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Resumen

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son microorganismos de interés en acuicultura por su capacidad para modular la
microbiota intestinal y mejorar la resistencia frente a patdgenos. Este estudio tuvo como objetivo aislar e identificar BAL
del tracto digestivo de camarones silvestres (Penaeus vannamei'y Penaeus stylirostris) recolectados en Puerto Pizarro
(Tumbes, Pert), evaluando su potencial probidtico preliminar. Se emplearon medios selectivos MRS y TSA, tincién de
Gram y amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR. Se obtuvieron 23 aislamientos, predominando bacilos (56.25%),
seguidos de cocobacilos (30.43%) y cocos (13.04%), con mayoria de reaccion Gram positiva. El 100% de los bacilos
amplificé el gen 16S rRNA. La identificacién molecular evidencié afinidad con Lactobacillus plantarum y otros taxones
con potencial aplicacién probidtica. Los resultados sugieren que el tracto digestivo de camarones silvestres constituye
una fuente promisoria de BAL aplicables en estrategias sostenibles de produccién acuicola.
Palabras clave: bacterias acido-lacticas, microbiota intestinal, probidticos acuicolas, Penaeus vannamei.

Abstract
Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms of increasing interest in aquaculture due to their capacity to modulate
gut microbiota and enhance host resistance against pathogens. This study aimed to isolate and identify LAB from the
digestive tract of wild shrimp (Penaeus vannamei and Penaeus stylirostris) collected in Puerto Pizarro (Tumbes, Peru),
and to preliminarily evaluate their probiotic potential. Selective MRS and TSA media were used, followed by Gram
staining and 16S rRNA gene amplification by PCR. A total of 23 bacterial isolates were obtained, predominantly bacilli
(56.25%), followed by coccobacilli (30.43%) and cocci (13.04%), with most isolates showing Gram-positive reaction. All
selected bacilli successfully amplified the 16S rRNA gene. Molecular identification revealed affinity with Lactobacillus
plantarum and related taxa with probiotic potential. These findings indicate that the digestive tract of wild shrimp
represents a promising source of LAB for sustainable aquaculture applications.

Keywords: lactic acid bacteria, gut microbiota, aquaculture probiotics, Penaeus vannamei.
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1. Introduccion

La acuicultura constituye uno de los sectores productivos
de mayor crecimiento a nivel mundial, con una
produccién anual que supera los 6.4 millones de
toneladas de langostino. Este crecimiento sostenido ha
incrementado la demanda de alimento balanceado y la
biomasa en sistemas de cultivo intensivo, generando
desafios asociados a costos de produccidn,
sostenibilidad ambiental y control sanitario (Carvalho,
2009). En este contexto, la viabilidad econdmica de la
actividad depende de la disponibilidad de insumos
competitivos que mantengan la calidad nutricional sin
comprometer la estabilidad del sistema productivo.

En las Ultimas décadas, la industria acuicola ha explorado
alternativas biotecnolégicas orientadas a optimizar la
eficiencia productiva y reducir el uso de antibioticos
(Chiou & Ogino, 1975; Decamp et al.,, 2006). Entre estas
estrategias, el empleo de probidticos ha cobrado
especial relevancia (Castafieda et al, 2018; Lazado &
Caipang, 2014; Mohapatra et al., 2014). Diversos estudios
han demostrado que bacterias benéficas, incluyendo
bacterias acido-lacticas (BAL) aisladas de peces y
camarones, pueden modular la microbiota intestinal,
inhibir patdgenos mediante produccién de compuestos
antimicrobianos y estimular la respuesta inmune del
hospedero (Hai, 2015; Reda et al., 2015; Pirarat et al., 2011;
Lazado et al.,, 2011).

Los mecanismos probidticos incluyen produccion de
acidos organicos, reduccién del pH, generacion de
peréxido de hidrégeno y sintesis de enzimas digestivas
como proteasas y lipasas, lo que mejora la digestibilidad
de nutrientes y la calidad del agua al disminuir
compuestos nitrogenados téxicos (Zorriehzadra et al,
2017; Gullian, 2001). En sistemas de cultivo de camardn,
especies del género Bacillus han mostrado efectos
positivos sobre crecimiento, supervivencia y reduccién
de vibrios patdgenos (Dalmin et al, 2001; Villamil &
Martinez, 2009; Goswami et al., 2020).

