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RESUMEN

El uso de bacterias probiéticas como agentes de con-
trol biolégico ha sido efectivo, sin embargo, los trabajos se
han centrado enla aplicaciéon de manera individual, sin tomar
en cuenta que las mezclas podrian potenciar los efectos. En
este trabajo se evaluaron mezclas de bacterias con potencial
probidtico sobre larvas y juveniles de Argopecten ventricosus.
Los organismos se cultivaron en condiciones de laboratorio
y fueron tratados con seis mezclas de Bacillus y Lactobacillus
en dos diferentes concentraciones. Se incluy6é un grupo de
organismos tratados con ampicilina y otro sin tratamiento
como control. El tratamiento con la mezcla de Lactobacillus
y Bacillus (MIX-LBC2) presentaron una respuesta significati-
va en las variables supervivencia, crecimiento y fijacién de
larvas. En juveniles el mayor crecimiento se observé con la
mezcla de Lactobacillus (MIX-LC2) y la mezcla con Bacillus y
Lactobacillus (MIX-LBC1). Durante el reto experimental con
V. alginolyticus , la mezcla de Bacillus (MIX-BC2) aumenté
significativamente la supervivencia de juveniles, lo que con-
cuerda con la actividad de la enzima superéxido dismutasa.
Los resultados indican que el mecanismo de accién de las
mezclas con bacterias probidticas es especifico de la etapa y
la cepa, mejorando la supervivencia, el crecimiento y mayor
resistencia contra el patégeno.
Palabras clave: acuicultura, bivalvos, cultivo, salud, mezcla
de cepas probidticas

ABSTRACT

The use of probiotic bacteria as biological control
agents has been effective; however, most work has focused
on the individuall application, without taking into account
that the mixtures could enhance the effects. In this work, we
evaluated the effect of probiotics mixtures on Argopecten
ventricosus larvae and juveniles. Organisms cultured under
laboratory conditions were treated with six Bacillus and
Lactobacillus mix at two different concentrations. A group of
ampicillin-treated organisms and a group without treatment
as control were included. Significantly higher survival, size
growth and larval fixation of early veliger larvae occurred
with the mix of Lactobacillus and Bacillus (MIX-LBC2), while
higher juveniles growth was observed with the Lactobacillus
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mixture (MIX-LC2) and the mix with Bacillus and Lactobacillus
(MIX-LBCT). During challenge with V. alginolyticus, the Bacillus
mix (MIX-BC2) significantly increased the juveniles survival,
consistent with maximum activity of superoxide dismutase
enzyme. Results indicate that the probiotics mix mechanism
of action is specific to the stage and strain, generating differ-
ent responses by the host, including improved survival and
growth and higher resistance against the pathogen.
Keywords: aquaculture, bivalves, hatchery-rearing, health,
mix probiotic strains.

INTRODUCCION

El cultivo de bivalvos marinos, incluido el de la almeja
Catarina Argopecten ventricosus (Sowerby Il 1842), representa
un recurso altamente valorado para el consumo humano en
el noroeste de México (Maeda-Martinez, 2008); sin embargo,
el cultivo de este género se ve afectado por la incidencia de
patégenos marinos que causan altas mortalidades en larvas
y juveniles (Caceres y Vazquez, 2008; Romalde, 2016). Uno de
los principales patégenos de esta especie esta representado
por bacterias del genero Vibrio y particularmente Vibrio al-
ginolyticus (Luna-Gonzélez et al., 2002; Cordero et al., 2014).
El tratamiento de organismos cultivados con terapias mas
naturales y ecolégicamente amigables, como los probiéticos,
continua siendo viable para el control o erradicacién de los
patégenos (Balcazar et al., 2008). Con lo anterior se busca
eliminar o disminuir el uso de antibidticos los cuales han pro-
vocado resistencia bacteriana (Alds, 2015) y la contaminacion
ambiental por el desecho al medio de las aguas tratadas con
estas sustancias (Lawrence y Jeyakumar, 2013).

