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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la calidad bacteriolégica en los
sisternas de abastecimiento y de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus
franciscanus) se determiné la variacién temporal de bacterias heterétrofas y
Vibrio spp. durante noviembre-diciembre de 1994. En el sistera de cultivo
las mayores concentraciones promedio de bacterias heterétrofas y de Vibrio
spp. se encontraron en el agua del tanque (58, 855 UFC ml") y en el agua de
salida (1,602 UFC ml') respectivamente. Debido a: la acumulacién de
desechos de los organismos, el alimento proporcionado, los organismos
muertos y el agua de entrada. Durante el trabajo experimental se detectaron
altas mortalidades, presencia de manchas amarillas en el fondo del tanque
y suspension de energia eléctrica. Las menores concentraciones promedio
de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. se presentaron en el agua de entrada
del cultivo con 45,474 UFC ml' y 304 UFC ml' respectivamente. En el
sistema de abastecimiento las mayores concentraciones promedio de
bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. se encontraron en la toma de agua con
9,935 UFC ml"' y 169 UFC ml' respectivamente. Mientras que las menores
concentraciones promedio se determinaron en el agua irradiada con luz
ultravioleta con 148 UFC ml' de bacterias heter6trofas y 1 UFC ml' de
Vibrio spp. En ambos sistemas se identific6 a Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus y Vibrio algynoliticus. No se encontr6 una relaciéon entre la
temperatura del agua y las concentraciones bacterianas, pero si una
asociacion entre la concentracién de bacterias y el porcentaje de mortalidad
de larvas. En el sistema de abastecimiento las concentraciones de bacterias
disminuyeron conforme el agua era sometida a los diferentes tratamientos a
excepcién de la filtracion, donde las concentraciones de bacterias se
incrementaron substancialmente.



CALIDAD BACTERIOLQGICA EN UN SISTEMA DE CULTIVO
DURANTE LOS ESTADIOS LARVARIO Y POSTLARVARIO
DEL ERIZO ROJO (Strongylocentrotus franciscanus)

TESIS
QUE PRESENTA:

Maria Edith Santiago Serrano

Aprobada por:

‘7’ 4/ ,«{IM "() /__}u-/é\__/
esn ente/ ura 0

M.C. Maria Victoria Orozco Borbén

II



DEDICATORIA

A mi mama
por el apoyo incondicional

que me ha brindado siempre

A mis hermanos:
Leonardo, Gabriel, Juan, Jaime y Mundo

por estar siempre a mi lado.

A mi abuelita
por la ayuda prestada

A mis sobrinos:
Fer, Victor y Adriana por alegrar

momentos dificiles

A Marcos

por ayudarme

Il



AGRADECIMIENTOS

A mi director de tesis M.C. Ma. Victoria Orozco Borbén por la
experiencia transmitida y la amistad brindada.

A mis sinodales M.C. Alfredo Salas Garza por y Q.F.B. Eduardo Durazo
Beltran por las correcciones y sugerencias realizadas para la mejora de éste
trabajo.

Al Instituto de Investigaciones Oceanol6gicas por permitir la
realizacion del presente trabajo.

A los Oc. Lewis Mc Anally Salas y Oc. Arturo Omnelas por la ayuda
brindada durante el trabajo experimental en el Laboratorio de Moluscos y en
el Laboratorio de Bacteriologia del L1.O. respectivamente.

A la M.C. Cassandra Anguiano, Fabiola y a Charli por la bibliografia
que me prestaron.

Al M.C. Salvador Galindo Bect por la ayuda para la impresion de éste
trabajo.

A Angélica y a Alejandro por la ayuda brindada en el diseno de la
portada.

A Oc. Victor Gendrop y Oc. Enrique Valenzuela por la informacion
proporcionada que ayudé al enriquecimiento de este trabajo.

A las chicas del LLO. por la ayuda que de una u otra forma me

brindaron.
Al CECUUE por permitir la impresiéon de los borradores de éste

trabajo.
A Pépe por la ayuda brindada para la realizacién del trabajo grafico y

a su familia (Blanca y Diego) por su amistad.



A Nancy, Vero, Xavier, Jaime, Mauro, Bily, Ramén y a todos aquellos
que aunque no los menciono estan presentes por la amistad que me han

brindado, que espero perdure por mucho tiempo.



INDICE

RESTUMEN: s vt s anms vy s s e i oAt I
APROBACTON .iaciiosonsninuuooismisisinssshs Vi saasiisassyiuiss s visis teaiavsss s esaissssns soisaivnms Il
19 210) (07: K0 24 /. NS s 11
AGRADECIMIENTOS ocicumssisosusssoviissisiiassvisisssstessiasssnssdisve s i asseeinssseias e v
INDICE ..o PSSRSO SES Vi
LISTA DE TABLAS ......ccicisimvioviissisioiieinsinaansiaasitssiiansasos o sssassassssssons oot ssiss VIl
USTA DE EIGURAS: ccuinivimmiioniismm s s sy X
L. INTRODUCCHOIN coviescssmivnsnimvanisnsoninosnsensasss s isssissos st s iussvnnivs 1
2 s OBIETIVOS iinininiunim s s s el 12
3 - METODIOLOGIA. cococsiinsssconavsssasssusnsssvasnsssmons sssues saassssss sinsssis avmmssamasssasiiasmiss 13
4. RESULTADQOS: ....civiviiisnmnimivianmmis i iossie i onimssrrorviars g iviy 20
5 5 DISCUSTOM . cxonsssnssisn o s m T I R RS v nonns 38

5.1 SilEmE AP s oz s s 38

5.2 Sisterna de abasteCIMUCNLO. ........csenervursesssnssusssesnmesersanasenssonsannesassnsis 48

5.3 AISIAITUCDIOS: usivsuvssvsususmsonesimsmusnsnssssinssn onsseaiasmissesssuavesis i aasss iasss assevos 51
6: CONCIUSIONES ;iciioisssociiinssissisaisvsmians s s snivs oy e 54
7. LITERATURA CITADA .......oootiieiieieieieeninieesesssaesessesessssesssssssesessessssesseseneaes 55



LISTA DE TABLAS

Tabla I. Determinacién promedio de bacterias heterétrofas y Vibrio spp.
(UFC ml') en el sistema de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus
franciscanus) en noviembre-diciembre de 1994. N = numero de

datos, X = promedio: ...cssammssmsrsssseroasinmsg . 21

Tabla II. Prueba de Kruskal-Wallis del sistema de cultivo y de
abastecimiento entre los lugares de muestreo para bacterias
heterétrofas y Vibrio spp. V= grados de libertad, P = probabilidad,

NS = no significativo, S = SignifiCcativo .....c.ccocvvinniiiiinnicniniiicninnnn 22
Tabla II. Determinacién promedio de temperatura (°C) en el agua del
sistema de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus)

durante noviembre-diciembre de 1994. N = numero de datos, X =

PIOMEAIO ...covevereiscenisissueseisessisassesssssssessesssssssssnssassnssssassassssassessncssssssssassnsaases 24

Tabla IV. Sucesos ocurridos en el cultivo de larvas y postlarvas del erizo

Tabla V. Concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. de los

anélisis realizados en el cultivo de larvas y postlarvas de erizo

VII



Tabla VI. Coeficientes de determinacién de la regresion lineal de Pearson
entre la temperatura (°C) y la concentracién de bacterias heterétrofas y

Vibrio spp. (UFC ml"') del agua del sistema de cultivo de erizo rojo

Tabla VII. Relacién de la concentraciéon de bacterias con el porcentaje de
mortalidad de larvas de erizo y coeficientes de determinacion de las

tegresiones Ineales de PEarsOI. ....sssmsmsnmessmmmsssessamsensssesssnsssnsrasassastpnsent 29

Tabla VIII. Determinacién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. (UFC
ml"') en el agua del sistema de abastecimiento de agua de mar durante
noviembre-diciembre de 1994. TA = toma de agua, PS = pila de
sedimentacién, PA = pila de abastecimiento, RUV = radiacién

61152179 (B [ - R 31

Tabla IX. Determinacién promedio de bacterias heterétrofas y Vibrio spp.
(UFC ml") en el sistemna de abastecimiento de agua de mar durante
noviembre-diciembre de 1994. N = numero de datos, X =

