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Resumen de la tesis de Anahi Escobedo Fregoso presentada como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California,
México. Octubre del 2017.

Evaluacion de extractos bacterianos sobre el crecimiento de diatomeas
benténicas implicadas en el proceso de biofouling.

Resumen aprobado:

Dra. Ruth Noemi Aguila Ramirez

RESUMEN

El biofouling es un fendmeno natural que comienza con la formacion de una
biopelicula, seguido por la colonizacion de microorganismos y posteriormente por
la acumulacion de invertebrados. Es en la primer fase (microfouling) en donde las
diatomeas (ademas de bacterias, hongos y rotiferos) destacan como principales
constituyentes de la comunidad microbiana formadora de biofouling, siendo las
formas pennadas las que dominan en el proceso. El biofouling tiene como
consecuencia el aumento en los costos de productividad, incremento en la emisién
de gases de efecto invernadero, disminucion de la vida utii de materiales
sumergidos en el mar, entre otros. Para combatir este problema, usualmente se
utilizan pinturas a base de compuestos toxicos, o biocidas que contienen cobre,
entre otros metales pesados, los cuales producen un impacto negativo en el
ambiente, erradicando todos los organismos del medio, incluso los no
involucrados. Una alternativa para controlar el problema, son las pinturas a base
de compuestos de origen marino, con sustancias con actividad antifouling y bajos
niveles de toxicidad. Para hacer estos compuestos mas efectivos y dirigidos, la
caracterizacion biolégica de las especies de diatomeas que participan en la
formacion de biofouling es uno de los objetivos de este estudio, asi como,
identificar los extractos con mayor potencial antifouling. Para ello, se realizaron
pruebas in vitro, utilizando 13 extractos de bacterias probando su efectividad
contra tres cepas consideradas como formadoras de biopeliculas de las costas de
Francia. Con esta prueba se seleccionaron siete extractos que redujeron el
crecimiento microalgal a la minima concentracion inhibitoria (CMI). Estos fueron
sometidos posteriormente a pruebas in situ en el puerto de La Paz, B.C.S,,
incorporando los extractos a geles inertes sobre placas de cajas Petri sostenidas



en estructuras de PVC, se utiliz6 6xido cuproso como control positivo y fueron
sumergidas en el mar durante 30 dias. Al ser retiradas del sitio, se obtuvo la
cobertura microalgal de cada tratamiento y se cultivaron en medio F/2. Una vez
crecidos los cultivos, se realiz6 una identificacion taxondémica aplicando
previamente a las muestras un proceso de digestion y montado para retirar la
materia organica y mantener exclusivamente la frastula de las diatomeas,
estructuras que fueron observadas bajo microscopio compuesto para realizar la
caracterizacion floristica de diatomeas y conocer las especies que originan el
biofouling en la zona. Como resultado se obtuvo que Amphora sp., Nitzschia
longissima, N. lorenziana, Pleurosigma sp., Psammodictyon puntata var. coartata y
Thalassiosira dicipiens fueron las especies mas recurrentes, al presentarse en
todos los tratamientos, y fue el género Nitzschia el dominante, con nueve especies
encontradas. Mediante la comparacién de ambas pruebas, se concluy6é que el
extracto con co-cultivo de Bacillus subtilis, B. pumilus y B. licheniformis, asi como
el extracto de la cepa de Staphylococcus sp. son los seleccionados para continuar
con ensayos utilizando las especies de diatomeas anteriormente mencionadas.

Palabras clave: Biofouling, fouling, antifouling, biopelicula, diatomeas, extractos
bacterianos.
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INTRODUCCION

El fouling es un fendmeno natural que forma parte de muchos ecosistemas
acuaticos, se da por la sucesion y acumulacion de organismos que van
desde bacterias hasta invertebrados, los cuales colonizan una superficie

dada (Martinez-Diaz, 2010).

Existen diferentes tipos de fouling, sin embargo, el biofouling y la corrosion
son los mas frecuentes. El biofouling, es definido como un depdésito dado
por la acumulacién, esencialmente microbioldgica, la cual es conocida como

biofilm o biopelicula (Epstein, 1981).

A pesar de la alta variabilidad de condiciones ambientales y la gran
diversidad de organismos involucrados en el proceso, con frecuencia se
observa una secuencia general de colonizacion durante el asentamiento, y
al final, el establecimiento de una comunidad compleja. El proceso se
diferencia en dos fases: microfouling y macrofouling, la primera abarca
desde el acondicionamiento organico: desarrollando una biopelicula
primaria mediante materia organica coloidal y moléculas como polisacaridos
y proteinas, seguida por el asentamiento de microorganismos, en donde
destacan las bacterias, diatomeas, hongos y rotiferos (Anil, 1986). Sin
embargo, las diatomeas son las mayores constituyentes de la comunidad
microbiana (Evans, 1988), al destacarse por su abundancia y rapidez para
colonizar los sustratos (Buendia-Flores et al. 2015). Como consecuencia de

la formacion de la micropelicula se constituye una segunda fase, en donde
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se presenta el asentamiento principalmente de clorofitas e invertebrados
como: percebes, mejillones, briozoos, hidrozoos, etc. (Anil, 1986). Esta
sucesion depende del éxito de la colonizacion por microorganismos, de
manera que el control del microfouling a menudo es la solucion para

detener todo el proceso (Anil, 1986; Christie y Dalley, 1987).

Los organismos que se encuentren asociados al biofouling van a ser
cambiantes, y depender4d de diversos factores como: localizacion
geografica, temperatura, salinidad, competencia y depredacién. También
existe una seleccién especifica, mediada por la interaccion entre el
organismo y el sustrato. Por ejemplo, las larvas y esporas de algas,
requieren de una superficie a la cual puedan adherirse para completar su
ciclo vital. Se estima que existen en el mundo méas de 4,000 especies
involucradas en el biofouling marino, la mayoria de ellas pertenecientes a
aguas superficiales de la costa y de puertos con gran cantidad de nutrientes

(Moraga-Alcaino, 2012).

Del grupo de las diatomeas, las formas pennadas son las que mayormente
dominan en la adhesion hacia los sustratos debido a caracteristicas que las
diatomeas centrales no presentan (Mitbavkar y Chandrashekar, 2006). Por
ejemplo, las diatomeas pennadas con rafé secretan una sustancia
mucilaginosa que ademas de proporcionarles union al sustrato, les permite
deslizarse sobre este, haciéndolas moviles, mientras que, la movilidad en
microalgas centrales sOlo se presenta en algunas que secretan mucilago

mediante procesos valvares (fulto y rimoportulas).
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Los géneros mas comunes encontrados en formaciones epibiontes son:
Amphora, Navicula y Nitzschia spp. (Characklis y Cooksey, 1983; Cooksey

et al. 1984; Mitbavkar y Anil, 2002, 2004, 2006; Patil y Anil, 2000, 20052 ©).

En consecuencia de la formacion de biofouling, los efectos generalmente se
traducen en: una disminucién importante del rendimiento de sistemas
industriales, deterioro de materiales y reduccion de vida Gtil de los mismos
(Jimenez-Taracido, 2009), asi como el incremento en los costos de
productividad industrial principalmente debido a la alta resistencia de
friccion del biofouling adherido (Yebra et al. 2004) lo cual se ve reflejado en
un aumento del combustible, que llega a elevarse hasta un 50% en los
gastos de transporte, representando una significante perdida econémica. A
su vez, la emision de dioxido de carbono aumenta de manera proporcional
al gasto de combustible (Anderson, 2002). El proceso de colonizacion en
las superficies ha sido estudiado con la finalidad de disminuir este costo
econdmico y el impacto ecolégico mediante el desarrollo de medidas

alternativas que lo controlen (Wahl, 1989).

Para reducir la probleméatica causada por el biofouling en las actividades
industriales se han empleado sustancias quimicas que ayudan a prevenir la
colonizacion, conocidas como antifouling o antivegetativas. Por muchos
afios, las compafias navieras han empleado pinturas a base de
compuestos tOxicos como: arsénico y mercurio, para contrarrestar los
efectos de los organismos epibiontes. Y a partir de la década de 1960 se

populariz6 el uso de TBT (tributii de estafio; organo estafiados). Sin
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embargo, fue inminente su prohibicion debido a que son biocidas no
especificos, por lo cual, los efectos adversos que estos compuestos
provocan sobre el ambiente, tales como: contaminacion, debido a la
alteracion que provoca en los ciclos béasicos del sistema (Castell6-Orvay,
1993), acumulacién en organismos de consumo humano, asi como posibles
mutaciones genéticas. Actualmente también existe incertidumbre sobre el
impacto ambiental que causan algunos de los biocidas comercialmente

disponibles, como los que contienen cobre y zinc (Vishwakir y Anil, 1999).