Entre los efectos benéficos de bacterias tenemos la
sintesis de compuestos antimicrobianos y enzimas digesti-
vas que mejoran la asimilacién de nutrientes del hospedero
y también mejoran la respuesta del sistema inmune vy la
capacidad de tolerancia bajo condiciones de estrés (Vers-
chuere et al., 2000). El conocimiento cientifico actual sobre
el uso de probiodticos es escaso en moluscos bivalvos, pero
el creciente interés y los avances recientes en este campo
demuestran su importancia (Kesarcodi-Watson et al., 2008;
Sanchez-Ortiz et al., 2015; Abasolo-Pacheco et al., 2016). La
mayoria de investigaciones en el campo de la acuicultura han
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involucrado la aplicaciéon de bacterias benéficas de manera
individual, sin embargo, las mezclas de estas, pueden funcio-
nar mejor que individualmente (Gatesoupe, 2002). En este
sentido, la aplicacion de probidticos como preparaciones en
mezclas proporciona beneficios mejorados en los bivalvos
(Kesarcodi-Watson et al., 2012; Abasolo-Pacheco et al., 2016),
particularmente las bacterias del género Bacillus spp. y Lac-
tobacillus spp. (Nimrat et al., 2012; Yeh et al., 2014). Asi mismo,
la relacion dosis-efecto de un probidtico se debe determinar
cuidadosamente con la finalidad de evitar una sobredosis,
lo cual puede resultar en una disminuciéon en su efecto y un
incremento en los costos, o contrariamente, usar dosis muy
bajas que podrian reducir la eficacia del probiotico (Vine et
al., 2006).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue de-
terminar el efecto de mezclas de cepas probidticas de Bacillus
spp. y Lactobacillus spp., en dos diferentes concentraciones
(1 x10° UFCmL~"y 1 x 10% UFC mL ") sobre el crecimiento
de A. ventricosus y la supervivencia y respuesta antioxidante
durante un reto experimental con la cepa patégena Vibrio
alginolyticus CAIM57.

MATERIALES Y METODOS
Origen de larvas y juveniles de Argopecten ventricosus
Las larvas se obtuvieron usando protocolos estan-
dar para cultivo de esta especie (Mazén-Suastegui, 2005). El
cultivo de larvas se llevo a cabo en tanques de fibra de vidrio
de 1500 L, por triplicado, llenados con agua de mar filtrada
a 1 um y esterilizada con UV a 23 £ 1° C y una salinidad de
37 + 0.5 ups (unidades practicas de salinidad). Las larvas se
sembraron en una relacién de 8 larvas mL" y se alimentaron
con Isochrysis galbana (v. Aff galbana, cddigo UTEX LB 2307)
del dia 1 al 8 y una mezcla 1: 1 de I. galbana y Chaetoceros
calcitrans (IFREMER) desde el dia 8 en adelante. El estable-
cimiento de larvas de pediveliger se produjo en colectores
artificiales hechos de bolsas de fibra de plastico y sumergidas
dentro de los tanques de cultivo. Después de dos semanas,
todos los juveniles que se asentaron en el fondo, colectores y
paredes de los tanques de cultivo se separaron y se transfirie-
ron a unidades de Pre-engorda de semillas de moluscos, para
su uso posterior en los bioensayos con juveniles.

Obtencion de bacterias probiéticas

Las bacterias previamente seleccionadas (Abasolo-
Pacheco et al,, 2016) fueron reactivadas en caldo Man Rogosa
Sharp (MRS; #288110, Bioxon BD Difco, Franklin Lakes, NJ)
para el caso de los Lactobacillus spp. y Trypticase Soy Broth
(TSB; #257107, Bioxon BD Difco) para el caso de Bacillus spp.
Ambas especies se incubaron a 35° C por 24 horas. Poste-
riormente fueron centrifugadas (4696 x g por 10 min a 4°
Q), y resuspendidas en agua de mar estéril y ajustadas a una
densidad 6ptica de 1.0 (540 nm) para obtener una densidad
de ~1 x 10° CFU mL™", de acuerdo a la escala de McFarland.
Finalmente, esta densidad fue ajustada a las diferentes con-
centraciones que se utilizaron en los bioensayos con larvas y
juveniles (C1: 1 x 10°CFUmL™"y C2: 1 x 10° CFU mL™).