) (0, 0515 ¢ | (o WRRERRREURRRISTRUCTIRINUNPOTET PR SRRTEURIE S SRRREPR PRI RO 32

Tabla X. Bacterias en el sistema de cultivo del erizo rojo y del sistema de
abastecimiento de agua sa = sistema de abastecimiento, sc = sistema
de cultivo, | = larva, t= tanque, s = salida, e = entrada, j = juvenil,

ta = toma de agua, ps = pila de sedimentacién, pl = pila de

IABOFAOHO; £ =l v wivinmismimsrssvesiimvamskeriasiassnsisdsiuutams 36

Vil



Anexo I. Determinacién de bacterias heterétrofas. (UFC ml') y temperatura
(°C) en el agua de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus

franciscanus) en noviembre-dicienbre de 1994 de 1994

Anexo II. Determinacion de Vibrio spp. (UFC ml') en el agua del sistema de
cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus) en

rodieriretiietenibre e TOM o s 69



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Relacién medio ambiente-agente pat6geno-organismo................ 4

Figura 2. Principales factores que influencian los estadios iniciales del

cultivo de moluscos. Tomado de Sindermann, 1990 ..........cccoeveeveeennn. 6

Figura 3. Sisterna de distribucién de agua de mar al laboratorio de moluscos

del LLO. y lugares de muestreo .........ccsssscsseoss A R R A AN 14

Figura 4. Variacién temporal, en el agua de a) entrada, b) tanque y c) salida,
de la concentracién de bacterias heterétrofas (®—) y Vibrio spp. (¢—) y
de temperatura (—4—) del sistema de cultivo del erizo rojo (S.
franciscanus) en noviembre-diciembre de 1994 A = agitacion, M =

metamorfosis, J = juvenil, FC = flujo continuo ..........cccceceevinvinienennenne. 27

Figura 5. Variacién temporal de bacterias a) heterétrofas y b) Vibrio spp. en
el sistema de abastecimiento de agua de mar toma de agua (-e-), pila
de sedimentacién (-o-), pila de abastecimiento (~v-), filtro C€-) y agua
irradiada con luz ultravioleta (o-) del laboratorio de Moluscos del L.1.O.

durante noviembre-diciembre de 1994 ..........ooovvevriiriiiiciciieecie e 34



Figura 6. Porcentaje de presencia de géneros y especies de bacterias a)
Vibrio spp. b) heterétrofas identificadas en el cultivo de erizo rojo
(Strongylocentrotus franciscanus) y en el sistema de abastecimiento de

agua de mar del laboratorio de moluscos del LLO



1. INTRODUCCION

La sobreexplotacion de recursos pesqueros en el medio ambiente
marino se ha incrementado en los Gltimos anos, ocasionando el decremento
de especies de interés comercial. La disminucién de estos recursos es
evidente, por lo que surge la necesidad de promover y crear nuevas
pesquerias. La alternativa tecnol6gica a este problema econdémico es la
acuacultura (Gavaldén-Hoshiko,1993), que a través de la experiencia en
numerosos paises ha demostrado su eficiencia como actividad que puede
contribuir a la creacién de fuentes de trabajo, ademaés de resolver urgentes
problemas relacionados con deficiencias en la dieta alimenticia del pueblo
mediante la produccién de proteina de alta calidad (Sevilla, 1981; Baqueiro,
1984; Bardach et al., 1986). Asi mismo, la aquacultu,ra contribuye a la
economia de paises como Jap6on y Noruega mediante la producciéon de

peces, crustaceos y moluscos (Sevilla, 1981).

En México se ha desarrollado la acuacultura debido a su gran diversidad
climética y biolégica en donde se han identificado 136 especies susceptibles
de cultivo, entre las cuales se puede mencionar a peces, crustaceos y

moluscos. Actualmente se cuenta con la tecnologia y experiencia para la



produccién de 26 especies de crustdceos, moluscos y peces como camarén,
langostino, ostién, abuldn, tilapia, carpa, trucha y bagre (Secretaria de Pesca,
1990). En el estado de Baja California de 1910 a 1920 se inici6 el
establecimiento de técnicas de cultivo con la madre perla Pinctada
mazatlanica teniendo éxito inicialmente, lo qhe aunado a la
sobreexplotacién y aumento del precic del abulén aceler6 el interés y los
esfuerzos por lograr el cultivo de estos y otros organismos (Baqueiro, 1984;
Ramirez, 1977). En la actualidad se cultivan diferentes especies como
Haliotis corrugata, H. rufescens, H. fulgens, Crassostrea virginica, C. gigas,
Mytilus edulis y M. californianus -(Secretaria de Pesca, 1987; Palomo y
Arriaga, 1988; Salas y Searcy, 1992) convirtiéndose en el estado con la mayor

produccién de moluscos, excluyendo almejas, del pais (Baqueiro, 1984).

Un aspecto que se debe de tomar en cuenta en la acuacultura para el
optimo desarrollo y reproduccion de las especies cultivables es la
interrelaciéon organismo-medio ambiente. El medio ambiente y en particular
el agua es el medio en donde ocurren la mayoria de las transformaciones
fisicoquimicas de importancia biolégica que afectan los cultivos. Una
alteracion de cualquier factor fisicoquimico y en la calidad bacteriol6gica del

agua por via antropogénica (contaminacién) o natural trae como



consecuencia un impacto en la reproduccion, supervivencia y mortalidad de
las especies (Pillay, 1990; Sindermann, 1990). Se conoce que un agente
patdégeno ocasiona enfermedad solo si las condiciones del medio ambiente
lo favorecen (Tripp, en Price et al., 1969; Secretaria de Pesca, 1988a; Pillay,
1990; Sindermann, 1990). De tal manera que como regla general prevalece

el esquema: medio ambiente-agente patégeno-organismo (Figura 1).

La interrelacién entre los agentes patdégenos y los organismos se da
debido a que los microorganismos se asocian a las superficies internas y
externas del huésped. Ademas, pueden ser atraidos por quirmiotactismo y
ser acumulados dentro del tracto gastrointestinal donde son retenidos como
parte de la flora residente afectando desfavorablemente a los organismos

cultivados (Austin y Austin, 1989).

Uno de los aspectos mas importantes en la acuacultura es la
produccién de larvas y juveniles. Sin embargo, existen antecedentes que
senalan que la mayor mortalidad en organismos cultivados ocurre en los
estadios embrionario y larval debido a que presentan una mayor
susceptibilidad que los adultos a las infecciones provocadas por especies de

bacterias que se encuentran en el agua de cultivo (Sindermann, 1970;
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Figura 1. Relacién medio ambiente-agente patégeno-organismo.



Kinne, 1980; Tubiash y Otto, 1986). En cultivos de estadios larvarios y
juveniles la poblacién bacteriana, incluyendo patégenos, es cien veces'
mayor que la encontrada en el agua de mar (Brown, 1981), porque su
crecimiento y reproduccion se favorece (Montoya-Rodriguez, 1992) por las

condiciones del cultivo (Figura 2).

~Las altas concentraciones de bacterias en los sistemas de cultivo
pueden ocasionar enfermedades debido a un desequilibrio entre los
organismos cultivados y la poblacién bacteriana (West, en Austin, 1988)> Los
géneros mayormente reportados como causantes de enfermedades son:
Aerococcus sp., Achromobacter sp., Brevibacterium sp., Aeromonas sp.,
Edwardsiella sp.,  Flexibacter sp., Pseudomonas sp. y Vibrio sp..

(Sindermann, 1970; Secretaria de Pesca, 1988a; Pillay, 1990).

Las bacterias del género Vibrio sp. ocasionan la enfermedad
llamnada vibriosis, la cual es una de las enfermedades econémicamente mas
importantes porque afecta a los estadios larvario y juvenil de especies
de moluscos como: Venus mercenaria (Guillard, 1959), Crassostrea
virginica (Brown, 1981), C. gigas (Garland et al., 1983), Mercenaria

mercenaria 'y Mytilus edulis (Tubiash y Otto, 1965), peces como
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Figura 2.  Principales factores que influencian los estadios iniciales del

cultivo de moluscos. Tomado de Sindermann, 1990.



Oncorhynchus gorbuscha y O. Ritsutch (Egidius, 1987) y crustdceos como
Penaeus japonicus (de la Pena et al, 1993; Mohney et al. 1994) y P.

merguiensis (Mohney et al., 1994).