En el Perq, la acuicultura se centra principalmente en
Oncorhynchus — mykiss,  Penaeus  vannamei 'y
Oreochromis niloticus, entre otras especies, enfrentando
limitaciones asociadas a enfermedades y altos costos del
alimento balanceado (Dawood et al., 2020). En este
escenario, la exploracion de bacterias acido-lacticas
autdctonas del tracto digestivo de camarones silvestres
representa una estrategia prometedora para el
desarrollo de probidticos adaptados a condiciones
locales y orientados a una acuicultura mas sostenible.
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2. Materiales y Métodos

Se colectaron 15 camarones silvestres en el canal de
marea Puerto Rico, caleta Puerto Pizarro (Tumbes, Peru),
utilizando una red tipo atarraya con abertura de malla de
Y2 pulgada. Los especimenes correspondieron a Penaeus
stylirostris (n = 10) y Penaeus vannamei (n = 5).

Los ejemplares fueron pesados con balanza analitica y
medidos con vernier digital. Posteriormente, bajo
condiciones asépticas, se realizd la diseccidon para la
extraccion del intestino, el cual fue depositado en
microtubos  estériles de 15 mL y codificado
individualmente (S1-S10 para P. stylirostris;, V1-V5 para P.
vanname).

Para el aislamiento bacteriano se emplearon medios
selectivos de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y Tryptic Soy
Agar (TSA). El caldo y agar MRS se prepararon segun
especificaciones del fabricante; para un volumen final de
200 mL se utilizaron 11.05 g de caldo MRS y 13.65 g de
agar MRS, respectivamente. El medio TSA se prepard
empleando 8 g para 200 mL. Todos los medios fueron
suplementados con 2.5% de NaCl y esterilizados en
autoclave a 121 °C durante 15 min.

Se adiciond 1 mL de caldo MRS a cada muestra intestinal
y se incubd a 35 °C durante 24 h. Posteriormente, se
realizd siembra por agotamiento en agar MRS e
incubacion bajo las mismas condiciones. Las colonias
desarrolladas fueron evaluadas segun caracteristicas
morfoldgicas (tamafio, forma, color y aspecto). Las
colonias seleccionadas se purificaron en agar TSA
mediante siembra por agotamiento, obteniéndose un
total de 23 aislamientos bacterianos puros.

Las colonias purificadas fueron sometidas a tincion de
Gram mediante cristal violeta (1 min), lugol (1 min),
decoloracion con alcohol-acetona (30 s) y safranina (1
min), con el fin de determinar su morfologia y reaccion
Gram.

La extraccién de ADN gendmico se realizo siguiendo un
protocolo interno del Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar
de la Universidad Nacional de Tumbes. La amplificacion
del gen 16S rRNA se efectud utilizando los cebadores
universales 27F y 1492R. La mezcla de reaccién (25 L)
incluyé 2.5 pL de buffer 10X, 0.8 pL de MgCl; (50 mM),
0.5 pyL de dNTPs (10 mM), 0.5 L de cada cebador (10 uM),
0.1 pL de Platinum® Taq DNA Polymerase (0.5 U), 2 pL
de ADN molde y agua ultrapura hasta completar el
volumen final.

El programa de amplificacion consisti6 en una
predesnaturalizacion a 95 °C por 2 min; seguida de 40
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ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 45 s, hibridacién
a 55 °C por 45 s y extension a 72 °C por 105 s; con una
extension final a 72 °C durante 5 min.

Los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, cargando 4 L
del producto amplificado mezclado con 1 L de buffer de
carga 6X y corriendo a 90 V.

3. Resultados

Aislamiento e identificacién de bacterias y BAL

En la tabla 1, se observa el resultado de la tension gram,
logrando obtener bacterias acido lacticas del género
Bacillus- (56,52%), cocobacilos (30,43%), cocos (13,04%),
de la misma forma con la prueba bioguimica de catalasa
(tiras), se logré identificar si son gram positivas o gram
negativas de las cuales em Bacillus de logro obtener un
46,15% gram negativas y 53,85% de bacterias acido
lacticas, bacillus gram positivas, de la misma forma un
42,85 de bacterias cocobacilos gram negativas y 57,15%
de cocobacilos gram positivos, sequidamente em cocos
gram negativos representaron un 33,3% y cocos gram
positivos fue de 66,66% respectivamente

Tabla 1
Cepas de Bacterias acido lacticas extraidas del tracto digestivo

de langostinos silvestres.

Cédigo ) )
o cédigo en lamina Resultado
original

S1 1 Bacilo (-)
S2 2 Bacilo (+)
S3 3 Bacilo (+)
S4 4 Bacilo (-)
S4 5 Cocobacilo (+)
S5 6 Coco (+)
S5 7 cocobacilo (-)
S5 8 Bacilo (+)
S6 9 Bacilo (-)
S6 10 Bacilo (-)
S6 1 cocobacilo (-)
S7 12 Cocobacilo (+)
S7 13 cocobacilo (-)
S8 14 coco (-)

S8 15 Bacilo (-)
S8 16 Cocobacilo (+)
V1 17 Bacilo (-)
Vi 18 Bacilo (+)
V2 19 Bacilo (+)
V2 20 Bacilo (+)
V3 21 Bacilo (+)
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V4 22 Coco (+)

V4 23 Cocobacilo (+)
Amplificacién de las muestras de PCR con el Gen 16S
SRNA
Después de la electroforesis em un transluminador se

logré observar en el gel de agarosa se logra observar la
amplificacion de las 23 muestras de bacterias acido
lacticas con el gen 16S sSRNA tal y como se muestra em la
figura 1.