Bioensayo l. Supervivencia, crecimiento y fijacién larva-
ria de Argopecten ventricosus

Para este bioensayo se colocaron larvas veliger (81.5
+ 1 um de altura de la concha) en unidades experimentales
plasticas de 4 L con agua de mar filtrada (1 um) y esterilizada
con UV. La temperatura del bioensayo fue de 23°C+ 1°Cy 37
ups de salinidad. Cada uno de las unidades contenia 16 x 103
larvas a una densidad de 8 larvas mL™" y fueron tratadas con
diferentes mezclas de bacterias con potencial probidtico, en
dos concentraciones diferentes, C1: 1 X 10° UFC mL™'y C2: 1
x 108 UFC mL™":

(1) MIX-LC1 (L. plantarum C3 + L. graminis RL5);

(2) MIX-BC1 (Bacillus cereus PB1-1 + B. flexus PB1-5 + B. firmus
PB1-6);

(3) MIX-LBC1 (L. plantarum C3 + L. graminis RL5 + Bacillus
cereus PB1-1 + B. flexus PB1-5 + B. firmus PB1-6);

(4) MIX-LC2;

(5) MIX-BC2;

(6) MIX-LBC2;

(7) ampicilina 10 ppm (AMP);

(0) CTRL (grupo control, sin ampicilina y sin bacterias bené-
ficas).

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.
Todos los grupos de larvas recibieron las microalgas primero
y posteriormente las bacterias. Los tratamientos se suminis-
traron directamente en el agua cada 48 h. Este bioensayo
tuvo una duracién de siete dias.

Al inicio del bioensayo, se fotografiaron con ayuda
de una cdmara digital y un microscopio compuesto marca
Olympus BX-41 (Olympus Corporation Inc. Tokio, Japon) 30
larvas veliger de cada réplica de los tratamientos y las ima-
genes fueron procesadas con el software Image Pro Plus 6.0
(Media Cybernetics, Bethesda, MD, E.U.A.) para determinar la
altura de las larvas (0.1 um). Para las mediciones posteriores
se tomaron muestras al azar de 30 larvas por tratamiento en
los dias 3, 5y 7. Con estos datos se determiné la superviven-
cia (%), crecimiento absoluto (um) y tasa de crecimiento (um
d™"). Para determinar la supervivencia se utilizé una cdmara
de conteo Sedgewick Rafter, para estimar el total de larvas
vivas. El crecimiento se determiné con la siguiente ecuacioén:

Tfinal — Tinicial
t

Tasa de crecimiento (tc) =
Donde: T=Talla inicial y final del tiempo de experimento
t=tiempo en dias

Después de la fijacidn, se realizaron los conteos
correspondientes por cada réplica, para determinar el rendi-
miento total por tratamiento, los datos se expresaron como
porcentaje (%) de juveniles reclutados.

Bioensayo Il. Supervivencia y crecimiento de juveniles de
Argopecten ventricosus

El disefio experimental fue similar al descrito en la
seccién anterior, pero ahora se incluyeron 3,600 juveniles de
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A. ventricosus (48 dias de edad; 4.14 + 0.06 mm de altura de
la concha; 13.33 + 0.03 mg de peso humedo; 6.6 £ 0.03 mg
de peso seco). Los juveniles fueron divididos en ocho grupos
experimentales de 120 almejas cada uno, se alimentaron
diariamente con una mezcla 1:1 de las microalgas I. Galbana
y Chaetoceros calcitrans a una concentraciéon de 150 x 10°
células mL™', y con los tratamientos de bacterias correspon-
dientes (por triplicado). El bioensayo tuvo una duracién de
21 dias.

Al inicio del bioensayo, se tomaron 30 muestras al
azar de cada una de las réplicas de los grupos experimenta-
les, se tomaron fotos y se procesaron con el software Image
Pro Plus 6.0 software para determinar la altura inicial de la
concha (£0.1 mm). Los juveniles también fueron pesados
en una balanza analitica (0.1 g de precision) marca Ohaus’
(con concha) para estimar su peso humedo y peso seco
inicial (0.1 g). Para las posteriores mediciones se tomaron
muestras al azar de 30 juveniles por tratamiento en los dias
7,14y 21.Con estos datos se determind la supervivencia (%),
crecimiento absoluto (mm, mg) y tasa de crecimiento (mm
d’, mgd).