El desarrollo de microorganismos patégenos en los cultivos ocasiona
pérdidas econémicas, por lo tanto es necesario establecer un control
sanitario desde el punto de vista bacteriol6gico, con el fin de detectar, evitar
y controlar las enfermedades mas comunes en acuacultura (Secretaria de

Pesca, 1988b; Sindermann, 1990; Pillay, 1990).

; En México la Secretaria de Pesca, hoy Secretaria del Medio Ambiente,
Recursos Naturales y Pesca (SMARNAP), es el organismo encargado desde
1975 de la prevencion y control de las enfermedades, y en coordinacién con
otras instituciones establecen reglamentos de sanidad, métodos de
prevencion y control de enfermedades, asi como programas de investigacion
para conocer las causas de mortalidad en los organismos cultivados

(Secretaria de Pesca, 1988b).



El control de las enfermedades en organismos cultivados puede
realizarse por medio de diferentes métodos (Brown, 1981; Austin y Austin,
1987; Lodeiros, 1988) entre los cuales se puede mencionar:

1) Control de las condiciones del cultivo

2) Vacunas

3) Organismos genéticamente resistentes

4) Utilizacién de compuestos antimicrobianos (antibi6ticos y nitrato de
plata)

5) Utilizaciéon de filtros con diferentes tamanos de poro, ozonizacién,

radiacion ultravioleta y cloracion.

A pesar de la existencia de estos métodos, generalmente no se utilizan
(Brown, 1981) debido a la alta inversibn que implican por lo que las
enfermedades continﬂaﬁ presentandose afectando a la acuacultura
(Montoya-Rodriguez, 1992). En caso de aplicar alguno de ellos deben
tomarse en cuenta las caracteristicas y necesidades del sistemna de cultivo

los cuales pueden ser:

i) Abierto, en el cual la circulacién de agua es constante permitiendo el

control de pardmetros como la velocidad y volimen de agua. Sin embargo,



factores como los predadores, enfermedades y contaminacién dificilmente

se controlan por lo que el agua requiere tratamiento previo.

ii) Cerrado, donde el agua del cultivo es reutilizada requiriendo un control
de calidad maés estricto con tratamientos de pun'ﬁcacién y filtracion

continua.

En ambos casos pr'~de controlarse la temperatura que tiene influencia
sobre la actividad enz.. .atica y crecimiento de las bacterias, pues se
incrementan al ascender la temperétura (Seeley y Van Denmark, 1972; Stolp,
1988; White et al. 1991; Shiah y Ducklow, 1994). Estos procesos se favorecen
si el desalojo de desechos fecales y sélidos suspendidos ricos en materia
organica y fuente de alimento para las bacterias, no es répido y eficaz

(Shepherd y Bromage, 1988).

Entre los invertebrados el erizo ha adquirido una gran importancia
econdmica y ecolégica por la existencia de pesquerias en varios paises,
entre los cuales se encuentra México. El estado de Baja California fue el
primero en extraerlo comercialmente, debido a que existen varias especies:

Strongylocentrotus purpuratus, Centrostephanus cornatus, Lytechinus



anamesus y Strongylocentrotus franciscanus, siendo esta ultima la de mayor

interés (Mottet, 1976).

La pesqueria del erizo se ha mantenido activa desde hace veinte anos,
con una subsecuente sobreexplotaciéon del recurso, por-lo tanto es necesaria
la implementaciéon de soluciones como la obtencién de larvas y juveniles en
el laboratorio para repoblamiento y desarrollo de sistemnas de cultivo
(Martinez-Lopez, 1994). Es por esto, que el Instituto de Investigaciones
Oceanolégicas (1.1.O.) de la Universidad Autbnoma de Baja California con
apoyo del Sistema de Investigacién del Mar de Cortés (SIMAC) ha iniciado
los primeros estudios en México para la obtencién de larvas y juveniles del
erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus (Zuaniga-Cortés, 1994). En estos
estudios Martinez-Lépez (1994) determiné experimentalmente que las
condiciones del agua adecuadas para las larvas de erizo rojo (S.
franciscanus) son con cambios del 50 % cada tercer dia y lavados del tanque

semanales (cambio de agua del 100%) hasta el inicio de la metamorfosis.

Estos estudios deben ser complementados con investigaciones
bacteriolégicas con el fin de detectar, evitar y controlar agentes

potencialmente patégenos en los sistemas de cultivo del erizo ya que existen

10



antecedentes que senalan que los erizos (Echinus esculentus, Diadermna

antillarum, D. mexicanum, D. pucispinum, Echinometra lucunter, E. mathei, '

Lytechinus variegatus y Tripneustes veniricosus) presentan a las bacterias
Vibrio sp. y Pseudomonas sp. entre otras en el intestino, membrana
peristomial, liquido del celoma, gbnadas o partes de la boca (Unkles, 1977,

Bauer y Agerter, 1994).

No existen referencias de enfermedades en el erizo ocasionadas por
estas bacterias, sin embargo es un hecho comprobado que ocasionan
enfermedades en otros organismos cultivados como moluscos, crustaceos y
peces (Sano y Fukuda, 1987; Toranzo>et al., 1987; Dixon y Hecht, 1991;
Lillehaug, 1991; Douillet y Langdon, 1999,\ Jiravanichpaisal y Miyazaki, 1994).
La tnica enfermedad reportada en erizos es la llamada "bald-sea-urchin”,
que ha ocasionado mortalidades masivas. Se cree que es provocada por
diversos microorganismos entre los cuales se pueden mencionar a hongos,
protozoarios, algas y bacterias en especifico Vibrio anguillarum, Aeromonas
salmonicida, Clostriduim perfringens y C. sordallii (Johnson, 1971; Pearse et
al., 1977; Maes y Jangoux, 1984; Gilles y Pearse, 1986). De tal manera que no
seria sorprendente que también estén implicados en enfermedades de

erizos cultivados, tanto en larvas como en adultos.

11



2. OBJETIVOS

Identificar Vibrio spp. y Pseudomonas spp. presentes en el sistema de

cultivo de larvas y postlarvas de erizo rojo (Stongylocentrotus franciscanus).

Determinar la variacién temporal de la poblacién bacteriana en el

sisterna de cultivo de erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus).

Establecer la relacion entre la sobrevivencia larvaria y la concentracion

bacteriana.
Evaluar la calidad de los diferentes tratamientos aplicados al agua de

mar utilizada en los sistemas de cultivo del Laboratorio de Moluscos del

Instituto de Investigaciones Oceanolégicas.

12



3. METODOLOGIA

El agua de mar utilizada en el Laboratorio de Acuacultura del Instituto
de Investigaciones Oceanolégicas (L1.O.) es obtenida mediante bombeo de
una toma ubicada en la zona de entremareas en Puﬁta Morro. El agua es
enviada hacia un depésito principal de 300 m®. De ahi, es distribuida a los
laboratorios, previo paso por tanque de sedimentaciéon y por un filtro de

arena de 50 micras (Figura 3).

Dentro del laboratorio se utilizan dos tipos de agua de mar, sin
tratamiento para uso general y otra con tratamiento para los cultivos entre
los cuales se encuentra el del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus).
Esta ultima pasa por filtros de cartucho de 1 6 S_micras. En caso necesario

después de la filtracion se esteriliza por radiacién con luz ultravioleta (UV).

Para determinar variaciones diarias de la poblacién bacteriana
(heter6trofas y Vibrio spp.) en el agua del cultivo y detectar posibles
diferencias con los cambios del 50% de agua de mar, se realizaron
muestreos bacteriolégicos cada tercer dia durante el estadio larvario y

diariamente en el juvenil o postlarvario, del erizo rojo (S. franciscanus).
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Las muestras se tomaron en diferentes lugares: del agua suministrada al
cultivo (entrada), del agua en la que se encontraban los organismos

(tanque) y del agua desalojada del tanque de cultivo (salida).

Asi mismo, cuando se efectuaron los cambios dél 100% de agua del
tanque de cultivo se llevaron a cabo muestreos en los diferentes puntos del
sistema de abastecimiento (toma de agua, pila de sedimentacion, pila de
abastecimiento, filtro e irradiacién con luz ultravioleta) de agua de mar del

Laboratorio de Moluscos, en condiciones de marea baja (Figura 3).