En los ultimos afios, la aplicacion de compuestos antimicrobianos naturales
ha despertado un gran interés en la industria (en especial la naviera); para
la prevencion de la adhesion y acumulacion de organismos incrustantes en
las superficies, incluyendo la proteccibn de estructuras artificiales
sumergidas, tales como los equipos de acuicultura y cascos de buques,

entre otros (Briand, 2009).

El presente estudio busca evaluar los compuestos de origen bacteriano
marino con potencial para inhibir el crecimiento de microorganismos y por
ende detener el proceso de colonizacién de macroorganismos. Asi como,
identificar las especies de diatomeas autdctonas involucradas en la
formacion del biofouling. Para ello, se realizaron pruebas in vitro e in situ de

extractos de cepas bacterianas con efecto antivegetativo,

También se llevd a cabo la caracterizacion taxondmica de las diatomeas

adheridas a las superficies en las pruebas en campo, con el proposito de
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realizar en futuros estudios el cultivo y crecimiento de aquellas especies

gue resultaron mas recurrentes en las pruebas in situ e inhibir su adhesion.



ANTECEDENTES

No se tiene suficiente informacion de las especies de diatomeas que
conforman el biofouling en las costas del Noroeste de México, sin embargo,
Moreno et al. (1996), Siqueiros-Beltrones (2002) y Lépez-Fuerte et al.
(2010) ya han hecho registros completos de las diatomeas que habitan en

los cuerpos de agua del Golfo de California.

Durante los ultimos afios, se han llevado a cabo multiples bioensayos con el
fin de dilucidar los mecanismos de defensa quimica de los organismos
acuaticos para el control del biofouling (Dobretsov y Qian, 2004; Dworjanyn
et al. 2006; Nylund et al. 2007; Qian et al. 2007) y evaluar su variacion en el

tiempo y en el espacio (Hellio et al. 2004; Marechal et al. 2004).

Estudios para el control del Biofouling

Para el control del microfouling se han realizado algunos estudios. Uno de
ellos es el de Sawant et al. (1995), quienes realizaron pruebas in vitro con
extractos metandlicos de la planta Derris scandens ante siete bacterias y
cuatro diatomeas formadoras de comunidades de biofouling, observando
una inhibicion de las siete bacterias y una diatomea (Navicula subinflata),
los autores concluyeron que a pesar de que el extracto contenia
propiedades antialgales su potencial variaba entre las diferentes especies

de diatomeas.
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En paises de América latina como: Colombia y Argentina, se han
identificado sustancias de origen natural para el control de biofouling a
través de pinturas, entre ellas, se evaluaron los extractos obtenidos de
organismos marinos (corales y esponjas). Después de una inmersién de 90
dias en el mar, todos los extractos mostraron actividad antifouling, tanto en
Mar del Plata (Argentina) como en Santa Marta (Colombia). El hecho de
gue los resultados fueran favorables en dos puertos con diferentes
condiciones bidticas y abiéticas generé mayores expectativas frente a su

potencial (Santos-Acevedo et al. 2013).

Tambien se han identificado nuevas fuentes de compuestos naturales a
partir de las esponjas marinas Agelas tubulata, Aplysina tabulata,
Neopetrosia proxima y Holoturia glaberrima, los cuales fueron muy efectivos
en la inhibicion del asentamiento de las principales especies de la

comunidad formadora del biofilm (Santos-Acevedo et al. 2013).

Muchos de los compuestos descubiertos con mayor potencial antivegetativo
provienen de algas o de invertebrados marinos. Se han probado a nivel
laboratorio extractos de macroalgas (Hernandez-Guerrero et al. 2009;
Aguila-Ramirez et al. 2012), esponjas (Montes-Plascencia, 2010, Ortiz-
Aguirre, 2012) y bacterias marinas (Aguila-Ramirez et al. 2014) que actian
inhibiendo el asentamiento de bacterias y microalgas productoras de

biofouling.
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Actualmente, el reto radica en la produccibn a gran escala de los
compuestos naturales antes mencionados, ya que, la mayoria de ellos no
pueden obtenerse en cantidades suficientes y los organismos de los que
proceden no pueden ser cultivados. Adicionalmente, su cultivo conlleva
costos demasiado elevados, o bien, su sintesis quimica resulta demasiado

compleja y costosa (Carballo, 2002).

El uso de compuestos de origen microbiano (biocidas, inhibidores de la
adhesién y/o colonizacion de otros microorganismos e inhibidores de la
fijacion de esporas de macroalgas, larvas e invertebrados); puede ser la
solucién al problema del biofouling, sin la limitante del abastecimiento, ya

gue estos se pueden cultivar en reactores (Demain y Adrio, 2008).

Aungue se conoce que los microorganismos marinos son una fuente
prometedora de compuestos con actividad antifouling, hasta la fecha, solo

ha sido estudiado un nimero pequefio de ellos (Qian et al. 2007).

Extractos Bacterianos

Desde la década pasada, se han realizado estudios para conocer
principalmente las etapas tempranas que conforman las biopeliculas
(microfouling), como: Dang y Lovell (1999), quienes estudiaron la sucesion
primaria de bacterias en distintas superficies marinas; Raveendran et al.
(1991) identificando el microfouling colonizador en superficies de aluminio y

fibra de vidrio en costas de la India; Jiménez-Taracido (2009) que analizé la
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evolucion de las comunidades bacterianas sobre intercambiadores de calor
en una planta piloto de Cadiz, Espafia; Xu et al. (2012) dirigiendo su trabajo
en la dindmica de microorganismos formadoras de biopeliculas en las
costas de Xiamen, China, entre otros tantos estudios, que se han utilizado
para conocer la dindmica del proceso, permitiendo hacer pruebas cada vez
més dirigidas y desarrollar eventualmente estrategias para mantener las

superficies libres de aquellos microorganismos.

Holmstrom y Kjelleberg (1999) demostraron efectos inhibidores sobre
diatomeas del género Amphora utilizando cepas aisladas de la bacteria
marina Pseudomonas tunicata, con efectividad ante organismos epibiontes
en las aguas de Sydney, Australia. Otras bacterias como Flavobacterium,
Cytophaga, Alteromonas, Pseudomonas y Pseudoalteromonas también se
han reportado como reguladoras del crecimiento de micro y macro algas
(Yoshinaga et al. 1997; Kato et al. 1998; Lovejoy et al.1998; Lee et al. 2000;

Burgess et al. 2003).

En CICIMAR-IPN se cuenta con una coleccibn de cepas bacterianas
productoras de compuestos antibidticos, las cuales fueron aisladas como
simbiontes de invertebrados marinos, de sedimentos marinos, algas y
manglar. Adicionalmente, los compuestos que estas bacterias producen han
generado resultados exitosos en modelos de control de microfouling sobre

bacterias (Aguila-Ramirez et al. 2015).
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Para el descubrimiento de nuevos biocidas se han realizado ensayos
probandolos ante especies dominantes. Generalmente se utilizan
consorcios mixtos, principalmente de los microorganismos involucrados, es
decir, bacterias, microalgas y/o diatomeas (Kobayashi y Okamura, 2002; Da
Gama et al. 2003; Briand, 2009). La mayoria de los estudios se han
enfocado en comprender la influencia de la colonizacion inicial por parte de
las bacterias en la inhibicion del asentamiento y crecimiento de la
macrofauna (De Nys et al. 1995; Maximilien et al. 1998; Dobretsov y Qian,

2004; Dobretsov et al. 2006; Qian et al. 2006; Nylund et al. 2007).

Sin embargo, segun Martinez-Rodriguez et al. (2014), en México son
escasos los trabajos que se conocen sobre biofouling Apesar de los
estudios con extractos bacterianos en la zona de La Paz, B.C.S., no se han
realizado especificamente investigaciones sobre la identificacion

taxonomica de las especies que conforman el biofouling en esta regién.