Bioensayo lll. Reto experimental de juveniles de Argopec-
ten ventricosus con Vibrio alginolyticus (supervivencia y
actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD))

Inmediatamente después de finalizar el bioensayo
con juveniles, y 24 horas después de la ultima dosis de tra-
tamiento, se tomaron 30 juveniles (72 dias de edad; ~5-6
mm altura de la concha; ~20-27 mg peso hiumedo) de cada
uno de los ocho grupos experimentales, por duplicado, y se
colocaron en frascos Erlenmeyer de 500 mL llenados con 300
mL de agua de mar filtrada (1 um) y esterilizada con UV. Los
juveniles se infectaron con una Unica dosis de V. alginolyti-
cus CAIM57 a 10 x 10% UFC mL™". La dosis fue determinada
mediante el calculo de la dosis letal media (DL50) usando
el método probit (Finney 1971). Adicionalmente a los ocho
grupos se incluydé un control negativo (CTRL-; juveniles sin
tratamiento y sin infectar), con la finalidad de evitar falsos
positivos de la prueba por otros factores que puedan influir
en la supervivencia de los juveniles en el reto. Durante el
bioensayo los juveniles se alimentaron diariamente con la
microalga I. galbana a 150 x 10° células mL™". El bioensayo
tuvo una duracién de 96 h.

Para este experimento se evalud la supervivencia (%)
y la produccién de la SOD antes de la infecciéon y 48, 72 y 96
h después del reto con V. alginolyticus, de cada uno de los
tratamientos. Para determinar la SOD de cada tratamiento,
se pesaron tejidos blandos (100 mg) de seis juveniles y se
agregaron 500 mL de tampdn fosfato (pH 7,5). Los tejidos se
homogeneizaron y se centrifugaron a 9327 g durante 10 min
a 4°C, recuperando el sobrenadante y almacenéndolo a 20°C
hasta un andlisis adicional. La actividad de SOD se determin6
con un kit comercial (SOD Assay Kit-WST # 19160, Sigma-
Aldrich). Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibiciéon del complejo WST-1 (water-soluble tetrazolium
salt), un tinte cromogénico artificial formado por la reaccion
(Peskin y Winterbourn, 2000).
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Analisis estadistico

Para cada grupo de datos se determiné la normalidad
usando la prueba no paramétrica Kolmogorov-Smirnov y
la homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene. Se
realizaron ANOVAS de un factor para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos, en el crecimiento y com-
posicién bioquimica de los juveniles, asi como en la super-
vivencia y actividad de la SOD durante el reto experimental.
Ademas, se realizd una analisis post hoc usando la prueba de
Tukey (DHS) para conocer la diferencia entre los grupos. El
nivel de significancia se fij6 en P <0.05 para todos los andlisis.

RESULTADOS
Bioensayo l. Supervivencia, crecimiento y fijacion larva-
ria

En el dia 7, se observaron diferencias significativas,
la mayor supervivencia larvaria (Fig.1) se presentdé en el
tratamiento MIX-LBC2 (89%) y AMP (91%) comparado con
MIX-LC1 (28%). Los tratamientos, MIX-LBC2 y MIX-BC2 favo-
recieron la supervivencia (~ 89 to 71 %).

En el crecimiento absolutoy tasa de crecimiento (Tabla
1) de larvas, se observaron diferencias significativas. El trata-
miento con las cepa MIX-LBC2 presenté el mayor crecimiento
de la concha (147 £ 3.7 um) y mejor tasa de crecimiento (7.3
+0.18 um d™"), comparadas con el grupo control CTRL (132 +
3.2 um; 6.4 £ 0.20 um d~'"). El menor crecimiento se observo
en MIX-LC1 (125 + 1.8 um; 4.1 £ 0.31 um d™").
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia de la almeja Catarina (Argopecten
ventricosus) tratadas con dos concentraciones, (C1): 1 x 10° UFC mLy
(C2):1 x 10°UFC mL™", de las mezclas MIX-L (RL5+C3); MIX-B (PB1-1+PB1-
5+PB1-6); MIX-LB (MIX-L+MIX-B), el antibiético AMP (ampicilina a 10 ppm);
y CTRL (sin tratamiento). Los datos representan la media + DE. Letras
distintas denotan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey DHS).
Figure 1. Percentage of survival of the Catarina scallop (Argopecten ventri-
cosus) treated with two concentrations, (C1): 1 x 10° CFU mL" and (C2): 1

