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Resumen de la tesis que presenta Antonio Gorrino Ames como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en biotecnologia marina
Induccidén de la microbiota benéfica en Totoaba macdonaldi utilizando probidticos del género Bacillus

y su efecto en el estatus de salud y en el crecimiento.

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Olmos Soto
Director de tesis

Actualmente ha surgido un interés por la utilizaciéon de harinas y aceites vegetales en dietas de peces
carnivoros, tales como la harina y aceite de soya como sustitutos de la harina y aceite de pescado.
Teniendo como objetivo el disminuir los costos de los alimentos y minimizar la sobreexplotacion de los
recursos pesqueros. No obstante, no se han obtenido resultados favorables debido a que estos contienen
factores antinutricionales como inhibidores de proteasas, lectinas u oligosacaridos, que causan
hipertrofias, inhibicién de la absorcidn de nutrientes y del crecimiento, asi como cambios en la respuesta
inmune en los peces de cultivo. A partir de esta problematica, se ha incrementado el interés por la
utilizacién de ingredientes funcionales como los probidticos, que favorecen la capacidad digestiva y
mejoran el estatus de salud de los animales en cultivo. El objetivo del presente trabajo fue analizar los
cambios en la microbiota benéfica al adicionar probidticos del género Bacillus, dentro de la alimentacidn
en Totoaba macdonaldi, con respecto al estatus de salud y crecimiento. Para esto se seleccionaron los
probidticos de Bacillus subtilis 9a y 9b como candidatos a probidticos, debido a su capacidad
antimicrobiana, produccidn de enzimas digestivas y por no presentar resistencia a antibidticos y no causar
hemodlisis. Se realizaron 2 bioensayos de alimentacién; en el primero de ellos se probd una dieta control
con y sin probidtico, mas dos dietas adicionadas con probidtico, con diferente porcentaje de sustitucion
de harina de pescado por concentrado de proteina de soya (CPS) (DCO, DCOProb, DC30, DC60), un segundo
bioensayo donde se reformularon las dietas conservando las sustituciones del CPS, disminuyendo el costo
y aumentando el porcentaje de almiddn. Se utilizaron 5 dietas, una de ellas la dieta comercial Skretting©,
una dieta con sustitucién del 30% de harina de pescado por CPS adicionada con probidtico y su control
(DCML, CPS30C, CPS30Prob), asi como otra dieta con sustitucion del 60% por CPS adicionada con
probidtico y su control (CPS60C, CPS60Prob). Se observé la calidad de tejidos, asi como, un enfrentamiento
contra un patégeno (Vibrio harveyi), ensayo de resistencia a estrés por amonio y oxigenacién y una
hibridacién fluorescente in situ con muestras de intestino distal, para observar la induccién de la
microbiota benéfica en totoaba. Se obtuvieron resultados favorables para la dieta CPS30Prob, obteniendo
un mayor peso ganado con respecto a su control (CPS30C) y la dieta comercial (DCML), mejor eficiencia en
crecimiento y una utilizacién del alimento muy similar a la dieta comercial Skretting. Se observaron las
diferencias en la calidad en tejidos en peces alimentados con las diferentes dietas, en donde los peces de
las dietas con sustitucion del 30% fueron las que presentaron una mejor firmeza y calidad de filete con
respecto a las dietas de sustitucién del 60% y la dieta comercial, que obtuvo mayor contenido de grasa
visceral. Se obtuvieron resultados favorables y mayor resistencia para la dieta CPS30Prob con respecto a
la dieta control y comercial, durante los ensayos de resistencia a V. harveyi, a estrés por amonio y
oxigenacion. Finalmente, las muestras obtenidas al finalizar el segundo bioensayo de alimentacion, tras
realizar la hibridacidn fluorescente in situ, mostraron una induccién de bacterias benéficas por parte del
probidtico B. subtilis 9b.

Palabras clave: Bacillus, Totoaba macdonaldi, probioticos, concentrado de proteina de soya,
digestibilidad, FISH



Abstract of the thesis presented by Antonio Gorrifio Ames as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology

Beneficial microbiota induction in Totoaba macdonaldi using probiotics of the genus Bacillus and its
effects on health status and growth.

Abstract approved by:

Dr. Jorge Olmos Soto
Thesis Director

Currently, interest has arisen in vegetable meals and oils in carnivorous fish diets, such as soybean meal
and oil as fishmeal and fish oil substitutes, to reduce food costs and minimize the overexploitation of
fishing resources. However, favorable results have not been obtained because they contain antinutritional
factors such as protease inhibitors, lectins, or oligosaccharides, which cause hypertrophy, growth
inhibition, nutrient absorption inhibition, and changes in the immune response of farmed fish. From this,
interest has increased in the use of functional ingredients such as probiotics, which favor digestive capacity
and improve the health status of farmed animals. The objective of the present work was to analyze the
changes in the beneficial microbiota when adding probiotics of the Bacillus genus, within the diet of
Totoaba macdonaldi, to health and growth status. For this, Bacillus subtilis 9a and 9b probiotics were
selected as probiotic candidates due to their antimicrobial capacity, digestive enzymes production, and
not present resistance to antibiotics and production of hemolysis. Two feeding bioassays were carried out;
The first of them tested a control diet with and without probiotics, plus two diets added with probiotics,
with different percentages of substitution of fishmeal by soy protein concentrate (SPC) (DCO, DCOProb,
DC30, DC60). A second bioassay where the diets were reformulated, keeping the SPC substitutions,
reducing the cost, and increasing the percentage of starch. Five diets were used, one of them the
commercial Skretting© diet, a diet with 30% substitution of fishmeal by SPC added with probiotic and its
control (DCML, CPS30C, CPS30Prob), as well as another diet with 60% substitution by SPC, added with
probiotic and its control (CPS60C, CPS60Prob). Tissue quality, challenge against a pathogen (Vibrio
harveyi), ammonium and oxygenation stress resistance assay, and fluorescent in situ hybridization with
distal gut samples were observed. Favorable results were obtained for the CPS30Prob diet, getting a higher
weight gain to its control (CPS30C) and the commercial diet (DCML), better growth efficiency and feed
utilization very similar to the Skretting commercial diet. Differences in tissue quality were observed in fish
fed with the different diets, where the fish of the diets with 30% substitution were the ones that presented
better firmness and fillet quality to the 60% substitution diets and the commercial diet, which obtained a
higher content of visceral fat. Favorable results and best resistance were obtained for the CPS30Prob diet
to the control and commercial diet, during the resistance tests of V. harveyi, to ammonium and
oxygenation stress. Finally, after performing fluorescent in situ hybridization, the samples obtained at the
end of the second feeding bioassay showed induction of beneficial bacteria by the probiotic B. subtilis 9b.

Keywords: Bacillus, Totoaba macdonaldi, probiotics, soy protein concentrate, digestibility, FISH
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Capitulo 1. Introduccidén

La acuicultura se encuentra en el sector alimenticio con mas rapido crecimiento en la economia mundial.
El estatus mundial de productos producidos por acuicultura ha incrementado en promedio un 5.3% anual
en el periodo de 2001 a 2018 (Barange, 2018). Segun el reporte de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) de 2020, la produccion acuicola fue de 82.1 millones de
toneladas, aumentando un 3,2% con respecto a 2017. Dentro de los mayores productores de especies
acuicolas para el consumo humano fueron China (47,6 millones de toneladas), India (7,1 millones de
toneladas), Indonesia (5,4 millones de toneladas), Vietnam (4,3 millones de toneladas), Bangladesh (2,4
millones de toneladas), Egipto (1,6 millones de toneladas), Noruega (1,4 millones de toneladas) Chile (1,3
millones de toneladas) Myanmar y Tailandia (aproximadamente 1 millén de toneladas respectivamente).
Estos paises produjeron un total de 72,8 millones de toneladas que aportaron con el 88,7% del total de la

produccién mundial de 2018.

Por otra parte, segun el anuario estadistico de acuacultura y pesca de 2018, en México se produjeron 395,
537 toneladas de productos acuicolas, de los cuales 249,181 pertenecieron a sistemas controlados
(producciéon generada en instalaciones creadas para el cultivo de especies acuicolas mediante la aplicacion
de un modelo tecnoldgico) y 146,357 a pesquerias acuaculturales (explotacién pesquera en embalses
epicontinentales donde se practica la pesca comercial sustentada tanto en las siembras sistematicas de
crias de especies). Dentro de las especies con mayor produccién fueron el camardn, mojarra, ostion y
carpa, colocando a México en el puesto nimero 23 en la producciéon acuicola mundial (Comisién Nacional

de Acuacultura y Pesca, 2018).

A medida que la demanda por productos acuicolas ha incrementado a través de los afios, la produccién se
ha intensificado produciendo mds animales por unidad de espacio (Tal et al., 2009). Esto ha generado dos
problematicas importantes; por un lado, la baja digestibilidad por alimentos con sustituciones de harina
de pescado, y por otro, la creciente aparicion de enfermedades por patégenos como bacterias, virus y
pardsitos con implicaciones importantes en la economia de este sector (Carbone y Faggio, 2016;

Kuebutornye, Wang, et al., 2019; Lafferty et al., 2015).

Con respecto a la primera problematica mencionada, se sabe que la mayor fuente de proteinas,
aminodcidos y lipidos en los alimentos para la acuacultura, provienen de la harina y aceite de pescado

(Tacon y Metian, 2015). A medida que la industria acuicola ha ido creciendo durante la década pasada, las
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principales reservas marinas para la obtencion de estos productos se encuentran en un estado critico
debido a la sobreexplotacion. Esto ha causado un aumento significativo en los costos de los alimentos,

generando grandes impactos en la rentabilidad de este sector.

A raiz de esta problematica, ha surgido el interés por utilizar harinas y aceites vegetales, que puedan
sustituir estas fuentes de proteina y lipidos, y que disminuyan los costos de los alimentos. Como resultado,
se han utilizado sustituciones por harina de soya, ya que representa una fuente de alto valor de proteina
y aminoacidos, de bajo costo y con alto valor nutricional (Krishnan y Jez, 2018; Olmos-Soto et al., 2015).
No obstante, no se han obtenido resultados favorables con la de harina de soya, ya que ésta contiene
factores antinutricionales como inhibidores de proteasas, lectinas u oligosacaridos no digeribles, que
causan hipertrofias, inhibiciéon de crecimiento y absorcidn de nutrientes, asi como alergias en peces

(Olmos-Soto, 2017).

Para el caso de la problemdtica sobre la aparicién de enfermedades, la mayoria de estas son causadas por
patégenos, asociadas a géneros como Aeromonas, Vibrio, Streptococcus, Yersinia, Acinetobacter,
Lactococcus, Pseudomonas y Clostridium que han causado eventos masivos de mortandad (Burroughs et

al., 2012; Kuebutornye et al., 2019; Santos et al., 2018).

Durante mucho tiempo la utilizacidon de antibiéticos ha sido una solucidon contra los patégenos en los
animales en cultivo, pero el uso excesivo ha demostrado que puede ejercer presidn selectiva sobre las
poblaciones bacterianas causando la aparicién de patdgenos resistentes a antibidticos (Baquero et al.,
2008). Ademas, el uso excesivo de antibidticos causa la supresion del sistema inmune en los animales de
cultivo y su aplicacién puede extenderse al humano debido a su consumo, afectando la salud y debilitando

al sistema inmune (Dawood y Koshio, 2016; Langdon et al., 2016; Van Doan et al., 2020).

A partir de estas problematicas, se ha incrementado el interés por el uso de suplementos alimenticios que
impulsen el crecimiento y el estatus de salud de los animales en cultivo, sin producir efectos secundarios
adversos como los antibiéticos (Foysal et al., 2020). En este sentido, se ha propuesto como alternativa la
utilizacién de bacterias probidticas del género Bacillus, las cuales han son inocuas para los animales y
humanos, mejorando la capacidad digestiva de los animales, incrementando el estatus de salud vy
manteniendo las condiciones del agua en los estanques (Olmos-Soto, 2017; Olmos-Soto et al., 2019;

Olmos-Soto y Paniagua-Michel, 2014).



1.1- Antecedentes

1.1.1- Generalidades de Totoaba macdonaldi

La totoaba es una especie monotipica de la familia Sciaenidae, siendo esta la de mayor tamafio dentro de
este grupo (Cisneros-Mata et al., 1995). Esta se encuentra en peligro de extincidon debido a su sobrepesca
en décadas pasadas y pesca ilegal e incidental, generando gran preocupacién por su conservaciéon
(Rodriguez y Hammann, 1981). Es una especie que se encuentra incluida en el catdlogo de especies de la
Convencion sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora silvestres y en la

clasificacién en peligro de extincion bajo la NOM-059-SEMARNAT-2010 (CITES, 2019; SEMARNAT, 2010).

A principios de los afios noventa se iniciaron investigaciones para establecer las bases de su cultivo con
fines de repoblamiento, obteniendo como resultado el completar el ciclo reproductivo en cautiverio y
desarrollar la metodologia para su cultivo (True, 2012). Actualmente los avances en su cultivo han
permitido catalogar a la totoaba como una especie con gran potencial acuicola, ya que se han logrado
obtener organismos de 2.5 kg en un periodo de 12 meses (Juarez et al., 2016). Ademas, existen diversos
estudios en la literatura relacionados con evaluaciones dietéticas en el estatus hematoldgico y bioquimico
de este animal (Mata-Sotres et al., 2015; Reyes-Becerril et al., 2016; Trejo-Escamilla et al., 2017b). El uso
de distintos probidticos en esta especie, para el mejoramiento del estatus de salud y crecimiento es un
campo abierto para la investigacion, ya que solo existen algunos estudios en alimentacion en el efecto en
la microbiota y solo un estudio con utilizacién de probidticos y prebiéticos comerciales suplementados en

la alimentacién (Barreto-Curiel et al., 2018; Gonzalez-Félix et al., 2018).

1.1.2- Probidticos en la acuacultura

Los probidticos han sido utilizados para generar resistencia a las enfermedades y son excelentes
herramientas preventivas contra los patégenos (Hai, 2015). Numerosas publicaciones indican la capacidad
de los probidticos en la proteccidon de los animales en cultivo contra infecciones patégenas, tales como
Penaeus monodon (Vaseeharan and Ramasamy, 2003), el rohu Labeo rohita (Kumar et al., 2006), la carpa
comun Cyprinus carpio (Yanbo and Zirong, 2006), la corvina blanca Atractoscion nobilis y el camardén blanco

Litopenaeus vannamei (Lopez, Olmos-Soto, Trejo Escamilla, et al., 2016; Olmos-Soto et al., 2011).
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Otro de los beneficios obtenidos, son el efecto en la microbiota intestinal de los organismos en cultivo. La
funcionalidad de la microbiota, depende de la capacidad de los microorganismos para interactuar dentro
del tracto gastrointestinal, produciendo sustancias que pueden beneficiar al huésped al influir sobre sus
funciones bioldgicas. La microbiota del huésped desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la
salud, ya que estimula el sistema inmunolégico y aumenta la resistencia contra los patégenos mediante la

produccidn de sustancias antimicrobianas (Van Doan et al., 2020).

Ademas, la microbiota intestinal se ha relacionado con los beneficios hacia el huésped a través de la
alimentacién, ya que se ha comprobado que puede producir diversas enzimas como carbohidrasas,
celulasas, fosfatasas, esterasas, lipasas y proteasas que facilitan la digestién de los alimentos (Perry et al.,

2020; Ray et al., 2012; Wu et al., 2015).

En este sentido, los probidticos funcionan como moduladores entre los microorganismos benéficos y los
patdégenos, pudiendo modificar radicalmente la microbiota intestinal, siendo ademas, inocuos para los

organismos en cultivo.

Dentro de los mecanismos de accidn que utilizan sobre los patégenos en el tracto digestivo, se encuentran
la competencia por sitios de colonizaciéon y competencia por nutrientes o fuentes de energia. Ademas,
estos son capaces de producir sustancias inhibidoras como antibidticos, sustancias antibacteriales,
siderdforos, enzimas, proteasas e inhibidores de proteasas y compuestos organicos como bacteriocinas.
Por lo tanto, los probidticos pueden funcionar como una herramienta factible para mejorar la
digestibilidad de los alimentos y reducir la presencia de patégenos oportunistas que pueden mermar la
salud de las especies acuicolas, favoreciendo el rendimiento en los cultivos (lbrahem, 2013; Santos et al.,

2018).