Las larvas se mantuvieron en el tanque a una proporciéon de una por
cada mililitro de agua de mar y se contaron semanalmente. Los conteos se
realizaron concentrandolas en un volimen de cinco litros de agua de mar,
se tomaron por lo menos tres alicuotas de un mililitro cada una y se
contaron en un microscopio compuesto extrapolando el numero promedio

al voliimen total.

Las muestras para el analisis bacteriologico se tomaron con botellas de
vidrio esterilizadas y se transportaron al Laboratorio de Bacteriologia del

L.LO. para su anélisis inmediato. Se inocularon por duplicado en placas

15



conteniendo medio Zobell el cual es especifico para bacterias marinas
heterétrofas y en medio Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) especifico
para bacterias del género Vibrio spp.. En base a los resultados obtenidos en
ensayos previos las placas se incubaron por 48 horas a una temperatura

ambiente de 21 a 25°C.

El conteo de colonias viables se realiz6 con un contador de colonias
tipo Quebec; para obtener el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por mililitro de muestra se multiplicaron las UFC encontradas por el

reciproco de la dilucién utilizada.

Para el aislamiento y posterior identificacion de bacterias, se
seleccionaron las colonias que presentaron diferencias a simple vista
(morfologia), las bacterias heterétrofas se aislaron en medio Zobell y las del
género Vibrio spp. en medio TN, (Gallardo et al., 1992) ambas se incubaron

por 24 horas a temperatura ambiente.

Para la identificacion de las bacterias se utilizé6 un sistema clinico de
identificacion répida especifico para organismos Gram negativos (PASCO,

laboratorios DIFCO) modificado, el cual contiene diferentes pruebas
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bioquimicas. Se realiz6 previamente la tincién Gram y prueba Oxidasa de

acuerdo a lo estipulado en las instrucciones del mismo.

Este sistema de identificacion se eligié en base a los trabajos realizados
por Buck (199)), Dixon y Hecht (1991) y Mohney et al. (1994) sobre
infecciones causadas por Vibrio spp. donde identificaron a este y otros
géneros de bacterias con sistemas clinicos (variaciones de API de Analytab),
demostrando la eficiencia y rapidez de los mismos para este tipo de trabajos.

El sistema se modific6 cambiando el diluyente de siembra (Tween 80)
por agua de mar; ésto en base a los resultados obtenidos en los trabajos de
Macdonell et al. (1982), Hovik y Sorheim (1991), Breschel y Singleton (1992)
y a los ensayo previos. Estos autores utilizaron agua de mar como diluyente
enla identi‘ﬁcacién de organismos de origen marino mientras que Macdonell
et al. (1982) evalu6 la influencia del diluyente en el sistema de identificacion
API 20E y determiné que el mejor diluyente fue el que contenia sales al

20%o.
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Los resultados de las pruebas bioquimicas se introdujeron a un
programa de identificacion por computadora (PASCO version 4.16-S) a nivel

género de las bacterias aisladas.

La temperatura del agua del tanque donde se encontraban las larvas del
erizo rojo (S. franciscanus) se tomé al momento de colectar la muestra
diaria y en el caso de que hubiera cambio de agua se tomaba antes de su

desalojo por medio de un termémetro digital.

A los resultados obtenidos de unidades formadoras de colonias (UFC
ml"') de bacterias heter6trofas y Vibrio spp. asi como a la temperatura se les
aplic6 un anélisis de normalidad (prueba Kolmogorov-Smimov) y de
homogeneidad de varianzas (Bartlett). En caso de que los resultados de las
pruebas anteriores indicaran no normalidad se aplic6 la prueba de
Kruskal-Wallis («=0.05) para determinar la existencia de diferencias en la

concentracion bacteriana entre los lugares de muestreo.

La posible relacion de la temperatura y tiempo con las concentraciones
(UFC ml") de bacterias heterétrofas y Vibrio spp., asi como de la

concentracién bacteriana con el porcentaje de mortalidad de las larvas de
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erizo se determiné por medio de la Regresién Lineal de Pearson (Sokal y

Rholf, 1979).
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4. RESULTADOS

La determinacién promedio de bacterias heterétrofas y de Vibrio spp.
en el agua de mar del sistema de cultivo del erizo rojo se observan en la
Tabla I. La mayor concentraciéon promedio de bacteﬁaé heterétrofas ocurrié
en el tanque de cultivo (58,855 UFC ml") y la menor (45,474 UFC ml') en la
entrada. Las mayores variaciones se presentaron en el tanque de cultivo el
cual presenté un intervalo de 374,550 UFC ml' y en el agua de salida 299,150

UFC ml" mientras que la menor ocurrié en la entrada 185,499 UFC ml'".

La mayor concentracién promedio de Vibrio spp. se encontr6 en la
salida (1,602 UFC ml") y la menor en la entrada (304 UFC ml™"). La variacién
mayor fué en el agua de salida (29,999 UFC ml"'), con respecto a el tanque

(2440 UFC ml™") y a la entrada (1,220 UFC ml™").
La prueba de Kruskal-Wallis (a=0.05) para las UFC ml' de bacterias

heterétrofas y Vibrio sp. (Tabla II) del cultivo de erizo no mostr6 diferencias

significativas entre puntos de muestreos (ernrada, tanque y salida).
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Tabla I. Determinacién promedio de bacterias heteré6trofas y Vibrio spp.
(UFC mlI") en el sistema de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus

franciscanus) en noviembre-diciembre de 1994. N = numero de

datos, X = promedio.

BACTERIAS | LUGAR | N X MIN/MAX | INTERVALO
UFC ml'| UFC ml" UFC ml"
Heterétrofas | Entrada | 18 | 45,474 1 185,499
185,500
Tanque | 31 | 58,855 450 374,550
375,000
Salida | 31 | 54,932 850 299,150
300,000
Vibrio spp. Entrada | 18 304 10 1,220
' 1,230
Tanque | 31 307 10 2,440
2,450
Salida | 31 1,602 1 29,999
30,000




Tabla Il. Prueba de Kruskal-Wallis del sistena de cultivo y de
abastecimiento entre los lugares de muestreo para bacterias

heterétrofas y Vibrio spp. V = grados de libertad, P = probabilidad,

NS = no significativo, S = significativo.

MUESTREO BACTERIAS | V P SIGNIFICANCIA
Sistema de cultivo | Heterétrofas | 2 | 0.96 NS
Vibrio spp. 2 | 052 NS
Sisterna de Heterétrofas | 4 0 S

abastecimiento

Vibrio spp. 4 0 S




Los valores promedio de temperatura en el sistema de cultivo del erizo
rojo se dan en la Tabla IIl. El valor maximo ocurri6 en el agua de entrada
(15.24°C) y el menor en la salida (14.65°C), sin embargo la mayor
variacién encontrada fué en el tanque el cuél presenté un intervalo de

6.46°C.

Los sucesos de mayor relevancia en el cultivo al igual que las
concentraciones de bacterias heter6trofas y Vibrio spp. durante el

experimento se muestran en las Tablas [Vy V.

En la Figura 4 se observa la variacion temporal de bacterias
heterétrofas, Vibrio spp. y temperatura en los distintos lugares de muestreo
del sistema de cultivo. Las poblaciones bacterianas mostraron variabilidad
con respecto al tiempo, con tendencia a disminuir en las dltimas semanas
del muestreo, cuando se registraron las menores temperaturas promedio

(aprox. 14°C).

Las condiciones de cultivo (agitacién, flujo continuo) y etapas de
desarrollo del erizo (metamorfosis, juveniles) se observan en la Figura 4. La

variacion de bacterias heter6trofas antes de la metamorfosis (estadio
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Tabla Il Determinacién promedio de temperatura (°C) en el agua del

sistemma de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus)

durante noviembre-diciembre 1994. N = numero de datos, X =
promedio.
LUGAR N X MIN/MAX | INTERVALO
TG 1-C i
Entrada 18 15.24 13.70 3.18
16.88
Tanque 31 14.9 12.76 6.46
19.22
Salida 31 14.65 12.76 4.12
16.88




Tabla IV. Sucesos ocurridos en el cultivo de larvas y postlarvas de erizo.