X 10° CFU mL", of the mix strains MIX-L (RL5 + C3); MIX-B (PB1-1 + PB1-5 +
PB1-6); MIX-LB (MIX-L + MIX-B), the antibiotic AMP (ampicillin at 10 ppm);
and CTRL (without treatment). Data represents the mean + SD. Different
letters denote significant differences between treatments (Tukey HSD).
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Tabla 1. Altura de la concha, tasa de crecimiento (altura y peso) y fijacion de la almeja Catarina (Argopecten ventricosus) tratadas con mezclas de cepas

probiéticas.

Table 1. Shell height, growth rate (height and weight), and fixation of the Catarina scallop (Argopecten ventricosus) treated with probiotic mix strains.

Larvas

Juveniles

Tratamiento Altura dela concha Tasa de crecimiento Fijacion

Altura delaconcha Tasa de crecimiento Tasa de crecimiento

(pm) (um dia™") (%) (mm) (mmdia) (mgdia™)
MIX-LC1 125+18°¢ 41+031°€ 0.8 5.6+ 009 ab 0.04 +.008 0.33 +.007
MIX-B C1 126+26°€ 464047 bc 0.8 5.+ 007 bc 0.02 +£.002 0.35£.05
MIX-LB C1 128+21°¢ 4740413 bc 0.5 5.4+008 abc 0.03 +.002 0.58 +.02
MIX-L C2 132423 bc 48+033 bc 0.4 574012° 0.04 £.001 0.54 .05
MIX-B C2 136+ 2.83b¢ 6.4+ 022 30¢ 0.7 G 0.04 +.001 0.46 + .01
MIX-LB C2 g e 10 s440102PC 0.03 +.005 0.31+.02
AMP 144433 ab 6.2+0.25 ab 7.5 534009 abc 0.03+.03 042 +.02
CTRL 132430 bc 6.4+ 0.20 bc 2.2 50+0.10 C 0.02 +.01 0.52 +.01

MIX-L: RL5 + C3; MIX-B: PB1-1 + PB1-5 + PB1-6; MIX-LB: MIX-L + MIX-B; AMP: Ampicilinay CTRL: grupo control. Dos concentraciones, C1: 1 X 10° UFC mL"y C2: 1
x 10° UFC mL™. Valores representan la media + DE. Medias en la misma columna con diferente letra representan diferencias significativas (Tukey DHS).
MIX-L: RL5 + C3; MIX-B: PB1-1 + PB1-5 + PB1-6; MIX-LB: MIX-L + MIX-B; AMP: Ampicillin and CTRL: control group. Two concentrations, C1:1 x 10° CFU mL" and
C2:1 x 10° CFU mL". Values represent the mean + SD. Means in the same column with different letters represent significant differences (Tukey HSD).

La fijacion larvaria comenzo en el dia 14 y presentd
una duracién de 5-6 dias. Al final, los mayores porcentajes de
fijacion se presentaron con el tratamiento MIX-LBC2 (10%);
y los porcentajes mas bajos se observaron en el tratamiento
MIX-LC2 (0.4%) (Tabla 1).

Bioensayo Il. Supervivencia, crecimiento y composicion
bioquimica de juveniles de Argopecten vetnricosus

La supervivencia fue del 100% en todos los tratamien-
tos hasta el dia 21 del experimento. Los juveniles presentaron
mayor crecimiento de manera significativa ( Tabla 1) cuando
fueron tratados con MIX-LC2 (5.7 + 0.12 mm; 0.04 = .001 mm
d™"), comparado con el grupo control (5.03 = 0.10 mm; 0.02
mm d™'). Asi mismo, presentaron mayor peso (Fig. 2; Tabla
1) con los tratamientos MIX-LBC1 (25,6 £ 0.05 mg; 0.58 mg
dia™") y MIX-LC2 (24.8 = 0.7 mg; 0.54 mg dia™"), comparado
con el control (24.3 £ 0.1 mg; 0.52 mg dia™). El tratamiento
con menor peso fue MIX-LBC2 (20 + 0.2 mg; 0.31 mg dia™").