Dentro de las especies que se utilizan cominmente en alimentos funcionales son los del género Bacillus,
debido al conocimiento de sus capacidades probidticas, tales como la estimulacidn del sistema inmune, la
mejora del estatus de salud, la eliminacién de bacterias patégenas, aumento en la degradacién del
alimento, la biorremediacidn y supervivencia en condiciones extremas (Olmos-Soto, 2017). Las especies
del género Bacillus son bacterias Gram-positivas, aerdbicas o anaerobias facultativas en forma de bastén,
con capacidad de formar endosporas y con una amplia gama de habilidades fisioldgicas que les permiten
vivir casi en cualquier ambiente natural (Turnbull et al., 1991). Ademas, algunas especies de este género
(B. subtilis, B. coagulans, B. pumilus, B. licheniformes) son “Generalmente reconocidas como seguras”

(GRAS) por la Food and Drug Administration (FDA, 2020; Olmos-Soto, 2017).
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El uso de probidticos del género Bacillus en la alimentacidn, ha indicado que son benéficos para las
especies acuicolas, demostrando los efectos de especies como B. subtilis, B. cereus, B. velenzensis, B.
mycoides y B. amyloliquefaciens en la microbiota intestinal, la digestibilidad y en la inmunidad contra
patdgenos. Estos estudios se han realizado en la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), la carpa dorada
(Carassius auratus), la langosta marrdn (Cherax cainii), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y otros
(Foysal et al., 2020; Gisbert et al., 2013; Kuebutornye et al., 2019; Kuebutornye, Wang, et al., 2019; Yi et
al., 2018).

1.1.3- Produccidén de enzimas digestivas por Bacillus

La digestibilidad en peces esta dada por la capacidad enzimatica para poder digerir proteinas, lipidos y
carbohidratos. En la actualidad, las dietas utilizadas para peces contienen una distribucién del 24- 62%
(42% en promedio) de proteina, 20% de lipidos y hasta un 10% de carbohidratos (Lépez, Olmos-Soto, Trejo-
Escamilla, et al., 2016; Olmos-Soto, 2017; Teles et al., 2020). Las proteinas constituyen el nutriente y la
fuente de energia mas importante para los peces debido que en su mayoria es digerida para la formacidn
y reparacion de tejido, sirven como sustrato para formacion de lipidos y carbohidratos en tejido, ademds
de utilizarse para la formacion de hormonas, anticuerpos, enzimas y hemoglobina (Tacon, 1989). Los
lipidos, son de suma importancia debido a que estos son componentes esenciales de todas las membranas
celulares y subcelulares, son fuentes de esteroides esenciales, vehiculo de vitaminas liposolubles y ayudan

a la palatabilidad de los alimentos (Tacon, 1989).

Por otro lado, los carbohidratos son una fuente econémica de energia al incluirla en dietas para peces, ya
gue funcionan como ligantes para la estabilidad de las dietas en el agua y sirven como constituyentes
dietéticos que pueden aumentar la palatabilidad. Ademas, al ser utilizados adecuadamente, estos pueden
ser sustituidos por proteina (Tacon, 1989). Sin embargo, los peces marinos carnivoros solo pueden tolerar
hasta un 10% de contenido de carbohidratos, debido a su baja capacidad para digerir y asimilar los mismos,
obteniendo la energia directamente de las fuentes de proteina como lo es la harina de pescado. Aun
cuando los peces presenten una baja tolerancia hacia los carbohidratos, no significa que la energia
obtenida de los mismos no pueda ser utilizada una vez digerida en azucares (Olmos-Soto et al., 2019). Uno
de los principales problemas existentes en la digestibilidad y asimilacion de alimentos con inclusidon de
harinas vegetales para peces carnivoros, es que éstos tienen una deficiencia de proteasas, carbohidrasas

y lipasas que limitan la digestibilidad de estas harinas vegetales en los alimentos (Olmos-Soto, 2017). La
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harina de soya es un ejemplo que se utiliza como ingrediente funcional para dietas para peces carnivoros.
La harina de soya representa una fuente importante de proteinas y lipidos, ya que esta puede llegar a
contener hasta un 40% de proteina de alta calidad y hasta un 20% en contenido calérico de lipidos (Olmos-
Soto, 2017). Sin embargo, la harina de soya contiene factores antinutricionales como inhibidores de
proteasas, saponinas, lectinas, oligosacdridos asociados a dafios que inhiben el crecimiento y la muerte en
peces carnivoros (Fuentes-Quesada et al., 2018). Dentro de estos dafos se encuentran enteritis severa del
intestino distal, hipertrofia e hiperplasia pancreatica y dafios en el higado (Fuentes-Quesada et al., 2018;

Krogdahl et al., 2015; Lépez et al., 2015; Olmos-Soto, 2017; Uran et al., 2008).

Por otro lado, mediante el uso de probidticos del género Bacillus, se ha observado una mejora en la
digestibilidad y asimilacién de las harinas de soya y sus factores antinutricionales en peces y camarones,
ya que estos son capaces de producir diversas enzimas como proteasas, lipasas y carbohidrasas, que

permiten mejorar el crecimiento y la salud de los animales en cultivo (Tabla 1).

Tabla 1. Enzimas producidas por Bacillus. Extraido de Olmos-Soto, 2017.

Enzima Cepa productora

a-Amilasa B. amiloliquefaciens, B.circulans, B. licheniformis, B.
stearothermophilus, B. subtilis

B-Amilasa B. polymyxa, B. cereus, B. megaterium

Fosfatasa alcalina B. licheniformis, B. subtilis

Ciclodextrina glucanotransferasa B. macerans, B. megaterium

B- Galactosidasa B. stearothermohilus, B. subtilis

B- Glucanasa B. subtilis, B. circulans

B- Glucosidasa B. subtilis

Glucosa isomerasa B. coagulans

Glucosil transferasa B. megaterium

Glutaminasa B. subtilis

Galactomanasa B. subtilis

B- Lactamasa B. licheniformis

Lipasa B. subtilis

Metaloproteasa B lentus, B. polymyxa, B. subtilis, B.
thermoproteolyticus

Penicilina acilasa Bacillus sp.

Pululanasa Bacillus sp., B. acidopullulans

Serina proteasa B. amyloliquefaciens, B. amylosaccharicus, B.

licheniformis, B. subtilis
Ureasa Bacillus sp.

Uricasa Bacillus sp.
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Es por esto que se ha generado el interés por la utilizacidn de harinas vegetales y la adicién de probidticos
del género Bacillus como ingredientes funcionales, para poder sustituir o reducir la harina y el aceite de
pescado, generando dietas de menor costo, mejorando el crecimiento y salud de los peces, y por ende

mejorando la rentabilidad en la produccion.

1.1.4- Mecanismos de los probidticos del género Bacillus contra patégenos

Los mecanismos por los cudles, bacterias del género Bacillus pueden combatir enfermedades, son variados
y dependen totalmente de la cepa y de su capacidad para producir sustancias que tengan accion sobre las
bacterias patdgenas. Dentro de estos se encuentran la produccién de péptidos antimicrobianos y acidos
organicos, la supresidon de la expresion de genes de virulencia (quorum quenching), la estimulacién del
sistema inmune del hospedero y la competencia por sitios de adhesidn y nutrientes (Kuebutornye et al.,

2019).

1.1.4.1- Péptidos antimicrobianos (AMP’s)

Las especies del género Bacillus tienen la capacidad de producir una gran cantidad de péptidos que
funcionan como antibidticos, conocidos como péptidos antimicrobianos (AMP’s). Dentro de estos se
encuentran moléculas como las bacteriocinas, lipopéptidos, glicopéptidos y péptidos ciclicos que tienen
efectos antagonistas contra patégenos (Baindara et al., 2013; Sumi et al., 2015a). Estas moléculas son
capaces de eliminar o inhibir el crecimiento de bacterias y se consideran como una alternativa contra el
uso de los antibidticos (Cavera et al., 2015; Zou et al., 2018). Como los antibidticos estan dirigidos a
enzimas metabdlicas, el uso continuo genera una presién selectiva en los patégenos y pueden generar
resistencia a través de la activacidon de genes de resistencia a antibiéticos (Preena et al., 2020). Por otro
lado, los AMP’s actian mediante la generacidn de poros en la membrana o en la interrupcién de la sintesis
de la misma, siendo mas dificil para los organismos patdgenos el desarrollar resistencia ante estas
moléculas (Sang and Blecha, 2008; Sumi et al., 2015a). En general, los AMP’s son péptidos catidnicos con
propiedades hidrofébicas o anfifilicas que actlan sobre la membrana plasmatica de otros
microorganismos, como bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos, pardsitos y virus (Palffy etal.,

2009; Zhao and Kuipers, 2016).



Tabla 2. Péptidos antimicrobianos identificados para algunas especies de Bacillus. Modificado de Sumi et al., 2015.
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Especie de Cepa Péptido Caracteristicas Fuente
Bacillus antimicrobiano
Activa contra un amplio espectro de
Subpeptina JM4-A
B. subtilis IM4 bacterias, incluyendo Bacillus cereus, Suelo
y IM4-B
Salmonella, Staphylococcus aureus
Surfactinay
Fmbj Antagonista para B. cereus Suelo
Fengicina
Proteina antiflngica con actividad
B-916 Bacisubina Suelo
ribonucleasa y hemaglutinante
Potencial para controlar la enfermedad
Iturina A, Fengicina
CMB32 de antracnosis causada por Suelo
y surfactina A
Colletotrichum gloeosporioides
Proteina Actividad contra numerosas especies
EDR4 Trigo
antifungica E2 de hongos
Almendra
14B Bacl4B Desinfeccion de semillas
amarga
Activa contra el patégeno Vibrio
NT6 AMPNT-6 Natto
parahaemolyticus
Sustancia parecida  Antagonista contra varias especies de
B. licheniformes H1 Estiércol de vaca
a Bacteriocina bacterias Gram-positivas
B. thuringiensis Actividad antifingica contra Candida
SM1 Fengicina Suelo
albicans
Actividad contra B. cereus, B.
Kurstaki weinhenstephenensis, Listeria Plaga de
Thuricina Bnl
Bn-1 monocytogenes y otras cepas de B. avellanas
thuringiensis
Actividad contra Micrococcus luteus y
B. pumilus Bacitracina Suelo
S. aureus
Suplemento
ATCC Actividad contra M. luteusy L.
B. coagulans Lactosporina dietético con
7050 monocytogenes

probidtico
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Los péptidos antimicrobianos se pueden dividir en 3 grupos importantes: aquellos que se sintetizan
ribosomalmente (RiPPs), los no sintetizados ribosomalmente (NRP’s), los policétidos (PK’s) y lipopéptidos

(zhao and Kuipers, 2016).

Péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente

El grupo de los péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente, se divide en tres clases principales:
Clase I, que consiste en aquellos que se producen ribosomalmente y tienen modificaciones
postraduccionales; Clase Il, que incluye a las bacteriocinas sin modificaciones; y la Clase lll, que incluye

proteinas antimicrobianas de gran tamafo (Zhao and Kuipers, 2016).

Tabla 3. Péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente de la clase 1.

Subclase Caracteristicas Estructura (RiPPMiner)

Contienen residuos de
aminoacidos inusuales como
Lantipéptidos
dehidroalanina, dehidrobutirina,

lantionina o metil lantionina.

Su estructura se encuentra unidas

por el extremo Ny C terminal en

Péptidos una estructura tridimensional bien
ciclicos definida por plegamientos de
“Head-tail” forma hélice a. No contienen B-

metil- lantionina y residuos

deshidratados.
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Péptidos antimicrobianos ciclicos
Sactipéptidos con enlaces cruzados inusuales de

azufre al carbono- a

Se encuentran constituidos por

Péptidos anillos heterociclicos de oxazoles y
lineales que tiazoles derivados de
contienen serina/treonina y cisteina por
azol ciclodehidratacion enzimatica y

deshidrogenacioén.

Péptidos altamente modificados a
través de un ensamblaje no
ribosdmico o ribosémico, con un
macrociclo nitrogenado de seis que
Tiopéptidos  contiene compuestos nitrogenados
como piperidina, piridina,
deshidropiperidina e incluye
tiazoles adicionales y residuos de

aminoacidos deshidratados

Son bacteriocinas con residuos

Glicocinas
glicosilados.
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Contienen un anillo N-terminal de

macrolactama enhebrado por la

Péptidos de
cola C- terminal dando como
lazo
resultado una estructura
caracteristica de nudo de lazo
Clase |

En esta clase se incluyen péptidos antimicrobianos de menos de 10 kDa, que se encuentran formados por
pequefios péptidos activos en membrana, resistentes a protedlisis y al calor. Son sintetizados
ribosomalmente e incluyen modificaciones postraduccionales por diferentes enzimas y contienen
aminoacidos como lantionina y metil-lantionina (Meade et al., 2020). Esta clase se divide en siete subclases
que incluyen a los lantipéptidos, péptidos ciclicos “head-tail”, sactipéptidos, péptidos lineales que

contienen azol (LAP’s), tiopéptidos, glicocinas y péptidos de lazo.

Clase Il

Las bacteriocinas incluyen péptidos lineales no modificados de menos de 10 kDa que no contienen
lantionina, son sintetizados ribosomalmente, termoestables, resistentes a pH y activos en membrana
(Tabla 5). El agrupamiento de esta clase continuda en clasificaciéon, pero actualmente cuenta con 4 subclases
en las que se encuentran los péptidos similares a pediocina, bacteriocinas que requieren al menos 2
péptidos para su funcionamiento, bacteriocinas circulares y péptidos lineares no similares a pediocina

(Meade et al., 2020).

Clase Il

Los péptidos pertenecientes a la clase 3, se caracterizan por ser proteinas termolabiles, de gran tamanio
(superiores a 30 kDa) con actividad antimicrobiana y con péptidos estructuralmente diferentes a las
bacteriocinas (Sumi et al., 2015a; Zhao and Kuipers, 2016). Actualmente se catalogan en los subtipos:
bacterioliticas y no bacterioliticas (Tabla 6). En la primera de ellas el carbono terminal contiene un sitio de
reconocimiento para la célula objetivo, mientras que el N-terminal tiene homologia con las

endopeptidasas involucradas en la sintesis de la pared celular. Por otro lado, las no bacterioliticas pueden
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alterar la absorcidn de glucosa de otras células y también perturbar el potencial de membrana (Meade et

al., 2020).

Tabla 4. Péptidos antimicrobianos de la clase 2 y sus subclases.

Subclase

Caracteristicas

Modo de accién

lla: Péptidos similares a

pediocina

Ilb: Dos-péptidos

lic: Circulares

Ild: Péptidos lineales no

similares a pediocina

Péptidos lineales con una regiéon N- terminal
hidrofilica altamente conservada que contiene
uniones disulfuro y una secuencia consenso
YGNGVXC.

Principalmente  péptidos catidnicos que
requieren de 2 péptidos diferentes para formar

complejos formadores de poros en membranas.
Péptidos ciclicos formados por la unién de su
extremo N-terminal al C-terminal a través de un
enlace amida.

Otras bacteriocinas de clase Il, incluidas
bacteriocinas dependientes del sistema sec.

Moléculas catidnicas sin péptido lider N-

terminal

Union al sistema de manosa

fosfotransferasa  (Man-PTS) vy

formacién de poros

Interaccion con los receptores de

membrana y fuga de membrana

Formacidn de poros

Union a lipido Il e inhibicion de la
sintesis de pared celular. Unién al
de

sistema manosa

fosfotransferasa (Man-PTS)

Tabla 5. Ejemplos de bacteriocinas de la clase 2 identificadas para especies de Bacillus.

Clasificacién Clase 2: Bacteriocinas
Subclase 2a: Bacteriocinas similares a pediocina
Nombre Secuencia precursora Especies productoras predichas
Coagulina MKKIEKLTEKEMANIIGGKYYGNGVTCGKHSCSVD B. coagulans
WGKATTCIINNGAMAWATGGHQGTHKC
Subclase 2d: Péptidos lineales no similares a pediciona

Cereina MENLQMLTEEELMEIEGGGWWNSWGKCVAGTIG B. cereus

GAGTGGLGGAAAGSAVPVIGTGIGGAIGGVSGGLT
GAATFC
Aureocina A53 MVAFLKLVAQLGTKAAKWAWDNKSTVINWIKNGA B. pumilus

TFQWISDKIDSIING
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Tabla 6. Ejemplos de péptidos clase Ill identificada para especies de Bacillus.

