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Introduccion

Fitness Landscape: Paisaje de aptitud
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Introduccion

* Dinamica de cambio de poblacion.
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Figure 6. Vibrio-related consensus interactions in the AHPND(— ) and AHPND(+) stomach communities. He pato pan creatic Necrosis
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Introduccion

Pasaje de aptitud en sistemas de cultivos
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Currently known distribution of EMS/AHPND
Confirmed: China, Malaysia, Thailand, Vietham
From scientific literature: the Philippines, Mexico
Suspicion: some Asian and LAC countries

International Technical Seminar/Workshop
7/24/2017 “EMS/AHPND: Government, Scientist and 24
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Tests: pathogenic and nonpathogenic strains
growth at:

« NaCl: | B

0,05,1.0,20,3.0,4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0,10.0 %

4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0,10.0

* Temperature:
4.0, 20.0,37.0,44° C

24/06/2015 International Technical Seminar/Workshop “EMS/AHPND: Gowemment, 40

Sonia Soto Rodriguez, 2014
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Introduccion

Plasmidos conjugativos
Célula donadora Célula receptora
Conjugative plasmid
Pilus

Toxinas PirAy Pir B
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= Infectar a células locales
(Mas adaptadas al sistema de
cultivo)
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ntroduccion

NTIFIC REPQRTS

Plasmidos conjugativos

encoding the PirAB toxins as o B

= Infectar a células locales

(Mas adaptadas al sistema de

mediated by pirAB-Tn903 are
prevalent in various Vibrio species

Jinzhou Xiao?, Liyuan Liv?, Yiyun Ke?, Xiefei Li*, Yunfei Liv?, Yingjie Pan®?, ShulingYan'” &
Yongjie Wang™?

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) is a newly emerging shrimp disease caused by pirdB
toxins encoded by a plasmid found in Vibrie parahaemelyticus. The pirAB toxins are the homeologs of
the Photorhabdus insect-related (Pir) toxins. Here, we report the complete sequences of the AHPND-
causing plasmid isolated frem V. owensii, as well as those of its 11 siblings (pVH family). In addition,

we also included 13 related plasmids (pVH-r family) without the pirAB genes isolated from a variety

of species within the Vibrio Harveyi clade. Furthermore, the pirA B-Tn903 composite transposon was
identified in pVH, and both ends of the transposon appeared to have inserted simultaneously into the
ancestor plasmid at different sites. The homologue :nunlerparts nfpmﬂ.B were also detected in a non-
ights into the acquisition and

pVH plasmid in V. campbellii. Taken together, our results pee : i5ig
evolution of pirAB as well as related plasmids in th& Vibrio Hanre'grl clade
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Introduccion

Cambiar el paisaje de aptitud de los
sistemas de cultivo de camaron vy
establecer un microbioma benéfico =
BIODESCUBRIMIENTO DE PROBIOTICOS
EFICACES




Introduccion VAIEN

FoA W6'1E+°3 1.8E+04
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T 9.
Control AR
u CFU/g HP probiotics m CFU/g HP Vibrio harveyi m CFU/gr HP indigenous micro flora

Fig. 2. Bacterial concentration reached by Vibrio P62, Vibrio P63 and Bacillus P64 in the interaction experiment
against Vibrio harveyi (S2), in Penaeus vannamei shrimp hepatopancreas.

Gullian, M., Thompson, F., & Rodriguez, J. (2004). Selection of probiotic bacteria and study of
their immunostimulatory effect in Penaeus vannamei. Aquaculture, 233(1), 1-14.
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Estudios realizados en los proyectos PIC
CENAIM 001 (Biodiversidad) y PIC CENAIM
003 (Salud Animal), auspiciados por :

Secretaria de
Educacién Superior,

O
O
®

. Ciencia y Tecnologia
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Ambientes marinos

Ambientes estuarinos




102 103,10

Invertebrado Marino, Sedimento e
intestinos

Bacillus:Siembra en
superficie y al vacio
(Bacillus)

Otras bacterias:
diferentes medios de
selecciodn

-Incubacion normal )

_ -anaerobiosis 28°C /
Cultivos puros 24-48 h (Bacillus)




Caracterizacion bioquimica

Test Componente activo

Test Componente activo

Test Componente activo

1GLY GLYcerolo

2ERY ERYtritolo
DAR
3A D-ARADbinosio
LAR
4 A L-ARADbiInosio
5RIB D-RIBosio
DXY
6L D-XILosio
LXY
7L L-XILosio
8 ADO D-ADOnitolo
9 MDX Metil-RD-Xilopiranoside
10 GAL D-GALactosa
11GLU D-GLUcosa
12 FRU D-FRUctosa
13MNE D-MamNosa
14 SBE L-SorBosa
15RHA L-RHAmMNosa
16 DUL DuULcitol
17 INO INOsitol