Bioensayo Ill. Supervivencia y actividad de la SOD en
juveniles de Argopecten ventricosus retados con V. algi-
nolyticus CAIM57

Posterior a las 72 h de exposicién a V. alginolyticus, la
supervivencia de los juveniles fue del 100% en CTRL (-), 0%
en el CTRL, y entre 85-95% en todos los juveniles tratados
con las mezclas de cepas probidticas (Fig.3). A las 96 h, la
supervivencia fue significativamente mayor en los juveniles
tratados con MIX-BC2 (85%) y menor (5%) in MIX-LC2.

Antes y después del reto experimental, la actividad de
la enzima SOD present6 diferencias significativas, observan-
do mayor porcentaje (inicial) en el tratamiento con MIX-BC1
(83%) y MIX-BC2 (78 %) y menor porcentaje con MIX-LC2
(44%) y AMP (46%). Comparado con el grupo control (15%),

la produccion de SOD al finalizar las 48h de la infeccion, se
incrementé en todos los tratamientos con las mezclas de
cepas, particularmente con MIX-LC2 (58%) y MIX-BC2 (56%).
A las 72h, la SOD se incremento con el tratamiento MIX-BC2
(83%) y MIX-BC1 (83%) y a las 96 h en estos mismos trata-
mientos disminuyd la actividad de la enzima 60% y 56%
respectivamente (Fig.4).
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Figura 2.- Peso humedo de la concha de juveniles de la almeja Catarina
tratados con las mezclas de las cepas probidticas seleccionadas. Los puntos
y las lineas verticales representan la media £ DE. Letras distintas denotan
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey DHS).

Figure 2.- Juveniles shell wet weight of Catarina scallop treated with
selected probiotic mix strains. Points and vertical lines represent the mean
+ SD. Different letters denote significant differences between treatments
(Tukey HSD).
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Figura 3.- Supervivencia de juveniles de la almeja Catarina tratados con las
mezclas de cepas probiodticas seleccionadas y retadas con Vibrio algino-
lyticus. CTRL(-) representa a juveniles sin tratamiento y sin retar y CTRL (+)
representa a juveniles sin tratamiento y retados. Los puntos y las lineas
verticales representan la media + DE. Letras distintas denotan diferencias
significativas entre tratamientos (Tukey DHS).

Figure 3.- Survival of Catarina scallop juveniles treated with selected probi-
otic mix strains and challenged with Vibrio alginolyticus. CTRL (-) represents
juveniles without treatment and without challenge and CTRL (+) represents
juveniles without treatment and challenged. Points and the vertical lines
represent the mean = SD. Different letters denote significant differences
between treatments (Tukey HSD).
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Figura 4.- Actividad de la SOD determinada por el porcentaje de inhibicion
de la formacién del complejo WST-1 (water-soluble tetrazolium) Formazan
en juveniles de almeja Catarina tratados previamente con la mezcla de
bacterias probidticas seleccionadas y posteriormente retados durante 96
horas con V. alginolyticus (cepa CAIM57).

Figure 4.- SOD activity determined by the percentage of inhibition of

the WST-1 complex (water-soluble tetrazolium) Formazan formation in
Catarina scallop juveniles previously treated with the selected probiotic
mix strains, and subsequently challenged for 96 hours with V. alginolyticus
(strain CAIM57).
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DISCUSION

