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Los resultados muestran que la diversidad bacteriana se
volviod relativamente estable una vez que los camarones se
desarrollaron a postlarvas
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Este estudio evalud la colonizaciéon microbiana en las primeras etapas
de desarrollo del camarén tigre negro (Penaeus monodon). Los
resultados muestran que la diversidad bacteriana se volvié
relativamente estable una vez que los camarones se desarrollaron a
postlarvas, y que la colonizaciéon microbiana en P monodon en
desarrollo podria estar determinada por diferentes etapas de
desarrollo del hospedador, dietas, fisiologia y estado inmunoldgico.
Foto de Darryl Jory.

El camardn tigre negro (Penaeus monodon) es una de las especies de camarén de cultivo y comercio
mas importantes, con una alta demanda y precio en el mercado. Nuestro equipo de investigacion ha
iniciado recientemente esfuerzos para definir las bacterias intestinales en P. monodon y las
interacciones con su huésped, y ya hemos descifrado las diversidades bacterianas de muestras
intestinales de camarones de granjas de diferentes ubicaciones que cubren diferentes habitats y
diversas etapas de la vida, desde postlarvas hasta adultos.

Creemos que una mejor comprension del microbioma [coleccion de todos los microbios, incluidas
bacterias, virus y hongos, que viven naturalmente en los animales y dentro de ellos] de P monodon
allanara el camino para un mejor control de enfermedades y una acuacultura sostenible de la especie.
Varios estudios han reportado que la comunidad bacteriana y especies de bacterias individuales
pueden desempefiar un papel en la supervivencia de las larvas con respecto a la evaluacion de la
calidad y el desarrollo de las larvas del camaron, en particular el desarrollo de la inmunidad intestinal.
Ademas, varias aplicaciones de probidticos han mostrado resultados prometedores en la reduccioén de
la mortalidad. Es probable que su modo de accién esté relacionado con la modulacién inmunitaria 'y /
o la inhibicién antagonista de organismos patdgenos.
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Para desarrollar prebioticos y probidticos de manera efectiva, es necesario comprender la comunidad
de referencia desde las primeras etapas de la vida del camarén. En particular, los camarones recién
eclosionados poseen un sistema digestivo inmaduro y estéril antes de que maduren mas en las etapas
larvarias de nauplio, zoea, mysis y postlarvas. Después de la etapa de nauplio, P monodon comienza a
alimentarse de microalgas o alimentos vivos, lo que permite que las bacterias de fuentes externas
comiencen a florecer en el intestino del huésped.

En otros animales, las interacciones entre la inmunidad del huésped y las bacterias no patdgenas
durante las primeras etapas de la vida son cruciales para el desarrollo posterior de la inmunidad. Se
considera que dicha interaccion también existe en los camarones porque su sistema inmunoldgico
durante las primeras etapas de la vida en el criadero a menudo todavia se esta desarrollando a su
maximo potencial. Por lo tanto, las primeras etapas de la vida seran un periodo privilegiado en el que la
aplicacion de aditivos alimentarios, como los probioticos, podria ayudar a establecer bacterias
intestinales saludables.
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supply chain.

Este articulo — adaptado y resumido de la publicacién original (https://doi.org/10.1038/s41598-020-
61559-1). [Angthong, P. et. al. 2020. Bacterial analysis in the early developmental stages of the black
tiger shrimp (Penaeus monodon). Sci Rep 10, 4896 (2020)] - reporta sobre un estudio para caracterizar
la comunidad bacteriana de referencia asociada con las etapas tempranas de vida de P monodon,
para respaldar la mejora de la alimentacion y el manejo de los criaderos.

Configuracién del estudio

Camarones tigre negro fueron criados en el Shrimp Genetic Improvement Center (SGIC, National
Science and Technology Development Agency, Surat Thani, Tailandia). Cada familia de camarones se
mantuvo en un tanque de fibra de vidrio de 200 litros y se alimenté con dietas basadas en sus etapas
de vida. Los estadios de zoea se alimentaron con microalgas (Thalassiosira sp.y Chaetoceros sp.)
hasta que alcanzaron el estadio de mysis. Los camarones mysis se alimentaron con artemiay
microalgas. Una vez que alcanzaron la etapa postlarval, los camarones fueron alimentados con
artemia viva en combinacién con alimento comercial.