Nombre Especies productoras predichas
Colicina B. thuringiensisB. cereus
Pyocina AP41 B. thuringiensis
Peptidasa M23 B. thuringiensis, B. coagulans, B. halodurans

Tabla 7. Lipopéptidos del género Bacillus. Extraido de Sumi et al., 2015.

Familia de

Caracteristicas AMP Especie
Lipopéptidos
. B. subtilis, B.
Contienen un enlace éster o peptidico Surfactina polyfermenticus,
entre un B-OH acido graso y el grupo B. megaterium
Surfactinas carboxilo del aminoacido C-terminal. . N B. licheniformis, B.
; i inodci iquenisina
Contienen 7 residuos de amllnoaados y q megaterium
el tercero y el sexto estan en la
configuracion D. Pumilacidina B. pumilus
WH1fungina B. amyloliquefaciens
Contienen un enlace éster o peptidico
entre un B-NH; dcido graso y el grupo Iturina, bacilomicinas,
Iturina carboxilo del aminoacido C-terminal. micosubitilina, B. subtilis, B. megaterium
Contienen 7 residuos de aminoacidos y subtuleno
el segundo, tercero y sexto estan en la
configuracién D
Contienen un enlace éster o peptidico
entre un B-OH 4cido graso y el grupo B ) )
. carboxilo del aminoacido C-terminal  fangicina, Plipastatina B. subtilis, B. thurigensis,
Fengicina (enlace de lactona: COOH-lle y OH-Tyr). ) B. circulans, B.
agrastatina 1

Contienen 10 residuos de aminoacidos megaterium

y el segundo, cuarto, sexto y noveno
estan en la configuracion D

Péptidos no sintetizados ribosomalmente y policétidos

Dentro de este grupo se encuentran una gran variedad de péptidos con estructuras ramificadas, lineares
y ciclicas que son generados a partir de enzimas conocidas como péptido sintetasas no ribosomales y

policétido sintetasa (Wang et al., 2014). Los policétidos son un grupo de metabolitos secundarios, que
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tienen una gran diversidad de estructuras y funciones. Estos poseen propiedades antimicrobianas,

antifungicas y antiparasitarias (Zhao and Kuipers, 2016).

Lipopéptidos

Los lipopéptidos son moléculas que son sintetizadas por complejos enzimaticos de gran tamafio y son
moléculas anfipaticas con una masa molecular desde los 1028 a los 1084 kDa (Tabla 7). Dentro de los mas
comunes son las de la familia de las iturinas, surfactinas y la fengicina que tienen actividad antiflingica

(Santos et al., 2018).

1.1.4.2- Quorum quenching

Otro de los mecanismos utilizados contra los patégenos es el quorum quenching, que actia como inhibidor
del mecanismo de comunicacién en bacterias, el quorum sensing. El quorum sensing es un mecanismo por
el cual, moléculas de N- acil homoserina lactona son sintetizadas y secretadas hacia el medio para ser
detectadas por otras bacterias alrededor. Estas sefales son usadas por las bacterias para monitorear la
densidad de la poblacidon y sincronizar la expresion de genes. Este mecanismo genera una variedad de
respuestas como la formacién de biofilm, la esporulacion, “swarming”, la bioluminiscencia y la virulencia

(Boyen et al., 2009; Dong et al., 2002; Kuebutornye et al., 2019).

Figura 1. Molécula de N- acil homoserina lactona (AHL). Extraido de Czajkowski Jafra, 2009.

La manera en que el quorum quenching actla sobre las sefalizaciones de virulencia de los patégenos, es
mediante la inhibicidon a través de enzimas como N-acil homoserina lactona acilasas, N- acil homoserina
lactonasas y N- acil homoserina lactona oxidorreductasa (Christiaen et al., 2011; Tang et al., 2013). Las
enzimas lactona acilasas acttian sobre las moléculas de N-acil homoserina lactona escindiéndolas en una

homoserina lactona libre y un acido graso, mientras que las lactonasas hidrolizan el anillo de lactona para
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formar una homoserina. Por otra parte, las oxidorreductasas reducen los grupos carbonilo o hidroxilo de
la cadena R-acil, inhabilitando las moléculas del quorum sensing y a su vez, inhibiendo la virulencia de los

patdgenos (Christiaen et al., 2011; Paluch et al., 2020).

AHL
O H
| NH.+H
= N _AHLAcilasa | *HO
n +H20 o n
R R
a\'/'dorr
e | €, @)
N Iil
0 NW{\/}n

e |actonasa

Acilasa

Figura 2. Sitio de corte de las diferentes enzimas inhibidoras del quorum sensing. Extraido de Paluch et al., 2020.

1.1.4.3- Produccién de acidos organicos

La produccién de 4cidos orgdnicos por medio de bacterias acido lacticas ha demostrado inhibir a microbios
patdgenos. Estos compuestos son producidos durante el proceso de fermentacion lactica y su actividad
antimicrobiana se da a través de la reduccidn del pH. Los niveles bajos de pH causan la acidificacion del
citoplasma celular y los acidos no disociados se difunden pasivamente a través de la membrana de otras
bacterias, causando un cambio en el gradiente electroquimico de protones o alterando la permeabilidad
de la membrana celular, teniendo como efecto la interrupcion del sistema de transporte (Kuebutornye et
al., 2019; Musikasang et al., 2009). Para el caso de bacterias del género Bacillus, existe evidencia de que
pueden llegar a producir estos compuestos. Tal es el caso del estudio de Etyemez y Balcazar de 2016, en
el que se aislaron muestras bacterianas de intestino de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y se pusieron
a prueba contra 2 cepas de patdgenos: Streptococcus iniae y Edwardsiella piscicida. La muestra
identificada como Bacillus mojavensis (aislado B191) dio como resultado la produccion de acidos organicos

o compuestos dependientes del pH y a su vez demostrd tener actividad antimicrobiana.
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1.1.4.4- Competencia por sitios de adhesién y nutrientes

Otro de los mecanismos propuestos para la inhibicién de patdgenos, es la competencia por sitios de
adhesién. Se ha observado que la capacidad de adherirse a la mucosa entérica y las superficies de la pared
intestinal son indispensables para que las bacterias probidticas se puedan establecer en el intestino de los
peces (Addo et al., 2017). Algunos estudios han demostrado la capacidad de los probiéticos para adherirse
al moco intestinal e inhibir patdgenos, utilizando métodos in vitro, pero los efectos de exclusidn
competitiva alin no se encuentran bien definidos (Kuebutornye et al., 2019; Kuebutornye, Wang, et al.,
2019). Algunos autores mencionan que la competencia por los sitios de adhesién y la exclusion
competitiva, posiblemente se deban a la competencia por nutrientes y la formacién de metabolitos como
los acidos organicos y el peréxido de hidrégeno, asi como la produccion de bacteriocinas (Addo et al.,

2017; Van Doan et al., 2020).

1.1.4.5- Estimulacion del sistema inmune

La estimulacién del sistema inmune por medio de bacterias del género Bacillus es un mecanismo que se
ha reportado en muchos estudios relacionados con acuacultura. Algunos estudios han demostrado
evidencia sobre la estimulacion del sistema inmune en peces, en donde se correlaciona la interaccion de

probidticos de Bacillus y la actividad fagocitica de los peces (Kuebutornye et al., 2019).

La actividad fagocitica a través de los neutrdfilos y macréfagos juega un papel importante en la defensa
contra los patdgenos en peces. Estas células se encargan de eliminar bacterias a partir de la formacién de
especies reactivas de oxigeno, tales como aniones superéxido, perdxido de hidrégeno y radicales

hidréxidos a través del estallido respiratorio en células fagociticas (Akhter et al., 2015).

Se ha reportado en el bagre rallado una mayor actividad fagocitica a partir de la suplementacion de una
mezcla de probidticos del género Bacillus, al igual que en el pez loro, al suplementar la dieta con Bacillus
subtilis E20 y disminuir la mortalidad contra Vibrio alginolyticus (Liu et al., 2018; Truong Thy et al., 2017).
Otros reportes como el de Kumar et al., (2006), en donde el conteo de leucocitos aumenté al suplementar

probidticos de Bacillus subtilis.

Por lo mencionado en secciones anteriores, este estudio consistid en el uso de probidticos del género

Bacillus, suplementados en la alimentacion de T.macdonaldi, con el fin de observar cambios en la
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microbiota, mantener la microbiota benéfica, la mejora en el estatus de salud y la digestibilidad vy el

crecimiento de este pez marino.

1.2- Justificacion

Se ha demostrado que el uso de probidticos como ingrediente funcional a la alimentaciéon, mejora
significativamente la salud, crecimiento y engorda a través de la induccién de la microbiota benéfica. Es
por esto, que se promueve el uso de probidticos del género Bacillus para inducir la microbiota benéfica en
T. macdonaldi y disminuir la mortalidad en el cultivo de esta especie. La inclusidn de estos probidticos es
importante debido al conocimiento de sus capacidades anteriormente ya estudiadas, tales como la
estimulacion del sistema inmune, la mejora del estatus de salud en hospedero, la eliminacion de bacterias
patdgenas, aumento en la degradacion del alimento, la biorremediacién, la modulacién del microbioma
intestinal y supervivencia en condiciones extremas (lbrahem, 2013; Olmos-Soto, 2017; Van Doan et al.,

2020).

1.3- Hipotesis

Dietas adicionadas con probidticos del género Bacillus inducirdn la microbiota bacteriana benéfica de

totoaba (Totoaba macdonaldi), mejorando la salud, la digestibilidad y el crecimiento del animal.

1.4- Objetivos

1.4.1- Objetivo general

Analizar los cambios en la microbiota benéfica al adicionar probidticos del género Bacillus dentro de la

alimentacién en Totoaba macdonaldi, con respecto al estatus de salud y crecimiento.
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1.4.2- Objetivos especificos

Formular una dieta de bajo costo utilizando altos porcentajes de proteina de soya, carbohidratos

complejos y probidticos, que tenga un rendimiento similar o mejor que una dieta comercial.

Mejorar la asimilaciéon del alimento, inducir el crecimiento y la engorda de totoaba con los

probidticos adicionados.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los probidticos seleccionados contra posibles patégenos de

Totoaba.

Correlacionar el crecimiento y el estatus de salud de totoaba con los cambios en la microbiota del

tracto digestivo, al adicionar probidticos del género Bacillus.
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Capitulo 2. Metodologia

Para la presente investigacion, se realizé la metodologia para observar los efectos en la salud, crecimiento
y la induccién de la microbiota benéfica en totoaba, por medio de la adicién de probidticos del género
Bacillus a la alimentacién. En este sentido, se tomd en cuenta el seleccionar los probidticos del género
Bacillus con actividad contra patdgenos e inocuos, realizar el disefo del cultivo de la fase juvenil de la
totoaba, la toma de datos morfométricos, preparaciéon de muestras e hibridacidon in situ para la
observacion de la microbiota presente en T. macdonaldi. Se administraron dos dietas y sus controles, asi

como, la toma de datos para observar la calidad del agua en donde se cultivaron estos organismos.

A continuacidn, se describen cada una de las técnicas utilizadas.

2.1. Seleccion de candidatos a probidticos

Para poder elegir aquellos probidticos que tengan actividad contra los patégenos y que sean inocuos para

la totoaba, fue necesario realizar los siguientes ensayos:

Actividad antimicrobiana contra potenciales patégenos de totoaba

Ensayos de capacidad enzimdtica

Ensayo de hemdlisis

Ensayo de resistencia a antibidticos

Las cepas bacterianas utilizadas, se tomaron de la coleccién de Bacillus del Laboratorio de Microbiologia

Molecular de Biotecnologia Marina en CICESE.
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2.1.1. Actividad antimicrobiana contra potenciales patégenos de totoaba

Para poder observar la actividad antimicrobiana de potenciales patdgenos en totoaba, se obtuvieron del
Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo (CIAD), diferentes cepas de patégenos en peces. Para
este caso se consiguieron cepas de Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, Aeromonas

hydrophila y Aeromonas dhakensis.

Una vez obtenidas las cepas, se activaron en medio marino modificado y se realizaron 2 ensayos. El
primero de ellos, fue para simular una situacién en la que el probidtico estuviera en ventaja. En este
sentido se utilizaron cajas con divisién de medio marino modificado y justo en el centro de cada division,
con ayuda de un isopo estéril, se colocé cada patégeno y al probidtico a su alrededor con una separacion
de medio centimetro. Estas cajas inoculadas, se colocaron en una incubadora por 24 horas a 30 °Cy se

tomaron medidas del tamafio y densidad de colonia, asi como el tamafio de halo.

Una vez obtenidos los resultados del primer enfrentamiento se detectaron los patégenos que obtuvieron

resistencia hacia Bacillus subtilis 9b.

Para el segundo ensayo se inocularon diferentes cepas de Bacillus subtilis, pertenecientes a la coleccidn

del laboratorio de microbiologia molecular del departamento de Biotecnologia Marina.

En este caso, contrario al primer ensayo, los probidticos fueron colocados en desventaja con respecto a
los patégenos seleccionados. Con ayuda de un isopo estéril, se colocd cada probidtico y a los diferentes
patdgenos a su alrededor con una separacién de medio centimetro y se incubaron por 24 horas a 30 °C.

Nuevamente se tomaron medidas del tamafio, densidad de colonia y tamafo de halo.

2.1.2. Ensayo de capacidad enzimatica.

Para realizar el ensayo de capacidad enzimatica se realizé una modificacion a la metodologia descrita en

Leonel Ochoa-Solano y Olmos-Soto (2006).

Las colonias se caracterizaron fenotipicamente y la actividad de las proteasas se probé usando placas de

agar con leche descremada y concentrado de soya. Para la actividad de las enzimas Glucosidasas y a-
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Galactosidasas se utilizaron medios con glucosa/almidon. Para las proteasas se utilizaron medios

preparados con leche descremada y concentrado de proteina de soya.

Las placas de agar se incubaron a una temperatura de 30 °C para calcular la actividad enzimatica después

de 48 h. Se midio el crecimiento y el drea de degradacion para determinar la hidrolisis enzimatica.

Para la produccion de lipasas se utilizaron placas de agar con aceite de soya y solucion de rodamina B al

0.001% (p/v) para observar cambio en la coloracion de la colonia.

2.1.3. Ensayo de hemdlisis

Para determinar si las cepas de Bacillus utilizadas, producian hemdlisis, se utilizé la metodologia descrita
en Jeon et al. (2017). Se utilizaron placas de agar sangre con 5% (p/v) de sangre de oveja. Las cepas de
Bacillus se inocularon en las placas y se incubaron a 37°C por 24 h. Se determind el tipo de hemlisis de la

siguiente manera:

a-hemdlisis: Aquellas cepas que presenten un halo alrededor de la cepa de color verde (lisis parcial de

eritrocitos).

B-hemdlisis: Aquellas cepas que presenten un halo de hemélisis completamente claro.

v- hemolisis: Ausencia de hemdlisis.

2.1.4. Ensayo de resistencia a antibidticos

Se determinaron las concentraciones minimas de inhibicion (MIC) de acuerdo a las guias sobre la
evaluacién de la susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos de importancia humana y veterinaria de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. Esto se realizé para las cepas de Bacillus con actividad
contra patdgenos seleccionadas a partir de los resultados de actividad antibacteriana. Estas fueron

examinadas bajo el esquema general del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) para
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bacterias del género Bacillus, en 2 réplicas independientes y se agregaron los siguientes antibidticos al
agar nutritivo: ampicilina, vancomicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina,
clindamicina, tetraciclina y cloranfenicol. Se incubaron a 30 y 37 °C por 24 h y se midié crecimiento para

detectar resistencia a antibidticos.

