 usadas para
bacterias heterotrofas aerobias. El medio de cultivo selectivo para el desarrollo de la
cepa 8N fue PS8+PS, compuesto por 2.35 g de PCA (Standard plate count agar, AES
Laboratoire), 10 pg de polimixina, y 10 pg de Estreptomicina por mL, en 100 mL de
agua de mar filtrada, a pH 7.8. El medio selectivo para la cepa 8L fue POO+P,
compuesto por 2.35 g de PCA, y 10 pg de polimixina mL”, en 100 mL de agua
destilada. Ambos medios selectivos fueron esterilizados por autoclave y vaciados en

placas. A partir del conteo de colonias desarrolladas en placas con medio selectivo y en

69



Petrifilm, incubadas al menos durante 6 dias a 32 °C y 25 °C respectivamente, se
determind el numero de unidades formadoras de colonia presente en cada larva de
Artemia (UFC de bacterias/Larva). Debido a las caracteristicas fenotipicas de la colonia
de las cepas 8N y 8L, se pudo determinar el conteo especifico en placas con medio

selectivo.

3.2.1.3. Extraccion de ARN y ADN total presente en larvas de Artemia

Las larvas de Artemia que restaron en cada unidad de cultivo al muestreo bacteriano,
fueron concentradas en filtro de 150 um de didmetro de malla y lavadas con agua de
mar estéril, y se dividieron en dos porciones iguales, una porcion de larvas fue
suspendida en tubo Eppendorf de 2 mL con 500 puL de solucion TRIZOL™ SIGMA
T9424 para su posterior extraccion de ARN, y la segunda porcion de larvas fue
suspendida en 200 pL de tiocianato de guanidina SIGMA G6639 para la extraccion de

ADN.

Extraccion de ARN. El procedimiento de extraccion de ARN esta basado en el método

desarrollado por Chomczynski y Sacchi (1987). A cada tubo con larvas de Artemia y
500 pL de trizol™, fue vertido 500 pL de perlas de vidrio y agitado en vortex por 10
min, después se afiadid6 200 pL de cloroformo y agitd con lentitud. Se centrifugd a
12000 x g por 15 min a 4 °C, para de inmediato tomar la fase superior acuosa
colocandola en un tubo nuevo de 1.5 mL; se afiadio 250 pL de isopropanol y dejo a 25
°C por 10 min, y se centrifugo nuevamente por 10 min para luego volver a tomar el
sobrenadante y afiadir 500 pL de etanol al 75 % frio, se agitd lentamente por unos
segundos y se centrifugd a 7500 x g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante fue descargado
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para dejar secar el tubo durante 1 h 30 min a 25 °C en ambiente estéril. El material
precipitado en los tubos fue suspendido con 100 uL de agua libre de RNAsa, e incubado
por 10 min a 60 °C. El tubo se almacen6 una noche a 4-10 °C, para posteriormente
determinar la pureza del ARN de transferencia mediante la determinacion de la
absorbancia de luz ultravioleta o densidad dptica (D.O.) en espectrofotdmetro, una tasa
A260/A280 de ARNt puro tiene un valor > 1.7 unidades de absorbancia. Se determiné la
concentracion de ARNt (ug mL™") mediante la formula (D.O. A260)(40) (1 x grado de
dilucién), donde D.O. A260 = la densidad optica a 260 nm de longuitud de onda; 40 =
factor en la cual 1 unidad de D.O. 2260 mL™" corresponde a 40 pg de ARNt mL™; 1 x
grado de dilucion = la dilucién en la que se encuentra la muestra, en este caso se
utilizaron muestras sin diluir de 1 pL. Posteriormente se hicieron alicuotas (triplicados)
de 1 pg de ARNt en tubos de PCR para su uso posterior en el RT-PCR. El resto del
material de ARNt fue precipitado con 0.1 volumen de acetato de potasio 2 M pH 5,y 2
volumenes de etanol absoluto (95 %). Los tubos fueron almacenados a -50 °C (ver

diagrama en Figura 12).

Extraccion de ADN. El procedimiento de extraccion de ADN esta basado en el método

desarrollado por Godon et al. (1997). El volumen en tubos con larvas de Artemia fue
ajustado a 250 pL con tiocianato de guanidina, para posteriormente afadir 40 uL de
sarcosina N-Lauril SIGMA L9150 al 10 % en agua destilada, y 500 pL de sarcosina N-
Lauril al 5 % en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8 (9.32 mL Na,HPO4: 14.2 g en
100 mL H»O, 0.68 mL NaH,PO4 (IM): 12 g en 100 mL H,O, 90 mL H,0). Se agit6
brevemente en vortex e incubd en bafio caliente a 70 °C durante 1 h. Se afiadié 500 pL
de perlas de vidrio 0.1 mm SIGMA G4649, y agitd6 por 10 min en vortex para el

rompimiento de tejido. Se agregd 15-20 mg de solucion de poly-vinilpirrolidona
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(PVPP) SIGMA P6755, y agitdé nuevamente en vortex unos segundos. La solucion fue
centrifugada a 18000 x g por 3 min, para luego recuperar el sobrenadante en un tubo
nuevo de 2 mL. Al tubo con el remanente de perlas de vidrio se agregé 500 pL de
solucion TENP (270 mg de PVPP, 540 uL de NaCl 5 M, 1080 uL EDTA 0.5 M, 1350
puL Tris 1 M) y se suspendi6 con vortex brevemente, para nuevamente centrifugar a
18000 x g, 3 min y recuperar el sobrenadante, el cual es vertido en el anterior tubo con
el primer sobrenadante, este ultimo proceso se repitié dos veces mas hasta alcanzar un
volumen aproximado de 2 mL de sobrenadante (en esta etapa las muestras pudieron ser

almacenadas toda la noche a 4-10 °C).

El volumen total de sobrenadante fue separado en dos volimenes, y a cada tubo
de Eppendorf (1.5 mL) con sobrenadante fue afiadido 1 mL de de isopropanol (2-
propanol), para dejarlo 10 min a 25 °C (o toda la noche a 4 °C), posteriormente se
centrifug6 a 18000 x g 5 min y para luego ser descargado el sobrenadante; los tubos se
dejaron secar en ambiente aséptico durante 1 h, para agregarse 450 puL de solucion
amortiguadora de fosfatos a cada tubo, y 50 pL de acetato de sodio 3 M. Las soluciones
resultantes fueron mezcladas y unidas en un solo tubo, al tiempo que se dejé en hielo
durante al menos 1 h 30 min. Se centrifug6 a 18000 x g 30 min a 4 °C, y el
sobrenadante recuperado en un tubo nuevo de 1.5 mL se le agregd 2 pL de RNAsa
SIGMA R6513 (10 mg mL™") y mezcld en vortex gentilmente, para a continuacion
incubar de 1-2 h a 37 °C. Al final de la incubacion se coloc6 en hielo para anadir 50 pL
de acetato de sodio SIGMA S7545, y 1 mL de etanol al 100 %, y el tubo fue
almacenado a -20 °C por 20 min. Las muestras fueron centrifugadas a 18000 x g 3 min
4 °C, descargado el sobrenadante se agregd 750 uL de etanol al 75 % y agitd en vortex

brevemente, para nuevamente centrifugar, se repite la operacion con 500 pL de etanol
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75 %. Al final el sobrenadante fue descargado y los tubos secados en ambiente aséptico
por 1 h 30 min. Una vez deshidratados los tubos, se anadidé 20 uL de agua destilada
estéril y se dejo reposar por 2 h a 25 °C para la elusion del ADN, y después fue
conservado a -20 °C. El ADN extraido fue el utilizado como templado para la
amplificacion del gen que codifica para el 16S ARNr de eubacterias. Para determinar la
pureza y concentracion de ADN se determind la absorbancia de luz ultravioleta o
densidad optica (D.O.) en espectrofotdometro, donde la tasa A260/A280 de ADN tiene un
valor > 2.0 unidades de absorbancia. Se determiné la concentracion de ADN (ug mL™)
mediante la formula (D.O. A260) (50) (1/grado de dilucion), para luego hacer alicuotas
(triplicados) de 50 ug de ADN en tubos de PCR para su posterior amplificacion. Los

tubos fueron almacenados a -20 °C (ver diagrama en Figura 13).

3.2.1.4. Extraccion de ADN de bacterias en cultivo axénico

Los amplicones del 16S ADNr de las bacterias 8N, 8L, y V. anguillarum, usados como
referencias en geles de TTGE, fueron obtenidos de bacterias cultivadas en placas de
agar marino 2216. La biomasa bacteriana fue tomada con asa bacteriologica y puesta en
suspension con 200 uL. de “buffer” de lisis (10 uL de Tris HCI 10 mM pH 7.8 SIGMA
T3038, 20 uL EDTA 1 Mm, 10 pL Triton X-110 1 % SIGMA T8787, 960 uL agua
destilada estéril). La mezcla fue colocada en bafio con agua en ebullicion por 5 min, y
luego se afiadio 200 pL de cloroformo; esta solucion fue centrifugada a 14000 x g 1.5

min y la fase acuosa fue tomada. La operacion de separacion por cloroformo se repitio
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Figura 13 (1 de 2). Diagrama de flujo para la extraccion de ADN de bacterias en tracto

digestivo de larvas de Artemia franciscana y Dicentrarchus labrax, basado en el

método descrito por Gordon et al. (1997). O= Centrifugar.
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Figura 13 (2 de 2). Diagrama de flujo para la extraccion de ADN de bacterias en tracto

digestivo de larvas de Artemia franciscana y Dicentrarchus labrax, basado en el

método descrito por Gordon et al. (1997). O= Centrifugar.
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al menos una vez para obtener una mayor pureza de ADN. También se cuantifico la

concentracion del material de ADN mediante el procedimiento arriba descrito.

3.2.1.5. RT-PCR de ARN extraido de larvas de Artemia

El ARN contenido en Tubos de PCR con alicuotas de 1 pg, fue el templado para la
reaccion de transcripcion por la enzima reversa-trancriptasa (RT-PCR). Para la sintesis
de ADN complementario (ADNc¢) por RT-PCR se utilizo6 el producto comercial Quanti
Tec Reverse Transcription Kit QUIAGEN No. 205311. El procedimiento llevado a cabo
fue el sugerido en el manual de uso de dicho producto, para obtener 20 pL. de volumen
de reaccion final con producto del RT-PCR, dicho producto (ADNCc) fue almacenado a -
20 °C, para su posterior uso como templado para la amplificacion del gen del 16S ARNr

de eubacterias.