18 MAN D-MAL tosa

19SOR D-LACtosa
MD
20M  Metil-aD-Manopiranosida
Metil-aD-
21 MDG Glucopiranosida

22 NAG N-AcetilGlucosamina
23 AMY AMigdalina

24 ARB ARButina

25ESC ESCulina

26 SAL SAlLicina

27 CEL D-CELobiosa
28 MAL D-MALtosa
29 LAC D-SORDbitol
30 MEL D-MELIibiosa
31SAC D-SACarosa

37GLYG GLlcogeno
38 XLT XiLiTol
39GEN  GENTtiobiosa

40 TUR D-TURanosa
41 LY X D-LIXosa

42 TAG D-TAGatosa

43DFUC D-FUCosa

44 L FUC L-FUCosa

45 DARL D-Arabitol

46 LARL L-Arabitol
47GNT  GlucoNa

48 2KG 2-CetoGluconato
495KG 5-CetoGluconato

32 TRE D-TREhalosa
33INU [INUIlina

34 MLZ D-MelLeZitosa
35RAF D-RAFinosa

36 AMD Almidon

Gram  Método K(OH)
Catalasa
Oxidasa

Esporas
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Caracterizacion bioguimica A\
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Tincion Gram

USO de aminOéCidOS (arginina, Ortinina y Gram-negativo ’Gram-‘;ﬁsitivo\*

lisina) .
LT
¥

Uso de carbohidratos (sucrosa, manosay
glucuronato)

Uso de citrato
Formacion de diacetyl (VP)
Produccion de indol

Determinacion del metabolismo
(fermentativo u oxidativo)
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Secuenciacion y analisis filogenético
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Determinacion in-vitro de la bioactividad antibacteriana

V. harveyi Cepa L29, aislada local.
V. campbellii Cepa luminiscente aislada de larvas de camardn que presentaron mortalidad.

VAT el Cepa ATCC 27969, aislada de coleccion transmitida al humano por consumo de

especies marinas contaminadas

cepal

YAl de [ I [ 1o]) 1473 Aislado local de camarones juveniles que presentaron mortalidad.

Z V4
EEs Patogenos
PSEUdomona A 200 10cal de |Id aS due preseE aron ailta prtaliadac
aureginosa y | -
Aeromona —
- “Probidtica”
“Probistica’ ) nec
ST
< ;'J N

-
d e
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Pruebas en P. vannamei

Test de Inocuidad

Zoea Post larvas

+ Cepas de .
. £ Cepas de Estuario vy
invertebrados . .
) sedimentos marinos
marinos.

Control sin bacterias [Control sin bacterias

+ Se realizaron dos muestreos en diferentes

tiempo ., , .
Infeccion contra patogenos in-vivo

* Se infectaron juveniles de 0.24 gramos con
cepa patdogena (Protocolo Tran et al., 2013),
V.parahaemolyticus por doce horas, con
exposicion de 10 minutos.

* Postlarvas Infectaron con Vibrio harveyi a
cocncentraciones 10°UFC/ml
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Resultados

Aislamiento de bacterias y seleccion de cepas potencialmente
probioticas

Fuentes de cepas Numero de cepas |Aislados Bacillus spp.y Pseudovibrio
bacterianas EINELER seleccionadas

Estanque de camaron P.
48 27 (3 intestino y 24 sedimento)
vannamei

Estanque de
policultivo P. vannamei 35 10 (4 intestino y 6 sedimento)

y Oreochromis spp.

47 (6 sedimento, 41 invertebrado

Ambientes marinos 63 )
marino)
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Resultados

Identificacion de cepas aisladas de invertebrado marino

KC751084.1 Pseudovibrio 185 ribdgomal RNA gene partial sequence

KX0880273.1 Pseudovibrio 165 nbdsomal RNA gene partial sequence
ATIF
AS53F
AS1F
A4TF
A42F

A41F

A43
A24F
A21F
7C2AF

7C1F
6.4ME
33ME
10C2F

o 115ME

100 I KUB845482.1 Ruegena sp. strain ECSMC27 185 nbosomal RNA gene partial sequence

N

(]

100—A
| A KP7628420.1 Microbulbifer sp. DN217 4H2 16S nbosomal RNA gene partial sequence

86 |ATEF

100 | k475108 1 Psychrobacter submarinus strain PAMC 27230 18S nbosomal RNA gene partial seo
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Resultados

Identificacion de cepas aisladas de ambientes marinos y estuarinos.