Importancia del estudio

Para evitar el asentamiento de organismos se utilizan cominmente agentes
con accion antifouling como el 6xido cuproso (Readman et al. 1993), cloro,
bromo, ozono y acido paracético (Jiménez-Taracido, 2009) en pinturas
formuladas para aplicarse sobre las superficies que entran en contacto con

el agua de mar, liberando sustancias bioactivas y formando un tipo de
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manto biocida que evite la fijacion de los organismos (Eguia-Lépez, 2000).
Sin embargo, el uso de los quimicos antifouling tiene la desventaja de
erradicar también organismos no involucrados (Readman et al. 1993) y el
uso indiscriminado de estas pinturas con sustancias de alta toxicidad

provoca severos dafios al ambiente (Eguia-Lopez, 2000).

Los productos naturales constituyen una alternativa prometedora para el
control del biofouling. En este sentido, los compuestos de origen marino son
de especial interés ya que se producen en el propio entorno oceanico y son
facilmente biodegradables (De Nys y Steinberg, 1999), haciendo mas
probable encontrar sustancias con actividad antifouling y niveles de

toxicidad evidentemente méas bajos.

Asi mismo, una estrategia para el control del biofouling es caracterizando
biologicamente a las especies que participan en este proceso, con la
finalidad de dirigir una solucién especifica contra los persistentes y lograr

inhibir la sucesién de organismos unicelulares y multicelulares.

En el presente estudio se prueba el efecto de extractos contra diatomeas y
se caracteriza a las especies que participan en el proceso de biofouling,
esto para dirigir una solucion especifica contra los organismos presentes en
la zona de prueba y asi lograr inhibir la adhesion de organismos

unicelulares y por ende los multicelulares
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial de extractos bacterianos como inhibidores del
crecimiento de diatomeas bentdnicas implicadas en el proceso de formacion

de biofouling.

Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro los extractos que presentan actividad inhibitoria frente a

diatomeas implicadas en el proceso de biofouling.

2. ldentificar mediante taxonomia clasica la composicion de diatomeas

aisladas en los ensayos in situ.

3. Identificar el/los extractos bacterianos mas eficientes para controlar el

biofouling.
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METODOLOGIA

Ensayo en laboratorio (in vitro)

Para los ensayos de actividad antimicroalgal se utilizaron 13 extractos
previamente obtenidos de bacterias aisladas de diferentes sustratos

marinos (tabla I).

Se prepararon soluciones de los extractos en metanol a concentraciones
finales de 0.01, 0.1, 1, 10 y 50 ug mL™1. Se tomaron 50 pL de cada una de
estas soluciones para colocarlas en placas obscuras de 96 pozos con seis
réplicas. Se dej6 evaporar el metanol durante 24 horas para obtener solo el
extracto en los pozos. Se realizé la esterilizacion de las placas con tapa en
un gabinete de esterilizaciéon UV (Scie-plas GE UVSC) durante 30 minutos

antes de ser inoculadas.

Los extractos fueron probados frente a tres cepas microfitobentdnicas
proporcionadas por el cepario Algobank-Caen (Francia): Cylindrotheca
closterium, Halamphora coffaeformis y Navicula jeffreyi consideradas como
formadoras de biofilm. Los cultivos de las diatomeas y los ensayos se
mantuvieron en condiciones controladas a 20°C y luz constante (irradiancia
incidente: 140 pmol m2s1). Los experimentos utilizaron 100 pL de medio de
cultivo F2 inoculado con cada una de las microalgas previamente ajustado a
una concentracion de 0.4 pg mL?, éstos fueron colocados en las

microplacas de 96 pozos conteniendo los extractos a las diferentes
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concentraciones, de acuerdo a la metodologia descrita por Tsoukatou et al.
(2002), se utilizé oxido cuproso como control positivo, metanol con medio
F/2 como control negativo y medio F/2 sin inocular como testigo. Después
de 48 h se cuantific6 la concentracion de pigmento con el método
fluoromeétrico; midiendo la fluorescencia (PolarSTAR Optima BMG Labtech;
excitacion 485 nm, emisién 645 nm) y usando el medio como blanco. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue definida como la concentracion

mas baja que produjo una reduccién en el crecimiento.

Ensayo en campo (in situ)

Con los extractos que tuvieron mejor actividad (siete extractos) en las
pruebas con microplacas se realiz6 un ensayo con geles inertes. Esta
técnica consistio en incorporar los extractos en geles los cuales permitieran
su solubilidad gradual al medio marino y la fijacion de los organismos. Para
ello se prepararon las placas de gel en cajas de Petri de 10 centimetros de
didmetro, con los diferentes extractos, el control negativo (elaborado con
agua desionizada) y el control positivo (al cual se le adicion6 oxido
cuproso). De todas las placas se realizaron tres réplicas. (Aqui hay 27 cajas

de petri?)

Para realizar los geles primeramente se disolvieron 48 g del phytagel en 35
mL de agua desionizada, se calentd hasta hervir y se agito durante 15
minutos (Chaves, 2003), se dej6é enfriar un poco evitando su gelificacion y

se agregaron los extractos de las bacterias. Antes de colocar las soluciones
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de gel en las cajas de Petri se pegd en las cajas un trozo de malla plastica
(ver ilustracion 1) como soporte para evitar que el gel se desprendiera al
colocarlo verticalmente. El gel fue vaciado en las cajas y se dejaron enfriar

a temperatura ambiente (Newmark et al. 2005).
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llustracién 2. Estructura de PVC con placas de Petri conteniendo los
extractos.

Los bioensayos se realizaron en el medio natural durante 30 dias, en el mes
de julio del 2015, utilizando placas de Petri con los geles tratamiento y los
controles. Estas placas fueron colocadas al azar en armazones de tubos
PVC paralelos entre ellos. Las estructuras se colocaron en el éarea
geografica de estudio (llustracién 4), suspendidas a una altura de 40 cm del
fondo y las aberturas de las placas fueron orientadas al mismo, tal y como

se observa en la llustracion 3.

llustracién 3. Colocacion de la estructura de prueba in situ.

Los controles positivos se colocaron a una distancia de aproximadamente
10 m del resto de las placas para que los tratamientos no se vieran

afectados o influenciados por la accion inhibidora del cobre.
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Area geografica de estudio
Para la realizacion del estudio se eligié el area de la marina en La Paz, Baja

California Sur, ubicada en la zona del puerto con las siguientes

coordenadas geograficas: 24° 9'22.91"N 110°19'40.61"0O (lustracion 4).

24



25

"UBICACION DE ZONA DE MUESTREO"

24°10'0"N

24°8'0"N

24°6'0"N

24“16'0"N

24°é'0"N

110°26'0"W 110°24'0"W 110°22'0"W 110°20'0"W
N — —
— g :
> I /
\’/J ﬁ\
. \\ \ < o " /
N 4
\ \ y
" %
/
N <
!
- A 9
y \
\
J \
\
N
N
N
\\
TN
+ \\
‘\
//f\h
;
_'l
;
N
\ /
\\\ p— /
-~ i
l%—\\,/
+ +
N
G5 0 05 1 2 3
S [ e eessssss 1
110°26'0"W 110°24'0"W 110°22'0"W 110°20'0"W

nso0W

TOON

CICIMAR-IPN

MACROLOCALIZACION

N400W

NIOCW  HZOOW  HITOW  M00OW 2

700N

Baja California Sur

1500W  NA00W  HI0OW  M2TTW  HI0OW  1000W

SIMBOLOGIA
Leyenda
I Punto de Muestreo

[ ] Puerto de La Paz

INFORMACION

Fuentes:
1. INEGI, 2015. Areas geoestadisticas
municipales. Escala: 1:250 000.
2. Source: Esri, DigitalGlobe, GeoEye,
Earthstar Geographics,
CNES/Airbus DS, USDA, USGS, AEX,
Getmapping, Aerogrid, IGN, IGP, swisstopo
and the GIS User Community

1:20,000
Sistema de Coordenadas
Geograficas: WGS84

llustracién 4. Mapa de localizacion de la zona de muestreo.
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La adopcion de este sitio como area de estudio se considerd debido a ser
una zona representativa del problema que ocasiona el biofouling en las
embarcaciones, ademas por su facil acceso y cercania con CICIMAR-IPN,
encontrandose a so6lo 3 km de distancia entre la escuela y la zona de

estudio.

