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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de bacterias probidticas provenientes del intestino de Argopecten purpuratus en el desafio de bacterias
patégenas Vibrio anguillarum 'y Aeromonas salmonicida en larvas de Argopecten purpuratus. Se aislaron 30 cultivos microbianos del
intestino de A. purpuratus adultos de los cuales 12 presentaron accion inhibitoria. Se seleccionaron cinco bacterias con accién antagonista
para ambas bacterias patégenas /n vitro. La evaluacion se realizé mediante sobrecapa con la bacteria patégena. Después de 24 horas de
adicion de cinco bacterias candidatas a probidticos en las larvas, por separado se desafio con las bacterias patogenas. ANOVA de dos
factores indica que los tratamientos son estadisticamente diferentes (p<0,05) para V. anguillarumy para A. salmonicida. Los probidticos
rotulados como Prob Ay Prob B redujeron la mortalidad larval por las bacterias patdgenas. El Prob A, a 10 células/mL al cabo de 72 horas
redujo a 29,88% cuando fue desafiado con A. saimoniciday 34,86% con V. anguillarum; en cambio, el Prob B a 106 células/mL redujo 47,83%
cuando fue desafiado con A. salmoniciday 61,08% con V. anguillarum en comparacion con el control. Se identificd molecularmente a Prob
A como Pseudomonas stuzeriy Prob B como Bacillus sp.

Palabras clave: Argopecten purpuratus, probidticos, desafio larval.

Abstract

The objective was to evaluate the effect of probiotic bacteria from the intestine of Argopecten purpuratus in the challenge of
pathogenic bacteria Vibrio anguillarum and Aeromonas salmonicidain larvae of Argopecten purpuratus. Thirty microbial cultures were
isolated from the intestine of adult A. purpuratus, of which 12 showed inhibitory action. Five bacteria with antagonistic action were
selected for both pathogenic bacteria in vitro. The evaluation was carried out by overcoating with the pathogenic bacteria. After 24
hours of addition of five candidate bacteria to probiotics in the larvae, they were separately challenged with the pathogenic bacteria.
Two-factor ANOVA indicates that the treatments are statistically different (p<0.05) for V. anguillarum and for A. salmonicida. Probiotics
labeled Prob A and Prob B reduced larval mortality from pathogenic bacteria. Prob A, at 106 cells/mL after 72 hours, reduced to 29.88%
when challenged with A. sa/lmonicida and 34.86% with V. anguillarum; In contrast, Prob B at 106 cells /mL reduced 47.83% when
challenged with A. salmonicida and 61.08% with V. anguillarum compared to the control. Prob A was molecularly identified as
Pseudomonas stuzeri and Prob B as Bacillus sp.
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1. Introduccién

La concha de abanico A. purpuratus es un molusco
bivalvo filtrador, cuya distribucion es desde Paita, Peru
hasta Valparaiso, Chile (Kluger et al., 2019). El cultivo de
concha de abanico en el Perl se encuentra dentro de las
cinco especies con mayor exportacion al 2018. Se ha
convertido en una fuente de trabajo directo e indirecto en
forma sostenible, que genera divisas por exportaciéon con
un valor econémico para el pais de US$ 74 millones 34 mil
en 2018, con un crecimiento de 39,5% con destino a paises
como Francia, Espafia, Paises Bajos, EE.UU., Bélgica, entre
otros (ADEX, s.f.).

En el proceso de cultivo de A. purpuratus, un punto critico
es la etapa inicial de obtencién de larvas ya sean de
ambientes naturales que normalmente son escasas o de
hatcheries. En esa etapa inicial existe una alta mortalidad
de las larvas de la concha de abanico, lo que afecta la
obtencién de su semilla. Bacterias patdgenas como Vibrio
bivalvicida causaron una mortalidad masiva en larvas de
A. purpuratus (Rojas et al., 2019). También, V. alginolyticus
causé mortalidad en larvas de vieiras A. ventricosus
(Abasolo-Pacheco, 2017) y V. anguillarumen A. purpuratus
(Rojas et al., 2021). Otras especies de vibrio como Vibrio
aestuarianus causaron una alta infeccién en Crassostrea
glgas (Azéma et al., 2016).