Codigo de la

cepa

Pell B amyloliquefaciens

Pmrs19 B licheniformis
Mrs13 B lentus

Mrsll B micoyde
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Resultados

Pruebas de antagonismo con cepas patégenas

Prueba de bioactividad de Pseudovibrio frente a V.  Antagonismo V. parahaemolyticus cddigo interno
campbellii y V. parahaemolyticus C15. 17.5 y cepa probidtica Bacillus sp. 1



PATEN

CENAIM - ESPOL

Resultados

Pruebas de antagonismo con cepas patégenas

Diametro de halos de inhibicion
(mm)

Origen de la cepa g 3 = oS

& g s =B

Sedimento marino B amyloliquefaciens 19 8 19 16,3

Policultivo B licheniformis 20 9 10 14,9

Mrsl13 Camaronera B lentus 13 12 9 11,8

Mrsll Camaronera B micoyde 12 12 8 10,8
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Resultados

Pruebas de antagonismo de Pseudovibrio con cepas patogenas

Primer muestreo

Diametro de halos de inhibicion (mm)

Cadigo V. vulnificus V. parahaemolyticus V.harveyi P. aureginosa Aeromonas
Bact 11 14 11 11 16 12
Bact 17 13 11 12 17 11

Bact 18 12 11 10 15 11
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Resultados

Pruebas de antagonismo de Pseudovibrio con cepas patdogenas

Segundo muestreo

Diametro de halos de inhibicion (mm)

V.
Cadigo V. vulnificus  parahaemolyticus V.harveyi V. parahaemolyticus V. campbelli
6.4 ME 8 7 10 15 15
11.3 ME 9 15 15 10 13
A24 0 6 0 0 15

A43 15 11 18 8 18
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Resultados

Inocuidad PL10 (Supervivencia)

Supervivencia de postlarvas P. Tratamientos Supervivencia (%)

vannamei PL30 al finalizar la prueba

de toxicidad de potenciales Pell 97.5%3.03,b

probiéticos. Promedios (+ desviacion Pmrs19 97.5%+254a,b

estandar) con distintas letras son Mrs13 88.5+1394,b

significativamente diferentes a P < Pell + Pmrs19 945+5543,b

0.05, basado en el analisis de ANOVA Pell + Mrs13 97.0+2.64a,b

y prueba de comparacion de pares de Pmrs19 + Mrs13 96.5+19a, b

tratamientos de Tukey. Pell +Pmrs19+Mrsl3  79.5t15a
Control sin bacterias 98.5+3.0b




Resultados

Inocuidad Zoea (Supervivencia)

Primer ensayo

Caodigos

Cepas de Pseudovibrios sp. (10°UFC/ml)

Bac 11

Bac 17

Bac 18

Control

Supervivencia (%)

98+3

97,43

96,9 %3

96,9+4,1

Segundo ensayo

Cepas de Pseudovibrios sp. (10°UFC/ml)

Caodigos

11.3 ME

A43

6.4 ME

A24

Control

Supervivencia (%)

98t 4

96 £ 5

90 +10

94+9

94 +£5

CENAIM - ESPOL

Supervivencia de Zoeas P. vannamei al finalizar la prueba de toxicidad de potenciales probioticos.
Promedios (+ desviacion estandar)
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e Capacidad de desplazar Vibrios luminiscentes in vivo en Pls de bacterias
con potencial probiético (Psuedovibrio)

Bact 18

Bact 17
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Resultados

Cepas potencialmente probidtica en campo

Supervivencia (%)

100,0
B
S 80,0 ] A R
g |
2 600 |
e
40,0
a
0 20,0
0,0
Bact. 17 Bact. 18 Control
S% 79,2 66,3 63,0

Supervivencia final de cosecha. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0.05)



Resultados

Cepas potencialmente probidtica en campo

Datos de rendimiento,
proyeccion de libras
por hectarea.
Diferentes letras
Indican diferencias
significativas (p <
0.05)

Rendimiento (Lbs/Ha)
2500

2000 | A
£ 1500 {
[72)
< 1000

500

0
Bact. 17 Bact. 18

Lbs/Ha 1979 1658

CENAIM - ESPOL

Control
1575
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Conclusion

* Considerar el paisajes de aptitud permite encontrar probioticos
capaces de colonizar y reproducirse en los sistemas de cultivos.

e La obtencion de probioticos autéctonos puede ser una herramienta
importante para el control efectivo de enfermedades bacterianas en
los sistemas de cultivo de camaron del Ecuador.

* La cepa Pell y Bact 17, aislada del ambiente naturales, se perfila
como un potencial probiotico a ser usada en los sistemas de cultivo
de camaron.
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