Analisis de los datos in situ

Las placas fueron retiradas del area de muestreo, y se trasladaron a
laboratorio en un recipiente con agua de mar. En ambiente estéril, se
enjuagaron con agua destilada para eliminar los organismos que no se
encontraban adheridos a ellas. Con la ayuda del programa Coral Point
Count With Excell Extentions (CPCWEE) se registré la cobertura total que

las microalgas representaban en el gel (gréafica 1).

Para cultivar las microalgas de las placas, se hicieron raspados con un
hisopo estéril y este se sumergié en tubos con medio F/2 por duplicado, en
la tabla | se muestra la denominacion que se les dio a las muestras. Se
incubaron por siete dias bajo condiciones de temperatura y luz constantes
(22° C; irradiancia incidente: 140 pmol m?2s?) para llevar a cabo

posteriormente la identificacion de especies (floristica).
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Extracto Replica Replica de replica Nomb.re para Extracto Replica Replica de replica Nomb.re para
registro registro
1 1(1-1) 1 M (1-1)
1 1
2 1(1-2) 2 M (1-2)
1 1(2-1) 1 M (2-1)
1 2 M 2
2 1(2-2) 2 M (2-2)
1 1(3-1) 1 M (3-1)
3 3
2 1(3-2) 2 M (3-2)
1 28 (1-1) 1 18 (1-1)
1 1
2 28 (1-2) 2 18 (1-2)
1 28(2-1) 1 18 (2-1)
28 2 18 2
2 28(2-2) 2 18 (2-2)
1 28 (3-1) 1 18 (3-1)
3 3
2 28(3-2) 2 18 (3-2)
1 38(1-1) 1 94 (1-1)
1 1
2 38(1-2) 2 94 (1-2)
1 38(2-1) 1 94 (2-1)
38 2 94 2
2 38(2-2) 2 94 (2-2)
1 38(3-1) 1 94 (3-1)
3 3
2 38(3-2) 2 94 (3-2)
1 88 (1-1) 1 C+(1-1)
1 1
2 88 (1-2) 2 C+(1-2)
1 88 (2-1) 1 C+(2-1)
88 2 C+ 2
2 88 (2-2) 2 C+(2-2)
1 88 (3-1) 1 C+(3-1)
3 3
2 88 (3-2) 2 C+(3-2)
1 CN (1-1)
1
2 CN (1-2)
1 CN (2-1)
CN 2
2 CN (2-2)
1 CN (3-1)
3
2 CN (3-2)

Tabla I. Registro de muestras provenientes de las placas del ensayo in situ

paa cultivos en tubos con medio F/2.

19




28

Proceso de digestion y montado e Identificacion floristica

Para preparar las muestras para la identificacion de las especies diatomeas
mediante su morfologia; se utilizd el proceso de digestion propuesto por
Siqueiros-Beltrones y Voltolina (2000). La digestion se inicio con la
homogenizacion vigorosa en vortex por unos minutos hasta desprender la
muestra de las paredes, posteriormente se utilizaron pipetas Pasteur para
tomar 0.5 mL de la muestra de cada réplica (por cada extracto por
separado) y se colocaron en tubos eppendorf de 5 mL; obteniendo 9 tubos

con 3 mL cada uno.

Para eliminar la materia organica fuera (materia organica e inorganica) y
dentro (cloroplastos) de las diatomeas se agregaron 2 mL de &cido nitrico al
70% en una campana de flujo y se dej6 reaccionar por 48 horas,
posteriormente se les agregé 1 mL de alcohol al 70% para eliminar toda la
materia organica, y se dejo reposar 48 horas. Después de este tiempo, se
observé que la muestra cambiaba de una coloracion verde obscuro a
blanco; indicando una la eliminacion de toda materia organica. Para
verificarlo se tomé una gota de muestra y se colocé en un portaobjetos para

revisarla en microscopio.

Las muestras de diatomeas limpias se montaron en portaobjetos con resina
ZRAX Diatom mountant de Microlife services. Estas fueron utilizadas para la

identificacion de las especies presentes mediante una minuciosa
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comparaciéon de las descripciones bibliogréaficas utilizadas (ver bibliografia

utilizada para la identificacion).

llustracion 5. Comparacion en vista 100 x de una diatomea del género Pleurosigma

sp., A) Pleurosigma sp. viva (Bryant, 2012), B) Pleurosigma sp. Después del

proceso de digestién y montado.

Método de identificacion floristica

Para conocer las especies adheridas en los geles con los diferentes
extractos, se observaron las laminillas con las muestras fijas en resina. Las
observaciones se realizaron en objetivos de 40x y 100x en microscopio

Zeiss.

Para identificar cada especie de diatomea, se tomaron en cuenta algunas
caracteristicas morfolégicas de la frastula, las cuales variaban entre
especies, sin embargo, generalmente fueron las siguientes: morfologia
general de la frdstula (pennada, circular, etc.), longitud, ancho del apice y

namero de estrias, tecas, partectas o areolas en 10 ym, y ndmero y
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posicion del nédulo apical. Dependiendo del género al que perteneciera se
tomaron otros aspectos como: diametro (para el caso de las diatomeas
centrales), numero y forma de esternén, o simplemente su morfologia a
simple vista al microscopio. La taxonomia se realizO apegado lo mas
posible a lo establecido por Round et al. (1990). Las caracteristicas
cualitativas fueron comparadas en diversas fuentes bibliograficas para

llegar a la identificacién taxonomica.

De las observaciones anteriormente mencionadas, se realiz6 una base de
datos con registro fotografico, medidas, numero de foto, y extractos en los
gue se presentaba cada especie observada (tabla IIl). Las fotografias

fueron tomadas con varias camaras y programas.

Bibliografia utilizada para la identificacion

Para la identificacion taxondmica se utilizaron las siguiente referencias
bibliograficas: Foged (1975), Foged (1984), Hustedt (1930), Hustedt (1955),
Hustedt (1959), Hustedt (1961-66), Lopez-Fuerte et al. (2010), Moreno et al.
(1996), Navarro (1982), Navarro y Torres (1987), Peragallo y Peragallo
(1908), Siqueiros-Beltrones (2002) y Witkowski et al. (2000). Para la
verificacion de los nombres taxondmicos y de los datos de identificaciéon, se
utilizaron las bases de datos en linea: AlgaeBase (Guiry y Guiry, 2016) y

www.marinespecies.org
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RESULTADOS

Ensayos In vitro

Los resultados in vitro de la actividad antimicroalgal de los extractos
bacterianos mostraron que todos tuvieron efecto inhibidor a la maxima
concentracion probada (50 pug mL?), sin embargo, solo siete fueron activos
a concentraciones menores a 1 pg mL' como se muestra en la Tabla Il
marcados con asterisco (*), por lo que fueron seleccionados para continuar
con los ensayos in situ. El extracto C2 a pesar de presentar actividad
inhibitoria a bajas concentraciones no fue considerado ya que en ensayos
frente a artemia, realizados a la par de este trabajo, se encontré que es

toxico (Rico-Virgen, en preparacion).

31



32

1/ Bacillus licheniformis * 10 0.1 1
2/ B. safensis 10 10 50
C2 / B. safensis (ac) 10 0.1 0.01
18/ Shewanella algae* 0.1 1 0.01
47 | B. niabensis 50 50 10
88 / Pseudoalteromonas 1 50 0.1
rutherica *

38 /B. subtilis* 1 1 0.01
39 /B. pumilus 50 50 1
40/ B. licheniformis 50 50 10
28 / Staphyloccocus sp. * 0.1 0.01 0.1
121 / Staphylococcus sp. 50 50 1
94 / Marinobacter sp. * 1 50 0.1
Mix / (B. subtilis, B. pumilus, 50 1 0.01
B. licheniformis) *

Tabla II. Actividad antifouling in vitro de los extractos obtenidos de bacterias
marinas frente a microalgas formadoras de biofilm (CMI ug mL™?). Las cepas
marcadas con (*) fueron las seleccionadas.