2.1.5. Curvas de crecimiento bacteriano

Una vez seleccionadas las cepas de Bacillus candidatas a probidticos, se realizaron sus curvas de
crecimiento bacteriano para conocer su comportamiento, actividad y los tiempos de las fases de
crecimiento. En primera instancia se inocularon los probidticos de Bacillus, en cajas con medio LB por 12h.
Posteriormente se tomd una asada de cada probidtico y se inoculé en medio Schaeffer liquido por 12 horas
a 200 rpm y 37 °C. Para sincronizar los cultivos y sus réplicas, se inocularon 2 ml de cada cepa en 18 ml de
medio Schaeffer y se cultivé durante 2 horas bajo las mismas condiciones hasta alcanzar el valor medio en
densidad dptica de la fase estacionaria. Posteriormente se tomaron 2 ml de cultivo y se pasé a otro matraz
con 18 ml de medio mineral liquido (Schaeffer) y se tomaron 100 pul en 900 pl de agua destilada cada hora

para medir densidad éptica a 600 nm, hasta alcanzar la fase estacionaria.

2.3. Diseno de cultivo de totoaba

El disefo del cultivo para totoaba fue dividido en 2 bioensayos. El primero de ellos se llevé a cabo en los
meses de septiembre a diciembre del afio 2020. Este consistié en un cultivo de manera intensivo con un
total de 108 individuos de T. macdonaldi con un promedio de peso de 396.4 + 5.1 g, que fueron
proporcionados por la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias Marinas
de la Universidad Autdonoma de Baja California, México. El cultivo experimental se llevé a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Nutricién de la FCM (NutriAcua). El cultivo consistié en 3 tanques por cada
tratamiento. Se probaron 1 dieta control con probidtico y sin probidtico, mas 2 dietas adicionadas con
probiédticos, con diferente porcentaje de sustitucién de harina de pescado por concentrado de proteina de

soya (DCO, DCOProb, DC30, DC60).
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Para el bioensayo, los peces se cultivaron en tanques de fibra de vidrio con un volumen de 1100 | de
capacidad, con agua de mar filtrada por filtracién mecanica y con luz UV, con una temperatura de 25+1 °C,
con salinidad de 35%0.5%.. El oxigeno disuelto cerca de 6 mg/L. Se midieron los parametros de
temperatura, oxigeno disuelto y salinidad, utilizando un oximetro modelo YSI Pro 20l con precisién 0.02
mg/L y el pH se determind con ayuda de un potenciometro marca Oakton modelo pHTestrl0 con una
precision de 0.01 pH. El nitrégeno amoniacal se monitoreo diariamente antes de cada alimentacidn,
utilizando un kit Aquarium Pharmaceutical (Mars. PA. USA). Se tuvo una exposicién de fotoperiodo
artificial de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La medicion de temperatura (°C), salinidad (ppm),

oxigeno disuelto (mg/L), se determiné en 2 veces al dia.

Estos cultivos experimentales se mantuvieron con un 10% de recambio de agua diario a manera de sistema

semicerrado.

Un segundo bioensayo se llevd a cabo en el mismo sistema, utilizando 5 dietas, una de ellas con la dieta
comercial Skretting©, una dieta con sustitucion del 30% de harina de pescado por concentrado de
proteina de soya adicionada con probidtico y su control (DCML, CPS30C, CPS30Prob), asi como otra dieta
con sustitucion del 60% por concentrado de soya adicionada con probidtico y su control (CPS60C,
CPS60Prob). Este ensayo tuvo una duracion de 90 dias, en el cual se utilizaron 12 peces por tanque por
triplicado, con un promedio de peso de 153 + 0.84 gramos. Al igual que el bioensayo anterior, los peces
fueron cultivados con agua de mar filtrada por filtracion mecanica y UV, con una temperatura de 2441 °C,
con salinidad de 35+0.5%.. El oxigeno disuelto de 6 mg/.. Se midieron los factores como la temperatura,
oxigeno disuelto, nitrégeno amoniacal, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, asi como un

recambio del 10% diario.

Para cada bioensayo se determind la supervivencia (%), peso ganado (PG), la tasa especifica de crecimiento
(TEC), el coeficiente térmico de crecimiento (CTC) y la ingesta diaria de alimento (IDA)(Arriaga-Hernandez

et al., 2021; Hardy and Barrows, 2003).

Respectivamente los peces fueron aclimatados durante 2 semanas con la dieta especifica para totoaba y
posteriormente se les alimentd de manera gradual con las dietas experimentales. Se realizé una biometria

cada mes y los peces fueron alimentados dos veces por dia (08:00 y 16:00 horas) a saciedad aparente.
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2.3.1. Peso Ganado (PG)

Para determinar el crecimiento en peso de cada tratamiento, se utilizé6 una balanza marca OHAUS con

precision de 0.001 g. Se realizaron 1 biometria por mes para cada estanque en cada tratamiento de

acuerdo con la siguiente expresion:

PFP — PIP
PG = [T] * 100

Donde:

PFP = Peso final promedio(g)
PIP = Peso inicial promedio (g)

PI: Peso inicial del pez (g)

2.3.2. Taza especifica de crecimiento (TEC)

La tasa de crecimiento especifico se calculd con la siguiente expresion:

LnPF — LnPI
[—] * 100

TEC =

Donde:
Pf = Peso final
PI = Peso Inicial

t = Tiempo (dias)
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2.3.3. Coeficiente térmico de crecimiento (CTC)

El coeficiente térmico de crecimiento se calculd con la siguiente expresion:

VPF — /PI
TGC = VPI . * 1000
temperatura (° C) x t (dias)

2.3.4. Ingesta diaria de alimento (IDA)

La ingesta diaria de alimento se calculd con la siguiente expresién:

. [Total de alimento consumido (gr) .
IDA = z in =+ t(dias)

no.de peces

2.3.5. Supervivencia (S)

La supervivencia como un pardmetro de salud expresada en términos de porcentaje, se determiné de

acuerdo con la siguiente expresion:

_ [ No.final de peces

No.inicial de peces

2.3.6. Dieta

Para el primer bioensayo de alimentacidn con totoabas, el laboratorio de Nutricién Acuicola de la Facultad
de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California, formulé 4 dietas isolipidicas e
isoproteicas. Estas consistieron en 2 dietas control con 0% de sustitucidn de harina de pescado con y sin

probidtico y 2 dietas adicionadas con probidtico a las que se les sustituyd la harina de pescado por
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concentrado de proteina de soya con un 30% y 60% de reemplazo (DCO, DCOProb, DC30 DC60

respectivamente; Tabla 8).

Tabla 8. Alimentos utilizados para el primer bioensayo de totoaba.

Ingrediente (%) DCO DCOProb DC30 DC60
Harina de pescado 67 67 46.5 25.5
Proteina de soya 0 0 23.26 46.53
Probidtico 0 1 1 1
Almidon 5 5 5 5
Harina de trigo

Harina de Maiz

Gelatina

Celulosa Se omiten porcentajes

Aceite de pescado

Aceite de soya

Otros nutrientes

Sumatoria 100 100 100 100

Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las dietas con 0% y 30% de sustitucién con

probidtico con respecto a la dieta control. Ademas, se pudo observar una inhibicidon de la actividad del

probidtico en la dieta control por la cantidad de nitrégeno incluido en esta dieta, causando un efecto de

menor crecimiento en los peces alimentados con la misma.

Después de analizar los resultados correspondientes al primer bioensayo y obtener los resultados en la

seleccidn de probidticos, se reformularon 2 nuevas dietas. Estas consistieron en 2 dietas con sustitucion

del 30% y 60% de harina de pescado por concentrado de harina soya (CPS), se probaron con la adicion y

ausencia de probidtico y se les aumentd el contenido de almidén (CPS30C, CPS30Prob, CPS60C y

CPS60Prob). Estas dietas se compararon con una dieta comercial para totoaba de la marca Skretting©

(DCML).
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Ingredientes (%) DCML CPS30C CPS30Prob CPS60C  CPS60Prob
Harina de pescado 40.5 40.5 17.2 17.2
Harina de soya 20.39 20.39 40.77 40.77
Probidtico 0 0.1 0 0.1
Almidon 16.8 16.8 16.2 16.2
Harina de trigo

Harina de maiz

Gelatina

Celulosa Se omiten porcentajes

Aceite de pescado

Aceite de soya

Otros nutrientes

Sumatoria 100 100 100 100 100
Proteina (%) 46 44.23 43.61 44.82 44.54
Lipidos (%) 12 11.05 11.95 11.34 11.80
Almidén (%) - 14.54 12.52 13.66 13.84
Cenizas 12 9.07 9.02 5.87 5.91
ELN - 13.84 15.84 16.72 16.50
Humedad 18 7.27 7.06 7.60 7.40

2.3.7. Analisis estadisticos

Los datos colectados fueron analizados a través de un analisis de normalidad y homocedasticidad y se

realizd un andlisis de varianzas (ANOVA) de una via para observar las diferencias entre las dietas con

probidticos y los controles. Los valores de P <0.05 fueron considerados significativos. Para los datos que
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presentaron normalidad se aplicd la prueba post hoc de Tukey y para aquellos datos que no presentaron

normalidad, se aplicé el andlisis de comparaciones multiples por Kruskal-Wallis.

2.4. Calidad de tejidos

Al finalizar el segundo bioensayo de alimentacidén con totoaba y al realizar la extraccion de muestras de
intestino distal para la metodologia de FISH, se realizé un analisis cualitativo de los érganos internos de
cada totoaba. En este sentido se analizé la firmeza del musculo, la grasa visceral aparente y se realizaron

observaciones generales en érganos como higado, estémago, ciegos pildricos, bazo e intestinos.

2.5. Preliminar de ensayo de enfrentamiento contra patogenos, resistencia a

oxigenacion y compuestos nitrogenados.

Una vez completados los bioensayos de alimentacién con probidticos, se seleccionaron 6 peces de las
dietas DCML, CPS30C y CPS30Prob y se colocaron en 3 tanques respectivamente. Los tanques fueron

desconectados de la recirculacion y se les disminuyd la cantidad de agua hasta 500 litros.

Cada pez fue inyectado de manera intraperitoneal con una dosis de 500 ul de bacterias de Vibrio harveyi
en PBS, las cudles fueron cultivadas hasta su fase estacionaria y diluidas hasta una concentracion del 107

UFC.

Cabe mencionar que para este ensayo no se realizé una curva de dosis letal media, debido a la poca

cantidad de peces que se tuvieron para este ensayo.

Se realizd un andlisis cualitativo de la salud de los peces, mediante la observacién de la movilidad y la
cantidad de alimento consumido. Los peces fueron alimentados una vez al dia con su respectiva dieta

hasta saciedad aparente.

Simultaneamente, se tomaron los pardmetros de amonio, nitritos y nitratos diariamente hasta el final del

experimento.
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Al lograr la recuperacién de los peces tras la inyeccién del patdgeno, se realizé el ensayo de resistencia a
oxigenacion, el cual consistié en cerrar el flujo de oxigeno para observar las diferencias en la resistencia

entre las diferentes dietas.

2.6. Hibridacion Fluorescente In Situ (FISH) y DAPI

Para analizar la comunidad microbiana metabdlicamente activa presente en el sistema digestivo de la
totoaba, se realizé una Hibridacidon Fluorescente In Situ, la cual se llevd a cabo a partir de la extraccién de

muestras de tracto digestivo. La metodologia a utilizar se explica en los apartados posteriores.

2.6.1. Disefio de oligos

Se obtuvieron las secuencias para el disefio de los oligos para la hibridacidn y se utilizaron sondas
fluorescentes con fluoresceina Isotiocianato (5-FITC), Carboxi-X-Rodamina (5-(6)-ROX) especificas para

bacterias y proteobacterias, Gram positivas con bajo contenido de GC.

2.6.2. Preparacién de controles

Se cultivaron especies representantes de los grupos bacterianos bajas en G+C (Bacillus subtilis 9b) y
gamma (Vibrio harveyii) como controles para la reaccidn de hibridacién fluorescente /n Situ. Estas cepas
fueron cultivadas en medios complejos con condiciones para alcanzar la fase de crecimiento exponencial

media a 600 nm.

Se fijaron las muestras agregando formaldehido filtrado al 37%, a una concentracidn final de 6% para ser
incubadas durante 1 hora a 4 ° C. Se colectd 1 ml de células fijas por centrifugacién a 12000 x g durante 3
minutos. Los pellets se lavaron dos veces utilizando una solucidon salina tamponada con fosfato, enfriada

con hielo (PBS: cloruro de sodio 120 mM, cloruro de potasio 2,7 mM, tampdn de fosfato 10 mM [pH 7,4])
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para posteriormente ser resuspendidas en 1ml de PBS. Por ultimo, las muestras se diluyeron a 1:4 con PBS

y se almacenaron a 20 °C para su uso posterior.

2.6.3. Preparacion de muestras

Para la obtencion de muestras para la técnica FISH se sacrificaron 5 individuos al inicio y 2 individuos
juveniles por cada estanque al final del bioensayo para extraer una muestra de 1 gr de intestino distal.
Estas muestras fueron suspendidas en 5 ml de formaldehido al 10% para comenzar un proceso de

homogenizacidn mecanico.

El siguiente proceso conllevd la preparacion de alicuotas de 500 ul de cada tejido para centrifugarlo a
14000 rpm durante 8 minutos. Los granulos se lavaron dos veces en PBS filtrado en hielo (Tamafio de poro

del filtro de 0,2 um) y se suspendieron en 1 ml de PBS.

Se realizaron diluciones en serie para distribuir alicuotas de 15 ul en portaobjetos de teflén de 12 pocillos
(Frischer et al., 1996; Herndndez-Zarate y Olmos-Soto, 2004). Se incluyeron controles positivos usando
cepas tipo, como control de indculo (muestra ambiental inoculada con una cepa tipo) en cada
portaobjetos. Los portaobjetos se dejaron secar a 37 °Cy se trataron con solucion de etanol / formaldehido

(90:10) durante 5 minutos, para posteriormente enjuagarlas dos veces en agua destilada y secar a 37 °C.

2.6.4. Hibridacion

La hibridacion in situ de controles y muestras de tejido se realizé como se describié anteriormente en
Frischer et al. (1996) y Hernandez y Olmos ( 2004). Se afiadieron 40 ul de mezcla de hibridacién con 1 ng/ul
de sondas a las muestras inmovilizadas en portaobjetos, evitando la formacién de burbujas. La mezcla de
hibridacién contiene 10 x tampdn SET (1 x SET: NaCl 150 mM, Tris - HCl 20 mM [pH 7,8], EDTA 1 mM),

albdmina de suero bovino al 0,2% (p / v), acido poliadenilico al 0,01% y 11% de sulfato de dextrano (9 p/v).

Los portaobjetos se colocaron en una camara humidificada con trozos de papel saturado (1 x SET) y se

incubaron durante toda una noche a 37 °C en oscuridad. Después de la hibridacién, los portaobjetos se
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lavaron 2 veces con 1 x tampén SET durante 1 minuto cada vez. Los portaobjetos se secaron en oscuridad
y se afiadié en cada pocillo, 5 pul de fluido de montaje (10x tampdn SET, 50% de glicerol, 0.1% de p-

fenilendiamono dihidroclorido). Finalmente, se aplicd un cubreobjetos para analizar las muestras.

2.6.5. Tincién DAPI

Las muestras control y las muestras de tejido inmovilizadas en portaobjetos se tifieron durante 5 minutos
en la oscuridad usando 15 pl de solucién de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; 7,75 pug / ml en agua

destilada filtrada a través de filtro de 0,2 um).

2.6.6. Microscopia

La fluorescencia de las muestras se analizé utilizando un accesorio para el microscopio con filtros WU
(395-440 nm: DAPI), MF (400-700 nm: 5 objetivos FITC o 5 (6) -ROX) y Plan Fluorita Universal. Las

imagenes digitales se procesaron con un paquete de software para el analisis de imagenes.

2.6.7. Método de conteo de bacterias fluorescentes de campos obtenidos en pozos de

laminillas

Este método consistié en tomar fotografias con el microscopio y procesar y contabilizar las imagenes con
el paquete Fiji de Image J Java 1.80_172. Se obtuvieron 10 campos elegidos al azar para cada muestra y

para cada sonda. Se contaron las bacterias que hibridaron con las sondas especificas de cada grupo.