Una alternativa para mitigar el efecto negativo de las
bacterias patdgenas es el uso de probidticos que son
microrganismos generalmente vivos, que se administra en
el alimento a los organismos acuaticos. En 1988, la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos definié a los probidticos como microbios
vivos utilizados en la alimentacién animal como "microbios
de alimentacion directa" (Lauzon et al.,, 2014). En forma
similar la FAO, indica que los probiéticos, son
microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la
salud del huésped (Knipe et al., 2021). Lauzon et al. (2014)
proponen criterios esenciales para la seleccion de
probiéticos como: no debe ser patdgeno, no solo a la
especie huésped; sino también, a animales acuéticos y
consumidores humanos. Debe estar libre de genes de
resistencia a antibiéticos codificados por plasmidos. Debe
ser resistente a las sales biliares y a un pH bajo

preferentemente para uso en peces.
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Los probidticos tiene diferentes mecanismos de accién,
algunos producen antibidticos (Tan et al.,, 2016), otros
bacteriocinas (Gaspar et al., 2018); sideréforos ( Panda et
al., 2017), compite por los sitios de adhesion (Kuebutornye
et al, 2020), interfiere con la deteccién de qudrum de
bacterias patdgenas (Vadassery & Pillai, 2020). Asimismo,
los probidticos utilizan los nutrientes que de otro modo
serfan consumidos por los microbios patdgenos (Ringa et
al, 2016). Existen varias bacterias que actUan como
probidticos en A. purpuratus presentando un efecto
inhibitorio contra vibrios patdgenos: como  Bacillus,
Lactobacillus (Abasolo-Pacheco et al.,, 2017), Phaeobacter
gallaeciensis, Alteromonas macleodii y Neptunomonas sp.
(Kesarcodi-Watson et al, 2016), incluso actinomcetos
(Ledn et al., 2016).

Se ha escogido como bacterias patdgenas de larvas de A.
purpuratus, a V. anguillarumy A. salmonicida por reportes
encontrados en el Perd, se han aislados los géneros: V.
harveyi, V. mediterranei'y V. splendidus de un evento de
mortalidades larvarias masivas de concha de abanico
(Smith, 2017). Adicionalmente, Smith (2017) aislé6 de
medios naturales las especies: V. antiquarius, V. campbelli
V. madracius, V. pomeroyi, V. variabilis y Aeromonas, de
los hatcheries y en larvas de A. purpuratus, en un
porcentaje apreciable. Y a Aeromonas spp. porque fue
patégena para la vieira coreana Yesso (Patinopecten
yessoensis) (De Silva et al., 2019).

La presente investigacidon tuvo por objetivo evaluar el
efecto de bacterias probidticas provenientes del intestino
de Argopecten purpuratus en el desafio de bacterias
patégenas Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida

en larvas de Argopecten purpuratus.

2. Materiales y Métodos

Obtencién de larvas D de A. purpuratus
Las larvas D de A. purpuratus de 5 mm y de 3 dias de
eclosion fueron obtenidas de la Empresa Aquacultivos del
Pacifico S.A.C. ubicada, en la Bahia Samanco-La Boquita,
distrito de Samanco, departamento de Ancash,
transportada en recipientes de bolsa con aireacién en un
recipiente con hielo al Laboratorio de Investigacion de la
UNS.
Seleccién y aislamiento de bacterias con potencial
probidtico
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Se procedié a obtener muestras del tracto intestinal de A.
purpuratus adultas, provenientes de la Empresa El Dorado,
distrito de Nuevo Chimbote, provincia del Santa,
departamento de Ancash y se aisl6 de una dilucion 104 en
un medio solido conteniendo agar comun con NaCl 2%
incubandose a 30 °C durante 2 dias.