Ensayos In situ

Al realizar el analisis de coberturas de microalgas con el programa
CPCWEE (Gréfica 1), se observo que las placas con el extracto 94 fueron
las de mayor porcentaje, con un 7.34% de cobertura total, mientras que el
control negativo (CN) alcanzé solamente un 3.07%. Por otro lado, los tres
con menor presencia de microalgas fueron los tratamientos con los
extractos 28, 88 y M, con un 1.14%, 1.31% y 2.31% respectivamente. Cabe
destacar que el control positivo fue altamente activo, mostrando solo 0.1%

de cobertura.
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Porcentaje (%) de cobertura de microalgas
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Grafica 1. Cobertura representada por las microalgas sobre las placas en las
pruebas in situ.

Una vez realizada la identificacion de diatomeas en los tubos con medio F/2
se identificaron en total 69 especies de diatomeas (tabla Ill), pertenecientes
a 29 familias, 22 o6rdenes y 3 clases (tabla IV) segun la clasificacion

taxonomica actualizada en la pagina web www.algaebase.org.

El género con mayor numero de especies fue Nitzschia con nueve especies
encontradas en las nueve superficies, en donde Nitzschia lorenziana fue la
gue se present6 en todas las superficies. Le sigue el género Campylodiscus
con 4 especies, siendo Campylodiscus ambiguus el que se presenté en

todos los tratamientos con extracto.


http://www.algaebase.org/
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En cuanto a los tratamientos con los extractos y los controles se
encontraron diferencias en la diversidad de especies (tabla Ill). Amphora
sp., Nitzschia longissima, N. lorenziana, Pleurosigma sp. 2, Psammodictyion
puntata var. coartata y Thalassiosira dicipiens se presentaron en todos los
tratamientos con extracto, mientras que Nitzschia frustulum, N. sigma,
Petrodictyon gemma y Plagiotropis longa se presentaron exclusivamente en
el control negativo. Delphineis surirella var. australis y Petroneis granulata
Gnicamente se encontraron en las placas con el extracto M y Rhoicosigma
oceanicum fue observada Unicamente en la del extracto 94. El resto de las

diatomeas se registraron en al menos dos tratamientos con extractos.

Respecto a la diversidad de familias, Bacillariaceae obtuvo el mayor
porcentaje de recurrencia con un 19% del total (gréfica 3), seguido por la
familia Naviculaceae con 10% y Surirellaceae con un 9%, todas las demas
sb6lo se presentan una vez, por lo que en la grafica 3 se juntaron,
representando el 25%. Y la clase con mayor presencia fue la

Bacillariophyceae con un 52%.



Achnanthaceae

Achnanthes brevipes var.
angustata
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Hemidiscaceae

Actinocyclus octanarius

Heliopeltaceae

Actinoptychus senarius

Catenulaceae

Amphora biggiba var.
interrupta

Catenulaceae

Amphora decussata

Catenulaceae

Amphora sp.

Ardissoneaceae

Ardissonea formosa

Eupodiscaceae

Auliscus sulptus

Bacillariaceae

Bacillaria socialis

Naviculaceae

Caloneis liber var. linearis

Surirellaceae

Campylodiscus ambiguus

Surirellaceae

Campylodiscus fastuosus

Surirellaceae

Campylodiscus parvulus

Surirellaceae

Campylodiscus simulans

Ulnariaceae

Catacombas gaillonii

Cocconeidaceae

Cocconeis distants

Cocconeidaceae

Cocconeis sp.

Stephanodiscaceae

Cyclotella atomus

Stephanodiscaceae

Cyclotella meneghiniana

Rhaphoneidaceae

Delphineis  surirella  var.
australis

Plagiogrammaceae

Dimerogramma minus

Diploneidaceae

Diploneis suborbicularis

Entomoneidaceae

Entomoneis alata
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77930
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77930
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77930
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=98041
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=109849
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77884
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77918
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Eupodiscaceae

Eupodiscus radiatus

Sellaphoraceae

Fallacia nummularia

Grammatophoraceae

Grammatophora marina

Ulnariaceae

Hyalosynedra laevigata

Lyrellaceae

Lyrella irrorata

Mastogloiaceae

Mastogloia sp.

Naviculaceae

Navicula arenaria

Naviculaceae

Navicula flagellifera

Naviculaceae

Navicula sp.

Bacillariaceae

Nitzschia capitellata c.f.

Bacillariaceae

Nitzschia closterium

Bacillariaceae

Nitzschia frustulum

Bacillariaceae

Nitzschia hybrida

Bacillariaceae

Nitzschia lanceolata

Bacillariaceae

Nitzschia longissima

Bacillariaceae

Nitzschia lorenziana

Bacillariaceae

Nitzschia lorenziana
incerta

var.

Bacillariaceae

Nitzschia sigma

Eupodiscaceae

Odontella turgida

Fragilariaceae

Opephora burchardtiae c.f.

Paraliaceae

Paralia sulcata

Rhaphoneidaceae

Perissonoé cruciata

Berkeleyaceae

Parlibellus hagelsteinii

Surirellaceae

Petrodictyon gemma

Lyrellaceae

Petroneis granulata

Plagiotropidaceae

Plagiotropis longa

Pleurosigmataceae

Pleurosigma formosum

Pleurosigmataceae

Pleurosigma sp. 1
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77901
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77639
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77884
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77905
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77619
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77618
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77618
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Pleurosigmataceae Pleurosigma sp. 2 1 1 1|1
Hyalodiscaceae Podosita stelliger 1 0 010
Bacillariaceae Psammodictyon bombiforme 1 1 01
Psammodictyion
Bacillariaceae panduriforme c.f. 0 0 010
Psammodictyion puntata
Bacillariaceae var. coartata 1 1 1t
Pleurosigmataceae Rhoicosigma oceanicum 0 0 0|0
Rhopalodiaceae Rophalodia musculus 0 0 1|1
Naviculaceae Rophalodia pacifica 0 0 10
Naviculaceae Seminavis eulensteinii cf. 0 1 0|0
Naviculaceae Seminavis strigosa 0 0 1|11
Sp. 1 1 1 11
Surirellaceae Surirella fastuosa 0 1 01
Surirellaceae Surirella sp. 1 1 01
Thalassiosiraceae Thalassiosira dicipiens 1 1 1|1
Triceratiaceae Triceratium dictyotum 0 0 11
Triceratiaceae Triceratium dubium 1 1 1|1
Bacillariaceae Tryblionella hungarica 1 1 01
Eupodiscaceae Zygoceros rhombus 1 0 010
Total por extracto g g i j
TOTAL CONJUNTO EN 69

LOS EXTRACTOS

Tabla Ill. Especies de diatomeas encontradas en las superficies con

incorporacion de los 9 diferentes tratamientos de los ensayos In Situ.

El control negativo presento el mayor numero de especies, con una riqueza

de 44 especies, seguido de las placas con los extractos 88 y 94. Y el

tratamiento que presentd el menor nimero de especies fue el M, con solo
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77884
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77608
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77880
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77880
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77640
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=109849
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23 especies presentes, en segundo lugar el 1 con 28 especies y en tercero

el 28 con 29 especies encontradas.

50
45
40
35
30
25
20

No. de especies

15
10

Riqueza

28 94 18 M 88 38 1 C+ CN

Extracto

Gréfica 2. Riqueza especifica de diatomeas en los diferentes tratamientos
de los experimentos In Situ. C+= control positivo, CN= control negativo.
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Recurrencia por familia

FAMILIA ~Catenulaceae
0% 5%

Eupodiscaceae
6%

Triceratiaceae
3%

Pleurosigmataceae
6%
Lyrellaceae
3%
Rhaphoneidaceae
3%

Stephanodiscacea
e Cocconeidaceae Ulnariaceae

3% 3% 3%

Gréfica 3. Representacion en porcentaje del total de las familias con mayor

recurrencia
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Recurrencia por Clase

H Bacillariophyceae  H Coscinodiscophyceae  ® Mediophyceae

Grafica 4. Recurrencia del total de las clases en los ensayos In Situ.

Taxonomia y floristica

Se presenta el registro de 69 especies observadas, fotografiadas y
medidas. Se lograron identificar 58 a nivel de especie, 6 a nivel de género,
1 sin identificar (Sp. 1) y 4 identificadas a nivel de especie, pero que se
deben corroborar (c.f.). Las estructuras que mas ayudaron para identificar
las especies fueron la cantidad de estrias, la direccion de éstas, el ancho y
largo de la valva y por supuesto la morfologia (pennada o central). Algunas
especies concordaban con las descripciones de las referencias de forma
muy similar o igual, sin embargo, otras resultaron mas complejas, ya fuera

por la posicibn en la que se encontraba la diatomea (que no podia
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visualizarse bien) o por la falta de referencias que describieran las

caracteristicas de la especie.