Figura 1. Amplificacién de bacterias acido lacticas con el
gen 16S sRNA, extraidas del tracto digestivo de
langostinos silvestres.

En la tabla 2, se observa las bacterias acido lacticas
aisladas aisladas del tracto digestivo de langostinos
silvestres, las cuales se tiene 2 cepas de £nterococus
hirae, 1 de Bacillus cereus, 1d Enterococcus faecium, 6 de
Enterococcus faecalis, 1 de Estafilococcus epidermidis, 3
de Lactobacillus plantarum, Cronobacter spp, 1 de
Bacillus licheniformes, 1 de Lactobacillus brevisy 5 cepas
no identificadas

Tabla 2
Identificacion de bacterias acido lacticas en el programa.
https.y/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

N° Cepa Nombre Link de ubicacién

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
57-03- Enterococcus nuccore/KX752851.1?report=f

1 HN hirae asta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/LC035131.1?report=fa

2 03BB102  Bacillus cereus sta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
57-03- Enterococcus nuccore/KX752851.1?report=f

3 HN hirae asta
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4 No identificada
Enterococcus

5 HN-N32  faecium
Enterococcus

6 CP2 faecalis
Enterococcus

7 Nal5 faecalis

8 No identificada

9 No identificada

1 Estafilococcus

0 w15 epidermidis

1

1 No identificada

1 Enterococcus

2 CP2 faecalis

1 Enterococcus

3 CP2 faecalis

1 Lactobacillus

4 MYSVSA2  plantarum

1 Enterococcus
5 N1-M-100 faecalis

1

6 No identificada
1

7 No identificada
1

8 Cronobacter spp
1 Bacillus

9 SKA1220  licheniformes
2 Lactobacillus
0 122-5 plantarum

2 Enterococcus
1 CD-H-10  faecalis

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/FJ378687.1?report=fa
sta
https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/KY697082.1?report=f
asta
https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/HQ831381.1?report=f
asta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/HQ805199.1?report=f
asta
https.//blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/PP125153.1?report=fa
sta
https.//blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/KY697082.1?report=f
asta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/KY697082.1?report=f
asta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/OL691141.1?report=fa
sta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/OK271984.1?report=f
asta
https.//blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/
Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/JN998741.1?report=fa
sta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/OK021618.1?report=f
asta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/OP491971.1?report=f

asta

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2 Lactobaciflus nuccore/LC271234.1?report=f
2 LMT1-73  brevis asta

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
2 Lactobaciflus nuccore/OQ656898.17report=
3 B6 plantarum fasta

4. Discusion

Los resultados obtenidos evidencian que el tracto
digestivo de camarones silvestres constituye un
reservorio relevante de bacterias con potencial uso
probidtico en acuicultura. La Tabla 1 muestra que se
recuperaron 23 aislamientos bacterianos a partir de 15
especimenes, con predominio de bacilos (56.25%),
seguidos de cocobacilos (30.43%) y cocos (13.04%).
Este patron es consistente con reportes previos que
recomiendan el aislamiento de bacterias intestinales
autdctonas en peces y crustaceos silvestres como
estrategia para identificar candidatos probidticos
mejor adaptados al hospedero y al ambiente acuatico
(Hai, 2015; Reda et al, 2015, Garcia, 2020). La
prevalencia de morfotipos bacilares puede asociarse a
la mayor plasticidad fisiolégica y capacidad de
colonizacién intestinal que presentan diversos grupos
bacterianos utilizados en produccién acuicola, lo cual
candidatos

los convierte en frecuentes para

aplicaciones funcionales.