Evaluaciéon de bacterias candidatas a probiéticas con
actividad anti-Vibrio /n vitro (Gao et al., 2017)

Los cultivos puros obtenidos fueron inoculados con 20 uL
en placas Petri que contiene agar comun y NaCl 2%. Se
dejaron secar durante 30 minutos a temperatura ambiente
y se incubaron durante 2 dias a temperatura de 30 °C. A
las colonias obtenidas en las placas se agregaron vapores
de cloroformo durante 20 minutos. Posteriormente, se
esperd que los vapores de cloroformo se disipen y se
vertié una sobrecapa de agar comun suave inoculado con
un cultivo patégeno de 24 horas de incubacion de V.
anguillarum, a una concentracion de 7,1 x 10* células/mL.
En forma similar se procedié con A. sa/monicida. Se incubd
adicionalmente las placas dos dias a 30 °C y determin¢ los
halos de inhibicion neto alrededor de las colonias.
Desafio de las bacterias candidatas a probidticas contra V.
anguillarum, A. salmonicida en larvas de A. purpuratus
En cada recipiente que contenia larvas de A. purpuratus se
alimenté con 5000 células/mL de la microalga /sochrysis
galbana cada 24 horas que habian crecido en Guillard F7
(Gutiérrez et al,, 2017) y bacterias candidatas a probidticas
a concentraciones de 10® células/mL por separado, en
dosis Unica. Las cinco bacterias candidatas con mayor
potencial probidtico y las bacterias patégenas: V.
anguillarumy A. salmonicida fueron sembradas en caldo
comun con NaCl 2% durante 48 horas a temperatura
ambiente. Después de 24 horas de la adicion de bacterias
candidatas a probidtico en las larvas, se agregd las
bacterias patégenas: V. anguillarum o A. salmonicida en
cada recipiente 1x 10* células/mL en forma separada. Las
bacterias candidatas a probidticas se centrifugaron
asépticamente y se lavaron con tampén fosfato salino y se
ajustd la concentracion bacteriana de 108 células/mL
mediante turbidimetria a 600 nm mediante curva de
calibracion, en forma similar se realizd con las bacterias
patdgenas. Se realizd tres réplicas por cada tratamiento.
Se midié a tiempo cero y cada 24 horas hasta 3 dias, la
supervivencia de las larvas.

Andlisis estadistico
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Los datos de supervivencia larval frente al desafio de
bacterias patégenas V. anguillarumy A. salmonicida con
bacterias candidatas probidticas se realizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (p<0,05)
para establecer diferencias entre promedios y analisis de
homocedasticidad de la varianza para cada factor, para
determinar, si los residuales siguen una distribucién
normal de acuerdo test: Bartlett, Levene y la prueba
Dunnett comparar los tratamientos a un control. Los
analisis estadisticos se efectuaron con el software Statistic
vs 12.6 y RStudio 1.1.456.

3. Resultados

Aislamiento y evaluacién de bacterias antagonista contra
V. anguillarumy A. salmonicida

Se aislaron 30 cultivos microbianos provenientes de
intestino de A. purpuratus adultas, de los cuales 12
presentaron accion inhibitoria representando un 40% que
produce sustancias inhibitorias cuando se evalué por
separado con los patégenos: V. anguillarum y A
salmonicida (Tabla 1), siendo la mayoria Gram negativos.
Los halos netos de inhibicién de los cultivos aislados
variaron desde 2 a 20 mm segun el efecto antimicrobiano

de diferentes cultivos microbianos (Fig. 1).

Figura 1. Efecto inhibitorio de los cultivos aislados
rotulados 69(2), 67 y 61 mediante sobrecapa de V.

anguillarum

Se prepararon recipientes que contenfa 300 mL de agua

de mar estéril, en ella se agregaron 10 a 15 larvas/mL con
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aireacion con un flujo de 0,1 L. min™". El agua de mar en el
que hizo el desafio estuvo a: 18-21 °C, salinidad: 35 ups,
oxigeno disuelto: 7-8 mL/L, pH: 7,2, conductividad: 52
uS/cm medido con un equipo multipardmetro.