La identificacién de diatomeas consta de un compilado de imagenes, y un
listado organizado por orden alfabéticamente que muestra la informacion

tomada para la identificacion de cada especie.
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Figura 1-4. Laminilla 1. 1) Triceratium dictyotum, 2) Zygoceros rhombus, 3)
Triceratium dubium, 4) Perissonoé cruciata.



Figura 5-11. Laminilla 2. 5) Thalassiosira dicipiens, 6) Cyclotella
menenhengiana, 7) Cyclotella atomus, 8) Paralia sulcata, 9) Podosita
stelliger. 10) Actinocyclus octanarius, 11) Actinoptychus senarius.
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Figura 12-14. Laminilla 3. 12) Eupodiscus radiatus, 13) Auliscus sulptus, 14)
Odontella turgida.
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H 10 ym

Figura 12-20. Laminilla 4. 14) Hyalosynedra laevigata, 15) Ardissonea
Formosa, 16) Grammatophora marina, 17) Dimerogramma minus, 18)
Delphineis surirella var. Australis, 19) Cocconeis sp., 20) Cocconeis
distants.
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Figura 21-23. Laminilla 5. 21) Amphora decusata, 22) Amphora biggiba var.
Interrupta, 23) Amphora spp.




Figura 24-25. Laminilla 6. 24) Achnanthes brevipes var. angustata, 25)
Diploneis suborbicularis
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Figura 26-30. Laminilla 7. 26) Campylodiscus ambigus, 27-28)
Campylodiscus fastuosus, 29) Campylodiscus simulans, 30) Camoylodiscus
parvulus,
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Figura 31-35. Laminilla 8. 31) Navicula arenaria, 32) Navicula flagellifera,
33) Navicula sp., 34) Caloneis liber var. linearis, 35) Entomoneis alata
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Figura 36-42. Laminilla 9. 36) Nitzschia sigma, 37) Nitzschia closterium, 38)
Nitzschia capitellata c.f., 39) Nitzschia hybrida, 40-41) Nitzschia lorenziana,
42) Nitzschia incerta
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Figura 43-493. Laminilla 10. 43) Psamodictyion bombiforme, 44)
Psamodictyon panduriforme c.f., 45) Psamodictyon punctasta var, coartata,
46) Rophalodia musculus (con hepiteca e hipoteca), 47) Rophalodia
pacifica, 48) Sp.1, 49) Tryblionella hungarica.
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Figura 40-54. Laminilla 11. 50) Seminavis strigosa, 51) Seminavis
euleinstenii cf., 52) Rhoicosigma oceanicum, 53) Pleurosigma formosum,
54) Pleurosigma sp.2.
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Figura 55-59. Laminilla 12. 55) Lyrella irrorata, 56) Petroneis granulata, 57)
Parlibellus hagelsteinii, 58) Mastogloia sp., 59) Fallacia nummularia.
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Figura 60-63. Laminilla 13. 60) Surirella sp., 61-62) Surirella fastuosa, 63)

Petrodictyon gemma.
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Figura 64-68. Laminilla 14. Especies extra grandes, tomadas por partes a
100x y unidas. 64) Catacombas gaillonii, 65) Pleurosigma sp 1, 66)
Bacillaria socialis, 67) Plagiotropis longa, 68) Nitzschia longissima.
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Descripcion

Achnanthes brevipes var. angustata (Greville) Cleve (Figura 24)

Dimensiones: 60.6 um de largo, 8.3 um de ancho y 8 estrias en 10

pm.

Actinocyclus octanarius Ehrenberg (Figura 10)
Dimensiones: 56.5 um de didmetro.

Actinoptychus senarius (Ehrenberg) Ehrenberg (Figura 11)
Dimensiones: 48 um de diametro.

Amphora biggiba var. interrupta (Grunow) Cleve (Figura 22)

Dimensiones: 51.3 um de largo, 4.8 um de ancho y 14 estrias en 10

um.
Amphora decussata Grunow (Figura 21)

Sin medida. Identificada por aspectos morfol4gicos.
Amphora sp. (Figura 23)

Dimensiones: de 14.7 um a 15 pum de largo, de 4.3 um a 4.5 um de

ancho y 22 estrias en 10 pm.
Ardissonea formosa (Hantzsch) Grunow (Figura 15)

Sin medida. Identificada por aspectos morfologicos.



Auliscus sculptus (W.Smith) Brightwell (Figura 13)

Dimensiones: 40. 6 um de didmetro.

Bacillaria sociales (Gregory) Ralfs (Figura 66)

Dimensiones: De 79.2 a 149.1 um de largo, de 6.2 a 9.5 um de

ancho y 8 estrias al centro, con 18 apicales en 10 pm.

Caloneis liber var. linearis Cleve (Figura 34)

Dimensiones: 68.2 um de largo, 8.7 um de ancho y 22 estrias en 10

pm.

Campylodiscus ambiguus Greville (Fgura 26)

Dimensiones: 25.1 um de didmetro.

Campylodiscus fastuosus Ehrenberg (Figura 27 y 28)

Dimensiones: de 21 a 25 um de diametro.

Campylodiscus parvulus W.Smith (Figura 30)

Dimensiones: 25. 9 um de diametro.

Campylodiscus simulans Gregory (Figura 29)

Dimensiones: 23 um de diametro.

Catacombas gaillonii (Bory) D.M.Williams & Round (Figura 64)

Dimensiones: 444.7 pym de largo, 19.3 um de ancho y 24 estrias.
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Cocconeis distants (Figura 20)

Dimensiones: 11.9 pm de largo, 5.3 pm de ancho y 15 estrias en 10

um.

Cocconeis sp. (Figura 19)

Dimensiones: 15.3 um de largo, 8.8 um de ancho y 13 estrias en 10

um

Cyclotella atomus Hustedt (Figura 7)

Sin medida. Identificada por aspectos morfoldgicos.

Cyclotella meneghiniana Kutzing (Figura 6)

Sin medida. Identificada por aspectos morfol4gicos.

Delphineis surirella var. australis (Petit) Navarro (Figura 18)

Dimensiones: 27.8 um de largo, 15.6 um de ancho y 8 areolas en 10

um.

Dimeregramma minus (W.Gregory) Ralfs (Figura 17)

Dimensiones: 23.3 um de largo, 4.5 um de acho y 11 areolas en 10

pm.

Diploneis suborbicularis (Gregory) Cleve (Figura 25)

Dimensiones: 54.7 um de largo, 24.7 um de ancho y 8 estrias en 10

pm.



Entomoneis alata (Ehrenberg) Ehrenberg (Figura 35)

Sin medida. Identificada por aspectos morfoldgicos.

Eupodiscus radiatus Bailey (Figura 12)

Dimensiones: 91.5 um de diametro y 5 areolas en 10 pm.

Fallacia nummularia (Greville) D.G.Mann (Figura 59)

Dimensiones: 20 um de largo, 15.2 um de ancho y 11 estrias en 10

pm.

Grammatophora marina (Lyngbye) Kitzing (Figura 16)

Sin medida. Identificada por aspectos morfol4gicos.

Hyalosynedra laevigata (Grunow) D. M. Williams & Round (Figura 14)

Sin medida. Identificada por aspectos morfoldgicos.

Lyrella irrorata (Greville) D. G. Mann (Figura 55)
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Dimensiones: 76.1 um de largo, 36.7 um de ancho y 8 areolas en 10

pm.

Mastogloia spp. (Figura 58)

Dimensiones: De 33.9 um a 43.4 um de largo, 13.4 um a 17.7 ym de

ancho, 29 estrias en 10 um y 9 partectas.

Navicula arenaria Donkin (Figura 31)
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Dimensiones: 66 um de largo, 15.3 um de ancho y 8 estrias es 10

pm.
Navicula sp. (Figura 33)

Dimensiones: 41.2 um de largo, 7.9 um de ancho y 10 estrias en 10

pm.
Navicula flagellifera Hustedt (Figura 32)

Dimensiones: 38.6 um de largo, 6.6 um de ancho y 12 estrias en 10

pm.
Nitzschia capitellata c.f. (Figura 38)

Dimensiones: 41.4 um de largo, 3.3 um de ancho y de 12 a 13 fibulas
en 10 pm.