El conteo de bacterias por mililitro se realizé utilizando la metodologia de Garcia y Olmos 2007. La
determinacién se llevd a cabo a partir de los valores del area del pozo, el drea de la fotografia tomada, el

volumen y la dilucidn de la muestra aplicada utilizando las siguientes formulas:
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(Conteo de bacterias * campos por pozo)(1000 ul PBS)

Bacteri l=
acterias/m 15 pl de dilucion aplicada a portaobjetos

Area de pozo

Campos por pozo = =
posporp Area de fotografia

Donde:

e Conteo de bacterias= Bacterias contadas con el software Fiji de Image) Java 1.80_172

e Areade pozo= 19,635,000 pm

e Area de fotografia= 203,970 um
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Capitulo 3. Resultados

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos tras realizar las metodologias presentadas en el

capitulo anterior.

3.1. Seleccion de candidatos a probidticos

Para poder elegir los candidatos a probidticos se realizaron los andlisis de actividad antimicrobiana,
capacidad antimicrobiana, hemdlisis y resistencia a antibidticos. A continuacién, se muestran los

resultados para cada uno de ellos.

3.1.1. Actividad antimicrobiana contra patégenos.

Durante el primer ensayo de actividad antimicrobiana, se seleccioné como probiético candidato a Bacillus
subtilis 9b, ya que este fue utilizado anteriormente en alimentos para otros organismos, obteniendo

buenos resultados.

Esta cepa se inoculd de manera que tuviera ventaja hacia los patégenos (Tabla 10), para asi poder ver

cuales fueron mas resistentes hacia el probiético.

Los patdogenos que mostraron resistencia hacia al probidtico en ventaja fueron los patdégenos Vibrio

harveyi CAIM 699 (3) y Aeromonas hydrophila CAIM 675 (2) (Tabla 11, Figura 3).

Posteriormente, se inoculd al probidtico en un escenario de desventaja en donde este se colocé en el
centro de la division de la caja y a su alrededor se colocaron los patdgenos que mostraron resistencia en
el ensayo anterior (2, 3). Los resultados para este ensayo fueron que el probiético Bacillus subtilis 9b logré
crecer efectivamente teniendo actividad contra la cepa de Aeromonas hydrophila (2), sin embargo, no

obtuvo una inhibicidn significativa hacia |la cepa de Vibrio harveyi (3) (Tabla 12, Figura 4).
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Tabla 10. Patogenos y probidticos utilizados para el ensayo de actividad antimicrobiana.

Patogenos Nomenclatura Cepa
No. Catalogo CAIM
CAIM 163 1 Vibrio parahaemolyticus
CAIM 675 2 Aeromonas hydrophila
CAIM 699 3 Vibrio harveyi
CAIM 1249 4 Vibrio alginolyticus
Probidticos
9 Bacillus subtilis 9b
34 Bacillus subtilis 34
9a Bacillus subtilis 9a
18-5 Bacilllus subtilis 18-5
21b Bacillus subtilis 21b
33 Bacillus subtilis 33
JOS Bacillus subtilis JOS

Tabla 11. Actividad antimicrobiana de B. subtilis 9b con respecto a patégenos en un escenario de ventaja.

Nomenclatura Tamaiio de Densidad Tamaiio de halo
colonia
1-9b-r1 +++ ooo -
1-9b-r2 4+ 000 )
2-9b-r1 4+ 000 +
2-9b-r2 4+ 000 +
3-9b-r1 FH++ 0o )
3-9b-r2 FH++ 0o )
4-9b-r1 +++ oo -
4-9b-r2 +++ oo -

Tamafio de colonia y halo (++++ 15-20; +++ 10 - 15; ++ 5- 10; + 1-5, - 0 mm).

Densidad (°°° Alta, °° media, ° baja, nula)

1-9b-r1=1: ID de nomenclatura del patégeno en ventaja (tabla 10); 9b: probidtico utilizado; r1: nimero de

réplica
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Figura 3. Enfrentamiento de patdgenos contra el probidtico B. subtilis 9b.

Tabla 12. Actividad antimicrobiana de B. subtilis 9b en desventaja con respecto a patdgenos V. harveyi y A.
hydrophila.

Nomenclatura Tamaio de colonia Densidad Tamaiio de halo
9b-2-r1 +++ ooo +
9b-2-r2 +++ ooo +
9b'3'r1 ++ ooo _
9b'3'r2 ++ ooo _

Tamanio de colonia y halo (++++ 15-20; +++ 10 - 15; ++ 5- 10; + 1-5, - 0 mm).

Densidad (°°° Alta, °° media, ° baja, nula)
9b-2-r1=9b: ID de nomenclatura del probidtico en desventaja (tabla 10); 2: ID nomenclatura de patégeno
utilizado; r1: nimero de réplica
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Figura 4. Enfrentamiento de patégenos contra el probidtico B. subtilis 9b en un escenario de desventaja.
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Tras obtener estos resultados, se escogieron 6 cepas de Bacillus, provenientes de la coleccién del
laboratorio de microbiologia molecular del departamento de Biotecnologia Marina (Tabla 10). Estas cepas
fueron inoculadas nuevamente en medio marino modificado, en desventaja contra el patégeno de V.

harveyi (3) por 24 horas a 30 °C.

Dentro de las cepas que tuvieron un mejor desempefio en la inhibicién del patdgeno, fueron los

probidticos 9a y 34 (Tabla 13, Figura 5).
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Figura 5. Enfrentamiento del patégeno V. harveyi contra probidticos del género Bacillus, en un escenario de
desventaja.

Tabla 13. Actividad antimicrobiana de probidticos del género Bacillus en desventaja contra patégenos V. harveyi.

Nomenclatura Tamaiio de colonia Densidad Tamaiio de halo
34-3-r1 ++ ° ++++
34-3-r2 ++ e ++++
9a-3-r1 ++ ° 44+
9a-3-r2 ++ ° 44+
18-5-3-r1 ++ eee

18-5-3-r2 ++ eee +
21b-3-r1 ++ ° +
21b-3-r2 ++ ° +
33-3-r1 ++ ° -
33-3-r2 ++ ° -
JOS-3-r1 ++ °

JOS-3-r2 ++ °

Tamafio de colonia y halo (++++ 15-20; +++ 10-15; ++ 5- 10; + 1-5,- 0 mm).

Densidad (°°° Alta, °° media, ° baja, nula)
34-3-r1=34:ID de nomenclatura de probidtico (Tabla10); 3: ID de nomenclatura de patégeno; rl: nimero de réplica
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3.1.2. Ensayo de capacidad enzimatica

Las cepas de Bacillus fueron sometidas a un ensayo de capacidad enzimatica en donde los probidticos
asignados como 9a y 9b se inocularon en cajas con medios enriquecidos con concentrado de proteina de
soya, leche descremada, almiddn y aceite de soya para observar la capacidad de produccion de proteasas,
carbohidrasas y lipasas respectivamente. Las cepas fueron inoculadas en estos medios e incubadas por un

periodo de 48 horas a una temperatura de 30 °C.
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Figura 7. Probidticos en medios con leche descremada.
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Para la produccién de proteasas, se mostré un mejor crecimiento de colonia en ambos probidticos en
medios enriquecidos con concentrado de proteina de soya con respecto a los enriquecidos con leche
descremada. En ambos medios, los probidticos 9a y 9b crecieron y formaron un halo de degradacion
similar (Figura 6 y 7). Sin embargo, para los medios enriquecidos con leche descremada, se pudo observar

un tamafio de halo de degradacidn mayor que el de las colonias.

9a Sb

BCrecimiento MWHalo de degradacidén
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Figura 8. Crecimiento de probiéticos en medio con almidon.

En el ensayo para la produccion de carbohidrasas, se mostré un mejor crecimiento en el medio enriquecido
con almidén para la cepa 9b con respecto a la cepa 9a (Figura 8). Este fue un resultado importante, ya que
se pudo realizar la reformulacién de la dieta del segundo bioensayo aumentando el contenido en el

porcentaje de almidén.
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Figura 9. Crecimiento de probiéticos en medios con aceite de soya.
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Finalmente, para la produccién de lipasas en medios enriquecidos con aceite de soya (Figura 9), ambas
cepas crecieron igual y mostraron un cambio de coloracién a rosa en la colonia y un halo de coloracion

naranja, indicando la capacidad de produccidon de lipasas y la degradacidn del aceite de soya.

3.1.3. Ensayo de hemdlisis

Para determinar si las cepas de Bacillus utilizadas, producian hemolisis, se utilizd la metodologia descrita
en (Jeon et al., 2017). Se utilizaron placas de agar sangre con 5% (p/v) de sangre de oveja. Las cepas de
Bacillus 9ay 9b se inocularon en las placas y se incubaron a 37°C por 24 h. Se determiné el tipo de hemlisis

de la siguiente manera:

a-hemodlisis: Aquellas cepas que presenten un halo alrededor de la cepa de color verde (lisis parcial de

eritrocitos).

B-hemdlisis: Aquellas cepas que presenten un halo de hemélisis completamente claro.

v- hemolisis: Ausencia de hemdlisis.

En este sentido, ambas cepas presentaron ausencia de hemdlisis (y- hemdlisis), por lo que se determiné

gue son seguras para poder utilizarse como candidatos a probidticos.

3.1.4. Ensayo de resistencia de antibioticos

Se determinaron las concentraciones minimas de inhibicion (MIC) de acuerdo a las guias sobre la
evaluacién de la susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos de importancia humana y veterinaria de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. Esto se realizd para las cepas de Bacillus 9a y 9b. Estas
fueron examinadas en 2 réplicas independientes y se agregaron los siguientes antibiéticos al agar nutritivo:

ampicilina, vancomicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina
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y cloranfenicol. Se incubaron a 30 y 37 °C por 24 h y se midid crecimiento para detectar resistencia a

antibidticos.

Ambas cepas no presentaron crecimiento en ninguno de los antibiéticos utilizados a las diferentes
temperaturas, por lo que se determind que no presentaron resistencia a los antibiéticos y que son seguras

para poder utilizarse como candidatos a probidtico.

3.1.5. Curvas de crecimiento bacteriano

Se realizaron las curvas de crecimiento bacteriano para conocer su comportamiento, actividad y los
tiempos de las fases de crecimiento. En primera instancia se inocularon los probidticos de Bacillus 9ay 9b,
en cajas con medio LB por 12h. Posteriormente se tomd una asada de cada probidtico y se inoculé en
medio Schaeffer liquido por 12 horas a 200 rpm y 37 °C. Para sincronizar los cultivos y sus réplicas, se
inocularon 2 ml de cada cepa en 18 ml de medio Schaeffer y se cultivé durante 2 horas bajo las mismas
condiciones hasta alcanzar el valor medio en densidad dptica de la fase estacionaria. Posteriormente se
tomaron 2 ml de cultivo y se pasd a otro matraz con 18 ml de medio mineral liquido (Schaeffer) y se
tomaron 100 pl en 900 ul de agua destilada cada hora para medir densidad dptica a 600 nm, hasta alcanzar

la fase estacionaria. Ambas cepas (9a y 9b), alcanzaron su fase estacionaria a las 8 horas (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de crecimiento de Bacillus 9a'y 9b.
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3.2. Bioensayos de alimentacion con totoaba

3.2.1. ler. Bioensayo de alimentacion con totoaba

Al finalizar el primer bioensayo de alimentacion de totoaba, el porcentaje de supervivencia fue mayor al
94.4% para las dietas DCO, DCOProb y DC30, mientras que la dieta de mayor sustitucion (DC60) fue la que

se vio afectada por la inclusion de CPS.

Para el caso del peso ganado (PG), se observaron diferencias significativas entre las dietas control (DCO),
control con probidtico (DCOProb) y sustitucion del 60% de harina de pescado (D60) (P<0.001). Por otro
lado, la dieta con sustitucion de 30%, se comportd similar a las dietas controles con y sin probiético, pero
también se observaron diferencias significativas con respecto a la dieta de sustitucion del 60% (P<0.001).
Los parametros de tasa de crecimiento especifico (SGR), el coeficiente térmico de crecimiento y el
alimento consumido diario (DFIl), se mantuvieron muy similares en las dietas sin sustitucién y con
sustitucion de 30%, mientras que la dieta con sustitucién del 60% disminuyeron significativamente (P=
0.001). La dieta control con probidtico mostré un crecimiento menor que la dieta sin probiotico (P=0.012).
La dieta con sustitucion del 30% crecidé 2.02% menos que la dieta control sin sustitucidn, ya que se

esperaba ver una mayor diferencia en crecimiento y la digestibilidad (Tabla 14).

Tabla 14. Desempeiio de crecimiento en Totoaba macdonaldi durante el primer bioensayo con dietas experimentales
con diferente sustitucién de harina de pescado por concentrado de proteina de soya y adicién de probidticos.

Dietas

DCO” DCOProb B DC30 ¢ DC60 °
PI 389.6+5.20¢g 396.7+6.50¢g 402.1+732¢g 397.1+6.20¢g
PF 1501+ 37.27g® 1461+23.16g° 1525+41.35g° 996.1 + 58.09 g "&¢
PG 286.6+3.70g ®° 270.2 £4.5g"° 280.8+5gP 151.8 + 2.30 g &€
TEC 1.46+0.01g° 1.42 £0.005g° 1.45+0.02g° 0.96 £ 0.07 g "&¢
CTC 1.75+0.02g° 1.694 £0.01g° 1.753+0.03g° 1.087 + 0.09 g "&C
IDA 10.90 g 10.89 g 10.87 g 6.37¢g
S 100 % 100 % 94.44 % 88.89 %
Aumento PI 3.85 3.68 3.79 2.51

Superindices indican diferencias significativas (P < 0.05)

PI: peso inicial; PF: peso final; PG: peso ganado; TEC: tasa especifica de crecimiento; CTC: coeficiente térmico de
crecimiento; IDA: ingesta diaria de alimento; S: supervivencia
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A partir de los resultados del primer bioensayo, se propuso realizar un segundo bioensayo, para ello, se
reformularon nuevamente las dietas con sustituciéon de 30 y 60%, aumentando la cantidad de almiddn,
para asegurar el crecimiento y la adhesidn del probidtico y lograr beneficiar el crecimiento y digestibilidad
de totoaba, ya que con los ensayos de capacidad enzimatica se corrobord que el probiético utilizado (B.

subtilis 9b) crecia favorablemente en presencia de almiddn.

3.2.2. 2do. Bioensayo de alimentacién con totoaba

Para el final del segundo bioensayo de alimentacidn con totoaba, se pudo observar una supervivencia del
100% para la dieta comercial (DCML) y las dietas con sustitucién del 30% con y sin probidtico, en donde
no se mostré ningun efecto por la sustitucion de harina de pescado en estos tratamientos. Sin embargo,
para las dietas de sustitucion del 60%, se logré observar un efecto por la sustitucién por concentrado de
proteina de soya y el efecto benéfico del probidtico, en donde los peces alimentados con la dieta control
(CPS60C) obtuvieron un 61.11% de supervivencia, mientras que la dieta con el probidtico (CPS60Prob)
obtuvo una supervivencia del 83.33%. Para los parametros de peso ganado (PG) la dieta que obtuvo los
valores mas altos fue la dieta con sustitucidon del 30% con probiético (325.5 + 3.86 g), presentando
diferencias significativas con respecto a la dieta comercial (P=0.003) y las dietas con sustituciones del 60%
(P<0.001). La dieta control con sustitucion del 30% solo presentd diferencias significativas en la ganancia

de peso con las dietas de mayor sustitucion.

Sin embargo, aunque las dietas de mayor sustitucién (CPS60C y CPS60Prob) presentaron menor
crecimiento que la dieta comercial y sustituciones de 30%, se observd un mejor crecimiento vy

supervivencia en la dieta adicionada con el probiético con respecto a su control (P<0.001).

Para los parametros de la tasa de crecimiento especifico y el coeficiente térmico de crecimiento, la dieta
comercial y las dietas de sustitucion del 30% se mantuvieron similares, mientras que las dietas con
sustitucion del 60% presentaron diferencias significativas, siendo la dieta CPS60C, la que obtuvo los valores

mas bajos (P<0.0001).

Aunado a lo anterior, se observé un mejor desempefio en las dietas utilizadas en el presente bioensayo

con respecto al primero, ya que los peces alimentados con las dietas crecieron hasta 4 veces su peso inicial,
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mientras que en las dietas alimentadas durante el primer bioensayo aumentaron 3.8 veces su peso inicial

(Tabla 15).