DIA SUCESO
8 Inicio de la agitacion
12 Presencia y observacion al
microscopio de manchas amarillas
15 Inicio de metamorfosis y divisién
de la poblacién en dos tanques
23 Alta mortalidad de juveniles
24y 25 Alta mortalidad de juveniles
26 Suspension de energia eléctrica
27 Alta mortalidad de juveniles
28 Flujo continuo de aguay
alta mortalidad de juveniles

30 Mayoria de los juveniles muertos




Tabla V. Concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. (UFC ml') de

los andlisis realizados en el cultivo de larvas y postlarvas de erizo.

DIA ANALISIS HETEROTROFAS Vibrio spp.
UFC ml" UFC ml"
8 Alimento 2.35x10* No se realiz6
, (Rhodomonas sp.)
24 Juveniles vivos y 9.7x10* 1.81x10*
muertos
25 Juveniles vivos y >3x10° 3x10*
muertos
32 Capa del fondo 1.6x10* No se detecté a
del tanque una dilucién de
1:1000
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larvario) en la entrada, tanque y salida no fué grande, mientras que la
variacion en la concentracién de Vibrio spp. en el tanque y salida fué notoria.
Durante la metamorfosis (dia 15 al 24) la mayor variacién de bacterias
heterdtrofas y Vibrio spp. ocurri6é en la entrada y las menores en el tanque y
la salida. En el estadio juvenil (a partir del dia 25.al 43) las menores
variaciones de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. se presentaron en la

entrada con variaciones mayores en el tanque y la salida.

Los coeficientes de determinacion (r?) entre la temperatura del agua de
mar y las concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el
sistema de cultivo (entrada, tanque y salida) se observan en la Tabla VI. Los
coeficientes de determinacién (r*) fueron menores a 0.3 con excepcién del
tanque y la salida en donde se obtuvieron valores de 0.4 y 0.56

respectivamente.

Asi mismo, en la Tabla VII se observan los coeficientes de
determinacién de la regresion lineal entre las concentraciones de bacterias y
el porcentaje de mortalidad con un valor de 0.45 para bacterias heterétrofas

y 0.99 para Vibrio spp..
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Tabla VI - Coeficientes de determinacién de la regresion lineal de Pearson
entre la temperatura (°C) y la concentracién de bacterias heterétrofasy

Vibrio spp. (UFC ml") del agua del sistema de cultivo de erizo rojo.

MUESTREO LUGAR r’ r’
HETEROTROFAS | Vibrio spp.
Sisterna Entrada 0.11 0.01
de cultivo
Tanque 0.4 0.02
Salida 0.56 0.02

mortalidad de larvas de erizo y coeficientes de determinacién de las

regresiones lineales de Pearson.

Tabla VII. Relacién de la concentracion de bacterias con el porcentaje de

DIA % Heter6trofas | Vibrio spp.
Mortalidad | UFC ml" UFC ml"
1 0 10,800 200
8 5.62 50,000 10
15 10.22 375,000 30
o e 0.45 0.99




En la Tabla VIII se observan los valores de bacterias heterétrofas y de
Vibrio spp. para los diferentes lugares y dias de muestreo en el sistema de
abastecimiento de agua del Laboratorio de Moluscos del LLO.. Las
concentraciones mayores de ambas bacterias se presentaron en la toma de
agua, para bacterias heterétrofas (30,000 UFC rhl") ocuﬁeron losdias 1y 17
del experimento, mientras que para Vibrio spp. ocurrieron los dias 23 y 36

con 205 UFC ml'y 425 UFC ml" respectivamente.

Las concentraciones menores de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. se
encontraron en el agua irradiada con luz ultravioleta. Para bacterias
heterétrofas (1 UFC ml') se present6 el dia 43, mientras que Vibrio spp.
presenté valores consistentemente bajos (1 UFC ml') en todos los dias de

muestreo.

La determinacién promedio de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el
sistema de abastecimiento de agua de mar se observan en la Tabla IX.
La concentracién promedio mayor de bacterias heterétrofas ocurrié en la
toma de agua (9,935 UFC ml"') y la menor con radiacién ultravioleta (148
UFC ml"). La mayor variacién se presenté en la pila de sedimentacién con

un intervalo de 29,500 UFCml' y la menor en el agua irradiada con luz
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Tabla VIII. Determinacién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. (UFC ml™)
en el agua del sistema de abastecimiento de agua de mar durante

noviembre-diciembre de 1994. TA = toma de agua, PS = pila de

sedimentacién, PA pila de abastecimiento, RUV = radiacién

ultravioleta.
BACTERIAS | DIA TA PS PA FILTRO RUV
UFCml"' | UFC mlI' | UFC ml"' | UFC ml" | UFC ml’
Heterdtrofas| 1 30,000 | 30,000 2,200 30,000 10
9 1,950 3,550 860 1,190 40
17 | 30,000 2,500 800 3,500 45
23 1,795 1,830 860 2,115 165
28 | 3,000 3,380 1,885 3,000 35
36 | 2,100 500 320 2,100 740
43 700 600 315 550 1
Vibrio spp. | 1 1 1 1 200 1
9 145 30 30 20 1
17 150 130 20 20 1
23 205 70 35 180 1
28 90 45 15 30 1
36 425 35 30 65 1
43 170 1 80 100 1
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Tabla IX. Determinacion promedio de bacterias heterétrofas y Vibrio spp.
(UFC ml") en el sistema de abastecimiento de agua de mar durante

noviembre-diciembre de 1994. N = numero de datos, X = promedio.

BACTERIAS LUGAR X MIN/MAX | INTERVALO
UFCml' | UFC ml" UFC ml"
Heterétrofas Toma 9,935 700 29,300
de agua 30,000
Pila de 6,051 500 29,500
sedimentacion 30,000
Pila de 1,034 315 1,885
abastecimiento 2,200
Filtro 6,065 550 29,450
30,000
Radiacion UV 148 1 739
740
Vibrio spp. Toma 169 1 424
de agua 425
Pila de 47 1 129
sedimentacion 130
Pila 29 1 79
abastecimiento 80
Filtro 88 20 180
200
Radiacién UV 1 1 0
1




ultravioleta (739 UFC ml™).

La concentracion promedio maéaxima de Vibrio spp. se presenté en la
toma de agua (169 UFC ml") y la minima en la muestra tomada posterior a
la irradiacién con luz ultravioleta (1 UFC ml™"). La mayof variacién ocurrié en
la toma de agua con un intervalo de 424 UFC ml' y la menor en el agua
irradiada con luz ultravioleta (0 UFC ml"'). La prueba de Kruskal-Wallis
(Tabla II) detect6é diferencias significativas entre los distintos lugares de

muestreo del sistema de abastecimiento de agua.

En la Figura 5 se observa la variacion temporal de bacterias heterétrofas
y Vibrio spp. en el sistema de abastecimiento de agua. En general para
bacterias heterétrofas se encontr6 que al inicio del experimento (dia 1) se
presentaron las mayores concentraciones bacterianas, mientras que en el

altimo muestreo (dia 43) las concentraciones fueron menores.

Para Vibrio spp. no se encontr6 un patron especifico de
comportamiento con respecto al tiempo, sin embargo existe una
tendencia general de las bacterias a aumentar durante las Gltimas

semanas del experimento.
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En la Tabla X Figura 6 se observan los diferentes géneros o especies de
bacterias heterétrofas y de Vibrio spp. aisladas e identificadas en el sistema
de cultivo y de abastecimiento de agua. Entre las bacterias heterétrofas la
que se present6é mayormente fue Yersinia ruckeri con un valor de 41.93%
mientras que el menor porcentaje fue el présentado por Pseudomonas
cepacia (3.22%). El porcentaje de organismos no identificados fué de 20.43%

del total de aislamientos.

La especie Pasteurella multocida tuvo el mayor porcentaje de
presencia (32.27%) entre Vibrio spp., mientras que Vibrio alginolyticus y

Shewanella putrefaciens presentaron los menores porcentajes (4.29%).

Las colonias de las bacterias heter6trofas presentaron diversos colores
desde blanco hasta rojo ladrillo y las colonias de Vibrio spp. fueron verdes,
amarillas o negras. La mayoria de los organismos se aislaron de la pila de

laboratorio.
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Tabla X. Bacterias en el sistema de cultivo del erizo rojo y del sistema de

abastecimiento de agua. sa

sistema de abastecimiento, sc

sistema de cultivo, | = larva, t = tanque, s = salida, e = entrada, j

juvenil, ta = toma de agua, ps = pila de sedimentacién, pl = pila de

laboratorio, f = filtro.