Desafio de las bacterias candidatas a probidticas contra V.
anguiflarum, o A. salmonicida en larvas de A. purpuratus

Se verificd la mortalidad de las bacterias patdgenas V.
anguillarumy A. salmonicida cuando fueron adicionadas

en larvas D de A. purpuratus observandose que ocurre
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90+5,57% de mortalidad al cabo de 72 horas. Hay escasos
reportes realizados con A salmonicida infectados
experimentalmente en larva de A. purpuratus. Se
escogieron para ser desafiados a cinco probidticos
rotulados como Prob A, Prob B, Prob C, Prob D y Prob E
debido a que tuvieron mayor actividad inhibitoria /n vitro
para ambas bacterias patdgenas V. anguillarum y A.
salmonicida (Fig. 2 y 3).

Tabla 1. Halos netos de inhibicidn y caracteristicas de los cultivos bacterianos aislados de intestino de A. purpuratus.

Halo de inbicion (mm)

Cédigo de cultivo

Forma .
. . Coloraciéon Gram
microscopica

V. anguillarum

A. salmonicida

Prob A 10
Prob B 12
Prob C 8
Prob D 8
Prob E 9
61 2
62 2
65 4
69(1) 1
69(2) 2
67 5
71 0

15 Bacilar Negativa
17 Bacilar Positiva
11 Bacilar Negativa
10 Bacilar Negativa
13 Bacilar Negativa
10 Bacilar Negativa
Bacilar Negativa
Bacilar Negativa
Bacilar Negativa
Bacilar Negativa
Bacilar Negativa
20 Bacilar Negativa

En la evaluacion de ANOVA de dos vias relacionado con la
evaluacion de cinco candidatos a probidticos frente al
desafio del patdgeno de V. anguillarum se observé p<0,05
relacionado con el tipo de probidtico, dia tipo de
probidtico*dia. El nUmero de dias es la variable méas fuerte
que afecta a la mortalidad, le sigue el tipo de probidtico y
finalmente la interaccién. En el analisis distribucion de
datos de los cinco candidatos a probiéticos de todos los
dias desafiados con V. anguillarum se observa una
desviacién. Solamente puede considerarse cercana a la
distribucion  normal en el tercer dia. En la
homocedasticidad de la varianza, mediante la prueba de

Barlett referente al efecto de cinco candidatos a
probidticos cuando fue desafiado con V. anguillarum, si
cumple, el p=2,2e-16, es decir tiene un p<0,05,
concluyendo que las varianzas de los tratamientos son
iguales; pero en la prueba de Levene con p=0,4986 indica
que los datos no tienen distribucién normal (p<0,05).
Segun la prueba T pareada indica que el Prob A es distinto
del Prob B (Glover & Mitchell, 2016). El Prob B desde el
pinto vista estadistica es aproximadamente 2 veces mejor
que el Prob Ay son los mejores candidatos a probidticos
(Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de A. purpuratus con cinco probidticos adicionados (10° células/mL) desafiados con la bacteria

patdgena V. anguillarum. Los valores son promedio de tres réplicas.

Los probidticos Prob Ay Prob B (Fig. 3), tuvieron un efecto
protector cuando fueron desafiados con la bacteria
patégena A. saimonicida. Al igual que V. anguillarum, tiene
un p<0,05, indicando, que el tipo de probidtico, dia y existe
interaccion entre estas variables. Es decir, existe un efecto
del nimero de dias, tipo de probiético en la mortalidad y
ademas hay interaccion entre tipo de probidtico-dia débil.

En la prueba de homocedasticidad de la varianza de

acuerdo al test de Bartlett tiene un p<0,05 concluyendo
que las varianzas de los tratamientos son iguales; pero en
la prueba de Levene tiene un p que no es menor de p<0,05
es decir las varianzas no son diferentes en cada
tratamiento. En la prueba de Dunnett sefiala que los
probidticos Prob Ay Prob B son diferentes al control y de
acuerdo a la prueba t pareada indica que ambos

probidticos son diferentes.