3.2.1.6. Amplificacion del 16S ADNr de eubacterias en tracto intestinal de Artemia

Muestras de ADN gendémico, y ADN complementario obtenido de larvas de Artemia,
fueron utilizadas como templado para la amplificacion parcial del gen que codifica
para el fragmento ribosomal 16S de eubacterias. Los iniciadores utilizados fueron el
341Forward con un segmento rico en GC en el extremo 5° (CGC-CCG-CCG-CGC-
CCC-GCG-CCC-GTC-CCG-CCG-CCC-CLCG-CCC-GCC-TAC-GGG-AGG-CAG-
CAGQG), y el 907 Reverse (CCG-TCA-ATT-CMT-TTG-AGT-TT). Los componentes y
concentraciones de la mezcla de reaccion que se utilizo se muestran en la tabla II1. El

programa de amplificacion en termociclador TECHNE TC-512 fue: Un ciclo a 94 °C 3
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min para la desnaturalizacion inicial; 30 ciclos a 94 °C 1 min de desnaturalizacion, 59
°C 1 min de alineacidén o hibridacion, 72 °C 2 min de elongacién; y un ciclo final de

elongacion a 72 °C 7 min.

Tabla ll. Mezcla de reaccion utilizada para la amplificacion (PCR) parcial del gen 16S

ribosomal de eubacterias en larvas agnotobioticas de Artemia y D. labrax.

Reactivos Vol. 1x 4x 8x Concentracién

(volumen (50 puL) (100 pL) final

minimo)
H,O libre de RNAsa 8.725 394 69.8
MgCl, (25 mM) 0.75 3.0 6 1.5 mM
dNTPs Eurogenetec (20 mM) 0.5 2 4 0.8 mM
Amortiguador p/PCR 10x 1.25 5.0 10 1x
Iniciador 341 F + cola GC 0.4375 1.75 3.5 0.0035 pg puL™!
(100 pg mL™")*
Iniciador 907 R (100 pgmL™")  0.15 0.6 1.2 0.0012 pg pL™!
Taq. Polimerasa (5U pL'l) 0.03125 0.125 0.25 0.0125U uL'l
AmpliTac Stoffel 0.03125 0.125 0.25
Templado de DNA 20 ng pL™")  0.625 2.5 5 0.001 pug pL™!
Volumen total 12.5 50 100

* La diferencia de volumen entre los iniciadores en la mezcla de reaccion, se debe a la
diferencia de peso molecular, el iniciador forward 341 con cola de GC tiene un peso
molecular mayor al iniciador reverse 907 R en una proporcion de 2.8:1

aproximadamente.
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3.2.1.7. Electroforesis en gel desnaturalizante con temperatura temporal (TTGE)

Los productos amplificados por PCR del gen 16S ribosomal de bacterias en tracto
digestivo de las larvas, fueron separados por diferencias en las secuencias nucleotidicas

mediante la técnica de TTGE.

Los geles de TTGE fueron preparados de la siguiente manera. Gel de separacion:
En tubo cénico de 50 mL, se mezclaron 16.8 g de Urea 7 M, y 19.4 mL de agua
destilada, se disolvié con calor para luego afiadir 800 pL de amortiguador TAE 50x
(para obtener concentracion final de 1x), posteriormente se agrega 6 mL de bis
acrilamida 6 % 37:5:1 (Bio-Rad) y disuelve bien para pasar a través de filtro de 0.2 um
de diametro de poro, al final se afora a 40 mL con agua destilada y conserva a 4 °C (en
hielo); para la polimerizacion del gel se agregan 245 pL de APS al 10 %, y 42 pL de
TEMED. Gel de concentracion o de carga: Se disolvio 100 uLL de TAE 50x, 750 uL de
bis acrilamida 6 % 19:1, 50 uL de APS 10 %, 12 uL. de TEMED, y aforado a 5 mL con

agua destilada.

Una vez montado el gel dentro del tanque del sistema de TTGE, el buffer TAE
1x que embebe el gel es calentado a 65 °C. Las muestras son cargadas en el gel en
mezcla con buffer de carga (Eurobio GEPELPOO-OD 017513) en proporcion 2:1. La
electroforesis inicial fue corrida a 20 Volts por 30 min y el resto del tiempo a 60 Volts
(con ~ 28-55 mA). La tasa de elevacion de temperatura fue 0.3 °C h™ a una temperatura

inicial de 63.4 °C, para terminar en un tiempo de 22 h.

El gel de TTGE es embebido en una solucion preparada con 20 pL del agente de
tincion de ADN Sybr Green (Invitrogen S-7567) y 200 mL de TAE 1x, protegido de la
incidencia de luz y tomando medidas de seguridad recomendadas para el manejo del
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Sybr Green. El gel se mantuvo con agitacion constate durante 30 min en la oscuridad y
el excedente de la solucion de tincion fue lavado con 200 mL de TAE 1x con agitacion
constante por 15 min en la oscuridad también. El gel es foto-documentado a través de
un transiluminador a 300 nm. Las bandas de ADN observadas en los geles de TTGE

6™, y los analisis de las

fueron analizadas usando el programa GelCompar II Ver. 4.
comunidades bacterianas presentes como perfiles de bandas de ADN o unidades

taxondmicas operacionales fueron realizados utilizando el programa PAST Ver. 1.67

(http://folk.uio.no/ohammer/past/).

3.2.2. Presencia y actividad de bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N vy
Microbacterium sp., 8L por deteccién y expresion del gen del 16S ARNr, en el
lumen intestinal de larvas de lubina Europea Dicentrarchus labrax, y su influencia

en la comunidad bacteriana determinada por el método de TTGE

3.2.2.1. Condiciones de cultivo larval de D. labrax

Los experimentos fueron hechos en cultivos agnotobidticos usando tanques conicos con
35 L de agua de mar filtrada y 2000 larvas de lubina Europea D. labrax (~ 57 larvas L™)
en etapa D6 de desarrollo post-eclosion. Los cultivos se mantuvieron en la oscuridad a

15 °C. Se evaluaron 3 tratamientos con 5 repeticiones cada uno, de la siguiente manera
C. Cultivo control, sin la adicion de las bacterias 8N y 8L

N. Cultivo larval con el suministro de 8N bioencapsulada través de nauplios de Artemia
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L. Cultivo larval con el suministro de 8L bioencapsulada través de nauplios de Artemia

Los tanques de cultivo estuvieron distribuidos de manera aleatoria. El alimento
vivo Artemia fue suministrado continuamente a las larvas de lubina en todos los
tratamientos, a través de una bomba peristéltica a una densidad total de 5 larvas mL™" en
un dia. Los nauplios de Artemia con o sin las bacterias 8N u 8L bioencapsuladas
(bacterias contenidas en el tracto digestivo de Artemia, las que a su vez fueron
suministradas como alimento a las larvas lubina) se contuvieron en un tanque
distribuidor de 5 litros. La encapsulacion de bacterias en nauplios de Artemia se hizo en
tanques conicos con 5 litros de agua de mar filtrada y nauplios a una densidad de 50
nauplios mL™". Fue afiadido 125 mg L™ de un concentrado de lipidos autoemulsificantes
conteniendo acidos grasos poli-insaturados SELCO™ a nauplios de Artemia usados
para todos los tratamientos; en tratamientos correspondientes (N y L) se afiadié biomasa
bacteriana respectiva al agua de cultivo de bioencapsulacion, la cantidad tal para
obtener una densidad de 1 x 10° bacterias mL™. El cultivo se mantuvo a 25 °C y una
aireacion constante durante 24 h para obtener larvas de Artemia bioencapsuladas listas
para ser suministradas a larvas de lubina. Los cultivos se mantuvieron durante 19 dias
alcanzando una edad de 24 dias de post-eclosion. Al final del experimento se tomaron
muestras de 30 larvas de cada unidad de cultivo (repeticion) y embebidos en una
solucion fijadora de fenol (a una proporcion 1:1 con agua). Se dejo actuar el proceso de
fijacion de larvas durante al menos 30 dias para posteriormente determinar el peso
huimedo de larvas. Se contaron todas las larvas supervivientes de cuatro repeticiones de
cada tratamiento al final del cultivo. Larvas presentes en la quinta repeticion restante de
cada tratamiento fueron utilizadas para realizar las pruebas posteriores de reto con el

patogenos V. anguillarum, descritas en las secciones 3.2.3.y 3.2.4.
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3.2.2.2. Extraccion de ARN y ADN total presente en larvas de D. labrax

Al final del cultivo larvario de D. labrax, se tomaron muestras de 10 larvas de cada
unidad de cultivo para la extraccion de ADN, y 10 larvas para la extraccion de ARN, y
se suspendieron en 200 pL de solucion Trizol™. Las larvas fueron homogenizadas en
condicion estéril previo al proceso de extraccion de acidos nucleicos. El proceso de
extraccion de ADN y ARN que se llevo a cabo fue como el descrito arriba para larvas

de Artemia (seccion 3.2.1.3).

3.2.2.3. RT-PCR de ARN extraido de larvas de D. labrax de 24 dias de post-
eclosion (dpe)

El proceso para la amplificacion y sintesis de ADN complementario a partir del ARN
mediante la transcripcion inversa (RT-PCR), fue llevado a cabo conforme al descrito

anteriormente para las larvas de Artemia (seccion 3.2.1.5).

3.2.2.4. Amplificacion del 16S ADNr de eubacterias en tracto intestinal de D.

labrax

Las muestras de ADN gendémico y ADN complementario del 16Sr de bacterias en tracto
digestivo de larvas de D. labrax, fueron procesadas para su amplificacion segin fue

descrito previamente para las muestras de larvas de Artemia (seccion 3.2.1.6).
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3.2.2.5. TTGE de bacterias en tracto digestivo de larvas de D. labrax

Los productos de PCR del ADN codificante para el fragmento ribosomal 16S de
bacterias presentes en tracto digestivo de larvas de D. labrax, fuero sometido a la
técnica de TTGE mediante el procedimiento descrito arriba para larvas de Artemia

(seccion 3.2.1.7).