BACTERIAS GENERO 6 ESPECIE COLOR % LUGAR
PRESENCIA
Heterétrofas Yersinia Crema 41.93 sa, |, j
ruckeri
No identificadas Amarillo, 20.43 Ambos
morado, sisternas
rojo ladrillo
Sphingobacterium Crema 18.27 ta, ps, f, 1, j
spiritivorum
Alcaligenes Rosa carne 11.82 sa, l,j
Agrobacterium Blanca 43 pl, le, js
tumefaciens
Pseudomonas Rosa 3.22 ta, ps, pl,
cepacia camne Is, j
Vibrio spp. Pasteurella Amarilla 32.27 pL 1]
multocida
Yersinia Verde 18.28 ta, pl, f, 1, le,
Rristensenii i
Aeromonas Amarilla 12.9 ta, pl, Is, 1, j
sobria
Vibrio Verde bandera 8.59 ta, pl, 1, j
parahaemolyticus y pasto
Alcaligenes sp. Negra 6.45 1t js
Vibrio Amarillo y 6.44 pL £l j
vulnificus verde pasto
Aeromonas Amarilla 6.43 ta, pl, f, 1
hydrophila
Shewanella Amarilla 4.29 le, Is
putrefaciens
Vibrio Verde 4.29 pl, le, Is
algynoliticus abndera
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5. DISCUSION
5.1 SISTEMA DE CULTIVO

Las altas concentraciones de bacterias heterétrofa; y Vibrio spp. (Tabla
I, Figuia 4) que se detectaron en el agua del tanque y la salida del sistema de
cultivo se deben a diferentes factores entre los cuales se encuentran: la
acumulaciéon de desechos de los organismos del cultivo, las microalgas que
se proporcionaron como alimento y la presencia de organismos muertos, sin
descartar el aporte bacteriano que se introduce al cultivo por el agua
proveniente del sistema de abastecimiento. Estos factores provocan
enfermedades en larvas y postlarvas del sistema de cultivo de Crassostrea

virginica como senal6 Lodeiros (1988).

Durante su desarrollo (desde embribn hasta adulto) todos los
organismos, en particular el erizo, excretan al medio compuestos quimicos
que pueden beneficiar a otros organismos entre los cuales se encuentran las
bacterias heterétrofas. Disalvo et al. (1978) y Warrington (1979) trabajaron
en cultivos de ostiones, mejillones y erizos bajo condiciones controladas de

laboratorio y mencionan el efecto que tienen los productos de excrecién
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como las feces organicas, desechos nitfogenados amonio, sales de f6sforo
(P0,) y algunos electrolitos que estimulan el crecimiento bacteriano y

promueven enfermedades virales.

Existen evidencias de que la introduccién de bacierias por medio del
alimento (microalgas) en sistemas de cultivos pueden provocar problemas
de salud a los organismos de cultivo (Berland et al., 1969; Disalvo et al.,
1978). Por tal motivo es necesario controlar la poblacién bacteriana en los

cultivos de microalgas.

En el Laboratorio de Acuacultura del LLO. se toman medidas
preventivas para mantener la poblacién de microalgas 1o méas axénicamente
posibles (com. per. Enriqug Valenzuela*). Sin embargo, al realizar el analisis
bacteriolégico de una muestra del alimento suministrado (Rhodomonas sp.)
se encontr6 una concentracion de 2.35x10° UFC ml' de bacterias
heterétrofas. Este valor es un orden de magnitud mayor al que report6d
Lizérraga—Partida (1987), quien encontr6 que las concentraciones de
bacterias heter6trofas en nueve cultivos madre de microalgas del
Laboratorio de Acuacultura del L1.O se encontraban en el orden de 10° UFC

ml' y podian ser transferidas al cultivo de larvas de Crassostrea gigas al

* Oc. Enrique Valenzuela. Lab. Acuacultura. l.l.O.,'U.A.B.C., Ensenada, B.C.
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momento de suministrar el alimento. Asi mismo, Garland et al .,1983
encontré en cultivos de cinco especies de microalgas concentraciones de

3x10° a 8x107 bacterias heterétrofas por mililitro.

Murchelano y Brown (1969, citado en Rico, 1995) iﬁdicaron que aunque
se utilicen cultivos inicialmente axénicos de microalgas y se tomen
precauciones para evitar su contaminacion, estos invariablemente presentan
bacterias asociadas por la presencia de altas concentraciones de nutrientes y
de productos extracelulares algales. Esto permite que se desarrollen las
condiciones apropiadas para el ésentamiento de bacterias heterétrofas
(Rico, 1995). Lewin (1962) y Carlucci y Bowes (1970) mencionaron a las
vitaminas (biotina y tiamina), &cidos (lactico, acético y oxalico),
aminodcidos (lisina y arginina), carbohidratos (xilosa, glucosa, arabinosa y
galactosa) e inhibidores (antibi6ticos) como compuestos quimicos que

excretan las microalgas.

Aunque el agua de entrada presenté concentraciones mas bajas de
bacterias heterétrofas y Vibrio spp. que el agua del tanque (Tabla I, Anexo I y
II, Figura 4), estas pudieron haber influido en la concentraciéon que se

present6 en el tanque. Brown (1981) en el estudio que realiz6 con larvas de
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Crassostrea virginica aisl6 dos cepas de Vibrio que se encontraron

inicialmente en el agua del sistema de abastecimiento.

El diseno experimental en el cultivo del erizo, con cambios de agua en
forma parcial (50%) cada tercer dia y total (100%) cada semana, permiti6 la
acumulacién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. (Tabla I) con un
subsecuente incremento en el agua de salida lo que coincide con
Lizarraga-Partida, (1987) quien encontr6 un comportamiento similar en el
cultivo de larvas de C. gigas en el Laboratorio de Acuacultura del LI1.O.,
donde hubo un incremento gradual de bacterias heterétrofas entre los

cambios de agua (72 horas).

La prueba de Kruskal-Wallis (Tabla II) no mostré diferencias
significativas entre lugares de muestreo, posiblemente debido a la
variabilidad de los datos. Las pruebas de ANOVA realizadas confirmaron los
resultados anteriores, mostraron que no existe diferencia entre las
concentraciones de bacterias en los diferentes lugares del cultivo. En general
las concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el tanque y

salida fueron mayores que las de la entrada.
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Los valores mas altos de temperatura que se encontraron en la entrada
con respecto al tanque y la salida (Tabla III), se deben posiblemente a que el
agua proveniente de la pila de abastecimiento se encuentra cubierta con un
plastico negro el cual absorbe mayormente la radiacién solar. En cuanto a
las temperaturas del tanque y la salida estas fueron similares lo que puede
indicar una mayor homogeneidad o control de la misma en el sistema de

cultivo.

Los principales sucesos que ocurrieron en el sistema de cultivo, durante
el desarrollo experimental del cultivo de erizo, (Tabla IV) fueron la alta
mortalidad, presencia de manchas amarillas y suspensién de energia
eléctrica los cuales se discuten a continuaciéon: el aumento de bacterias
heterétrofas y Vibrio spp. en los dias 10y 11 (Anexo Iy II, Figura 4) se deben
posiblemente a la presencia de organismos muertos que no se detectaron.
Los primeros organismos muertos se detectaron hasta el dia 12 aunque no
se observaron sintomas previos de enfermedad, el material organico que se
gener6 a partir de estos organismos provocé un incremento en las
concentraciones de bacterias heterétrofas para el dia 14 (Anexo I). Es
necesario la observacién de los posibles sintomas de enfermedad en las

larvas de organismos durante los primeros dias de cultivo ya que es una
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etapa critica del desarrollo larval. Brown (1981) en el trabajo que realiz6 con
larvas de Crassostrea virginica encontrd, en el dia 10 del cultivo, sintomas de

enfermedad ocasionados por dos cepas de Vibrio.

Debido a las altas concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio
spp. durante los dias 10y 11 (Anexo 1y II, Figura 4) se presentaron manchas
de color amarillo (Tabla IV) en el fondo del tanque. La posible respuesta a la
presencia de color en la manchas (Tabla IV) es la existencia de bacterias
cromoégenas. Fukami et al. (1985) en un estudio sobre el tipo de bacterias
que intervienen en la descomposicién del zooplancton encontraron que
Vibrio spp. predomina en los primeros dias del experimento, seguido de los
grupos bacterianos Pseudomonas-Alcaligenes, Acinetobacter-Moraxella y el

cromogénico las cuales se encuentran adheridas a substrato.