Nitzschia closterium (Ehrenberg) W. Smith (Figura 37)

Dimensiones: 64.2 um de largo, 5.7 um de ancho y 14 fibulas en 10

pm.

Nitzschia frustulum (Kutzing) Grunow

Sin registro de foto y medidas. Observada en microscopio por Unica

vez.
Nitzschia hybrida Grunow (Figura 39)

Dimensiones: 39.3 um de largo, 5.7 um de ancho y 9 fibulas en 10
pm.
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Nitzschia lanceolata W. Smith

Sin registro de foto y medidas. Observada en microscopio por Unica

vez.

Nitzschia longissima (Brébisson) Ralfs (Figura 68)

Dimensiones: 231.4 um de largo, 7.3 um de ancho y 9 estrias en 10

um.

Nitzschia lorenziana Grunow (Figuras 40y 41)

Dimensiones: 53.6 um de largo, 4.5 um de ancho y 18 estrias 10 pum.

Nitzschia incerta (Grunow) M.Peragallo (Figura 42)

Dimensiones: 87.4 um de largo, 6.5 pum de ancho y 13 fibulas en 10

um.

Nitzschia sigma (Katzing) W. Smith (Figura 36)

Dimensiones: 85.8 um de largo, 5.9 um de ancho y 9 estrias en 10

um.

Odontella turgida (Ehrenberg) Kutzing (Figura 14)

Dimensiones: 45.7 um de diametro y 10 areolas en 10 um.

Opephora burchardtiae c.f. Witkowski

Sin registro de foto y medidas. Observada en microscopio por Unica

vez.
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Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve (Figura 8)

Dimensiones: 31.4 um de didmetro.

Parlibellus hagelsteinii E.J. Cox (Figura 57)

Dimensiones. 44.7 um de largo y 17.2 um de ancho.

Perissonoé cruciata (Janisch & Rabenhorst) Andrews & Stoelzel

(Figura 4)

Dimensiones: 19.9 um de largo y 8 areolas en 10 pm.

Petrodictyon gemma (Ehrenberg) D. G. Mann (Figura 63)

Sin medida. Identificada por aspectos morfolégicos.

Petroneis granulata (J. W. Bailey) D. G. Mann (Figura 56)

Dimensiones: 59.3 um de largo, 28.5 um de ancho y 10 areolas en

10 pm

Plagiotropis longa (Cleve) Kuntze (Figura 67)

Dimensiones: 128.8 um de largo, 22.3 um de ancho y 8 estrias en 10

pm.

Pleurosigma formosum W.Smith (Figura 53)

Dimensiones: 250.1 um de largo, 28 um de ancho y 16 estrias en 10

gm.
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Pleurosigma sp. 1 (Figura 65)

Dimensiones: 205.5 um de largo, 17.5 pm de ancho y 20 estrias en

10 um.

Pleurosigma sp. 2 (Figura 54)

Dimensiones: 120 pm de largo y 16.8 um de ancho.

Podosira stelligera (J. W. Bailey) A. Mann (Figura 9)

Dimensiones: 31.5 um de diametro.

Psammodictyon bombiforme (Grunow) D. G. Mann (Figura 43)

Dimensiones: 29.3 um de largo, 6.4 um de ancho en la parte central

y 16 areolas en 10 pm.

Psammodictyon panduriforme c.f. (W.Gregory) D.G.Mann (Figura 44)

Dimensiones: 27.3 pm de largo y 8.9 um de ancho.

Psammodictyon puntata var. Coartata D. G. Mann (Figura 45)

Sin medida. Identificada por aspectos morfolégicos.

Rhoicosigma oceanicum H.Peragallo (Figura 52)

Dimensiones: 88.9 um de largo, 18.4 um de ancho y 20 estrias en 10

pm.
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Rhopalodia musculus (Kutzing) Otto Muller (Figura 46)

Dimensiones: 21.7 um de largo, 14.9 um de ancho con las dos valvas

juntas, 7 um de ancho en cada valva y 14 costillas en 10 pm.

Rhopalodia pacifica Krammer (Figura 47)

Dimensiones: 28.4 uym de largo, 7 um de ancho y 10 costillas en 10

um.

Seminavis eulensteinii c.f. (Grunow) D.B.Danielidis, K.Ford &

D.Kennett (Figura 51)

Dimensiones: 41.3 um de largo, 9.6 um de ancho y 17 estrias en 10

pm.

Seminavis strigosa (Hustedt) Danieledis & Economou-Amilli (Figura

50)

Dimensiones: 40.1 um de largo, 9.7 um de ancho y 13 estrias en 10

pm.

Sp. 1 (Figura 48)

Dimensiones: de 16 a 22 um de largo, 3.6 um de ancho, 6.9

partectas y 16 estrias.

Surirella fastuosa (Ehrenberg) Ehrenberg (Figuras 61y 62)

Dimensiones: De 29.7 um a de largo y 19.5 um a de ancho.



Surirella sp. (Figura 60)

Dimensiones: 12.1 um de largo y 8.2 um de ancho.

Thalassiosira decipiens (Grunow ex Van Heurck) E.G.Jgrgensen

(Figura 5)

Sin medida. Identificada por aspectos morfoldgicos.

Triceratium dictyotum P.A.Sims & R.Ross (Flgura 1)

Sin medida. Identificada por aspectos morfologicos.

Triceratium dubium Brightwell (Flgura 3)

Sin medida. Identificada por aspectos morfol4gicos.

Tryblionella hungarica (Grunow) Frenguelli) (Figura 49)

Sin medida. Identificada por aspectos morfoldgicos.

Zygoceros rhombus Ehrenberg (Figura 2)

Dimensiones: 66.5 um de largo y 46.2 um de ancho.
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DISCUSION

Ensayos In vitro

Los extractos que presentaron mayor inhibicion de las cepas a erradicar

fueron los obtenidos de las siguientes bacterias:

v Bacillus licheniformis (1)

v' B. subtilis (38)

v" Shewanella algae (18)

v' Pseudoalteromonas rutherica (88)
v Staphylococcus sp. (28)

v' Marinobacter sp. (94)

v' B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis (M)

Las cepas de Bacillus licheniformis y B. pumilus también fueron probadas in
vitro por Devendra et al. (2013), concluyendo que la primera demostraba
propiedades antibiéticas muy potentes, en cuanto a la segunda, reporté que
era muy efectiva para evitar los asentamientos bacterianos. En general,
reportd que los compuestos derivados del género Bacillus sp. resultaban

eficaces para inhibir las biopeliculas bacterianas.

El género Pseudoalteromonas con anterioridad fue probado por Klein et al.

(2011), quienes reportaron las propiedades de inhibicion contra

66
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biopeliculas, sin embargo, también indicaron no haber obtenido buenos

resultados al probarlos contra bacterias planctonicas.

Es importante sefialar que las cepas de Cylindrotheca closterium,
Halamphora coffaeformis y Navicula jeffreyi, utilizadas para poner a prueba
los extractos, no fueron identificadas en este estudio, a pesar de que
Cylindrotheca closterium y Halamphora coffaeformis si han sido registradas
por Lépez-Fuerte y Siqueiros-Beltrones (2016) en las costas del norte de
México. Es contundente probar preferentemente los extractos M y 28 contra
cepas locales que estén asociadas al biofouling encontradas en este
estudio, estas pueden ser: Amphora spp., Nitzschia longissima, N.
lorenziana, Pleurosigma sp. 2, Psammodictyion puntata var. Coartata y
Thalassiosira dicipiens, que fueron las especies mas frecuentes en las

pruebas in situ.