3.2.3. Efecto de la presencia del petdgeno Vibrio anguillarum 01b sobre la actividad
de la comunidad bacteriana en lumen intestinal de Dicentrarchus labrax de 6 dpe

con inclusion de Exiguobacterium mexicanum 8N y Microbacterium sp., 8L

3.2.3.1. Condiciones de cultivo larval

Experimentos con cultivos agnotobiodticos de larvas de la lubina europea D. labrax con
6 dpe de edad. Las unidades de cultivo fueron de 0.25 larvas mL™" en botellas cerradas
con 440 mL de agua de mar filtrada, mantenidas en la oscuridad a 20 °C, con inyeccion
inicial de O, gaseoso en un tercio del volumen de capacidad de la botella. Los
experimentos duraron 24 h. Los tratamientos con 6 repeticiones cada uno fueron los

siguientes:

C. Cultivo control sin inoculacion de bacterias

N. Cultivos inoculados con la bacteria 8N

NV. Cultivos inoculados con las bacterias 8N y V. anguillarum
L. Cultivos inoculados con la bacteria 8L
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LV. Cultivos inoculados con las bacterias 8L y V. anguillarum
V. Cultivos inoculados con la bacteria V. anguillarum

Las bacterias 8N y 8L fueron inoculadas al inicio de la prueba, y la bacteria V.
anguillarum fue inoculada a las 24 h de cultivo. Las bacterias fueron inoculadas para
obtener una concentracion en el agua de cultivo de 1 x 10° bacterias mL™". La prueba
fue terminada a las 24 horas de inoculacion de la bacteria V. anguillarum. Se tomaron
larvas (las mayores posibles) de 3 repeticiones de cada tratamiento como muestra para

la extraccion de ARN.

3.2.3.2. Extraccion, amplificacion del 16Sr ADN y TTGE de larvas de 6 dpe en reto

con bacterias V. anguillarum, 8N, y 8L

Los proceso previamente descritos en secciones anteriores de extraccion de ARN,
amplificacion del gen 16Sr ARN bacteriano, y TTGE, fueron aplicados en muestras de
larvas obtenidas en los tratamientos de la presente prueba de 24 h en reto con la bacteria

patdgena V. anguillarum y las bacterias 8N y 8L.
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3.2.4. Efecto de la presencia del patdgeno Vibrio anguillarum 01b sobre la
supervivencia y comunidad bacteriana intestinal de Dicentrarchus labrax de 16 dpe

con inclusion de Exiguobacterium mexicanum 8N y Microbacterium sp., 8L

3.2.4.1. Condiciones de cultivo larval de D. labrax

Larvas de D. labrax de 16 dpe de edad cultivadas bajo los tratamientos C, N, y L en la
seccion 3.2.2., fueron tomadas de 3 unidades de cultivo respectivamente para ser
transferidas a botellas con 400 mL de agua de mar filtrada con 100 larvas cada una (250
larvas L), con 12 repeticiones de cada tratamiento. Las botellas se mantuvieron en
oscuridad a 20 °C. Al inicio de la prueba de reto se afiadieron las bacterias 8N y 8L en
los respectivos tratamientos N y L a una concentracién de 1 x 10° bacterias mL™. A las
24 h de la prueba de exposicion se afiadio la bacteria V. anguillarum a una
concentracién de 1 x 10° bacterias mL™' en los tres tratamientos de C, N,y L. Se
mantuvo la prueba de reto durante 4 dias sin alimento. Al final de la prueba se
determino la supervivencia y se tomaron muestras de larvas para la extraccion de ADN

y ARN.

3.2.4.2. Extraccion, amplificacion del 16Sr ADN y TTGE de larvas de 16 dpe en

reto con bacterias V. anguillarum, 8N, y 8L

Los proceso previamente descritos en secciones anteriores para la extraccion de ADN y
ADN, la amplificacion RT-PCR de ARN, la amplificacion del gen 16Sr ARN

bacteriano, y la TTGE, todos fueron aplicados en muestras de larvas obtenidas en los
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tratamientos de la presente prueba de 4 dias en reto con la bacteria patégena V.

anguillarum y las bacterias 8N y 8L.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Presencia y actividad de bacterias 8N y 8L en lumen intestinal de Artemia

Los nauplios de Artemia a 24 h de exposicion a las bacterias 8N u 8L en medio de
cultivo con dos concentraciones (baja a 10’ y alta 10 bacterias mL™), mostraron
diferencias significativas (P < 0.05) entre los medios de recuperacion de bacterias
PetriFilm™ y por siembra en medio selectivo, el medio PetriFilm™ mostré mayores
concentraciones de bacterias de entre log 4.3 a 5 UFC larva” de Artemia, sin mostrar
diferencias entre concentraciones de bacterias altas y bajas en medio de cultivo, en
cambio el medio selectivo logrd recuperarse hasta dos niveles de magnitud menor de
UFC larva’ con la bacteria 8N (Tabla IV). La bacteria 8L mostré un significante
aumento en la concentracion de UFC larva™ en tratamiento con alta concentracion de
bacterias (L). Las bacterias heterotrofas viable recuperadas por PetriFilm™ pertenecen
estadisticamente a las bacterias 8L (P < 0.05) recuperadas por medio selectivo, con una

recuperacion de log 4.6 - 4.7 UFC larva™ (Tabla IV).
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Tabla Iv. Cuenta bacteriana en lumen intestinal de nauplios de Artemia a 24 h de cultivo
agnotobidtico en base a medios de cultivo PetriFilm™ y medio selectivo. Valores
logaritmos de UFC larva”, media + desviacion estandar (n=2). N = Nauplios con alta
concentracion de bacteria 8N, n = con baja concentracion de bacterias. L = Nauplios
con alta concentracion de bacteria 8L, | = con baja concentracion de bacterias. C =

nauplios sin bacterias 8N y 8L.

N n L I C

Petrifilm™ 49+03° 5.0+02° 47+03% 43+03% 48+03

Medio selectivo 3.5+£02% 29+02° 4.6+03° 33+0.0° 0.0£0.0

Diferentes letras en superindice indican diferencia significante entre rangos de: a<b <c¢

<d,auna P <0.05 (Prueba de Kruskal-Wallis).

Los perfiles de TTGE de bacteria en lumen intestinal de Artemia a las 26 h de
exposicion a las bacterias 8N y 8L con alta y baja concentracion en el medio de cultivo,
mostraron la sefial de presencia y de actividad celular de la banda correspondiente a 8N
en ambas concentraciones (Figura 14). La sefal de actividad bacteriana de 8N fue mas
evidente en tratamientos con alta concentracion bacteriana que en tratamiento con baja
concentracion. En tratamientos con 8L bandas de presencia y actividad aunque débiles
fueron dificilmente perceptible en ambas concentraciones (Figura 14). Analisis de
similitudes DICE en comparaciones con tratamientos control, los tratamientos con 8N
mostraron en perfiles de presencia (PCR) y de actividad (RT-PCR) valores menores de
similitud (PCR 0.6, RT-PCR 0.7) comparados a los obtenidos con la bacteria 8L que se
mostraron cercanos en similitud con tratamientos control (PCR 0.8, RT-PCR (0.8 — 0.9)

(Tabla V).
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Tabla V. Analisis de similitudes por el indice de DICE de las comunidades bacterianas
desarrolladas en cultivos agnotobidticos de Artemia, comparando tratamiento control
con los demas tratamientos (N y n = alta y baja concentracion de bacteria 8N, L y 1 =
alta y baja concentracion de bacteria 8L). En base a la presencia de acidos nucleicos
gendmico (16S ADNr) y complementario (16S ARNr) extraidos de los nauplios de

Artemia, indicadores de presencia y de actividad bacteriana, respectivamente.

Analisis Tratamientos 16S ADNr  16S ARNr

DICE NvsC 0.57 0.67-0.71
nvs C 0.67 0.80 —0.86
LvsC 0.8 0.83 -0.86
lvs C 0.8 0.92

3.3.2. Presencia y actividad de bacterias 8N y 8L en el lumen intestinal de larvas de

Dicentrarchus labrax

Larvas de peces de 24 dias de post-eclosion (dpe) de edad cultivadas con Artemia como
alimento y como bioencapsulantes de las bacterias 8N y 8L, mostraron que los
tratamientos con la bacteria 8L (L) no revelaron la presencia y actividad bacteriana de
su banda correspondiente (Figura 15). Los tratamientos con 8N (N), no mostraron la
sefal de presencia ni de actividad bacteriana de 8N; no obstante, en tratamientos de 8N

con
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Figura 14. Perfiles de TTGE del gen parcial del 16S ARNr de bacterias presentes en el
lumen intestinal de Artemia nauplio expuesta 24 h a las cepas bacterianas 8N y 8L a
concentraciones de 107 bacteria mL™" (BN=n,8L=1),y 10® bacterias mL"! (8N =N,
8L =L). Los productos amplificados de ADN gendémico (PCR) y ADN complementario
(RT-PCR) fueron obtenidos a partir de ADN y ARN total extraidos de Artemia nauplio.

Las flechas indican presencia activa de la cepa 8N y sefal presuntiva de 8L.

actividad celular se presentd una banda de actividad en las réplicas 1 y 2, no observada

en los demas tratamientos (Figura 15). Las larvas de D. labrax a los 19 dias de cultivo
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(24 dpe de edad) tuvieron peso humedo total en el tratamiento control 4.41 £0.12 g, en
tratamiento con 8L 4.47 + 0.14 g, y en tratamiento con 8N 4.83 + 0.15 g (Figura 16). El
peso corporal de larvas obtenido con la bacteria 8N no muestran una diferencia
significativa (ANOVA, P < 0.05) con respecto a los tratamientos control y con la
bacteria 8L (Figura 16), aun cuando presentd a larvas con el mayor peso corporal de
entre los tratamientos. La supervivencia entre los tratamientos Control, N, y L al final
del cultivo no mostraron una diferencia significativa (ANOVA, P < 0.05, n = 4). Los
cultivos Control tuvieron una supervivencia de 76 % =+ 4.2, los cultivos con la bacteria

8N 62 % + 12, y los cultivos con 8L 64 % + 9.4 (Figura 16).

3.3.3. Actividad de las bacterias 8N y 8L en el lumen intestinal de Dicentrarchus

labrax de 6 dpe expuesta a un reto con el patdégeno Vibrio anguillarum 01b

Pruebas de actividad bacteriana con deteccion de ARNr por TTGE en el lumen
intestinal de D. labrax en reto con V. anguillarum y las cepas 8N y 8L, mostraron una
banda muy tenue correspondiente a la cepa 8N en su condicioén activa con y sin la
adicion de V. anguillarum. En los tratamientos con 8L no revel6 actividad celular en
ambos casos sin V. anguillarum (L) y con V. anguillarum (L+V) (Figura 17). Analisis
de similitud DICE mostraron que los tratamientos sin V. anguillarum tuvieron un perfil
de bandas con mayor similitud comparado con el tratamiento control (C vs N = 0.8, C
vs L = 0.7), que la similitud del control comparado con los tratamientos donde se

inoculd V. anguillarum (C vs C+V = 0.6, C vs L+V = 0.6), excepto en tratamiento de
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8N con V. anguillarum (C vs N+V = 0.7). V. anguillarum no se determind activo en el

gel de TTGE (Figura 17).