El andlisis microscopico de las manchas revel6 la existencia de
agregados, los cuales estuvieron constituidos de larvas y protozoarios con
una alta proporcién de larvas muertas. Guillard (1959) y Disalvo et al. (1978)
en los estudios que efectuaron con larvas de Crassostrea gigas y Venus
mercenaria respectivamente, encontraron la presencia de toxinas que

gener6 Vibrio anguillarum, éstas provocaron la inhibicién del nado larval y
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por consecuencia la formacién de agregédos en el fondo de los tanques que

se manifestaron en forma de manchas.

El hecho de que se presentaran protozoarios en los agregados, sugirio la
existencia de una sucesion microbiana la cuél se ir1ici<;) con un incremento
significativo de bacterias, continué con la agregacién del material detrital y
finalmente se presentaron los protozoarios. Esto concuerda con lo senalado
por Linley y Newell (1984); Newell (1984) y Biddanda y Pomeroy (1988) en
los estudios que realizaron en el medio ambiente marino con material
detrital derivado de fitoplancton y de macrofitas. También determinaron una
clara sucesién microbiana con colonizacién y agregacion de los detritus por
parte de las bacterias, posteriormente se presenté un crecimiento de
protozoarios como ciliadps, coanoflagelados y ameboideos los cuales
predaron a las bacterias con la consecuente disgregacion y rompimiento de

los agregados microbianos.

A partir del dia 15 se inici6 la metamorfosis (Figura 4, Tabla IV) y se opt6
por dividir a la poblacién de larvas en dos tanques, esta estrategia fue
implementada para brindar un mayor espacio durante el asentamiento

(metamorfosis) y asi evitar un decremento de substrato y estrés por
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sobrepoblamiento (Loosanoff et al.,1963; Garland, 1983; Pillay, 1990;

Sindermann, 1990; de la Pefa et al.,1993).

La mortalidad de juveniles en el dia 23 (Tabla IV) no se debi6 a las
bacterias presentes en el tanque, ya que su concen&acién fué baja y se
mantuvo con anterioridad relativamente constante (Anexo Iy II). Factores
fisicoquimicos o del cultivo pudieron haber afectado a los organismos tal
como la sobresaturacion de oxigeno disuelto en el agua del cultivo, el cual
ha sido uno de los problemas que se han presentado mayormente en el
Laboratorio de Moluscos del L1.O. (éom. per. Alfredo Salas G.*). Coll (1983)
menciond que estos factores tienen un efecto negativo sobre los organismos

de cultivos.

Esta alta mortalidad de juveniles (dia 23) ocasion6 un incremento de
bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en los dias 24 y 25 (Figura 4, Anexo 1y II)
en el tanque, lo que generd las condiciones apropiadas para que una parte
de las postlarvas que no enfermaron el dia 23 presentaran indicios de
enfermedad. Por esto en los organismos se encontraron concentraciones
elevadas de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el andlisis bacteriolégico

(Tabla V).

*M.C. Alfredo Salas G. Lab. Moluscos. L.1.O., U.A.B.C.,Ensenada, B.C.
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El dia 26 hubo suspension de energia eléctrica en el Laboratorio de
Moluscos esto ocasioné la falta de agitacién y de aereacién del agua del
tanque de cultivo por lo que se sospecha que los organismos se acumularon
en el centro del mismo, formaron agregados larvales y se intoxicaron con
sus propios metabolitos (com. per. Lewis Mc Anally S.*j. Consecuentemente
ocurrié mortalidad de juveniles en los dias 27 y 28. Hinegardner (1969)
menciond que la agitacion es importante porque sin ella las larvas pluteus
tienden a permanecer cerca de la superficie donde mueren. Ademas su uso
prevee el desarrollo de enfermedades en las larvas, evitando con ello su

muerte.

El dia 28 se abrié el flujo continuo del agua (Figura 4, Tabla IV) y el 30 se
present6 una alta mortalidad. Se excluy6 a las bacterias heterétrofas y Vibrio
spp. como la causa principal de esta mortalidad ya que las concentraciones
se mantuvieron bajas (Figura 4, Anexos | y II), asi mismio la temperatura
(Figura 4, Anexo I y II) también se descarté6 como la causante. Se sospecha
que esta mortalidad es parte del proceso de metamorfosis del erizo pues
con frecuencia se han presentado casos similares (com. per. Alfredo Salas

G.»®).

* Oc. Lewis Mc Anally S. Lab. Moluscos. LLO., U.A.B.C., Ensenada, B.C.
* Oc. Alfredo Salas G. Lab. Moluscos. 1.1.O., U.A.B.C., Ensenada, B.C.
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Stolp (1988), Shiah y Ducklow (1994), White et al. (1991), Seeley y Van
Denmark (1972) mencionaron que la temperatura tiene relaciéon directa con
el crecimiento de la poblacién bacteriana, de tal manera que al aumentar la
temperatura se incrementa la poblacién. En este trabajo no se encontr6 esta
relacion directa porque los valores de los coeﬁcientés de determinacion
fueron pequenos (Tabla VI), atin cuando gréficamente se podria deducir lo

contrario (Figura 4).

Se conoce que concentraciones altas de bacterias patégenas afectan a
los organismos de cultivos y provocan una alta mortalidad (Disalvo et al.,
1978; Sindermann, 1990). En el presente trabajo se encontré6 una alta
relacion de Vibrio spp. con la mortalidad de larvas (Tabla VII) sin embargo,
es necesario mencionar que las regresiones lineales se calcularon con pocos
datos de mortalidad, para evitar en lo posible afectar a los organismos con el

manipuleo.
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5.2 SISTEMA DE ABASTECIMIENTO

Es importante destacar que en ocasiones el agua en el depésito de
300m® permanece almacenada debido a que los Laboratorios de
Acuacultura no hacen uso continuo de la misma (com. per. Victor Gendrop

Funes *) propiciando el aumento de la poblacién bacteriana.

Los valores de bacterias heterétrofas y de Vibrio spp. que se
encontraron en la toma de agua fueron variables (Tabla VIII, Figura 5) y
similares a los que determiné Lizarraga-Partida (1987) en el mismo lugar,
quien encontré concentraciones del 6rden de 10° ml' para bacterias
heterétrofas y 10* ml' para Vibrio spp.. Asi mismo mencioné que estos
valores estuvieron dentro del intervalo (1x10%-1x10%) para aguas costeras no

contaminadas.

Es comun utilizar el proceso de sedimentacién en acuacultura con la
finalidad de remover particulas. Disalvo et al. (1978) report6 el uso de
tanques de sedimentacién para remover particulas menores de Sum y evitar
el desarrollo microbiano en un cultivo de Crassostrea virginica. En nuestro

trabajo la disminucién en la concentracién de bacterias en la pila de

* Oc. Victor Gendrop F. Lab. Acuacultura. L.1.O., U.A.B.C., Ensenada, B.C.
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sedimentaciéon (Tabla VIII y IX, Figura.S) nos indic6 que en general se

cumpli6 con el objetivo de la misma.

Con respecto a la pila de abastecimiento, para evitar la entrada de
bacterias por el viento ésta se cubrié con un pléastico lo .cual fue insuficiente.
Entre las bacterias transportadas se pueden encontrar especies de Vibrio
spp.. Buck (1990) recuperé6 a Vibrio algynoliticus de agua de mar
transportada en forma de aerosol a cajas con medio agar marino, las cuales

fueron expuestas durante 30 minutos cerca de la costa.