Nimero de dias*Tipo de probidtico; LS Means
Current effect: F(15, 48)=20.958, p=.00000
Type |Il decomposition

i Vertical bars denote +/- standard errors
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de A. purpuratus desafiados con la bacteria patdgena A. salmoniciday con cinco probidticos.

Los valores son promedio de tres réplicas.
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Tabla 2. Porcentaje de mortalidad en el dia 3 de los patdgenos y de disminucion de mortalidad de las bacterias candidata a probidticos,
Prob Ay Prob B en el desafio de patégenos (mortalidad del patégeno V. anguillarum fue 94,21% y A. salmonicida fue 91,73%).

Mortalidad en el

Disminucion de mortalidad (%)

desafio (%)
Prob A + V. anguifllarum 59,35 34,86
Prob B + V. anguillarum 33,13 61,08
Prob A + A. salmonicida 61,85 29,88
Prob B + A. salmonicida 43,98 47,75

El Prob B logré reducir la mortalidad larval cuando fue
desafiado con A. sa/monicida en 47,75%, y redujo un
61,08% de mortalidad larval cuando fue desafiado con V.
anguiflarum en comparacién con el control. El Prob A
redujo la mortalidad larval cuando fue desafiado con A
salmonicida en 29,88 % y 34,86% con V. anguillarum. Se
identificd molecularmente a Prob A como Pseudomonas

stuzeriy Prob B como Bacillus sp.

4, Discusion

El oxigeno disuelto del agua de mar en la cual fue desafiado
las larvas de A. purpuratus fue ligeramente mayor a lo
registrado para el ambiente natural del cultivo de semilla en
colectores artificiales los valores de oxigeno disuelto 7-8
mg/L (Kuk-Dzul & Diaz, 2016). El valor del pH fue levemente
inferior a lo reportado por White et al. (2013) y el rango la
temperatura ambiente en la cual fue desafiado fue similar al
ambienta natural, no tuvo influencia en la investigacion
(Robson et al., 2016). Por consiguiente, la calidad del agua
no influyé en la mortalidad de las larvas de la concha de
abanico.

En el presente estudio se aislaron 30 cultivos microbianos
provenientes de intestino de A. purpuratus, de los cuales
12 presentaron accion inhibitoria representando un 40%
que produce sustancias inhibitorias cuando se evalud con
los patdgenos: V. anguillarum y A. salmonicida por
separado, siendo la mayoria Gram negativos, en forma
similar a lo reportado por Wanka et al. (2018). Los halos
netos de inhibicién de los cultivos aislados variaron desde
2 a 20 mm; valores relativamente bajos a los encontrado
por De la Fuente & Flandez, (2019).

Se verificd la mortalidad de las bacterias patdgenas V.
anguillarumy A. salmonicida cuando fueron adicionadas
en larvas D de A. purpuratus observandose que ocurre
90+5,57% de mortalidad al cabo de 72 horas. Resultados
parecidos se obtuvieron con los patégenos de Vibrio

VAP16 y VAP 18 que causaron una mortalidad larval de 60
a 80% a las 48 horas (Rojas et al., 201); asi como, con Vibrio
bibalviciaa VAP30 que ocasiond una mortalidad larval en
90-100 % en criadero comercial en menos de 30 horas
(Rojas et al.,, 2019), probablemente el velo y necrosis de la
glédndula digestiva.

Se han obtenido cinco bacterias candidatos a probidticos
destacando a la bacteria rotulada Prob A, identificado
molecularmente como Pseudomonas stuzeri, en forma
similar a lo reportado por Ringg, (2020). Pellon et al. (2014)
reportaron a Pseudomonas sp. con capacidad inhibitoria
contra bacterias patdégenas como V. anguillarum, V.
splendidus, V. wvulnificus, A. sobria, A. hydrophila
provenientes de A. purpuratus y C. gigas. Del mismo
modo, De la Fuente & Flandez, (2019) comunicaron que al
género Vibrio proveniente de Mytilus chilensis inhibia in
vitro al patégeno V. anguillarum. Existe pocos estudios del
efecto de Pseudomonas usado como probidtico en larvas
de A. purpurartus. En otros organismos se ha reportado el
uso de Pseudomonas aeruginosa (FARP 72) como
antagonista de A. hydrophila, aumentando la tasa de
supervivencia de los alevines de Labeo rohita (Hoque et al.,
2019).