L+N#V L3 L+N 2 3 4 L3 L+N+V

— - - o Lo e _-. .. 4 Fid EN D ‘. j
= ' TH I | ; Va
N _ ¢ ks 4 BN SN
' i R 8L
SL o ] : . .

Figura 15. Perfiles de TTGE del gen parcial del 16S ARNr de bacterias obtenidas por
amplificacion de ADN gendémico (PCR) y ADN complementario (RT-PCR), a partir de

ADN y ARN extraido de lumen intestinal de larvas de Dicentrarchus labrax a 19 dias

de cultivo (24 dpe). C = tratamiento control sin bacterias 8N y 8L, L = tratamiento con

8L, N = tratamiento con 8N.
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Figura 16. Peso y supervivencia de larvas de Dicentrarchus labrax a los 19 dias de
cultivo (24 dpe). C = tratamiento control sin bacterias 8N y 8L, L = tratamiento con 8L,
N = tratamiento con 8N. Letras sobre las columnas indican diferencia significativa entre
los tratamientos: a < b a P < 0.05 (Prueba de Tukey). Lineas verticales en las barras

muestras intervalos de confianza para las medias con 95 % de confianza.
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Figura 17. Perfiles de TTGE del gen parcial del 16S ARNr de bacterias obtenidas por
amplificacion de ADN complementario (RT-PCR), a partir ARN extraido de lumen
intestinal de larvas de Dicentrarchus labrax con 6 dias de post-eclosion (dpe) de edad
expuestas a Vibrio anguillarum 01b durante 24 h. C = tratamiento control sin bacterias
8N, 8L y V. anguillarum, L = tratamiento con 8L, N = tratamiento con 8N, C+V =
tratamiento con V. anguillarum, L+V = tratamiento con 8L y V. anguillarum, N+V =
tratamiento con 8N y V. anguillarum. Flechas indican una sefial presuntiva de la

bacteria 8N.
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Figura 18. Perfiles de TTGE del gen parcial del 16S ARNr de bacterias obtenidas por
amplificacion de ADN gendémico (PCR) y ADN complementario (RT-PCR), a partir de

ADN y ARN extraido de lumen intestinal de larvas de Dicentrarchus labrax con 11 dias
de cultivo (16 dpe) de los tratamientos C, L, y N, y posteriormente expuestas a Vibrio
anguillarum 01b durante 4 dias sin alimentacion. C+V = larvas de cultivos sin indculo
previo de bacterias mas V. anguillarum, L+V = larvas de cultivos con previo inoculo
con bacteria 8L mas V. anguillarum, N+V = larvas de cultivos con previo inoculo con

bacteria 8N mas V. anguillarum.
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3.3.4. Presencia y actividad de las bacterias 8N y 8L en lumen de Dicentrarchus

labrax de 16 dpe en reto con el patégeno Vibrio anguillarum

En tratamientos con las bacterias 8N y 8L no se observo la sefial de presencia y de
actividad celular correspondiente para estas bacterias en la TTGE. La sefial para V.
anguillarum estuvo presente (PCR) y con actividad (RT-PCR) en todos tratamientos
(Figura 18). En tratamientos con 8N (N+V) se evidencié una sefial de presencia y
actividad de una entidad bacteriana no revelada en tratamientos control (C+V) ni
tratamientos con 8L (L+V). La sefal de actividad celular de V. anguillarum se observo

reducida de manera evidente en los tratamientos con 8N (N+V) (Figura 18).

La supervivencia de las larvas a los 4 dias de exposicion al patogeno V. anguillarum fue
comparada estadisticamente entre los tratamientos con la prueba de Tukey. Se
determiné que la supervivencia del tratamiento de control C+V de 22 % comparada con
la supervivencia del tratamiento L+V de 28 % (con la bacteria 8L) fueron
estadisticamente similares, sin embargo la supervivencia de las larvas con la bacteria 8N
(N+V) de 2 % resultd significativamente diferente comparada con los tratamientos

control (C+V) y con la bacteria 8L (L+V) (P > 0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia de larvas de Dicentrarchus labrax con 16 dias de post-eclosion
de edad expuestas al patdgeno Vibrio anguillarum 01b durante 4 dias. C+V = larvas de
cultivos sin indculo previo de bacterias, L+V = larvas de cultivos con previo inoculo
con bacteria 8L, N+V = larvas de cultivos con previo inoculo con bacteria 8N. Letras
sobre las columnas indican diferencia significativa entre los tratamientos: a <b a P <
0.05 (Prueba de Tukey). Lineas verticales en las barras muestras intervalos de confianza

para las medias con 95 % de confianza.

3.4. DISCUSION

3.4.1. Bacterias 8N y 8L en lumen intestinal de Artemia

Maeda et al. (1994) mencionan que ecosistemas acuicolas no pueden soportar una
concentracion mayor a 10° bacterias mL™ por cada poblacion en la comunidad
bacteriana. Gomez-Gil (1998), determind que la inoculaciéon en cultivos larvales de
camarones peneidos con altas concentraciones de bacterias (10’ bacteria mL™)

raramente resultaron en niveles de concentracion mayores a los obtenidos al tiempo de
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la inoculacion, por al contrario decrecieron a las 72 h. En el presente estudio de
bacterias 8N y 8L en cultivos agnotobioticos de larvas nauplio de Artemia se aplicaron
dos concentraciones de bacterias, una alta (10° bacteria mL™) y una baja (107 bacteria
mL™), sin embargo no evaluamos la concentracion de bacterias resultante en el agua de
cultivo posteriormente. Gomez-Gil et al. (1998) obtienen una maxima concentracion de
bacterias bioencapsuladas por nauplios de Artemia de 4.77 x 10° UFC nauplio™ en
medio de cultivo agar soya triptica (TSA) o agar marino 2216, usando la bacteria Vibrio
parahaemolyticus HL57 inoculada al medio de cultivo con una concentracion de 1.5 x
10® de UFC mL™. Verschuere et al. (2000a) obtienen una bioencapsulacion (le llama
colonizacién) de log 4.70 UFC nauplio” con Vibrio proteolyticus CWST2, el valor
maximo obtenido de entre otras especies seleccionadas de bacterias con capacidad
protectiva contra este patdgeno V. proteolyticus. En el presente estudio, los valores de
concentracion bacteriana en tratamientos con las bacterias 8N (log 4.9) y 8L (log 4.7) en
la concentracion alta, por el método de recuperacion con medio PetriFilm™, resultaron
cercanos a los obtenido por Goémez-Gil et al. (1998) y similares a los obtenidos por
Verschuere et al. (2000a), ambos de Vibrio spp. Sin embargo, en nuestros resultados de
recuperacion bacteriana, es probable que una proporcion de estas bacterias recuperadas
no pertenezcan a las cepas 8N y 8L, como se pudo observar en los resultados obtenidos

de concentracién de bacterias mediante los medios selectivos (8N log 3.5, 8L log 4.6).

Se han realizado estudios sobre comunidades de bacterias asociadas a Artemia
recuperadas de ambientes naturales (Straubb et al., 1993) y de cultivos agnotobioticos
(Austin 'y Allen, 1982; Gorospe y Nakamura 1996). Verschuere et al. (1997)
monitorearon las comunidades bacterianas en cultivos agnotobidticos de Artemia

mediante cultivos en placa, y observaron que poblaciones bacterianas con estrategia
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ecoldgica r (bacterias de crecimiento rapido observado con una produccion de colonias
visibles a dos dias de incubacion) predominaron en el tracto digestivo (61 %) y
superficie de Artemia (91 %), desde las 36 h de cultivo. También utilizaron placas de
micro-titulacion Biolog GN para analisis de diversidad funcional de la comunidad
bacteriana, y determinaron una diversidad alta pero sin diferencias significantes a
diferentes tiempos de cultivo (35, 84, 132 h) entre 18 tanques de cultivo; mencionaron
que sus resultados revelaron que la comunidad bacteriana estuvo determinada por
factores deterministicos (por ejemplo: salinidad, temperatura, concentracion de oxigeno,
composicion del alimento) y factores estocasticos (por ejemplo: microorganismos
remanentes después de la sanitizacion en el agua de cultivo, en las paredes de las
unidades de cultivo, y en el aire circundante). En nuestros resultados obtenidos de la
comunidad bacteriana en nauplios de Artemia a 24 h de cultivo revelaron en base a
observaciones en TTGE que la adicion de la cepa 8N al agua de cultivo puede
representar una diferencia en la estructura de la comunidad bacteriana, y en menor
medida la cepa 8L. La débil sefial de presencia y actividad de 8L en cultivos de Artemia
se explica probablemente en base a la predominancia de poblaciones de bacterias con
estrategias de crecimiento r en cultivos de Artemia (Verschuere et al., 1997), pues la
cepa 8L ha mostrado crecimiento colonial lento en medio liquido 2216 con tasa
constante de crecimiento (K = duplicaciones que ocurren en la poblacion bacteriana por
hora) de 0.13 h™', comparado con la cepa 8N con K = 0.23 h'' (Orozco-Medina, 2001),
esta ultima a su vez con crecimiento estimado mas lento comparado a cepas de Vibrio
parahaemolyticus con duplicaciones generacionales de 3.7 a 4.4 veces h™' (Ulitzur,

1974).
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Verschuere et al. (2000a) estudiaron el control de comunidades bacterianas en
cultivos agnotobiodticos de Artemia para la proteccion contra la bacteria patogena Vibrio
proteolyticus CW8T2, mediante la colonizacion preventiva de bacterias seleccionadas
en los cultivos. Distinguieron dos categorias de proteccion en la supervivencia de
Artemia, bacterias con proteccion total LSV4 (Moraxella sp.), LSV8 (Vibrionaceae),
LSV9 (Vibrionaceae), y bacterias con proteccion parcial LVS1 (Kurthia sp.), LVS2
(Kurthia sp.), LVSS (Alcaligenes sp.), LVS7 (Nocardia sp.). En nuestros cultivos
agnotobidticos con Artemia no se determiné la capacidad protectiva de las cepas 8N y
8L contra patogenos Vibrio sp., en base a observaciones de supervivencia larval, sin
embargo observaciones de supervivencia sin patdogenos mostraron un estimado de una
decena de larvas inactivas en el fondo de las unidades de cultivo sin distincion entre los
tratamientos incluyendo controles sin las bacterias 8N y 8L (todas las larvas fueron
utilizadas para los andlisis de TTGE), lo que podria indicar una inocuidad en cultivo

agnotobidtico.