Se recolectaron muestras de camarén de cada familia (A, B) cuando alcanzaron las etapas de nauplio,
zoea, mysis y postlarvas, como se muestra en el diagrama esquematico de la Fig. 1. Debido al pequeiio
tamafo de las larvas de camardn, se recolectaron muestras agrupadas. Todas las muestras de
camaron se lavaron dos veces en agua destilada estéril para minimizar la contaminacion arrastrada
por el agua de cria.
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Duration 10-12 hour 1-1.5 day 3-5 day 4.5 day 9-10 day

L L) L 2 L L
@ li Sln, NN SN
Egg Nauplius (N) Zoea (Z) Mysis (M) 5-day-old postiarva  15-day-old postiarva
(PL5) (PL15)
Shrimp Family A Ngouies = 850, 3 rep Necciea 500, 3 rep Necciea = 120, 3 rep Npociea = 70, 3 rep Ngooies = 50, 3 rep
Family B n, s 850, 3rep Npooied = 500, 3 rep Npooies = 120, 3 rep Npootea > 70, 3 rep Npootes x 50, 3 rep
Water Family A WA_N WA_Z WA_M WA_PLS WA_PL15
Family B WB_N We_Z WB_M WB_PL5 WB_PL15

Fig. 1: Diagrama esquematico de la coleccion de las primeras etapas
de desarrollo del camaroén tigre negro. Se recolectaron camaronesy
agua de cria (W) en las etapas de nauplio (N), zoea (Z), mysis (M),
postlarva de 5 dias (PL5) y postlarva de 15 dias (PL15) de diferentes
familias (Familia Ay Familia B) para analisis de microbiota.

Para obtener informacion detallada sobre el disefio experimental y la cria de animales; extraccion y
purificacion de ADN; amplificacion y secuenciacion de genes; cuantificaciéon de la abundancia
bacteriana; andlisis de la comunidad microbiana y otros analisis realizados, consulte la publicacién
original.

Resultados y discusién

En afos recientes, investigadores han reportado sobre las funciones importantes del microbioma del
huésped en la digestion, la mejora del sistema inmunoldgico y el desarrollo en animales acuaticos,
incluido el camaron. Por lo tanto, una de las principales estrategias para lograr una produccion
sostenible y el control de enfermedades en la cria de animales acuaticos es comprender mejor la
relacion entre el huésped y la comunidad microbiana.

La caracterizacion del establecimiento microbiano en sus etapas tempranas de la vida es
particularmente crucial debido a sus posibles beneficios para promover un equilibrio microbiano
intestinal saludable desde las etapas jovenes. Nuestro grupo de investigacion esta involucrado en
esfuerzos para investigar la comunidad bacteriana asociada con P monodon bajo diversas
condiciones, y aqui presentamos el primer informe sobre bacterias asociadas con etapas tempranas de
vida en P monodon desde nauplius hasta zoea, mysis y postlarvas.

En este estudio proporcionamos la primera evidencia de microbiota de P monodon establecida durante
las primeras etapas de vida. Identificamos 30 unidades taxonémicas operativas comunes, OTU [una
definicion operativa utilizada para clasificar grupos de individuos estrechamente relacionados;
comunmente utilizado para categorizar bacterias segun la similitud de secuencia] pertenecientes a
Proteobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes, lo que sugiere la existencia de establecimiento
bacteriano a través del desarrollo de P monodon desde huevos fertilizados hasta adultos. Estos
miembros bacterianos comunes fueron consistentes con reportes anteriores de que se descubrieron
Proteobacteria y Bacteroidetes como bacterias autéctonas en camarones juveniles. Sin embargo, las
interacciones huésped-bacteria en P monodon aun requieren una investigacion mucho mas profunda
para obtener una mejor comprension de sus relaciones y los posibles beneficios para el animal
huésped.
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También documentamos la asociacién de los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria con P
monodon en etapas tempranas de vida. Estos filos dominantes se conocen como microflora tipica en
varios organismos acudaticos (Fig. 2). Nuestros resultados también mostraron que Vibrio era el género
mas dominante en todas las etapas del camaron, lo que era consistente con los datos reportados por
otros investigadores, y reportado como una bacteria dominante que persiste a través de la
metamorfosis del camarodn.