Ensayos In situ

Los extractos naturales son una fuente prometedora para evitar el proceso
de biofouling, no son téxicas y son biodegradables. Basados en los
resultados obtenidos al realizar las pruebas in vitro; ocho extractos

presentaron una actividad inhibitoria a bajas concentraciones.
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Categorias taxonémicas: riqueza y recurrencia

Segun los resultados, de las 69 diatomeas clasificadas en todos los
extractos seis fueron recurrentes registrandose en todos los tratamientos,
estas especies fueron: Amphora spp., Nitzschia longissima, N. lorenziana,
Pleurosigma spp., Psammodictyion puntata var. coartata y Thalassiosira
dicipiens. Dos especies mas se observaron en ocho de los nueve
tratamientos, estas fueron: Cyclotella meneghiniana y Sp. 1. De las
primeras cinco especies nombradas pertenecen a formas pennadas,
mientras que sOlo la ultima es central, coincidiendo con lo dicho por
Mitbavkar y Chandrashekar (2006) al mencionar que las formas pennadas
son las que predominan en la formacién de fouling al tener caracteristicas
gue las centrales no presentan, segun Lee et al. (2000) y coincidiendo
también con el porcentaje de recurrencia de las clases encontradas, al ser
la clase Bacilariophyceae la de mayor presencia con un 58%, grupo de
mayor presencia en el desarrollo de biopeliculas en otros estudios, como el
de Xu et al. (2012), mientras que Coscinodiscophyceae y Mediophyceae en

conjunto solo alcanzan un 22%.

Los géneros identificados como epibiontes en este estudio: Amphora y
Nitzschia también fueron mencionados como poblaciones epibiontes por
Characklis y Cooksey (1983), Cooksey et al. (1984), Mitbavkar y Anil (2002,
2004, 2005), Patil y Anil (2000, 20052 ©), estos fueron los géneros con mas

especies encontradas, sin embargo, también el género Campylodiscus fue
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de los més recurrentes, género que junto con Amphora fueron dos de las 16
especies destacadas en los trabajos de Martinez-Rodriguez et al. (2014),
los cuales coincidieron con los de Licea et al. (2011) para el sur del Golfo de

México.

Amphora spp. 1 1 1 11 1 1 1 1

Cyclotella 1 1 1 01 1 1 1 1

meneghiniana*

Nitzschia 1 1 1 1 1 1 1 1 1
longissima
Nitzschia 1 1 1 11 1 1 1 1
lorenziana

=
=
=
=
[ERY
[ERY
=
|
[EY

Psammodictyion
puntata var.

coartata

Thalassiosira 1 1 1 11 1 1 1 1
dicipiens

Pleurosigmasp. 1 1 1 11 1 1 1 1

Sp. 1* 0 1 1 11 1 1 1 1

Tabla IV. Especies mas recurrentes en las pruebas In situ. Las marcadas
con (*) no se presentan en un tratamiento. 1=Presencia y 0=Ausencia
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A pesar de la dominancia de unas cuantas especies de diatomeas
bentdnicas, estas pueden resultar ser efimeras debido a los cambios cortos
en las condiciones ambientales (Cook y Whipple, 1982). Para corroborar las
especies anuales dominantes se deben realizar otros estudios in situ en
otras estaciones del afio, pues de acuerdo con Siqueiros-Beltrones (2002)
la distribucion espacial y temporal de las diatomeas determinan a su vez la
distribucién de otros microorganismos, como bacterias, hongos, microfauna,
meiofauna y macrofauna, siendo una pieza clave en la formacién de la

comunidad benténica.

Cobertura e identificacion floristica

El andlisis de coberturas de microalgas prueba que los extractos 28
(Staphyloccocus sp.), 88 (Pseudoalteromonas rutherica) y M (B. subtilis, B.
pumilus y B. licheniformis) han sido los tres extractos mas eficientes al tener
menos biomasa que los demas. Y una vez realizada la identificacion
floristica de los cultivos crecidos en medio F/2, el M y 28 siguieron siendo
de los primeros tres extractos con mayor eficiencia al tener menos
presencia de especies, comparando ambos resultados, son estos dos

extractos los que prevalecen sobre los demas tratamientos.

Interés sobre la cepa realizada con co-cultivo

El extracto M se realiz6 como un co-cultivo compuesto de tres cepas de

bacterias, su eficiencia muestra que las cepas usadas tienen una
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interaccion positiva entre las bacterias utilizadas, probablemente por
secretar expopolisacaridos que tienen una sefial de baja induccién sobre las
diatomeas que se pretenden fijar en el sustrato, Lam et al. (2003) explican
gue las sefales de asentamiento a los sustratos en los macroorganismos se
ve influenciada por los polisacaridos secretados por las microalgas. Al ser
un co-cultivo, tiene como ventaja la produccion de diferentes compuestos,
incrementando su potencial para mejorar los procesos biotecnoldgicos con

respecto a los cultivos con cepas puras (Wacher-Rodarte, 2012).

Control de biofouling mediante cobre

El control positivo tuvo una buena respuesta en las pruebas de cobertura,
sin embargo, no fue efectivo en las pruebas de identificacion floristica, esto
difiere con el conocimiento que se tiene sobre las pinturas antifouling
convencionales, las cuales usan como base Oxido cuproso al ser de los
biocidas mas efectivos por su amplio espectro de prevencion (Cardenas,

2010).

Basado en la investigacion de Covarruvias-Rubio et al. (s.f.) para explicar el
resultado anterior, es que, muchas microalgas tienen la capacidad de
desarrollarse incluso en altas concentraciones de metales pesados
presentes en ambientes acuosos y terrestres gracias a la formacion de EPS
(exopolisacaridos), que actian uniendo los metales a los grupos carboxilo,
sulfato y fosfato de las colonias microalgales, detoxificando el sustrato y

proveyendo un ambiente favorable para el desarrollo de interacciones
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microbianas. Es por ello, que la produccion de EPS se vio incrementada
desde el primer dia de exposicion ante dicho metal como mecanismo de

tolerancia.

Potencial de inhibicion de las pinturas antivegetativas

Como se mencionaba con anterioridad, el extracto realizado con co-cultivos
de Bacillus fue el mas eficiente en las pruebas de riqgueza de especies, y a
pesar de que el extracto de Shewanella algae fue exitoso in vitro, no fue
eficiente frente a las microalgas al probarlo en el campo, esto se deduce
puede ser debido a los cambios de temperatura en el ambiente. Martinez-
Rodriguez et al. (2014) recientemente pusieron a prueba la cepa,
sometiéndola a variaciones de temperatura y observaron que tenia una
susceptibilidad a estos cambios, perdiendo con ello sus propiedades

antifouling.

Como bien lo dijeron Mieszkin et al. (2013) al proponer la aplicacion de
pinturas antifouling se debe tener en consideracion que las propiedades de
los extractos microbianos podran variar con respecto a las condiciones
fisico quimicas del medio, asi como por el tipo de especie que interactien
en el sitio y sobre todo tener en cuenta las especies dominantes que se

pretenden atacar como obijetivo particular.

A pesar de la eficiencia in vitro de los extractos bacterianos, el resultado al

probarlas in situ no ha sido tan eficaz como en las pruebas de laboratorio.
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Esto en gran medida debido a que las pruebas realizadas en laboratorio se
realizaron con cepas que no pertenecian a la region. Ahora, al tener las
especies de la zona de estudio que se presentaron en todos los extractos, a
pesar de la variedad, se podra posteriormente trabajar in vitro directamente
con las diatomeas endémicas que estan causando los problemas de
biofouling y con esto aumentar los resultados positivos con mayor impacto

antifouling.
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CONCLUSION

Los resultados del estudio con el propésito de evaluar la actividad inhibitoria
de diferentes compuestos ante la formacion de biofouling permiten evaluar
primeramente in vitro a los extractos con propiedades antiincrustantes,
para después in situ probar realmente su efectividad, con ello también

conocer a las especies mas dificiles de erradicar en la zona de estudio.

El estudio in vitro permiti6 seleccionar siete extractos que mostraron
eficiencia en las pruebas y llevarlas a campo para someterlas a condiciones

reales.

El método de identificacion por medio de taxonomia clasica es
relativamente sencilla de aplicar, practica para realizarse en cualquier sitio y
de muy bajo costo. Su utilizacion permitié identificar satisfactoriamente la
mayoria de las diatomeas involucradas en el proceso de biofouling en los

extractos.

Los extractos con potencial para ser inhibidores de biofouling son los

extractos M (co-cultivo de Bacillus spp.) y 28 (Staphyloccocus sp.).

Con base en los resultados obtenidos sobre el control con cobre, se infiere
gue el uso de los extractos antivegetativos podria ser una mejor opcién para
combatir el problema que las sustancias actualmente utilizadas con metales

pesados.
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