En el presente trabajo la mayoria de los tratamientos
con mezcla de cepas probidticas en diferentes concentracio-
nes mejoraron el estado general de A. ventricosus, producien-
do un efecto de manera diferente en cada etapa de desarro-
llo. En larvas la mezcla con Bacillus spp. y Lactobacillus spp.
(MIX-LBC2) mejoraron significativamente la supervivencia y
el crecimiento en talla y peso, comparada con la mezcla de
solo Lactobacillus spp. (MIX-LC1) y Bacillus spp. (MIX-BC1). Al
respecto podemos decir que las cepas probidticas mixtas son
mas eficientes que los probidticos en base a una sola cepa
(Verschuere et al., 2000; Hai et al. 2009). Este efecto puede
ser causado por un efecto sinérgico entre las cepas y entre
los metabolitos secundarios producidos por las cepas. Este
sinergismo incluye la mejora en absorcion de nutrientes
que resulta favorable para incrementar el crecimiento del
hospedero (Irianto y Austin, 2002). Asi mismo, esta mezcla
ha demostrado resultados benéficos. Por ejemplo, la mezcla
de las cepas probiodticas Bacillus subtilis y Lacobacillus acido-
philus incrementan la supervivencia y mejoran el crecimiento
de la tilapia del Nilo oreochromis niloticus (Aly et al., 2008) asi
mismo, se encontrd un alto crecimiento, una mejor tasa de
eficiencia proteica, digestibilidad y retencién de nutrientes
en alevines de Labeo rohita alimentados con una mezcla
probidtica de B. subtilis, L. lactis y Saccharomyces cerevisiae
(Mohapatra et al., 2012). En el presente trabajo la fijacion
larvaria de A. ventricosus se vio favorecida por el uso de esta
mezcla de especies bacterianas, al respecto se ha documen-
tado que existe una relacion directa de las bacterias en estos
procesos que favorecen la adhesiéon. Esto se evidencié en
los primeros trabajos realizados por Weiner y Colwell (1982),
demostrando que una bacteria marina pigmentada (Shewa-
nella colwelliana) favorece la fijacion de larvas de C. virginica
y C. gigas, por medio de mecanismos como la formacién de
biofilms y produccion de exopolisacaridos. Asi mismo se han
observado otros muchos efectos benéficos utilizando mez-
clas de bacterias como probidticos, por ejemplo, una cepa de
Vibrio sp. favorecié la ingestién de microalgas en larvas de A.
purpuratus (Avendafno y Riquelme, 1999) y la mezcla de esta
cepa con una Pseudomona sp. y un Bacillus sp., favorecieron
el desarrollo larvario sin el uso de antibiéticos (Riquelme et
al., 2001).

Para el caso de juveniles el mejor tratamiento sucedio
con la mezcla de Lactobacillus spp., caso contrario a lo visto
en larvas. Al respecto en juveniles de C. sikamea tratados
con la mezcla de Lactobacillus, se muestra un incremento
en la concentracién de proteinas (Abasolo-Pacheco et al.,
2016), lo cual puede indicar una mejor asimilacion de los
nutrientes, favoreciendo el crecimiento en biomasa. En el
presente trabajo se encontré el mismo efecto, favoreciendo
el crecimiento de juveniles de A. ventricosus, sugiriendo una
mejor asimilacion y digestion de nutrientes tratados con las
mezclas de Lactobacillus, esto podria explicarse por el efecto
de los metabolitos secundarios producidos por este género
(Balcazar et al., 2006; Nevejan et al., 2018). Por ejemplo, en
larvas de la dorada (gilthead sea bream) Sparus aurata, se
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mejoro el crecimiento y supervivencia, asi como la actividad
de las enzimas digestivas, al ser tratadas con una mezcla de
Lactobacillus probidticos (Suzer et al., 2008).

En referencia al uso de las concentraciones de mezclas
probidticas usadas en este trabajo se observé que el uso de
concentraciones de 1 x 10° CFU mL™"fue la mas efectiva, en
este sentido Vine et al. (2006), sefalan que concentraciones
de probiodticos entre 1 x 10* células mL™" y 1 x 10° células
mL™" son suficientes en el agua de cultivo para lograr que
las bacterias probidticas se establezcan como parte de la mi-
crobiota intestinal del hospedero. En nuestro estudio, todos
los tratamientos mostraron mejor rendimiento en cuanto
a supervivencia y crecimiento en larvas de A. ventricosus, al
elevar las concentraciones de las mezclas de 1 x 10° UFC mL™'
a 1 x 108 UFC mL", particularmente MIX-BC2. Resultados
similares se han observado en larvas de C. corteziensis en
donde la supervivencia mejoré al subir las concentraciones
de una mezcla de cepas probidticas (Pseudomonas aerugino-
sa YC58 'y Burkholderia cepacia Y021) de 1 x 10* UFCmL" a 1
X 10° UFC mL™" (Campa-Cérdova et al., 2011). Es importante
mencionar que esta misma mezcla de microorganismos pero
en concentraciones de 1 x 10° UFC mL™" no mostraron efectos
benéficos (Granados-Amores et al., 2012) confirmando que
el uso de la concentraciones afecta directamente el efecto
probidtico de las mezclas de microorganismos.