También, en el presente estudio se han aislado bacterias
Gram positivas con potencial probidtico resaltando la
bacteria Gram positiva denominado Prob B identificado
molecularmente como Baci/lus spp. de manera similar a lo
seflalado por Escamilla-Montes et al. (2015). Gao et al.
(2017) mencionaron que Bacillus pumilis H, tuvo accion
inhibitoria contra 29 cepas de Vibrio, entre ellas a V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahemolyticusy
que la sustancia anti-Vibrio purificada era estructuralmente
idéntica a la amicumacina A, un antibidtico. Se ha
reportado que una dieta de Bacillussp. YB1701 mostrd

actividad antibacteriana contra A. Aydophila en Carassius
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auratus (Zhou et al.,, 2018). En forma similar, Sohn et al.
(2016) reportaron el efecto protector del probidtico Bacillus
pumilus RI06-95 (RI) en las larvas de C virginica 'y A
irradians contra el patégeno Vibrio coralliilyticus RE22. Otra
especie Bacillus lincheniformis mejoré la supervivencia del
molusco Haliotis discus cuando fue desafiado con V.
parahaemolyticus (Gao et al., 2018).

Se observé en la presente investigacion una alta mortalidad
de larvas (91,73+7,4%) de A. pupuratus cuando se agregd
A. salmonicida. Resultados semejantes obtuvieron con
especie parecida como A. hydrophila que un provocd 60%
de mortalidad en peces (Rasmussen-lvey et al, 2016).
Asimismo, De Silva et al., (2019) reportaron a Aeromonas

spp.  fue
(Patinopecten yessoensis). Hay escasos reportes realizados

patégena para otro molusco coreano
con A. salmonicidainfectados experimentalmente en larvas
de A. purpuratus en presencia de probidticos. Qi et al.
(2020) mostraron que Pseudomonas monteilii JK-1 tuvo
efecto antagdnico contra A. hydrophila, debido a la accién
de 1-hidroxifenazina (piocianina) en un ensayo /n vivo (Qi
et al., 2020) confirméndose con lo reportado por Hardi et
al. (2016) que un producto extracelular de Pseudomonas
sp. tuvo efecto inhibitorio /n vitro contra A. salmonicida. No
se ha encontrado informacion de la especie Pseudomonas
stutzeri como probidtico en las larvas de A. purpuratus,
esta bacteria asociada a remocién de nitrégeno organico
(Gao et al, 2019), la cual es poco probable que ha sido
ocurrido en la presente investigacion por el tiempo
trascurrido. Otra especie de Pseudomonas aeruginosa
VSG?2 inactivado por calor presente en la dieta de Cyprinus
carpio aumento la respuesta inmune cuando fue desafiado

por el patégeno A. hydrophila (Giri et al., 2020).

5. Conclusiones

De las cinco bacterias con potencial probiético rotuladas
como Prob. A, Prob. B, Prob. C, Prob. D y Prob. E, por su
mayor actividad inhibitoria /n vitro frente a bacterias
patégenas V. anguillarum y A. salmonicida, destacan el
Prob. B, a 10° células/mL, que logré reducir la mortalidad
larval de A. purpuratus, en 47,75% cuando fue desafiado
con A. salmonicida y en 61,08% de mortalidad larval
cuando fue desafiado con V. anguillarumy el Prob. A, a 10
células/mL que redujo la mortalidad larval de A. purpuratus
29,88 % cuando fue desafiado con A. salmonicida 'y en
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34,86% con V. anguillarum. Se identificé molecularmente a
Prob. A como Pseudomonas stuzeriy Prob.B como Bacillus

sp.
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