De acuerdo con la Tabla 2, la mayoria de los
aislamientos presentd reaccién Gram positiva, lo cual
es congruente con el perfil clasico esperado para
(BAL) 'y

bacterianos benéficos cominmente empleados como

bacterias  acido-lacticas otros  grupos

probidticos. La proporcion de Gram positivos
observada en bacilos, cocobacilos y cocos respalda la
pertinencia del uso del medio MRS como estrategia de
seleccion inicial. En el marco de la acuicultura, los Gram
positivos han sido vinculados con mecanismos de
exclusion

competitiva y antagonismo frente a

patégenos mediante produccién de compuestos
antimicrobianos, asi como por su participacion en
procesos digestivos a través de enzimas extracelulares
(Zorriehzadra et al, 2017). No obstante, la presencia
de aislamientos Gram negativos sugiere que el

procedimiento de aislamiento recuperd microbiota

40



Revista de Investigacion Cientifica REBIOL
ISSN 2313-3171 (Online)

intestinal heterogénea, lo cual es esperable en
organismos silvestres expuestos a variaciéon ambiental
y dietaria. En consecuencia, la confirmacion
taxondmica por secuenciacion resulta indispensable
para discriminar BAL estrictas de otros grupos

funcionales.

La amplificacion del gen 16S rRNA descrita en la Tabla
3 confirma la calidad del ADN obtenido y la viabilidad
de la caracterizacién molecular de los aislamientos. El
hecho de que el 100% de los bacilos seleccionados
haya amplificado el fragmento esperado del 16S rRNA
respalda la robustez del protocolo de extraccion y del
sistema de PCR empleado (cebadores 27F/1492R), lo
cual es un requisito metodolégico minimo para
estudios orientados a seleccién de cepas probidticas.
En términos aplicados, la identificacibn molecular
constituye un paso critico, ya que permite asociar los
aislamientos con taxones reportados como funcionales
en acuicultura, asi como descartar microorganismos
potencialmente no deseables. Ademas, disponer de un
amplicon adecuado facilita la posterior secuenciacion,
andlisis filogenético y construccion de evidencia
trazable sobre la identidad de las cepas, aspecto

altamente valorado en revistas Q1.

La recuperacion de cepas con perfil compatible con
bacterias benéficas intestinales sugiere una aplicacion
potencial en estrategias sostenibles de produccién
acuicola, particularmente en sustitucion parcial del uso
de antibidticos y optimizacién de piensos. Diversos
autores sefialan que probidticos intestinales pueden
contribuir a prevenciéon y control de enfermedades,
ademas de mejorar el aprovechamiento nutricional del
alimento al producir enzimas como proteasas y lipasas
(Zorriehzadra et al., 2017). En paralelo, las BAL pueden
participar en biofermentacion de insumos vegetales,
favoreciendo  la  reduccion de  compuestos
antinutricionales y la mejora de caracteristicas
fisicoquimicas del sustrato, lo cual resulta relevante en
un contexto de incremento de costos y dependencia
de ingredientes alternativos. En esa linea, se ha
descrito que la disminucion del pH y la aceleracion de
procesos de degradacién de materia organica pueden

contribuir indirectamente a la estabilidad del sistema
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de cultivo y a la mejora de pardametros ambientales
(Gullian, 2001; Villamil & Martinez, 2009).

Asimismo, se ha reportado que bacterias probidticas
pueden asociarse con mejoras en crecimiento,
supervivencia y digestibilidad en crustaceos (Yan,
2007), ademés de fortalecimiento del sistema inmune
y mantenimiento de la calidad del agua y suelo (Garcia,
2019). En conjunto, estos antecedentes sustentan que
los aislamientos obtenidos constituyen candidatos
pertinentes para una fase posterior de validacién

funcional.

Aunque los resultados respaldan el aislamiento y la
caracterizacion preliminar, el estudio se limita a
criterios morfoldgicos, tincién de Gram y amplificacion
del 16S rRNA. Para sustentar formalmente el caracter
probidtico, se requieren ensayos complementarios (p.
ej., antagonismo frente a patégenos, tolerancia a pH y
sales biliares, actividad enzimatica, adhesion vy
seguridad), asi como la secuenciacién del 16S rRNA
para confirmar identidad taxonémica y comparar

filogenéticamente con cepas reportadas.

5. Conclusiones

Se logro aislar y caracterizar preliminarmente bacterias
del tracto digestivo de camarones = silvestres,
obteniéndose 23 aislamientos con predominio de
morfotipos bacilares y mayor proporcién de reaccion
Gram positiva, coherente con microorganismos benéficos
candidatos a uso probidtico en acuicultura. Asimismo, la
amplificacion del gen 16S rRNA confirmo la factibilidad de
su identificacion molecular, constituyendo una base
metodoldgica para la posterior secuenciacion y
caracterizacion filogenética.

Los hallazgos respaldan que el intestino de camarones
silvestres puede ser una fuente promisoria de bacterias
con potencial aplicacién en estrategias sostenibles de
produccion, incluyendo biofermentacion de insumos
vegetales, optimizacién nutricional de piensos y soporte
sanitario. Se recomienda complementar estos resultados
con secuenciacion, evaluacion de antagonismo frente a
patdgenos relevantes y pruebas funcionales in vitro e in
Vvivo.
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