Finalmente, se observé que durante el reto experi-
mental con V. alginolyticus CAIM57, la mezcla de Bacillus
spp. (MIX-BC2) mostré mejores resultados de supervivencia
en juveniles de A. ventricosus. Este efecto se ha observado
contra otros patégenos usando mezclas de Bacillus, como
la mezcla de B. subtilis y B. licheniformis controlan a los pa-
togenos Yersinia ruckeri'y Lactococcus garvieae (Raida et al.,
2003), y la mezcla de dos cepas de B. subtilis al patégeno V.
harveyi (Zokaeifar et al., 2012). A pesar de que las tres cepas
no presentaron actividad antagdnica in vitro contra V. algino-
Iyticus (Abasolo-Pacheco et al., 2016), si presentaron mejor
proteccion durante el reto con los juveniles en este estudio.
Los probidticos multiespecificos y de multiples cepas refuer-
zan el mecanismo de defensa contra diversas enfermedades
infecciosas (Kesarcodi-Watson et al., 2012). Resultados simi-
lares se encontraron al realizar un reto experimental con V.
tubiashii en juveniles de C. virginica (Karim et al., 2013), en
donde la cepa probiética utilizada no presenta actividad an-
tagonica in vitro pero si transfiere amplia proteccién a larvas
y juveniles tratados, sugiriendo que la proteccién transferida
por la cepa probidtica no es resultado de la actividad anti-
biética de la cepa sino por estimulacion del sistema inmune
del organismo (Verschuere et al., 2000). Este mismo efecto se
puede sugerir en nuestro estudio y se ve apoyado por la ac-
tividad de la SOD en los tratamientos evaluados y su relacién
con la supervivencia durante el reto, sobre todo en MIX-BC2,
confirmando que las cepas del género Bacillus son efectivas
para mejorar la respuesta del sistema immune en organismos
marinos (Rengpipat et al., 2000; Eissa et al., 2018). Al respecto,
parece claro que cuando las bacterias patdégenas entran al
cuerpo de los bivalvos se desencadenan una serie de res-

puesta del sistema inmune, como produccién de enzimas
hidroliticas, factores antimicrobianos y especies reactivas de
oxigeno (EROs), con la finalidad de neutralizar y destruir a los
agentes invasores (Vargas-Albores y Barracco, 2001). La SOD
ha sido utilizada como indicadora de respuesta inmune en
invertebrados marinos (Luna-Goénzalez et al., 2003; Campa-
Cérdova et al., 2009), esta enzima juega un papel crucial en
la defensa de bivalvos (Song et al., 2010), llevando al incre-
mento o disminucion de su actividad (Matsuda et al., 2003).
Finalmente es importante mencionar que la importancia de
la SOD en la respuesta inmune, asi como el papel que des-
empena en la protecciéon de las células en diferentes retos se
ha reportado en diferentes trabajos (Granados-Amores et al.,
2012; Genard et al., 2014; Le Bris et al., 2015).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la eficiencia
y modo de accién de la mezcla de probidticos puede variar
entre cepas de una misma especie. En la supervivencia, cre-
cimiento y fijacion de larvas el mejor fue el tratamiento MIX-
LBC2; respecto al crecimiento en talla y peso de juveniles, la
mezcla de Lactobacillus (MIX-LC2) fue la mas eficiente. Las
cepas de Bacillus spp. (en mezcla y de forma individual) no
presentaron actividad antagodnica in vitro contra los Vibrios
evaluados, a excepcién del tratamiento MIX-B que confirié la
mayor proteccién durante el reto y generé los mayores nive-
les de SOD, sugiriendo la estimulacién del sistema inmune.
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