3.4.2. Bacterias 8N y 8L en lumen intestinal de Dicentrarchus labrax

Estudios de Gateosupe et al. (1997) con larvas tempranas de lubina D. labrax de 20 dias
de edad, observaron que la formulacion de la dieta tiene efectos en la microbiota
presente en la larva, basado principalmente en el suministro de hierro, a mayor aporte
de sales ferrosas en la dieta se incrementé la carga bacteriana (10° UFC g’ peso
corporal) con dominio de una cepa de Vibrio sp. Las bacterias aisladas de larvas de D.
labrax alimentadas con Artemia fueron evaluadas para determinar la produccion de

enzimas extracelulares proteasas, fosfolipasas, lipasas, y a-amilasas, y observaron que
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todas las cepas que produjeron proteasas, fosfolipasas, y/o amilasas fueron identificadas
como Vibrio, y un 23 % pertenecicron a Acinetobacter, Enterobacteriaceae, y
Pseudomonas, determinaciones basadas en caracteristicas fenotipicas diagnosticas
usando el producto comercial Api 20E y otras pruebas bioquimicas. La cepa dominante
no produjo lipasas, en cambio esta actividad de lipasas se presentd en mas del 80 % de
las cepas aisladas de larvas alimentadas con Artemia. Gatesoupe et al. (1997) sugirieron
mayor investigacion respecto a la participacion de exoenzimas bacterianas en la
actividad digestiva de larvas de D. labrax. Nuestros resultados mostraron la presencia
de una cepa bacteriana en todos los tratamientos pero no fue identificada. En cambio la
presencia activa de la cepa 8N dentro del tracto digestivo de D. labrax de 24 dias de
edad, pudo influir en la comunidad bacteriana, particularmente en la expresion de la
actividad bacteriana de una cepa en particular no detectada en los tratamientos control y
con 8L (Figura 10). Las bacterias 8N y 8L suministradas en cultivos de larvas de D.
labrax podrian ser consideradas inocuas en base a los resultados similares
estadisticamente de supervivencia y ganancia de peso corporal comparados a los
resultados obtenidos con larvas sin la presencia de estas cepas 8N y 8L. Un posible
aporte benéfico bacteriano mediante exoenzimas, y nutrientes esenciales es probable
que ocurra con la presencia y actividad de la cepa 8N en las larvas de D. labrax: El
aporte de exoenzimas de bacterias ha sido sugerido por Gatesoupe et al. (1997) como
una via de la comunidad bacteriana con alta actividad de exoenzimas para generar un

beneficio, en base a resultados de bacterias aisladas de larvas de D. labrax.

Durante el desarrollo larval de D. labrax la comunidad bacteriana presente en el
tracto digestivo ha sido influenciada o derivada de la comunidad de acompafiamiento en

la dieta (Gatesoupe et al. 1997; Grisez et al. 1997); sin embargo, no ha sido determinada
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una colonizacion dominante y persistente en el intestino por ninguna de las especies de
bacterias observadas durante el desarrollo larval antes de la maduracion del sistema
digestivo (Grisez et al. 1997). Los datos del presente trabajo mostraron que la bacteria
8N es capaz de permanecer activa en el tracto digestivo de larvas de D. labrax a través

de su bioencapsulacion en larvas de Artemia usada como alimento.

En la prueba de actividad de las bacterias 8N y 8L en lumen intestinal de D.
labrax de 6 dias de edad en reto con el patogeno Vibrio anguillarum, solo la cepa 8N
pudo ser detectada a través del TTGE, pero no la cepa 8L. Similar resultado fue
obtenido en evaluaciones de DGGE de ingesta de estas bacterias por larvas de Artemia
en cultivos gnotobidticos, donde solo la sefial de la cepa 8N pudo ser detectada, aun
cuando Orozco-Medina et al. (2008), reportaron las presencia y viabilidad de las células
de 8L fueron determinadas positivas por microscopia electrénica de barrido y por
microscopia de fluorescencia. En este trabajo de Orozco-Medina et al. (2008) sugirieron
algunas posibles respuestas a la débil o nula sefial de 8L con respecto a la cepa 8N en
base a reportes previos, como la cantidad cepa-especifica de ADN templado cuando es
diferente genera productos de PCR en diferente proporcion (Muyzer et al., 1993), el
tamafio del genoma y organizaciéon de los genes del fragmento ribosomal 16S (Farrelly
et al., 1995), y las limitaciones propias de la técnica que genera diversidad de
comunidades bacterianas subestimadas comparadas a la técnica de librerias génicas
(Kim et al., 2006). La cepa 8N se encuentra activa aun con la presencia del patdégeno V.
anguillarum, y la presencia de este patdgeno influy6 en la comunidad bacteriana con o
sin las cepas 8N y 8L, pero en menor medida con la cepa 8N. Aun cuando fue evidente

un cambio de la comunidad bacteriana en el tracto digestivo de larvas de 6 dias con la
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adicion del patogeno V. anguillarum, la sefial correspondiente a esta especie no fue

detectada de manera evidente en la TTGE (Figura 12).

En geles de electroforesis de TTGE del tracto digestivo de larvas de D. labrax a
16 dpe de edad cultivadas bajo los tratamientos L ( con cepa 8L), N ( con cepa 8N) y
control (sin 8L ni 8N) y puestas posteriormente en reto con V. anguillarum durante 4
dias, la bacteria V. anguillarum se presenté dominante en la presencia y en la actividad
de la comunidad bacteriana, pero no asi en la actividad presente en el tracto digestivo de
larvas con 8N (RT-PCR de N+V), en donde la sefnal débil de V. anguillarum en este
tratamiento podria indicar una supresion de actividad bacteriana (Figura 13). No
obstante, la baja supervivencia larval obtenida en el tratamiento con la cepa 8N (N+V)
mostrd que una falta de capacidad protectiva para la larva contra el V. anguillarum 01b,
en las condiciones experimentales expuestas (Figura 14). También se observd una
probable capacidad de 8N para modificar la comunidad bacteriana del tracto digestivo
de Larvas de D. labrax con la presencia y actividad de una cepa desconocida en los
perfiles de TTGE tanto en esta prueba de reto con el V. anguillarum (Figura 13), como
en cultivos de larvas de 24 dias de edad alimentadas con Artemia (Figura 10). La cepa
8N en una condicioén oportunista pudo haber contribuido en la mortalidad larval debido
a un probable debilitamiento del sistema inmune causado por la condicién de ayuno de
las larvas durante 4 dias. Especies del género Exiguobacterium ha sido reportadas como
bacterias oportunistas en organismo inmunodepresivos (Pitt et al., 2007). La cantidad de
la bacteria patdégena suministrada en las pruebas de reto para la evaluacion de la
capacidad protectora de bacterias probioticas en larvas sin alimentacidén necesita ser re-
evaluada. Verschuere et al. (2000a) determinaron el rango apropiado de concentraciones

bacterianas para infecciones experimentales de Vibrio proteolyticus CW8T2 en larvas
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de Artemia bajo condiciones de alimentacion y sin alimentacion. Sus resultado
mostraron que con alimentacion todas las larvas murieron a las 48 h de infeccion sin
importar la concentraciéon bacteriana del patogeno (de 1 x 10* a 1 x 10° UFC mL™), y
obtuvieron mas rapida mortalidad con la mas alta concentracion. En infeccion
experimental sin alimentacion, el V. proteolyticus afiadido a una concentracion de 10°
caus6 30 % de mortalidad en Artemia a 24 h, y 93 % después de 48 h de inoculacion; la
cepa bacteriana seleccionada LVS8 24 h previamente inoculada a 5 X 10° UFC mL"
resultdé con una mortalidad larval de menos de 23 % a 48 h de exposicion a V.
proteolyticus inoculada a 10> UFC mL™" (Verschuere et al., 2000). En las evaluaciones
de capacidad protectiva in vivo de las cepas 8N y 8L en larvas de D. labrax de 6 y 24
dias de edad y sin alimentacion contra el patégeno Vibrio anguillarum, se utilizo la
concentracion de 1 x 10° bacterias mL™ para inéculo de las cepas potenciales
protectivas, y la misma concentracion para la infeccion con la cepa patogena a las 24 h
después. Es probable que la concentracion de infeccion bacteriana en nuestras
evaluaciones resultaron altas e inapropiadas para las evaluaciones de capacidad
protectiva de las cepas 8N y 8L. y un tiempo demasiado prolongado de 4 dias sin
alimentacion en larvas de D. labrax de 16 dias de edad, ya que se registrd una
mortalidad cercana al 100 % con larvas previamente expuestas a la cepa 8N, y mayor

del 50 % con la cepa 8L y en tratamiento sin esta bacteria (Figura 14).

3.4.3. Bacterias 8N y 8L y su condicion benéfica en cultivos agnotobioticos

La determinacion de niveles de ADN bacteriano en muestras naturales no se relaciona

directamente con la viabilidad celular. En cambio la determinacion de la viabilidad de
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bacterias potencialmente probidticas o benéficas utilizando herramientas de deteccion
de compuestos o indicadores de actividad celular bioquimica como la produccién de
ARNTI, la actividad de reductasa, actividad de esterasa, y la integridad de membrana
celular, han sido demostrada ser 1util como estudios complementarios a las pruebas de
viabilidad de bacterias cultivo-dependientes (Lahtinen et al., 2008). En el presente
estudio la actividad celular de las bacterias en el tracto digestivo de larva de D. labrax
fue determinado por los niveles detectables de ARNr del 16S por amplificacion y
visualizacion en TTGE. En los geles de TTGE con muestras de bacterias en Artemia se
pudo apreciar la presencia y actividad de la cepa 8N en el tracto digestivo de Artemia, y
una sefial estimada mayor produccion de ARNr 16S en tratamientos con la mas alta
concentracion bacteriana suministrada a los cultivos. Sin embargo este marcador de
viabilidad ha presentado inconsistencias en los resultados de otros reportes (Sheridan et

al., 1998).

En condiciones agnotobidticas, las bacterias E. mexicanun 8N y Microbacterium
8L son susceptibles a ser bioencapsuladas por larvas nauplio de Artemia a las
concentraciones que regularmente se obtiene con cepas del genero Vibrio. Estas
bacterias Exiguobacterium mexicanum 8N DSM 16483 y Microbacterium sp. 8L DSM
16485" pueden estar presentes dentro del tracto digestivo de Artemia en condicion de
actividad celular, factor importante para considerar una influencia bacteriana benéfica o
probidtica en el organismo huésped, mas alla de su aporte nutricional de su propia

composicion celular.