Tabla 15. Desempefio de crecimiento en Totoaba macdonaldi durante el segundo bioensayo con dietas
experimentales con diferente sustitucién de harina de pescado por concentrado de proteina de soya y adicion de

probidticos.

Dietas

DCMLA cps3oc® CPS30Prob° CPs60C® CPS60Prob*
Pl 152.6 +1.77 152+1.9 153 +1.87 154.3 + 2.068 153.1+1.632
PF 618.4 + 20.13 624.4 + 1697 6454 + 17.49 260.1 *+ 57.65 406.2+45"8P

DE DE DE ABCE
PG 306.1+3.59PF 312.5+3.83F° 323.5+3.86%°F 68.84+0.94 "¢ 165.9+1.76"5P
TEC 1.631+0.03% 1.637+0.02°° 1.682+0.02° 0.36+0.22"8¢ 1.002 + 0.14 A8¢
CTC 1.508+0.03% 1.515+0.03° 1.567+0.03° 0.3445+0.19%%¢ 0.9079 + 0.13

ABC

IDA 4.31 5.02 4.93 1.02 2.36
S 100 100 100 61.11 83.33
Aumento 4.05 4.11 4.22 1.69 2.65
PI

Superindices indican diferencias significativas (P < 0.05)

PI: peso inicial; PF: peso final; PG: peso ganado; TEC: tasa especifica de crecimiento; CTC: coeficiente

térmico de crecimiento; IDA: ingesta diaria de alimento; S: supervivencia

3.3. Calidad de tejidos

Al finalizar el segundo bioensayo de alimentacion con totoaba, se sacrificaron de 2 organismos por cada
dieta para analizar las diferencias en la de firmeza del musculo, la cantidad de grasa visceral y condicion

de los tejidos internos como el higado, bazo, vesicula biliar e intestino.

Los peces alimentados con las dietas con sustitucion del 30% fueron los que presentaron una mejor

firmeza y calidad de musculo en el filete con respecto a los peces alimentados con la dieta comercial y las
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dietas de sustitucion del 60%, que fueron las que tuvieron menor firmeza. Sin embargo, los peces
alimentados con la dieta de sustitucidon de 60% adicionada con probidtico, obtuvieron una mejor calidad
de filete, que los alimentados con la dieta con sustitucidn del 60% sin probidtico y una calidad similar a los

alimentados con la de la dieta comercial.

Por otro lado, las dietas con diferente sustitucion presentaron cantidades de grasa visceral similares,
mientras que la dieta comercial presentd una mayor grasa visceral, ademas de presentar una coloracién

amarilla en la parte ventral del pez, con probable sintomatologia de ictericia.

Aunado a lo anterior, las dietas con mayor sustitucidn presentaron higados pdlidos, bazo e intestino de
menor tamano. En el caso de la dieta con sustitucion de 30% sin probidtico, presentd un higado rosado,
bazo y un intestino de tamafio medio. La dieta comercial, presenté un higado rosado, un bazo pequefio y
una longitud media del intestino. Los peces alimentados dieta con sustitucién del 30% y adicionada con
probidtico, presentd un higado rosado con presencia de mayor irrigacion de sangre a través del tejido y

presento el bazo e intestino de mayor tamafio entre las diferentes dietas.

Tabla 16. Parametros cualitativos para la calidad de tejidos internos en totoaba, alimentadas con dietas con diferente
sustitucion y adicién de probidticos.

Dieta Firmeza del musculo  Grasavisceral = Observaciones en higado, estomago, bazo e intestino

-Higado rosado (12.7 cm)
-Bazo 1.05cm
-Longitud de intestino 18.7 cm (coloracién oscura)
-Bilis amarilla

DCML ++ +++

-Higado rosado (12.35 cm)
-Bazo 1.57 cm
-Longitud de intestino 22.47 cm
-Bilis amarilla

CPS30C o+ ++

-Higado rosado (12.68 cm)
-Bazo 1.76 cm
-Longitud de intestino 24.74 cm
-Bilis amarilla oscura

CPS30Prob +4++ ++

-Higado palido (11.16 cm)
-Bazo 1.04 cm
-Intestino 20.9 cm
- Bilis amarilla

CPS60C + ++

-Higado palido (10.4 cm)
-Bazo 1.12cm
-Intestino 23.61 cm
- Bilis amarilla

CPS60Prob ++ ++
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Finalmente, presentaron bilis con coloracién amarilla, con excepcién de los peces alimentacién de la dieta

con sustitucion de 30% y adicionada con probidtico, que presentd bilis coloracion amarilla mas intensidad.

Figura 11. Peces alimentados con la dieta comercial con posible ictericia.

3.4. Ensayo preliminar de enfrentamiento contra patogenos, resistencia a

oxigenacion y compuestos nitrogenados

Como se mencioné en el apartado de metodologia, para este ensayo preliminar, se tomaron 6 peces de
las dietas DCML, CPS30C y CPS30Prob para ser infectados con bacterias de Vibrio harveyi para observar las

diferencias en resistencia hacia el patégeno, a través de la dieta suministrada.

Durante los primeros dias posteriores a la inyeccion intraperitoneal del patégeno, se observaron los
patrones de movilidad de los peces, los cudles en los primeros dos dias, demostraron un patron de

movimiento lento con nado erratico.

Sin embargo, fue hasta el tercer dia en donde se logré observar una diferencia en la movilidad de los peces

con respecto a la dieta suministrada y la cantidad de alimento consumido (Tabla 12; Figura 12). En este
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sentido, la dieta adicionada con el probidtico fue la que obtuvo una rdpida recuperacién del patégeno con
respecto a las dietas comercial y sustitucion de 30% sin probidtico. La dieta que obtuvo una recuperacién
mas lenta contra el patégeno fue la dieta comercial, ya que fue hasta el sexto dia que se observd una

movilidad normal en el nado de los peces de todas las dietas (Tabla 17).

Tabla 17. Movilidad en peces con respecto a dias post- infeccion.

Movilidad
T (dias) DCML CPS30C CPS30Prob

1 o o o

2 o o o

3 o oo [eX oo}
4 o oo [eX oo}
5 oo oo [eX oo}
6 [eXoXo} [eXoXo] [eX oo}
7 [eXoXo} [eXoXo] [eX oo}
8 [eXoXo} [eXoXo] [eX oo}
9 [eXoXo} [eXoXo] [eXoXo}

°°® Movilidad alta, °° Movilidad media, ° Movilidad media

() 35

g 30 - n
g 25 ..:‘2.‘..

- l"‘:-‘"""'w .0
§ 15 0.::::‘::-0-.---‘o-ooo...‘

: E .o® N N "'.-.-......:': . o®
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S 0 Weeeene- ...u'.....
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Figura 12. Consumo de alimento con respecto a dias post-infeccion.
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Por otro lado, durante el transcurso del experimento se tomaron los pardmetros de amonio, nitritos y

nitratos, para observar la resistencia de los peces con respecto a la dieta administrada.

Por parte del amonio, se logré registrar un incremento mayor sobre las dietas CPS30C y CPS30Prob con

respecto a la dieta comercial, llegando a un maximo de 4 mg/| de amonio.

Esto nos puede indicar que los peces alimentados con las dietas de sustitucién del 30% de harina de soya,
utilizaron mas la proteina contenida en el alimento que la dieta comercial, que probablemente utilizé mas

los lipidos, corroborando lo que se pudo observar con la cantidad de grasa visceral.

Para los parametros de nitritos, estos se comportaron de manera similar durante el experimento, llegando

a un maximo de 5 mg/I. Finalmente, no hubo registro de nitratos (Tabla 18).

Tabla 18. Pardmetros de nitrogeno con respecto al tiempo post-infeccion.

Amonio (mg/L) Nitritos (mg/L) Nitratos (mg/L)
t(dias) DCML CPS30C CPS30Prob DCML CPS30C CPS30Prob DCML CPS30C CPS30Prob
1 0.25 0.25 0.25 0 0 0 0 0 0
2 0.25 0.5 0.5 0 0 0 0 0 0
3 1 1 1 0.5 0.5 0.5 0 0 0
4 2 4 4 1 1 2 0 0 0
5 2 4 4 2 2 0 0 0
10 2 4 4 5 5 5 0 0 0

Finalmente, con los peces recuperados de la infeccidon por Vibrio harveyi y sometidos los ensayos de
resistencia de compuestos nitrogenados, se prosiguié a realizar el ensayo de resistencia a oxigenacion. Se
cerrd el flujo de oxigenacion a cada tanque y se cronometré el tiempo de muerte de cada pez para

posteriormente realizar una curva de supervivencia.

Para ello, los peces de la dieta CPS30C fueron los que tuvieron una menor resistencia a la falta de oxigeno
con respecto a la dieta DCML y CPS30Prob. Sin embargo, los peces de la dieta que resistieron mas tiempo

a la falta de oxigeno fueron los alimentados con la dieta CPS30Prob (Figura 13).’
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Figura 13. Curva de supervivencia de resistencia por falta de oxigenacion.

3.5. Hibridacién fluorescente In Situ (FISH) y DAPI

Para realizar poder realizar la técnica de FISH fue necesario sacrificar de manera humanitaria y tomar
muestras de intestino distal al inicio (5 peces) y al final del segundo bioensayo (2 individuos por estanque)

con la finalidad de observar cambios en la microbiota de |a totoaba.

Para ello, estas muestras fueron suspendidas en 5 ml de formaldehido al 10% para llevar a cabo un proceso

de homogenizacion.

Se prepararon alicuotas de 500 ul de cada tejido para centrifugarlo a 14000 rpm durante 8 minutos. Los
granulos se lavaron dos veces en PBS filtrado en hielo (Tamafio de poro del filtro de 0.2 um) y se

suspendieron en 1 ml de PBS.

También se realizaron las muestras controles, que consistieron cultivar Bacillus subtilis 9b'y Vibrio harveyii
. Estas cepas fueron cultivadas en medio Schaeffer con condiciones para alcanzar la fase de crecimiento

exponencial media a 600 nm.
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Se fijaron las muestras agregando formaldehido filtrado al 37%, a una concentracién final de 6% para ser
incubadas durante 1 hora a 4 ° C. Se colectd 1 ml de células fijas por centrifugacién a 12000 x g durante 3
minutos. Los pellets se lavaron dos veces utilizando una solucién salina tamponada con fosfato, enfriada
con hielo (PBS: cloruro de sodio 120 mM, cloruro de potasio 2,7 mM, tampdn de fosfato 10 mM [pH 7,4])

para posteriormente ser resuspendidas en 1ml de PBS. Por ultimo, las muestras se diluyeron a 1:4 con PBS.

A las muestras control, muestras iniciales y finales se tifieron durante 5 minutos en la oscuridad usando
15 ul de soluciéon de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; 7,75 pg / ml en agua destilada filtrada a través de
filtro de 0,2 um) para la tincién DAPI.

Para la hibridacién se realizaron diluciones en serie para distribuir alicuotas de 15 pl en portaobjetos de
teflédn de 12 pocillos y se incluyeron controles positivos. Los portaobjetos se dejaron secar a 37 °Cy se
trataron con soluciéon de etanol / formaldehido (90:10) durante 5 minutos, para posteriormente

enjuagarlas dos veces en agua destilada y secar a 37 °C.

Se afladieron 40 pl de mezcla de hibridacién con 1 ng/ul de sondas a las muestras inmovilizadas en
portaobjetos, evitando la formacién de burbujas. La mezcla de hibridacidn contiene 10 x tampdn SET (1 x
SET: NaCl 150 mM, Tris - HCl 20 mM [pH 7,8], EDTA 1 mM), albdmina de suero bovino al 0,2% (p / v), acido
poliadenilico al 0,01% y 11% de sulfato de dextrano (9 p/v).

Los portaobjetos se colocaron en una camara humidificada con trozos de papel saturado (1 x SET) y se
incubaron durante toda una noche a 37 °C en oscuridad. Después de la hibridacidn, los portaobjetos se
lavaron 2 veces con 1 x tampén SET durante 1 minuto cada vez. Los portaobjetos se secaron en oscuridad
y se afiadié en cada pocillo, 5 ul de fluido de montaje (10x tampdn SET, 50% de glicerol, 0.1% de p-
fenilendiamono dihidroclorido). Finalmente, se aplicé un cubreobjetos a los portaobjetos para DAPI e
hibridacién, para analizar las muestras al microscopio utilizando un accesorio con filtros WU (395-440 nm:

DAPI), MF (400-700 nm: 5 objetivos FITC o 5 (6) -ROX) y Plan Fluorita Universal.

Aunado a lo anterior, también se observaron los pozos en campo claro, de las muestras de intestino de la
etapa final para la dieta de sustitucion del 30% y adicionada con probidtico. En donde se observd

claramente como el probidtico se fijé favorablemente al tejido del intestino de totoaba (Figura 14).
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Figura 14. A) Tincidon DAPI de muestras iniciales de intestino distal de totoaba. B) Probiéticos adheridos a fragmento
de tejido de muestras de intestino en etapa final de alimentacién con dieta CPS30Prob.

3.5.1. Conteo de bacterias fluorescentes de campos obtenidos en pozos de laminillas

Como se menciond en apartados anteriores, se contabilizaron 10 campos de las sondas de los grupos de
Bajas en G+C y Gammas para las muestras de intestino en la etapa inicial, asi como las muestras de
intestino en la etapa final para los diferentes tratamientos. En tal sentido, se pudo observar un aumento
en la concentracion de bacterias pertenecientes al grupo de Bajas en G+C en las muestras de los peces
alimentados con la dieta DC30Prob, durante las muestras de la etapa inicial a la final del segundo

bioensayo.

Por otro lado, las bacterias del grupo de gammas, mismo al que pertenecen algunas de las bacterias
patdgenas para peces y humanos, disminuyeron en concentracién desde las muestras de la etapa inicial a
las de la final del segundo bioensayo. Para las muestras de los peces alimentados con la dieta control, se
logré observar una ligera disminucidn en los grupos de bacterias gamma, mientras que la concentracion
de bacterias del grupo bajas en G+C se mantuvo similar. Para el caso de las muestras de los peces
alimentados con la dieta comercial (DCML), presentaron las concentraciones mas bajas de ambos grupos.

Con base a estos resultados, se pudo inferir que ademas de que el probidtico pudo adherirse
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correctamente al intestino de la totoaba, también logré modular la induccién de la microbiota benéfica,

aunado con los resultados presentados con respecto al crecimiento y estatus de salud (Figura 15).
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Figura 15. Conteo de bacterias fluorescentes en laminillas para los grupos bacterianos Bajas en G+C y Gammas para
muestras iniciales y finales de intestino distal de totoaba.



Figura 16. Resultados de la técnica FISH para las siguientes muestras: A) Muestra control para sonda de Bajas G+C (Bacillus subtilis 9b); B) Bacterias del grupo Bajas en G+C
encontradas en muestras iniciales de intestino distal de totoaba; C) Bacterias del grupo Bajas en G+C encontradas en muestras intestino distal al concluir el experimento; D)
Muestra control para sonda de Gammas (Vibrio harveyi ATCC 14126); E) Bacterias del grupo Gammas encontradas en muestras iniciales de intestino distal de totoaba; F)
Bacterias del grupo Gammas encontradas en muestras intestino distal al concluir el experimento.
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Capitulo 4. Discusion

4.1. Seleccién de candidatos a probioticos

El uso de probidticos del género Bacillus en el area de la produccion acuicola ha generado un gran interés
debido a que son excelentes candidatos para mejorar el status de salud y mejorar el aprovechamiento de
los alimentos en los animales en cultivo. Las especies de Bacillus poseen una excelente capacidad
fisioldgica para producir diversas enzimas como lipasas, proteasas y amilasas que favorecen a la utilizacion
del alimento y a la mejora en el crecimiento de los animales de cultivo. Ademds, de que son capaces de
mejorar y modular la inmunidad a través de la produccidn de metabolitos y antibidticos para bloquear los
mecanismos de inflamacién en las infecciones patogénicas (Kuebutornye et al., 2019; Olmos-Soto et al.,

2019, 2015; Soltani et al., 2019).