Dentro de Bacteroidetes, Tenacibaculum fue el mas dominante y se ha reportado que existe
mutuamente con las diatomeas planctonicas marinas Chaetoceros sp. y Thalassiosira sp. que fueron
alimentadas a camarones en las etapas zoea y mysis en nuestro estudio. Por lo tanto, una mayor
abundancia relativa de Tenacibaculum especificamente durante estas dos etapas sugiere que podria
ser una poblacién transitoria. Ademas, se identificé a los Planctomicetos como uno de los filos
dominantes durante las primeras etapas de la vida: estas bacterias tienen funciones importantes en los
sistemas acuicolas, eliminando compuestos nitrogenados indeseables como el amoniaco y el nitrito.

Fig. 2: Comunidades bacterianas dominantes asociadas con
camaronesy agua de cria. Se recolectaron muestras de camarény
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agua de cria en las etapas de nauplio (N), zoea (Z), mysis (M),
postlarva de 5 dias (PL5) y postlarva de 15 dias (PL15) de dos
familias (Familia Ay Familia B). Se mostré la distribucién de los filos
bacterianos asociados al camarén y su agua de cria con su
abundancia relativa mayor al 0,2 por ciento y aquellos con su
abundancia menor al 0,2 por ciento se agruparon como otros filos. (a)
Las graficas de barras apiladas representan los 5 principales géneros
de bacterias dominantes asociados con camarones de cada familia
en cada etapa de la vida de cada filo, Proteobacteria (b),
Bacteroidetes (c), Planctomycetes (d) y Actinobacteria. () Los cinco
géneros que no estan entre los primeros se muestran bajo otros
géneros. Adaptado del original.

Factores del huésped son responsables del establecimiento de la microbiota en los animales, incluido
el camaron. Nuestros resultados mostraron que las etapas de desarrollo fueron un factor importante
que afectd la composicién de la microbiota. Mientras que las comunidades bacterianas de P monodon
asociadas con la etapa postlarval (postlarvas de 5y 15 dias de edad) fueron similares, las de las
etapas anteriores de nauplio, zoea y mysis fueron diferentes. Este cambio drastico en la composicion
bacteriana podria explicarse por la fisiologia del huésped y el cambio en las dietas requeridas en cada
etapa. Al igual que otros crustaceos, el camarén sufre una metamorfosis a través de las siguientes
etapas: huevo, nauplio, zoea, mysis, postlarva, juvenil y adulto. La progresion del camaroén a través de
sus etapas de vida también implica la diferencia en su desarrollo fisiologico y los correspondientes
requisitos de alimentacion.

En nuestro estudio, cuando los huevos de camarén eclosionaron a la primera etapa larvaria (nauplio),
se alimentaron de sus reservas durante unos dias antes de convertirse en la etapa zoea, donde se
alimentaron principalmente con fitoplancton. Los camarones mysis se alimentaron adicionalmente con
artemia y fitoplancton tratados térmicamente. Una vez que entraron en la etapa postlarval, sus dietas
principales consistieron en artemia viva y granulos de alimento comercial.