La bacteria Microbacterium sp., 8L no presentd ninguna influencia en la
supervivencia de larvas de D. labrax, asi como tampoco en la comunidad bacteriana del

tracto digestivo y la ganancia de peso corporal en las larvas de 24 dias de edad. La
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ganancia aparente pero no significativo de peso larval con la bacteria E. mexicanum 8N
en comparacion con Microbacterium 8L y en los controles sin estas bacterias, y los
resultados negativos de supervivencia sin alimento durante 4 dias de exposicion a
patogenos; evidenciaron a la bacteria E. mexicanum 8N sin capacidad protectiva hacia
patogenos (capacidad probidtica de acuerdo a los criterios sugeridos de seleccion de
probioticos), sin embargo, probablemente esta involucrado en los procesos nutricionales
de las larvas bajo condiciones de alimentacion subdptima, y se torna como una

oportunista en la condicion sin alimento para las larvas de D. labrax.
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4. PERSPECTIVAS GENERALES

EL estudio de las relaciones huésped-microbio utilizando como herramienta a los
animales gnotobidticos, ha sido recomendado desde hace mas de tres décadas, con
experiencias en animales mamiferos y aves gnotobidticos (Gordon y Pesti, 1971).
Actualmente en los estudios de los modos de accion benéfica de bacterias en
organismos acuicultivados, la recomendacion tiene aplicacion y vigencia (Thin et al.,
2008) con experiencias en organismos modelo como el crustaceo branquiépodo Artemia
franciscana (Orozco-Medina et al., 2002; Marques et al., 2006) y el pez ciprinido Danio
rerio (Raws et al., 2004). El sistema de cultivo gnotobidtico utilizado en la presente
tesis con Artemia como modelo experimental presenta una amplia gamma de
aplicaciones en la investigacion dentro del campo de la ecologia microbiana de
organismos acuicultivados, algunas de estas aplicaciones son: Evaluaciones de Ia
capacidad inhibitoria de bacterias hacia patdgenos con pruebas in situ e in vivo; estudios
sobre las relaciones de dominancia, permanencia y actividad entre diferentes
poblaciones de bacterias identificadas, en el ambiente del tracto digestivo; evaluaciones
de dietas en base a alimento vivo (microalgas); pruebas de citotoxicidad sin la
interferencia de comunidades bacterias desconocidas las cuales se conoce aumentan o
disminuyen los grados de toxicidad en los organismos que las ingieren;
bioencapsulacion especifica de bacterias para evaluaciones de propiedades

nutricionales, probidticas o patdgenas en organismos acuicultivados.

El cultivo gnotobiodtico de Artemia realizado en esta tesis se proponen como una

via de estudio y busqueda de especies de bacterias con potencial benéfico. Se considera
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importante el estudio de bacterias autdctonas del tracto digestivo que presentan efectos
benéficos en el desempeiio de crecimiento y desarrollo de las larvas bajo cultivo,
incluyendo a los géneros y especies que no pertenecen al grupo taxonémico de especies
tradicionalmente evaluadas y que en general han sido tomadas de experiencias en
organismos terrestres. Asi mismo, el estudio sobre el aporte benéfico puede ser
abordado fuera del concepto probidtico dominante que es la de ser una bacteria
antagdnica, protectora o estimuladora del sistema inmune hacia potenciales patégenos;
ofreciendo de esta manera conocer otros tipos de interrelaciones entre comunidades
bacterianas y sus huéspedes. En la presente tesis se muestra una probable forma de
aporte benéfico de la bacteria Microbacterium sp. 8L, mediante el apoyo en la digestion
del alimento por el aporte de enzimas extracelulares proteasas. Utilizando el sistema
gnotobidtico en estudios posteriores, se pueden plantear evaluaciones de otras enzimas
extracelulares como las lipasas y amilasas, y estas mismas evaluadas con diferentes
sustratos (alimentos) con el fin de conocer sus capacidades digestivas. El consorcio E.
mexicanum 8N y Microbacterium sp. 8L han mostrado efectos positivos en el desarrollo
de Artemia, por lo que seria interesante evaluar también mezclas de enzimas
extracelulares, ya que se pudo observar que proteasas de 8N presentaron indices bajos

en pruebas de digestibilidad aparente de proteinas.

Las herramientas electroforéticas de DGGE y TTGE aplicadas en estudios de
comunidades bacterianas en tracto digestivo de organismos acuicultivados, ofrecen
informacion importante sobre la estructura de las poblaciones, su comportamiento en el
tiempo (sucesiones, dominancias), y la posibilidad de identificarlas. Pero ademas de la
determinacion importante de la presencia de bacterias especificas, con el uso de RT-

PCR para la amplificacion de ARN, se plantea la posibilidad de determinar la actividad
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bacteriana in situ, lo cual permite presumir alguna probable relacion o influencia de
actividad hacia el huésped ya que la sola presencia no lo permite. La recuperacion de
bacterias por cultivos ofrece informaciéon complementaria que presume presencia y
viabilidad celular, sin embargo la viabilidad no necesariamente indica actividad pues la
condiciones de cultivo son diferentes a las del medio ambiente natural (Lahtinen et al.,
2008). El uso polifasico que incluye herramientas de microscopia, moleculares y de
cultivo utilizadas en la presente tesis permitieron un conocimiento que pretende ser
integral hacia la comprension de los fendémenos que ocurren en la interaccion bacteria-
Artemia a nivel del tracto digestivo, y se sugiere aplicar este forma de estudios
polifasicos, en estudios sobre ecologia microbiana de ambientes acuicolas,
comprendiendo estudios tales como relaciones nutricionales, probioticas, simbidticas,

inmunoestimulantes, y patogenas.
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APENDICE A

PROTOCOLOS TECNICOS

P1. Extraccion de &cidos nucleicos bacterianos a partir de larvas de Artemia

Lisis

1. En tubo Eppendorf de 1.5 mL con aproximadamente 300 larvas metanauplio II
(6 20-100 pg de células de cultivos), las cuales son previamente lavadas en agua
destilada estéril y suspendidas en aproximadamente 10-20 puL de agua destilada
estéril, se obtiene un homogeneizado de biomasa de Artemia utilizando un

pistilo estéril.

2. Posteriormente, se le adiciona 80 pl del buffer de lisis TESC en cada muestra, y

se “vortexea” 10 seg.

3. Luego se ponen 5 pl de SDS 10 % (para que quede a 0.5 % en solucion de lisis),
y 0.5-1 uL de proteinasa K PROMEGA V3021 (100 mg mL™, la concentracion
final de trabajo de reaccion debe ser 50-100 pg mL™). La suspension es
incubada a 50° C durante 30 min. Luego se afiade 2 uL de lisozima SIGMA

L7651 (100 mg mL'l) para incubar a 30 °C por 30 min.

Extraccion
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4. Se anade 1 volumen (100 ul) de fenol-cloroformo-isoamil alcohol 25:24:1 (usar
la fase inferior transltiicida del solucion), invertir gentilmente el (los) tubo (s) dos

veces ¢ incubar a 65° C, 5 min.

5. Se mezcla gentilmente invirtiendo dos veces, para posteriormente centrifugar a

6000 x g (centrifuga Hermle Z 233 MK-Z), 5° C, 6 min.

6. Se toma la fase superior acuosa (sobrenadante) y se transfiere a un tubo nuevo.
Al tubo con remanente del centrifugado se le vuelve a anadir 1 volumen de
TESC para recuperar mas acidos nucleicos. Se vortexea unos segundos, y se
centrifuga en las condiciones anteriormente descritas, para tomar nuevamente la

fase superior acuosa y unirla con la fase acuosa obtenida anteriormente.

7. Se anade 1 volumen (200 pl) de cloroformo-isoamil alcohol (24:1), para
centrifugar la suspension (en condiciones arriba descritas) y tomar la fase

superior acuosa, colocandola en un tubo nuevo.

Precipitacion

8. Se afiade 0.6 volimenes (120 pl) de isopropanol, dejando reposar 30-60 min a
temperatura ambiente. Se puede dejar en el refrigerador a 4 °C toda la noche

para una mayor precipitacion de acidos nucleicos.

9. Luego centrifugar a 14000 x g a 5° C, 30 min. El sobre-nadante es descargado
por inversion del tubo. Tener cuidado al descargar pues el boton puede
desprenderse y salir con el sobre-nadante (descargar rapidamente para terminar

con el tubo invertido en posicion vertical)
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10. La pastilla de ADN precipitada se lava con 50 pl de etanol 70 % (a -20° C),
vertiendolo en las paredes del tubo, lavar las paredes del tubo con el vortex 30

seg. Centrifugar a 17000 x g a 5° C, durante 30 min, y decantar.

11. La pastilla se deja secar invirtiendo los tubos sobre papel aluminio a
temperatura ambiente por =~ 10-30 min. Es mejor no sobre secar el ADN ya que

se dificulta su resuspension y puede causar desnaturalizacion de ADN.

Suspension

12. Se resuspende la pastilla en 10-30 pl de agua libre de RNAsas, y se guarda a -
20° C. Al resuspender, con la misma punta de la micropipeta se resuspende el
material pasando por las paredes del tubo suavemente unos segundos, y luego

agitar con vortex a baja velocidad 1-2 segundos.

Opcional: para resuspender con mas eficiencia poner los tubos en bafio maria a 55 °C 1-

2 horas con agitacion lenta.

Protocolo basado con modificaciones en: Niibel, U., Garcia-Pichel, F., Muyzer, G.
1997. PCR Primers To Amplify 16S rRNA Genes from Cyanobacteria. Appl. Environ.

Microbiol. 63(8): 3327-3332.

En caso de presentar una concentracion baja de ADN se puede concentrar de la

siguiente manera:

1. Se afiade una solucioén salina con cationes monovalentes, la cual puede ser

cualquiera de las siguientes opciones:
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a) Acetato de sodio a una concentracion final de 0.3 M (3 M solucioén de

reserva).

b) Cloruro de sodio a una concentracion final de 0.2 M (5 M solucion de

reserva). Se recomienda cuando el ADN contiene residuos de SDS.

c) Acetato de amonio a una concentracion final de 2.5 M (7.5 M solucion de
reserva). Efectivo en la precipitacion de proteinas y mantiene suspendido en

ADN en la solucion.

d) Cloruro de litio a una concentraciéon final de 0.8 M (8 M solucion de

reserva).

. Luego de 2 a 3 volumenes de etanol absoluto frio (o 0.6 a 1 volumen de
isopropanol). Se mezcla y se deja incubar; a temperatura ambiente 10-20
minutos, o 4 °C toda la noche cuando el precipitante es etanol, y a temperatura

ambiente durante 10 min cuando es isopropanol.

. La solucion se centrifuga a 15,000 x ¢, durante 15 minutos, a 4 °C. Para
decantar suavemente, vertiendo el tubo por el lado contrario a donde se supone

se encuentra adherida la pastilla de ADN.

. Lavar con 50-200 pl de etanol vertiéndolo en las paredes del tubo y vortexear

20-30 segundos.