Durante el desarrollo de las pruebas para seleccidon a candidatos a probidticos in vitro se pudieron
seleccionar 2 cepas de Bacillus subtilis que fueron las que tuvieron mejor desempefio para las pruebas de
actividad antimicrobiana contra posibles patégenos de totoaba, capacidad enzimatica, hemdlisis y

resistencia a antibidticos.

Como se pudo observar en los resultados de la presente investigacidn, se lograron obtener dos cepas
candidatas a probidtico, la primera de ellas que fue B. subtilis 9b la cual fue utilizada en investigaciones

anteriores (Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006) y B. subtilis 9a, obteniendo resultados similares.

4.1.1. Actividad antimicrobiana contra posibles patégenos de totoaba

Dentro de los resultados obtenidos durante el ensayo de actividad antimicrobiana contra posibles
patdégenos de totoaba, se pudo observar una actividad antimicrobiana favorable para ambas cepas de B.
subtilis, siendo la cepa 9a la que obtuvo una mayor capacidad antimicrobiana para las cepas patdgenas
mas fuertes (V. harveyi, A. hydrophila). Aunque no se realizaron andlisis posteriores para identificar los
metabolitos que causaron la inhibicién de los patdgenos, existen una gran cantidad de estudios que
indican que las bacterias del género Bacillus, son capaces de producir metabolitos como enzimas, péptidos

antimicrobianos, antibidticos y otras moléculas con capacidad antimicrobiana (Jeon et al., 2017; Perez et
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al., 2020; Sharma et al., 2020). La inhibicidn de estas bacterias patdgenas nos indica que tanto B. subtilis
9a y 9b producen alguno de estas moléculas antimicrobianas, sin embargo, se requiere realizar ensayos

mas especificos para conocer la naturaleza de los mismos y su correcta identificacion.

4.1.2. Ensayo de capacidad enzimatica

Deteccion de actividad de proteasas

Tras el uso de placas enriquecidas con concentrado de proteina de soya y placas con leche descremada,
se logré detectar la actividad de las proteasas de ambas cepas de Bacillus (9a, 9b). Sin embargo, se pudo
observar halos de degradacién mas grandes en medios enriquecidos con leche descremada con respecto
a los medios enriquecidos con proteina de soya. Esto concuerda con los datos obtenidos en el estudio de
Ochoa-Solano y Olmos-Soto (2006), en donde se utilizaron medios enriquecidos con leche descremada,
harina de soya y harina de soya texturizada, obteniendo mejores resultados de degradacion de proteasas
en los medios enriquecidos con leche descremada, sin embargo, ambas cepas (9a y 9b) son capaces de

degradar el concentrado de proteina de soya.

Como se menciond anteriormente, las proteinas constituyen el nutriente y la fuente de energia mas
importante para los peces debido que en su mayoria es digerida para la formacién y reparacion de tejido,
sirven como sustrato para formacion de lipidos y carbohidratos en tejido, ademas de utilizarse para la

formacidn de hormonas, anticuerpos, enzimas y hemoglobina (Tacon, 1989).

Los peces carnivoros requieren entre 40 a 60% de proteina en su alimentacion, por lo que la utilizacién de
probidticos que logren generar una mejor biodisponibilidad y utilizacion de estds macromoléculas,
representa un beneficio en la generacion de dietas con sustitucidon de harina de pescado con mds eficiencia

y de bajo costo (Olmos-Soto et al., 2015).

Deteccion de carbohidrasas

Las placas enriquecidas con almiddn permitieron detectar la actividad de las carbohidrasas producidas por
las cepas de B. subtilis 9a y 9b. En este sentido la cepa 9b fue la que obtuvo un mejor crecimiento y mayor
halo de degradacidn con respecto a la cepa 9a, sin embargo, ambas cepas fueron capaces de degradar el

almidodn.
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Aunque se tiene bien estudiado que los peces carnivoros solo pueden digerir parcialmente hasta un 10%
de carbohidratos en alimentos, estos son una fuente econdmica de energia que al ser utilizados
adecuadamente junto con probidticos que producen carbohidrasas, pueden ser sustituidos por proteina,
generando mejores eficiencias y parametros de salud y crecimiento en peces (Lopez, Olmos-Soto, Trejo-

Escamilla, et al., 2016; Olmos-Soto, 2017; Tacon, 1989).

Estos resultados obtenidos, permitieron reformular las dietas utilizadas durante el segundo bioensayo de

alimentacion con totoaba.

Ademas, estos resultados coinciden con los obtenidos por Ochoa-Solano (2006), en donde se probaron las
mismas cepas en medios cromogénicos X-a-Glu y a-X-Gal, donde ambas cepas fueron positivas para los

medios con amilosa y X-a-Glu y amilopectina y X-a-Glu.

Deteccion de lipasas

En estudios anteriores se ha logrado reportar la produccién de lipasas extracelulares en especies del
género Bacillus (Kennedy y Lennarz, 1979; Lesuisse et al., 1993). En este sentido, tras utilizar medios
enriquecidos con aceite de soya y rodamina, se lograron observar resultados positivos para la produccion

de lipasas, concordando con los resultados obtenidos en Ochoa-Solano en 2006.

4.1.3. Ensayo de hemodlisis

Uno de los requisitos mas importantes para seleccionar un candidato a probidtico es que este no presente
toxinas hemoliticas que puedan afectar al hospedero. Sin embargo, existen varios estudios que indican
qgue algunas especies de Bacillus como B. cereus o B. antrhacis producen toxinas hemoliticas y son

causantes de enfermedades graves como el antrax o problemas eméticos y diarreicos (McKillip, 2000).

En este sentido, se realizé el ensayo de hemolisis para las cepas de Bacillus subtilis 9a y 9b en medios con
agar-sangre, en donde no se registré halos de degradacién. Esto nos indicd que ambas cepas son seguras

de utilizarse dentro de los alimentos.
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4.1.4. Ensayo de resistencia a antibidticos

El ensayo de sensibilidad contra antibidticos fue realizado para ambas cepas de B. subtilis (9a y 9b). Se

logré detectar que ambas cepas fueron sensibles a todos los antibidticos utilizados para estos ensayos.

El uso indiscriminado de antibidticos genera una presién selectiva para las bacterias, generando nuevas
cepas resistentes a los antibidticos. Ademas, su uso en cultivos de peces causa impactos en el ecosistema
acuadtico natural, afecta al balance de la microbiota del sistema digestivo, disminuye la capacidad inmune

y promueve las enfermedades en el hospedero (Banerjee et al., 2017).

4.1.5. Curvas de crecimiento bacteriano

Una vez realizados los ensayos para la seleccidon de las cepas a utilizar como probiéticos, se realizé la curva
de crecimiento para las cepas 9a y 9b para conocer su comportamiento en medios de esporulacién
Schaeffer. Ambas cepas presentaron un crecimiento hasta la fase estacionaria en un periodo de 8 horas.
Esto permitié poder realizar la obtencién de las muestras control para la metodologia de FISH, las cudles

requieren obtener la muestra a la mitad de la fase exponencial de crecimiento.

4.2. Bioensayos de alimentacion con totoaba

4.2.1. Primer bioensayo de alimentacion de totoaba

La harina de soya ha sido de las fuentes de proteina mas estudiadas para alimentos para peces debido a
gue contiene perfiles de proteina y aminodcidos favorables (Lopez et al., 2015; Mcgoogan and Gatlin,

1997; Olmos-Soto et al., 2015).

No obstante, la harina de soya contiene factores antinutricios que impiden una correcta digestibilidad
causando efectos adversos a la salud, lo que ha generado una controversia sobre el uso de estas harinas

en la alimentacién de peces carnivoros.
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Por otro lado, algunos otros estudios mediante la utilizacién de concentrado de proteina de soya y
sustitucion de harina de pescado, indican eficiencias en digestibilidad, crecimiento y estatus de salud,

similares a dietas comerciales o sin sustitucion (Lopez et al., 2015; Trejo-Escamilla et al., 2017).

En este primer bioensayo se evalué el desempefio en el crecimiento de totoaba en un experimento con
diferentes sustituciones de concentrado de proteina de soya y adicion de probidticos en el alimento
durante un periodo de 12 semanas. Se pudieron observar desempefios de crecimiento (PG, TEC, CTC) y
utilizacién del alimento (IDA) similares para las dietas control y sustitucion de 30%, mientras que la dieta
control con probidtico y sustitucién de 60% presentaron valores mas bajos respectivamente. Las dietas sin
sustitucion con y sin probidtico y sustitucion del 30% aumentaron en promedio 3.71 veces su peso inicial,

mientras que la dieta con mayor sustitucién (DC60) aumenté 2.51 veces su peso inicial.

Aungque se esperaba un mejor desempefio de la dieta control con probidtico, con respecto a su contraparte
(DCO), se observaron diferencias significativas en la ganancia de peso (P=0.12). Esto, posiblemente debido
a una inhibicién del probidtico por la cantidad de nitrégeno contenido en la harina de pescado, ya que
este probidtico es capaz de generar mejores rendimientos y producir enzimas que hidrolizan ingredientes

de origen vegetal como en la dieta de sustitucidn del 30% (Olmos-Soto et al., 2011).

Por otro lado, la dieta con mayor sustitucion fue la que obtuvo un menor rendimiento de crecimiento y
supervivencia. Trejo-Escamilla y colaboradores en 2017, indican que la sustitucion éptima de concentrado
de proteina de soya por harina de pescado, para obtener desempefios de crecimiento favorables es del
34.17%, por lo que es posible que auln con la adicién de la cantidad del probidtico en esta dieta, se

repitieran resultados similares.

Al no observar diferencias significativas y el efecto optimo del probidtico adicionado a la dieta con respecto
al crecimiento de la totoaba, se propuso reformular nuevamente las dietas de sustituciéon de 30% y 60%

para ser utilizadas durante el segundo bioensayo.

4.2.2. Segundo bioensayo de alimentacidn de totoaba

La capacidad de los peces para digerir y metabolizar eficientemente los carbohidratos es variable y se han
considerado intolerantes a la glucosa debido a su incapacidad enzimdtica para restaurar los niveles de

glicemia posterior al consumo (Polakof et al., 2012). No obstante, aunque los peces presenten una baja
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tolerancia hacia los carbohidratos, la energia obtenida de los mismos puede ser utilizada una vez digerida

en azucares (Olmos-Soto et al., 2019).

Un estudio realizado por Lépez y colaboradores en 2016, en donde evaluaron el incremento en la
proporcién de carbohidratos por lipidos en dietas adicionadas con Bacillus subtilis en corvina blanca, un
pez de la misma familia que la totoaba, mostré rendimientos significativos en el desempefio de

crecimiento, digestibilidad y utilizacién del alimento a partir del 18% de inclusién de carbohidratos.

Aunado a lo anterior, a los resultados obtenidos con B. subtilis 9b en los ensayos de capacidad enzimatica
durante la seleccién de candidatos a probidticos y al no obtener los resultados esperados durante el primer
bioensayo, se decidid volver a reformular las dietas con sustitucién del 30% y 60% con un incremento del

18% en el contenido de almidon.

Como se pudo observar en el apartado de resultados, la dieta con sustitucién del 30% y adicionada con
probidticos, fue la que obtuvo un mayor peso ganado con respecto a su control y la dieta comercial (Tabla
15). Se pudo observar que esta dieta aumento 4.22 veces su peso inicial, logré obtener un 5.3% mejor
eficiencia en crecimiento y una utilizacién del alimento muy cercana a la dieta comercial de la marca
Skretting ® (DFI 4.31 y 4.93 respectivamente). Con respecto a su control (CPS30C), la dieta CPS30Prob
obtuvo un 3.4% mejor rendimiento en crecimiento y una utilizacidn-asimilacién del alimento muy similar
(DFI 5.02 y 4.93 respectivamente). Aunado a lo anterior, la dieta CPS30Prob obtuvo un 11.4% y 13.19%
mayor crecimiento que las dietas control y sustitucion del 30% con probidtico del primer bioensayo

respectivamente.

Por otro lado, aunque en los parametros de la taza especifica de crecimiento no se encontraran diferencias
significativas, se pudo observar que la dieta CPS30Prob adicionada con probidticos mostré efectos
acumulativos en crecimiento y salud durante el transcurso del bioensayo (Tabla 15). Asimismo, se puede
observar que la dieta CPS30C también presentd un mejor desempefio de crecimiento que la dieta

comercial (Tabla 15).

Para el caso de las dietas con mayor sustitucion de CPS, ambas presentaron un menor desempeiio en
crecimiento y supervivencia que la dieta comercial y las sustituciones del 30% con y sin probidtico. No
obstante, los peces alimentados con la dieta CPS60Prob presenté un 58.5% mejor eficiencia en crecimiento
y mejor porcentaje de supervivencia que su control CPS60C, ademdas de observarse un mejor

aprovechamiento del alimento. En este sentido, en la dieta CPS60Prob fue posible observar un mejor
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desempeiio del probidtico y al parecer, hubo una mejor utilizacion de la proteina proveniente del
concentrado de soya, quizds por una disminucidon en la represion del probidtico por el nitrégeno
proveniente de la harina de pescado. Sin embargo, los pardmetros evaluados presentaron valores mas
bajos con respecto a la dieta CPS30Prob, ya que al aumentar la cantidad de CPS también se aumenta la

cantidad de los inhibidores de proteasas.

Considerando eficiencia, desempefio y posible disminucién en costo de produccién de la dieta CP30Prob,
podemos mencionar que esta dieta es mejor que la dieta comercial evaluada. Sin embargo, es posible que
se requiera reformular nuevamente la dieta y/o el bioaditivo con el probiédtico, ya que consideramos que
todavia se pueden obtener mejores resultados a mejores precios y sin afectar la salud de los animales

principalmente para las dietas con mayor contenido de CPS.

Fuentes- Quesada y colaboradores en 2018, indican que inclusiones superiores al 22% de harinas de soya
en la dieta perjudican la fisiologia digestiva de la totoaba, sin embargo, en este trabajo los peces
alimentados con las dietas con sustitucion del 30% de sustitucidn por concentrado de proteina de soya,
tanto la dieta control como la dieta con probidtico, no presentaron afecciones en la fisiologia digestiva
(Tabla 16). Queda pendiente evaluar los efectos de la harina de soya cuando se agrega el probidtico

utilizado en estos experimentos.

Por otro lado, el estudio de Trejo- Escamillay colaboradores en 2017 indican que el maximo de sustitucién
de concentrado de proteina de soya maximo permitido para la totoaba es del 34.17% sin que se presenten
problemas de salud en los animales. En este sentido, este trabajo corroboro esos resultados, sin embargo,
es importante resaltar que las dietas CPS30Prob y CPS60Prob presentan un 43% y un 15% mejor
rendimiento en aumento de peso que las dietas SCP30 y SCP60 respectivamente (Tabla 15). Esto indica
que la adicidon de probidticos aun en concentraciones del 30% o mas de CPS, permiten mejorar

considerablemente los parametros productivos.

En otro estudio con totoaba realizado por Gonzalez-Felix y colaboradores utilizaron una dieta con
concentraciones de soya de 21.81 g/100g, adicionada con el probidtico Aquablend ® el cual contiene
Bacillus, los resultados obtenidos demuestran que los animales no aumentaron su peso en un periodo de
109 dias, mientras que los animales tratados con las dietas CPS30Prob y CPS60Prob aumentaron su peso
inicial 4.22 y 2.65 veces en un periodo de 3 meses. En este sentido los experimentos desarrollados en
nuestro trabajo son contundentes en exponer los beneficios de las dietas producidas y los efectos positivos

de los probidticos en la utilizacion del concentrado de soya.
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4.2.3. Calidad de tejidos

El uso de probidticos suplementados en la alimentacién ha demostrado mejoras en la calidad de los
tejidos. Estudios como el de Cao y colaboradores y Yang y colaboradores en 2019, indican que la
suplementacién de probidticos del género Bacillus a la alimentacion, generan beneficios en la dureza,
gomosidad, masticabilidad, resiliencia y calidad del filete en la carpa cruciana de Pengze. En este sentido,
nuestros resultados indicaron que la dieta CPS30Prob mostré una mejor calidad en la firmeza,
masticabilidad y calidad del tejido, cantidad de grasa visceral y el estado de los drganos internos con
respecto a la dieta comercial y al control CPS30C (Tabla 16). Como se pudo observar en los resultados, la
dieta comercial presentd la mayor cantidad de grasa visceral y una firmeza media en el filete, posiblemente
debido a la cantidad de lipidos que contiene. Aunado a lo anterior, se pudo observar la presencia de
ictericia en la parte ventral de algunos peces, pudiendo ser signo de varios problemas de salud como dafios

en el higado y en la vesicula biliar ocasionados por el exceso de lipidos.