También se han reportado cambios de comunidades bacterianas a lo largo de las etapas de desarrollo
en otros invertebrados. Por lo tanto, los cambios en el desarrollo morfoldgico y fisioldgico junto con los
ajustes de alimentacién durante las primeras etapas de vida podrian tener un impacto en las
comunidades bacterianas. Ademas de las etapas de desarrollo, varios estudios previos han destacado
que los antecedentes genéticos de un camarén también pueden influir en su composicion bacteriana.
En nuestro estudio, observamos consistentemente que los perfiles bacterianos dentro de la misma
familia se agruparon juntos en cada etapa de vida, lo que sugiere que la variacion genética de
diferentes familias de camarones podria ser la base de la diversidad bacteriana observada en la
poblacién de camarones, pero el efecto no es tan sustancial como las etapas de desarrollo del
hospedador. Nuestros hallazgos fueron consistentes con las conclusiones de otros investigadores que
arrojaron luz sobre la relacién directa entre las etapas de desarrollo del camarén y el microbioma.

Aparte de los factores del hospedador animal, las condiciones ambientales pueden esencialmente
regular la composicion del microbioma y se ha demostrado que ejercen una influencia mas fuerte en
los microbiomas animales que la genética del hospedador. Cada vez hay mas evidencia que destaca
un fuerte vinculo entre los entornos de cria de camarones (por ejemplo, ubicacién, condiciones
silvestres, de granja y de laboratorio) y la diversidad microbiana. Nuestro estudio también demostré
que los entornos de cria podrian influir considerablemente en la composicién bacteriana del camarén P
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monodon, asi como en sus etapas de desarrollo. Por lo tanto, la modulacién microbiana a través del
manejo de granja, como la aplicacion de probiéticos y el acondicionamiento del agua, podria usarse
para enriquecer la composicion especifica del microbioma como un medio factible para desbloquear
un mejor rendimiento de crecimiento o resistencia a enfermedades.

Las bacterias comunes podrian ser designadas como candidatas potenciales para el desarrollo de
probidticos, ya que son microflora natural que reside dentro del hospedador, lo que permite una
administracion sostenible y una colonizacion exitosa en el camarén hospedador. Por ejemplo, Vibrio y
Pseudoalteromonas establecidas desde la etapa de nauplio en nuestro estudio se encuentran
comunmente en ambientes acuaticos, y algunas cepas ya han sido reportadas por su valor probiotico
contra bacterias patégenas.

Sin embargo, V. alginolyticus, también identificado entre la microbiota compartida por nuestro analisis,
ha sido propuesto previamente como un candidato probidtico. Por lo tanto, algunos Vibrio sp. deben
utilizarse como probidticos potenciales en el cultivo de camardn con cuidado, ya que algunas especies
relacionadas (V. harveyiy V. parahaemolyticus) pueden volverse patégenas en camarones en
condiciones desfavorables como altos niveles de materia organica, manejo deficiente de la cria o
condiciones inmunodeprimidas del huésped. De manera similar, algunas especies de
Pseudoalteromonas son motivo de preocupacién como bacterias patdégenas, mientras que otras se han
utilizado como probidticos en varios organismos marinos, incluido el camarén azul (L. stylirostris).

Sin embargo, seran necesarias mas comparaciones de la microbiota asociada con las etapas
tempranas de vida de P. monodon de diferentes granjas camaroneras para caracterizar el microbioma
central compartido por esta especie de camaron.

Perspectivas

Nuestros resultados demostraron que las comunidades bacterianas asociadas con P monodon
durante las primeras etapas de vida del camarén podrian ser moduladas por etapas de vida a través de
las diferencias fisiolégicas y las dietas del hospedador. Nuestros hallazgos ofrecen los primeros
conocimientos sobre el establecimiento y el ensamblaje bacteriano en las primeras etapas de la vida
de P monodon, donde el entorno de cria juega un papel minimo en la influencia de la microbiota del
camaroén. Este conocimiento fundamental apoyara el desarrollo sostenible de probidticos o aditivos
alimentarios para la acuacultura que contribuiran a mejorar las tasas de supervivencia y la absorcion
de nutrientes en el cultivo de P monodon.

Serd necesaria una investigacioén futura adicional sobre las interacciones huésped-microbiota para
comprender completamente la dinamica de las comunidades bacterianas en las diferentes etapas de la
vida y cdmo desempefian un papel en el bienestar de esta especie de camaron.
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