. Centrifugar a 17000 % g a 4 °C, durante 30 min., y decantar. Colocar los tubos
de Eppendorf con la tapa abierta e invertidos sobre papel secante a temperatura

ambiente durante 10-30 minutos
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6. Se resuspende la pastilla en 10-50 ul de agua libre de RNAsas. Se obtiene una
mayor suspension del material de ADN mediante incubacion de los tubos en
bafio maria a 55 °C con agitacion lenta durante 1-2 horas. La concentracion del
material de ADN obtenido es determinada por cuantificacion fotométrica, con

UV a 260 nm. Y su visualizacion por electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %.

7. La solucion concentrada de ADN es conservada -20 °C.

P2. Procedimiento técnico para la electroforesis en gel con gradiente de

desnaturalizante (DGGE)

La electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizante (DGGE) es un método
electroforético para identificar cambios de bases simples en un segmento de ADN. Las
técnicas de separacion sobre las cuales el DGGE esta basado fueron descritas primero
por Fisher and Lerman (1979). En un gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante,
ADN de doble banda esta sujeto a un ambiente de desnaturalizante en incremento y se
fusionard en segmentos discretos llamados “dominios de fusion”. La temperatura de
fusion (Tm) de estos dominios es secuencia-especifica. Cuando la Tm del dominio de
fusion mas bajo es alcanzado, el ADN llegara a estar parcialmente fusionado, creando
moléculas ramificadas. La fusion parcial del ADN reduce su movilidad en un gel de
poliacrilamida. Ya que el Tm de un dominio de fusion particular es secuencia
especifica, la presencia de una mutacion alterara el perfil de fusion de este ADN cuando
sean comparados con el tipo natural (wild-type). EL ADN conteniendo mutaciones
encontrara cambios de movilidad en diferentes posiciones en el gel comparados con el
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ADN del tipo natural. SI el fragmento de ADN se desnaturaliza completamente,

entonces la migracion nuevamente llegara estar en funcion del tamao.

Referencia: Fisher, S. G., Lerman, L. S. 1979. Length-independent separation of DNA

restriction fragments in two-dimensional gel electrophoresis. Cell 16: 191-200.

Componentes y accesorios del Sistema de Deteccion de Mutacion Universal “The
DCode™ System” (numeros de catalogo del 170-9080 al 170-9104, BIO-RAD) para

el DGGE

Tanque de electroforesis. Reservorio para el buffer de corrida.

Modulo de control electroforesis/temperatura. Contiene el calentador, el agitador, y
conduce la electroforesis para operar el sistema DCode. Combinado con el tanque del

buffer, el modulo de control actuia para cerrar el sistema completamente.

Sistema formador de gradiente. Consta de diversos elementos que elaboran la mezcla
de soluciones desnaturalizantes (urea y formamida), y las vierten en un ensamble de

vidrios para formar el gel con gradiente desnaturalizante. Los elementos son:

Un recipiente contenedor de soluciones con dos camaras cilindricas, comunicadas
entre si por su base, el recipiente se coloca sobre una placa agitadora para mezclar la
solucion de una de las camaras, la cual contiene la solucién con mayor concentracion de

desnaturalizante, ésta camara tiene una salida de manguera de 0.4 cm de luz de

126



diametro, que conduce a una bomba peristaltica (Bio-Rad modelo EP-1). La bomba

vierte la mezcla de soluciones en un ensamble de vidrios o sandwich.

Sandwich o ensamble. Esta formado por un par de pinzas que presionan en sus
extremos laterales a un par de vidrios (Vidrio 1: 18.3 x 20 x 0.3 cm, Vidrio 2: 16 x 20 x
0.3 cm). A la superficie interna del vidrio 2, que tendra contacto con el gel, se le aplica
solucion repelente con ayuda de una toalla absorbente, dejar secar por 5 min. Los
extremos de los vidrios sostenidos por las pinzas, se encuentran separados por
separadores de plastico (1.9 x 18.3 cm., 0.1 cm de grueso). Los vidrios y los separadores
son alineados con una hoja de alineacion (0.05 cm de grueso), mientras el ensamble es
colocado en una base de montaje (Figura 1). Las pinzas y la base de montaje ejercen
presion en las placas de vidrio con los separadores para impermeabilizar el ensamble al
verter las soluciones desnaturalizantes. En el extremo superior del ensamble se coloca
un peine cuando se esté vertiendo el volumen final de las soluciones formadoras del gel.
El peine consta con 10 dientes (1.7 cm de largo, 1.1 cm de ancho, y 0.1 cm de grueso)

que daran a lugar los pozos del gel.

Aplicacion de solucion repelente. En el vidrio mas corto que conforma el ensamble
para el gel, es impregnado con solucion repelente en la superficie de contacto con el gel
antes de ser ensamblado para su facil retiro una vez terminada la electroforesis. La
solucion repelente se aplica dentro de la campana de extraccion con equipo de seguridad
(guantes, lentes, y cubre bocas), en una cantidad de 500-1000 pL de solucion Repel-
Silane ES (Plusone No. 17-1332-01, Pharmacia Biotech) sobre la superficie deseada.
Con papel absorbente se distribuye en la superficie del vidrio y se deja secar 5-10 min.
Posteriormente se lava levemente con alcohol al 70 % por aspersion, y se elimina con

papel secante (el material utilizado se confina en recipiente de desechos toxicos).
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Figura 1. Elementos del sistema D-Code de Bio-Rad para formar el ensamble de

vidrios. Base de montaje (B), pinzas (P), vidrios (V), separadores, hoja de alineacion

(A).

Aplicacion de grasa siliconada. Los separadores de los vidrios y las superficies de
contacto de los vidrios en aquellos, son cubiertos con una pelicula fina de grasa
siliconada (High vacuum grease, Dow Corning Corp.), asi como en la superficie de la
esponja presente en la base de montaje que entre en contacto con el ensamble de
vidrios. La grasa siliconada impermeabiliza el ensamble durante la formacion del gel, y
corrige los efectos de distorsion de las bandas de DNA en el gel durante la

electroforesis.

Base de montaje. Sostiene el ensamble de vidrios de manera vertical para alinear los
vidrios (se apoya de una hoja o tarjeta de alineacion), y para verter las soluciones

formadoras del gel.
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Corazon. El corazdn la estructura que sostiene el sandwich o ensamble de vidrios con
el gel; sostiene un ensamble de vidrio en cada lado. Es colocado dentro del tanque de
electroforesis y porta en sus extremos verticales los polos conductores de energia para la

electroforesis.

Preparacion de soluciones desnaturalizantes

La formacion del gel con gradiente desnaturalizante para la electroforesis se lleva a
cabo con la mezcla de dos soluciones, una con alta concentracion de desnaturalizante,
en éste caso 90 % (Tabla 1). Para preparar la solucion con alto porcentaje de
desnaturalizante es necesario disolver la urea mediante un calentamiento y agitacion

manual durante algunos minutos.

Tabla 1. Ingredientes para la preparacion de las soluciones de reserva con alta
concentracion de desnaturalizante (90 % ¢ 70 %), y con nula presencia de

desnaturalizante (0 %). Soluciones utilizadas en la elaboracion del gel de DGGE.

Reactivo 90 % 70 % 0%
Urea (SIGMA U-4128) 378 g 294 ¢ -—-
Formamida desionizada 36 mL 28 mL -
(BIO-RAD Control 8438)

Archilamida/bis 40 % (40 % | 15 mL 15 mL 15 mL
acrylamide/bis 37.5:1 Cat.

161-0148)

TAE 50X 2 mL 2mL 2 mL
Aforar con agua destilada a: | 100 mL 100 mL 100 mL

Las soluciones se aforan con agua destilada en matraz aforado de 100 mL. Se conservan
refrigeradas, en frasco ambar, por un mes con calidad suficiente.
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Preparacion del gel desnaturalizante para el DGGE

A partir de las soluciones de reserva de 0 y 90 % (puede ser 100 % también), se
preparan las soluciones que formaran el gel de DGGE. Para prepara un gel de DGGE
con 6 % de acrilamida/bis, y gradiente de 30 a 70 % de desnaturalizante se preparan tres
soluciones. Un par de soluciones comprenden determinado rango de concentracion de
desnaturalizante, en este caso va de 30 a 70 %, y una tercera solucién que no contiene
desnaturalizante (0 %). Esta solucion final se vierte en la parte superior del gel,
denominado “gel de carga”, en ésta zona se forman los pozos para cargar las muestras
de ADN (que son productos de PCR presentando secuencias con dominios de baja
fusion denominados “colas”). En las soluciones con 100 % de desnaturalizante, la urea
tendera a retirarse de la solucion estando a 4° C. Asegurarse de calentar la solucion de

reserva (100 %) para disolver la urea antes de mezclar el desnaturalizante deseado.

Tabla 2. Ingredientes para la preparacion de las soluciones con concentracion de
desnaturalizante que formaran el gradiente en el gel de 30 a 70 % a partir de soluciones
de reserva de 0 y 90 % de desnaturalizante; y la solucion con 0 % de desnaturalizante,

para la zona de carga. Soluciones que formaran el gel de DGGE en el ensamble de

vidrios.

Solucion original 30 % final 70 % final 0 % final
Sol Desnat. 90 % 3.75 mL 8.6 mL 0 mL
Sol. Desnat. 0 % 7.4 mL 2.47 mL 5mL
TEMED ? 6.9 uL 6.9 uL 5ul
APS 10 % 523 uL 523 uL 37.5uL
Vol. Total: ~11.1 mL ~11.1 mL ~5mL
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Las soluciones que formaran el gel de DGGE se preparan en un matraz

“quitazato” de 50 mL, para luego anadir la solucion TEMED. Los matraces se agitan

manualmente al mismo tiempo que se encuentran conectadas a una bomba de vacio a 15

pulg.Hg durante 1-3 min para la desgasificacion. El matraz es tapado con papel

aluminio.

Tabla 3. Ingredientes para la preparacion de las soluciones con concentracion de

desnaturalizante que formaran el gradiente en el gel de 30 a 70 % a partir de soluciones

de reserva de 0 y 70 % de desnaturalizante; y la solucion con 0 % de desnaturalizante,

para la zona de carga. Soluciones que formaran el gel de DGGE en el ensamble de

vidrios.

reactivo 30 % final | 70 % final 0% " final
Sol Desnat. 70 % 4.9 mL 11.1 mL 0.0 mL
Sol. Desnat. 0 % 6.2 mL 0.0 mL 8.0 mL
TEMED? 6.9 uL 6.9 uL 8.0 uL
APS 10%° 52.3 uL 52.3 uL 60.0 uL
Vol. Total: ~11.1 mL ~11.1 mL ~ 8.0 mL

' Se utiliza 8 mL de volumen total en lugar de 5 mL como en la tabla 1, para un llenado

total con exceso en la camara del ensamble de vidrios, considerando que la solucion

reduce su volumen al solidificarse.