Algunos trabajos de investigacién como el de Adorian y colaboradores en 2019, indican en sus resultados
que la suplementacién de probidticos del género Bacillus a una concentracién de 10° UFC, optimizé la
disponibilidad de nutrientes en dietas para el pez Lates calcarifer priorizando la deposicién de proteinas
en detrimento a la deposicidn de lipidos. Estos resultados indican un mejor aprovechamiento e integracion
de la proteina incluida en la dieta. Con base a nuestros resultados obtenidos en la calidad de los tejidos,
nuestra dieta CPS30Prob presentd una mejor inclusiéon de las proteinas de la dieta en musculo y una menor
inclusién de los lipidos, pudiendo observar una mejor calidad en el filete y una menor cantidad de grasa
visceral. Estos resultados nos indican que los probidticos del género Bacillus son capaces de incrementar
la asimilacién de la energia disponible en las dietas, y dirigirla hacia la produccién de tejidos que favorecen

la calidad y firmeza del filete.

4.3. Ensayo preliminar de enfrentamiento contra patdgenos, resistencia a

oxigenacion y compuestos nitrogenados

Como se mencioné en el apartado inicial del presente estudio, se ha demostrado que las bacterias del
género Bacillus cuentan con diversos mecanismos que permiten mitigar los efectos de los patégenos en

peces de cultivo (Kuebutornye et al.,, 2019). En este sentido, nuestros resultados in vitro y nuestros
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resultados preliminares in vivo, nos muestran que el probidtico Bacillus 9b, cuenta con la capacidad de
inhibir a patégenos como Vibrio harveyi, generando un mejor estatus de salud y movilidad de los peces
tras un proceso de infeccidn. En este sentido, la dieta CPS30Prob presentd un mejor desempefio con
respecto a la dieta control y la dieta comercial (Tabla 17, figura 12), permitiendo una recuperacién mas
rapida y una mayor resistencia hacia la infeccién del patégeno, sin embargo, es necesario determinar la

dosis letal media del patégeno en Totoaba macdonaldi.

Los estudios de evaluacién de estrés en animales de cultivo acuaticos, se encuentran dirigidos a evaluar
los efectos benéficos de la suplementacion de probidticos en las mejoras del estatus de salud durante
condiciones de estrés (Truong Thy et al., 2017). Los niveles de amonio dentro de un cultivo son indicadores
de produccidn excesiva de heces, restos de alimento, sistemas intensivos de crianza y falta de recambio
de agua que provocan un deterioro en la calidad del ambiente acudtico. Estos desbalances en el nivel de
amonio en el agua, son capaces de provocar dafios en respiracion, la osmorregulacion, la respuesta

inmune y el estrés oxidativo en los peces de cultivo (Abdel-Tawwab et al., 2020).

Existen diversos estudios que evalian el desempefio en condiciones de estrés en animales acuaticos
cultivados y suplementados con probidticos del género Bacillus en la alimentacidén, en los cuales se
muestra una mejor resistencia hacia los efectos de concentraciones de amonio. Estudios en el pez gato
rayado y el camarén blanco del Pacifico, suplementados con probiéticos de Bacillus, indican una mejor
adaptacion y supervivencia a condiciones altas de amonio en el agua (Olmos-Soto et al., 2019, 2011;
Truong Thy et al., 2017). Sin embargo, aunque no se logré observar mortalidad por los efectos de la
concentracién de amonio en el agua en este ensayo preliminar, es necesario realizar estudios sobre la
dosis letal media de amonio en la totoaba. Por otro lado, es importante mencionar que los peces de las
dietas con sustitucién del 30% de CPS, presentaron concentraciones mas elevadas de amonio en el agua,
indicando que se favorecid la digestibilidad de la proteina contenida en la dieta, favoreciendo la tasa de

crecimiento y la calidad del filete de los mismos.

Con respecto a la dieta comercial, esta presenté los niveles mas bajos de concentraciones de amonio
durante este experimento. Aunado a los resultados de la calidad de tejidos, en donde los peces
alimentados con esta dieta presentaron mayor grasa visceral, podemos deducir que la utilizacién de esta
dieta, favorece la digestibilidad y acumulacion de grasa en tejidos y visceras de la totoaba. Sin embargo,

es necesario realizar mas estudios que puedan confirmar estos supuestos.
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El estrés causado por bajos niveles de oxigeno en los sitios de cultivo, es capaz de causar una reduccién en
la respuesta inmune innata, un incremento sustancial en los niveles de cortisol, proteinas de choque
térmico (Hsp), glutation peroxidasa, superdxido dismutasa, las cuales cumplen la funcién de mantener los

procesos de homeostasis en condiciones de estrés en peces.

Estudios en el campo de la probiosis en animales de importancia acuicola, como lo es el camarén y la perca

amarilla, indican una mejor respuesta hacia el estrés en condiciones de hipoxia.

Eissa y colaboradores en 2018, indican en sus resultados que la perca amarilla que se sometié a hipoxia
experimental y exposicién al aire, con una mezcla de B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliqueficiens y B.
licheniformis, mostrd una disminucidn significativa en los niveles plasmaticos de cortisol en comparacion
con el control en condiciones de hipoxia. Por otro lado, Olmos-Soto y colaboradores en 2011, indican en
sus resultados, un mejor desempefio contra el estrés por hipoxia y metabolitos de la hemolinfa en dietas

suplementadas con B. subtilis en el camardn blanco del Pacifico.

En este sentido, aunque en nuestro ensayo preliminar no se logré analizar los metabolitos relacionados a
la respuesta inmune innata y estrés a hipoxia, la dieta de sustitucién del 30% y adicionada con el probidtico
B. subtilis 9b (CPS30Prob), presenté un mejor desempefio en la resistencia a hipoxia con respecto a la dieta
comercial y la dieta control (DCMLy CPS30C). Suponemos que estos resultados preliminares, nos pueden
estar indicando que el probiético de Bacillus adicionado a esta dieta, es capaz de contribuir en los procesos
de homeostasis en condiciones de hipoxia en la totoaba, sin embargo, se requiere realizar mds estudios

gue permitan confirmar este supuesto.

4.4. Hibridacion fluorescente In Situ (FISH) y DAPI

La hibridacion fluorescente in situ es una técnica cominmente utilizada para analizar las comunidades de
bacterias gastro intestinales. Esta metodologia se basa en la hibridacién de sondas de oligonucledtidos
sintéticos en regiones especificas dentro del ribosoma bacteriano y se puede utilizar para muestras de
tejido o heces (Ibrahem, 2013). Dentro de las ventajas en utilizar esta técnica, se encuentran la deteccion
de células individuales activas metabdlicamente en medios complejos, clasificacion e identificacidon
filogenética de las mismas y la deteccidn de bacterias no cultivables (Garcia-Triana y Olmos-Soto, 2007,

Olmos-Soto, 2021).
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Con el objetivo de poder observar una induccién de la microbiota benéfica en totoabas suplementadas
con probidticos en la dieta, se realizd una hibridacién fluorescente In Situ con muestras de intestino distal.

Las muestras fueron tomadas al inicio y al finalizar el segundo bioensayo de alimentacidn.

En la presente metodologia, se corrobord que el proceso del tratamiento de los tejidos, homogenizado y
los procesos de dilucién a 0.25x, son los adecuados para obtener una muestra para la identificacidon de
bacterias para la metodologia de FISH. Resultados similares se han observado en trabajos previos con un
tratamiento similar de las muestras (Garcia-Triana, 2005; Hernandez-Zarate y Olmos-Soto, 2006; Padilla-

Sanchez, 2005).

Durante la visualizacién de las muestras iniciales y finales, se obtuvieron imagenes en diez campos por
cada pozo (19,635,000 um?) para las muestras de bacterias con los oligos de bajas en G+C y

gammaproteobacteria.

Dentro de los resultados obtenidos se pudo observar una menor concentracién de bacterias
pertenecientes al grupo de bajas en G+C y una mayor concentracién de las pertenecientes al grupo de

gammaproteobacteria en las muestras iniciales (5.8x10° y 4.04x10* UfC respectivamente) (Figura 15).

Por otro lado, los resultados para las muestras obtenidas al finalizar el segundo bioensayo de alimentacién,
muestran una mejora en las concentraciones de bacterias pertenecientes al grupo de bajas en G+C
(6.42x10% UFC) y una disminucidn en las pertenecientes al grupo de gammaproteobacteria (1.28x10* UFC)
en las muestras de peces alimentados con la dieta DC30Prob, con respecto las muestras iniciales (P=

0.0055 y P=0.29 respectivamente) (FIGURA #).

También, en las muestras de peces alimentados con la dieta control (DC30C) se logré observar una ligera
disminucion en los grupos de bacterias gamma, mientras que la concentracion de bacterias del grupo bajas
en G+C se mantuvo similar con respecto a las muestras iniciales, indicando que no hubo un cambio

significativo en las concentraciones de este grupo con respecto a las muestras iniciales.

Por otro lado, las muestras de los peces alimentados con la dieta comercial (DCML) mostraron los niveles
mas bajos de ambos grupos bacterianos (Figura 15). En este sentido, es posible que, en los peces
alimentados con la dieta comercial, presenten concentraciones mayores de otros grupos bacterianos o
quizds estas dietas contengan en su formulacidn alguin tipo de bactericida, sin embargo, se requiere

analizar con oligos de otros grupos bacterianos, para dejar en claro tal supuesto.
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Cabe mencionar que, durante la observacién de las muestras en campo claro y FISH, se logré observar
conglomerados de bacterias adheridas a tejido, las cuales no facilitaron su contabilizacion. Es probable
que se requiera modificar el protocolo del tratamiento de las muestras de tejido, para asi poder disgregar

estos paquetes bacterianos y permitan una mejor contabilizacidn de estas células individuales (Figura 16).

Sin embargo, estos resultados obtenidos mediante la técnica FISH, la de seleccion de probidticos y
bioensayos de alimentacién, nos permiten deducir que el probidtico Bacillus subtilis 9b, adicionado a
dietas, logra adherirse a las paredes intestinales, modulando la flora bacteriana y generando beneficios en

crecimiento, salud y calidad de los tejidos en Totoaba macdonaldi.
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Capitulo 5. Conclusiones

Las cepas de B. subtilis 9a y 9b, presentaron capacidad de inhibicién de patdégenos potenciales para la
totoaba, produccién de enzimas digestivas y no presentaron hemdlisis ni resistencia a antibidticos,

haciéndolas buenas candidatas a probidticos.

Durante el segundo bioensayo de alimentacidon de totoaba, los peces alimentados con la dieta con
sustitucion del 30% y adicionada con probiéticos (CPS30Prob), fueron los que obtuvieron un mayor peso
ganado con respecto a su control (CPS30C) y la dieta comercial (DCML). Se observé que los peces
alimentados con esta dieta (CPS30Prob) aumentaron 4.22 veces su peso inicial, logrando obtener un 5.3%
mejor eficiencia en crecimiento y una utilizacién del alimento muy cercana a la dieta comercial de la marca
Skretting ® (DFI 4.31 y 4.93 respectivamente). Los peces alimentados con CPS30Prob obtuvieron un 3.4%
mejor rendimiento en crecimiento y una utilizacién del alimento muy similar con respecto a su control

(CPS30C) (DFI 4.93 y 5.02 respectivamente).

También, los peces alimentados con CPS30Prob obtuvieron un 11.4% y 13.19% mayor crecimiento que las

dietas control y sustitucién del 30% con probiético del primer bioensayo respectivamente.

Por otro lado, los peces alimentados con CPS60Prob presentaron un 58.5% mejor eficiencia en crecimiento
y porcentaje de supervivencia que su control (CPS60C), ademas de obtener un mejor aprovechamiento del
alimento (DFI= 2.36 y DFI= 1.02 respectivamente). En la dieta CPS60Prob fue posible observar un mejor
desempefio del probidtico adicionado a la dieta, mediante una mejor utilizacién de la proteina proveniente

del concentrado de proteina de soya.

Es importante mencionar que se requiere reformular nuevamente la dieta CPS60Prob y/o el bioaditivo con
el probidtico, con el objetivo de inducir una mejor utilizacién del concentrado de proteina de soyay reducir

los efectos de la misma en esta dieta.

Unainclusién del 18% de almidén y la suplementacién del probidtico Bacillus 9b en dietas para la totoaba,
es capaz de generar mejoras en el crecimiento y engorda de la totoaba, aun cuando se sustituyan los

porcentajes de harina de pescado por concentrado de proteina de soya.

Para los andlisis de la calidad de tejidos, los peces alimentados con la dieta con sustitucidon del 30% de

concentrado de proteina de soya y adicionada con probidtico (CPS30Prob), mostraron una mejor calidad
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en la firmeza, masticabilidad y calidad del tejido, cantidad de grasa visceral y el estado de los érganos

internos con respecto a la dieta comercial.

La dieta comercial (DCML) presentd la mayor cantidad de grasa visceral y una firmeza media en el filete,
posiblemente debido a que esta dieta dirige el aprovechamiento de la dieta, favoreciendo la utilizacidon de

los lipidos, sin embargo, es necesario realizar estudios especificos para corroborar estos supuestos.

Se pudo observar la presencia de ictericia en la parte ventral de algunos peces de la dieta comercial,

pudiendo ser signo de varios problemas de salud como dafios en el higado.

Los probidticos del género Bacillus son capaces de ayudar a dirigir el aprovechamiento de la energia

disponible en las dietas, hacia la produccidn de tejidos que favorecen la calidad y dureza del filete.

Para los ensayos preliminares de enfrentamiento contra patégeno, resistencia a amonio y estrés por
oxigenacidn, podemos concluir que los peces alimentados con la dieta CPS30Prob presentaron un mejor
desempefio con respecto a la dieta control y la dieta comercial, permitiendo una recuperaciéon mas rapida
y una mejor resistencia hacia la infeccién del patégeno, sin embargo, es necesario determinar la dosis letal

media del patégeno en Totoaba macdonaldi.

No se logré observar mortalidad por los efectos de la concentracién de amonio en el agua en este ensayo

preliminar, por lo que es necesario realizar estudios sobre la dosis letal media de amonio en la totoaba.

Los peces alimentados con la dieta de sustitucion del 30% y adicionada con el probidtico B. subtilis 9b
(CPS30Prob), presentaron un mejor desempefio en la resistencia a hipoxia con respecto a la dieta

comercial y la dieta control (DCML y CPS30C).

Con respecto a las metodologias de FISH y DAPI realizadas para las muestras de intestino distal en totoabas
suplementadas con el probidtico B. subtilis 9b, podemos concluir que el proceso del tratamiento de los
tejidos, homogenizado y los procesos de dilucidn a 0.25x, son los adecuados para obtener una muestra
para la identificacidon de bacterias para la metodologia de FISH, sin embargo, es necesario modificar el

protocolo para poder disgregar mejor las bacterias, para mejorar la contabilizacién de las mismas.

Se observé una menor concentracion de bacterias pertenecientes al grupo de bajas en G+C y una mayor

concentracién de las pertenecientes al grupo de gammaproteobacteria en las muestras iniciales.



67
Las muestras obtenidas al finalizar el segundo bioensayo de alimentacion, muestran un aumento en las
concentraciones de bacterias pertenecientes al grupo de bajas en G+C y una disminucion en las
pertenecientes al grupo de gammaproteobacteria con respecto las muestras iniciales, indicando una

modulacion de bacterias por parte del probidtico.

Finalmente, con base a las conclusiones anteriores, podemos decir, que la suplementacién de bacterias
probidticas del género Bacillus en dietas para peces como la totoaba, genera beneficios en salud,
crecimiento, calidad de tejidos y modulacién de la microbiota benéfica, asi como una mejor rentabilidad

en los costos de la produccion de dietas con sustituciones por harinas vegetales.
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