El incremento de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en los filtros de 5
pm (Tabla VIII y IX, Figura 5) con respecto a la pila de abastecimiento fue
notorio y se debe a la falta_ de mantenimiento de los cartuchos de filtracién
ya que en su superficie pueden desarrollarse bacterias. Estos resultados
fueron diferentes a los que reportaron Lizarraga-Partida (1987) vy
Montoya-Rodriguez (1992), los cuales indicaron que el sistema de filtraciéon
en el Laboratorio de Moluscos del L.I.O. cumplia con su cometido al reducir

la concentracién de bacterias heterotrofas y Vibrio spp.
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La luz ultravioleta del sistema de abastecimiento disminuy6 la
concentracion de bacterias heterétrofas en el agua de mar en dos 6rdenes
de magnitud (Tabla VIII, Figura 5), mientras que a Vibrio spp. lo elimin6 casi
totalmente, esto indica el buen funcionamiento del sistemna de radiacion
ultravioleta.  Lizarraga-Partida (1987) vy Montoyé-Rodn’guez (1992)
determinaron en este mismo sistema de abastecimiento que la acciéon de los
rayos ultravioletas disminuye la concentracion de bacterias heterétrofas a un

6rden de 10 UFC ml™ y elimina completamente del agua a Vibrio spp.

Por otra parte se conoce que ia luz ultravioleta no es cien por ciento
efectiva para eliminar bacterias. Brown (1981) en el cultivo de Crassostrea
virginica encontr6 que la radiacion ultravioleta no fué efectiva para la
eliminacion total de dos cepas de Vibrio anguillarum, debido a que algunas
células mostraron crecimiento después de 24 horas de la irradiacién. Se
reporta que la filtracién, radiacién ultravioleta y calentamiento modifican la
composicion genérica de la microflora, aunque no provocan cambios
permanentes en las concentraciones bacterianas de los cultivos larvales
(Murchelano et al., 1975; Prieur y Carval, 1979 citados por Douillet y

Langdon, 1994)
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Es importante senalar que algunos autores como Brown y Lose (1978),
Disalvo et al. (1978) y Brown (1981) opinan que los productos exocelulares
producto del metabolismo bacteriano afectan a las larvas, provocando

mortalidades masivas.

En el andlisis estadistico de Kruskal-Wallis (Tabla II) se encontraron
diferencias significativas entre lugares de muestreo debido a que las
concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. presentaron una
variacion en cada uno de los puntos de muestreo. Ademaéas las pruebas
ANOVA realizadas confirmaron los resultados de la prueba anterior al

encontrar diferencias entre los lugares de muestreo.

5.3 AISLAMIENTOS

La variedad de organismos que se aislaron e identificaron del medio
TCBS: Pasteurella multocida, Aeromonas sobria, Yersinia Rristenseni,
Alcaligenes, A. hydrphilia y Shewanella (Tabla X, Figura 6) demostr6 el
hecho de que el medio no es 100% especifico para bacterias del género

Vibrio sp.. Algunas cepas de Proteus (sac+) pueden formar colonias
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amarillas semejantes a Vibrio en el medio selectivo TCBS (de
Santiago-Fierro, 1976). Igualmente Colwell (1984) menciond la utilizacién del

medio TCBS para el aislamiento de Plesiormonas sp.

Por otra parte la mayoria de las bacterias identiﬁcédas (Tabla X, Figura
6) se presentaron en todos los puntos de muestreo tanto del sistema de
cultivo como en el de abastecimiento, en ambos se encontré a P. multocida,
A. hydrophila y Alcaligenes. Sindermann (1990) mencioné que estos son
patégenos potenciales en los cultivos porque forman parte de la flora natural
de algunos invertebrados marinos, entre los cuales se encuentra el erizo y
bajo ciertas condiciones pueden provocar enfermedades en los organismos.
Se sospecha que lo anterior pudo haber causado alguna de las mortalidades

que se presentaron en este trabajo.

La presencia de Vibrio sp. (V.algynoliticus V. parahaemolyticus, y
V.vulnificus) en el sisterna de cultivo pudo haber ocasionado mortalidades el
dia 12 ya que han sido reportados continuamente como patégenos para
diversos organismos desde moluscos hasta peces (Gunther y Catena, 1980;
Buck, 1990; Vieira y Timo, 1993 y Mohney et al., 1994) por lo que no es

sorprendente que afecte también a las larvas de erizo. Martin (1982), citado
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por Sindermann, 1990 mencion6é que Vibrio anguillarurn en bajas
concentraciones puede ocasionar mortalidades en larvas de ostiones
mientras que organismos adultos no se afectan. En resimen se puede decir
que el tipo de bacterias que se encontraron, asi como su concentracion

afectan a los organismos causando diversas enfermedades.
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6. CONCLUSIONES

Las mayores concentraciones de bacterias se presentaron en el estadio

larvario del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus).

Se identific6 a Vibrio sp. como bacteria presente en el sistema de
cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus) y de abastecimiento

de agua de mar del Laboratrio de Moluscos del L1.O..

Los procesos aplicados al agua de mar del sistema de abastecimiento
de agua del Laboratorio de Moluscos del L1.O. fueron efectivos a excepcién

de la filtracién con cartucho.

Se encontr6é una asociacion entre la concentraciéon de bacterias y la

mortalidad de las larvas del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus).
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Anexo I. Determinacién de bacterias heterétrofas (UFC ml') y temperatura

(°C) en el agua del sistema de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus

franciscanus) en noviembre-diciembre de 1994.

FECHA | DIA | TEMP. | ENTRADA TANQUE SALIDA
€ UFC ml’ UFC ml'! UFC ml"
NOV. 1 1 19.22 10,800
2 2 18.27 300,000
3 3 16.88 71,000 86,000
4 4 15.87 206,500
5 5 16.09 60,500 91,500
6 6 16.09 93,000
7 7 16.76 98,500 98,000
8 8 16.26 59,000
9 9 15.54 10,750 124,000
10 10 16.7 168,500
11 11 16.7 158,000 300,000
12 12 15.37 235,500
13 13 15.59 185,500 215,500
14 14 15.48 375,000
15 15 15.95 1 218,000
16 16 15.76 22,000
17 1 15.26 21,500 103,500
18 18 16.03 54,000
19 19 14.9 32,500 130,000
20 20 14.09 48,000
21 21 14.26 45,000 54,000
22 22 14.87 44,000
23 23 15.37 5,200 33,500




Anexo | continuaciéon

FECHA | DIA TEMP. ENTRADA TANQUE SALIDA
°C UFC ml" UFC ml" UFC ml"
24 24 15.76 55,000
25 25 15.7 30,500 100,000
26 26 15.76 133,000
27 27 14.98 92,000 102,000
28 28 13.87 3,050 2,695
29 29 13.98 1,900 2,650
30 30 14.26 1,900 2,650
DIC. 1 31 13.7 1,835 1,640 3,000
2 32 13.7 2,100
3 33 14.09 1,200 850
4 34 14.26 1,850 1,400
5 35 13.87 3,000 3,000
6 36 14.48 1,300 1,300 2,300
7 37 13.87 2,450 2,150
8 38 14.31 3,300 3,150
9 39 12.76 11,750 8,200
10 40 13.09 5,450 - - 4,350
11 41 13.54 2,800 2,900
12 42 13.87 2,300 1,200
13 43 13.98 650 450 1,100
14 44 13.87 1,600 1,405
15 45 13.87 2,200 2,300
16 46 14.7 1,450 1,835




Anexo Il.- Determinacién de Vibrio spp: (UFC ml") en el agua del sistema

de cultivo del erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus) en

noviembre-diciembre de 1994.

FECHA | DIA | ENTRADA TANQUE SALIDA
UFC ml" UFC ml" UFC ml

NOV. 1 1 200
2 2 20
3 3 205 40
4 4 600
5 S 30 105
6 6 35
7 7 200 1
8 8 10
9 9 165 175

10 10 2,450

11 11 70 30,000
12 12 600
13 13 805 ' 1,300
14 14 30
15 15 10 2,800
16 16 235
17 17 65 3,000
18 18 1,265
19 19 870 940
20 20 550
21 21 1,230 1,010
22 22 250
23 23 50 810




Anexo Il continuacién

FECHA |DIA | ENTRADA TANQUE SALIDA
UFC ml’ UFC mi UFC ml
24 24 1,995
25 25 420 5,950
26 26 420
27 27 510 305
28 28 70 110
29 29 180 200
30 30 170 310
DIC. 1 31 195 35 110
2 32 195
3 33 135 90
4 34 305 390
5 35 65 85
6 36 270 105 180
7 37 175 205
8 38 170 250
9 39 535 510
10 1| 40 220 190
11 41 150 140
12 42 110 85
13 43 10 10 5
14 44 85 160
15 45 10 103
16 46 133 103