2 TEMED, N,N,N’N-Tetra-metiletilenodiamina, BIORAD Cat. 161-0801.

3 APS, Amonio persulfato, BIORAD Cat. 161-0700. Se diluye en agua destilada mili Q.
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Una vez desgasificadas la soluciones, son vertidas en el sistema formador de gradiente
(Bio-Rad modelo 385). La solucién con alto porcentaje del des-naturalizante (solucion
con 70 %) es mezclada con 100 pL de “Dye Solution DCode” control 300001792, el
cual permite visualizar la formacion del gradiente en el gel, relacionandolo
proporcionalmente con la intensidad del color; posteriormente, la solucion es vaciada en
la columna del sistema que se localiza proxima a la manguera de salida, la cual contiene
un magneto con agitacion; la solucion con bajo porcentaje de desnaturalizante es vertido
en la columna distal al efluente (Figura 2). La solucién de APS 10 % es afiadida y
mezclado en ambas soluciones desnaturalizantes momentos antes de iniciar la

formacion del gradiente en el ensamble de vidrios, colocado en la base de montaje.

Es importante revisar que el ensamble de vidrios sea impermeable a las soluciones
vertiendo agua destilada mili Q y esperar 5 minutos, luego desaguar y secar con papel
Whatman # 1. También el sistema formador de gradiente se evalua vertiéndole agua
destilada mili Q para asegurar que haya una eficiente comunicacion entre columnas, y

que la los conductos de la manguera y jeringa se encuentren limpias y abiertos.

Formacién del gel de DGGE

Una vez listas las soluciones en el sistema formador de gradiente se enciende la bomba
peristaltica a una velocidad de 3.5 mL por minuto. El tiempo de vaciado de la mezcla es
de 6-7 min (se debe verter en = 5 min para evitar el rompimiento del gradiente.
Asegurar que la aguja de la jeringa esté colocada dentro del sandwich de vidrios antes
de iniciar el vaciado. Al terminar de vaciar las soluciones completamente, se deja
polimerizar por 30 min al menos, para posteriormente verter la solucion de 0 % de

desnaturalizante (el cual es puesto en una de las camaras con agitacion y 37.5 6 60 pL
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de APS (segun el caso de tabla 1 ¢ 2), ésta solucion sera el “gel de carga”, en esta etapa
se coloca el peine en los vidrios, se recomienda dejar desbordar un poco de la solucion
en los vidrios, pues el volumen de la solucion se reduce al polimerizar. Se deja
solidificar durante al menos 60 min. Previo al montaje del gel dentro de la camara de

DGGE, se quita el peine y los pozos son lavados con agua destilada miliQ usando una

piseta, del mismo modo en el extremo opuesto del gel.

Figura 2. Formacion del gel de DGGE en proceso. Sistema formador de gradiente (G)
sobre placa de agitacion (PA), bomba peristaltica (BP) y sandwich o ensamble de

vidrios (E). (Foto de César Orozco Medina).

Electroforesis del gel de DGGE

133



La camara de DGGE (DCODE™ Bio-Rad) debe contener 7 L de buffer TAE 1X. El
sdndwich conteniendo el gel de DGGE, es montado en el Corazéon o portador del
sandwich, e introducido en el tanque de electroforesis. Una vez formado el gel se retira
el peine con cuidado. IMPORTANTE: Lavar los pozos con buffer TAE1X para eliminar
los residuos de poliacrilamina no polimerizada. Aquellos pozos que no sean llenados

con productos de PCR deben ser llenados con buffer.

Se coloca el modulo de control para cerrar el sistema de DGGE y activarlo. Primero se
enciende la bomba, la cual hace circular el buffer, luego se enciende el calentador y se

programa para que el buffer alcance 65° C de temperatura, lo cual se obtiene en 2 horas.

Una vez alcanzada la temperatura programada, se apaga el equipo y se desmonta el

modulo de control para cargar las muestras en los pozos del gel.

Voltimenes (10 a 40 puL) de productos de PCR con concentraciones entre 500 a 1500 ng
uL" de DNA total son mezclados con 10 pL de buffer de carga para DGGE,
dependiendo del nimero de bandas que se esperan obtener en cada carril (muestra) del
gel. Determinar previamente la distribucion de las muestra en el gel. Al terminar de
cargar, se programa la temperatura a 60° C, se enciende el calentador, sin la bomba de
circulacion, y se inicia la electroforesis a 50 Volts hasta observar que el buffer de carga
ha ingresado al gel (aproximadamente 10 min), posteriormente se enciende la bomba de
recirculacion del D-Code, esto es con el fin de evitar un lavado de las muestras por el

movimiento del buffer, (Figura 3).

El inicio de la corrida de electroforesis se recomienda sea por la tarde para que
trabaje durante la noche. Con 12-16 h de electroforesis es suficiente para que las bandas

se encuentren separadas en muestras con material de bacterias de los géneros Vibrio,
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Exiguobacterium, y Microbacterium obtenidos de ambientes de cultivos gnotobidticos

de Artemia.

Figura 3. Sistema D-Code de DGGE en funcionamiento, mostrando el modulo de
control (M) montado sobre el tanque de electroforesis (T). La energia de electroforesis
es suministrada a través de la fuente de poder BioRad Power Pac 300 (F), la cual a su

vez esta conectada a un regulador de voltaje (R). (Foto de César Orozco Medina).

Tincion del gel de DGGE con nitrato de plata

Fijacion

El ensamble de vidrios que contiene el gel de DGGE, es desarmado para remover el
vidrio menor. El gel (adherido o suelto sobre el vidrio mayor) es colocado dentro de una
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charola con tapa conteniendo una solucion de fijacion, la cual contiene 500 mL de
solucion de acido acético glacial al 10 % en agua bi-destilada (mili Q), se expone
durante 30 m con agitacion lenta (20 rpm). Posteriormente el gel es enjuagado en agua
bi-destilada durante 5 m con agitacion lenta, dos veces. La solucion de fijacion se

recupera para su uso posterior en la detencion quimica del proceso de revelado.

Tincién

El gel colocado dentro de la charola, protegido de la incidencia de luz, es expuesto a
560 mL de solucion de tincion de nitrato de plata (preparada momentos antes de su
uso), durante 30 m con agitacion lenta. Al terminar, la solucion de tincidon es removida y

el gel es lavado con agua bi-destilada por 20 s.

Revelado

Una vez tefiido el gel se cambia de charola y la solucion de tincidn remanente es
eliminada por enjuague con una pequefia cantidad de solucion de revelado durante 20 s.
El revelado del gel se realiza en charola con 600 mL de solucion de revelado, al
principio se agita rapido para evitar que el exceso de plata precipite sobre el gel, luego,
el gel es agitado suavemente durante algunos minutos hasta visualizar las bandas de
ADN. El momento en que el patron de bandas es visible, la reaccion de revelado es
detenida transfiriendo inmediatamente el gel a la solucion de acido acético que fue
utilizada para la fijacion; la charola con el gel se agita lentamente durante 5 minutos al
menos. Luego se descarga la solucion de acido acético para enjuagar el gel con agua bi-

destilada, para eliminar los restos de la tincion de nitrato de plata.
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El gel tefiido y revelado es foto-documentado en imagen digital en formato TIFF a

través de un equipo rastreador optico de imagen “scanner”.

En caso de que el gel haya quedado muy oscuro, se puede dar un bafio de agua destilada

con un poco de acido acético para aclarar el color del gel.

Preparacion de soluciones para la tincion de geles de DGGE con nitrato de plata

Solucion de fijacion

Disolver 50 mL de acido acético glacial en 450 mL de agua destilada mili Q. Conservar

en refrigeracion antes de usar. Debe estar a 8° C de temperatura.

Solucion de tincidn

En 560 mL de agua destilada mili Q se disuelven 0.5 g de nitrato de plata [AgNO3]
(SIGMA S-7276), y 750 ul de formaldehido [CH,O] al 37 % (SIGMA F-1635). Se
recomienda preparar la solucion momento antes de utilizarla. Cubrir la solucion lo mas

posible de la incidencia de la luz durante la preparacion y su aplicacion.

Para un litro se mezclan:

1g de nitrato de plata

1.5 mL de formaldehido al 37 % (p/v)

1000 mL de agua bi-destilada.

Solucién de revelado
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En 600 mL de agua destilada mili Q se disuelven 13.99 g de carbonato de sodio anhidro

[Na,CO;] (SIGMA S-2127), la solucidon en ésta etapa es enfriada a 10° C antes

continuar con su preparacion y uso inmediato. Posteriormente, se disuelven 1.2 mL de

formaldehido 37 %, y 0.6 mL de tiosulfato de sodio [Na,;S,03-:5H,0] (SIGMA S-8503)

al 0.2 % (0.03139 g de tiosulfato de sodio en 10 mL de agua destilada).

Para un litro se mezclan:

56.3 g bicarbonato de sodio (deca-hidratado)

2 mL formaldehido (37 % p/v)

1 mL tiosulfato de sodio al 0.2 %

1000 mL agua destilada. Almacenada a 8° C.

Observaciones.

Se recomienda suspender inmediatamente la revelacion una vez apreciadas las
bandas, pues le prolongacion del tiempo de revelado no mejora
considerablemente la intensidad de las bandas pero si aumenta el oscurecimiento

del gel.

Lavar las placas de vidrio con agua caliente y jabon detergente, luego enjuagar
con agua de la llave, enjuagar con etanol 95 %, y finalmente enjuagar con agua

destilada y secar con papel absorbente.

Renovar la solucion buffer TAE 1X del tanque luego de 2 corridas de

electroforesis.
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Tincion del gel de DGGE con bromuro de etidio
Tincién

El gel de DGGE es despegado del ensamble de vidrio y enjuagado en agua destilada 30
s, para posteriormente embeber en la solucion de tincion bromuro de etidio (25 pl de
bromuro de etidio al 1 % [10 mg mL™], disueltos en 500 mL de buffer TAE 1X), con

concentracion final de 0.5 pg mL™. Incubacién en la oscuridad durante 30 min.
Visualizacion

El gel tefiido con bromuro de etidio es enjuagado en agua destilada 10 min. La
visualizacion de las bandas de ADN en el gel es mediante la exposicion del gel a luz
ultravioleta a través de un trans-iluminador. La imagen es foto-documentada en formato

TIFF para su andlisis posterior.
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