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Resumen aprobado por:

En este trabajo se cuantificé la densidad de bacterias heterotrofas viables asociadas al
cultivo monoespecifico de la diatomea benténica Navicula incerta 'y al sistema de
cultivo de poslarvas de abulon rojo, Haliotis rufescens, de una granja comercial
(Abulones Cultivados, Eréndira B.C., México) y se registraron densidades de hasta 10°
UFC'ml"y 10 UFC-em?, respectivamente. Se realizaron tres experimentos para evaluar
el efecto de algunos antibidticos sobre las bacterias asociadas a N. incerta y al cultivo de
poslarvas, y sobre la supervivencia y crecimiento de las poslarvas. En el primer y
segundo experimento se probo el efecto de cuatro concentraciones de cloranfenicol (0, 5,
10 y 20 mg:1"") sobre la poblacién bacteriana de un cultivo de N, incerta y de poslarvas
de abuldn rojo de 5 d de edad, respectivamente. En el tercer experimento se probaron
cuatro concentraciones de una mezcla 1:1 de penicilina G sodica/dihidroestreptomicina
(0/0, 50/50 100/100 y 150/150 mg-1") sobre poslarvas de 3 d de edad. Los antibi6ticos
en la concentracion mas alta redujeron las poblaciones bacterianas de los cultivos solo
durante las primeras 48 h de tratamiento. Por otro lado, algunos datos de éstos
experimentos sugieren que las bacterias pueden tener un papel benéfico para el
crecimiento inicial de las poslarvas de abulén. Se aislaron del sistema tres cepas de
bacterias que crecieron en medio TCBS las cuales fueron identificadas mediante el panel
API 20 NE 1y la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (RFLP/PCR) del
ADNr 168S. La cepa designada GHrCl11 fue identificada como Stappia spp = Ahrencia
spp, mientras que las cepas GHrC13 y GHrC15 como Vibrio tasmaniensis. Se evalud el
potencial patégeno de estas cepas en dos densidades, 10° y 10° UFC.ml", sobre
poslarvas de 2 d de edad. Ninguna de las cepas caus6 mortalidad en las poslarvas
durante las primeras 48 h de exposicion; sin embargo, a los 10 dias la cepa mds patdgena
fue Stappia spp que produjo mortalidades de 90.0 y 83.9 % en las densidades de 10’ y
10> UFC'ml”, respectivamente, mientras que V. tasmaniensis (GHrC13) produjo
mortalidades de 50.0 y 73.3% y V. tasmaniensis (GHrC15) de 65.8 y 52.5% en las
densidades alta y baja, respectivamente. Los resultados de este trabajo sugieren que el
uso de antibidticos como una medida profilactica a largo plazo no es recomendable,
debido a que éstos solo son efectivos durante las primeras 48 h y posteriormente las
poblaciones bacterianas se recuperan hasta alcanzar densidades de 10° - 10° UFC-ml™!,
similares a las de los controles sin antibidticos. Se proponen medidas alternativas como
el uso de probidticos para mantener la sanidad en los sistemas de cultivo de poslarvas de
abulén y controlar especialmente las bacterias que crecen en medio de cultivo TCBS
pues ¢stas pueden resultar potencialmente patégenas, como es el caso de las tres cepas
aisladas e identificadas en este trabajo.

1



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS
POSGRADO EN OCEANOGRAFIA COSTERA

EL PAPEL DE LAS BACTERIAS EN LA SUPERVIVENCIA Y
CRECIMIENTO DE POSLARVAS DEL ABULON ROJO Haliotis
rufescens

TESIS

QUE PARA CUBRIR PARCIALMENTE LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA
OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA

CASANDRA ANGUIANO BELTRAN

Aprobada por:

sy

Dr. Ricardo Searcy Bgrnal
Presidente del jurado

Dr. Jorge A. Caceres Martinez Dr.{fﬁ/ﬂ(? Cajal Medrano
<o
== b, i —

Dr. Eugdnid J. Qarpizo ltuarte

®
Dr. M. Leona d{f) Lizarraga Partida

o



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma de Baja California y al Instituto de Investigaciones
Oceanologicas por permitir y promover a través sus directivos la superacidn permanente
de sus académicos.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca para
estudios de Doctorado que me otorgd.

A mi director de Tesis Dr. Ricardo Searcy Bernal, por permitirme realizar este
trabajo como parte de un proyecto CoNaCyT: Ademas de sus consejos a lo largo de esta
investigacion y las meticulosas revisiones que enriquecieron mejoraron manuscrito.

A los miembros de mi comité Drs. Jorge Abelardo Céceres Martinez, Ramon
Cajal Medrano, Eugenio de Jests Carpizo Ituarte, Jorge Ledesma Vazquez y Marcial
Leonardo Lizarraga Partida por sus acertados comentarios en la realizacion de
experimentos y por la revision minuciosa del texto que ayudaron a enriquecer este
trabajo.

A la empresa “Abulones cultivados, S. de R. L. de C. V.” por la donacion de
larvas de abulodn rojo para los diferentes experimentos.

A M. C. Enrique Valenzuela Espinoza por la produccion de la diatomea
Navicula incerta que fue aislada en su laboratorio.

A Dra. Rebeca Vazquez Yeomans y M. en C. Adrian Mauricio Garcia Ortega
por su apoyo en la identificacion de las cepas bacterianas mediante técnicas moleculares
y a Mauricio Garcia por las correcciones al escrito que ayudaron a mejorarlo.

A todos los estudiantes que participaron durante el proceso de este trabajo

Bidloga Iris Cordero, Dra. Eréndira Gorrostieta Hurtado Ocean. Esteban Pérez Sanchez,

v




ya que fueron de gran apoyo durante la realizacion del trabajo tanto de laboratorio como
de campo.

A Dra. Refugio Gonzalez Esparza por su apoyo durante el trabajo de campo y de
laboratorio.

Y muy especialmente a Francisco Delgadillo Hinojosa y Casandra Delgadillo
Anguiano por sus ideas, opiniones y las correcciones que me hicieron en el escrito. Por

ser parte de este equipo, y por ser un apoyo incondicional a lo largo de esta empresa.



Dedivatlotia

A i medye
A mis hermanes p hermanas
A i esposo
A mi hjix
Qberes maravillosas sin cupa presencia br vide no seria
Vida
Ror que han lenade de luz p alegria todo mi ser

Eas Amo con tods mi corazin

Cusandya

Vi




CONTENIDO

L INTRODUCCION. . . oottt et et et
LI Antecedentes. .. ... cvv ittt
T2 OBICtIROE, & 5 o5 v vvmmm v 56 5 6 66 Fimme o o s 0w 5 3% GRGEE B ¥ E 6§ T e 08 Ee
II. MATERIALES Y METODOS. . ..ottt
II. 1. Origen de la diatomea bentonica (Navicula incerta ) de las larvas de
abulon ) Haliotis rufescens y de las bacterias. ... ...............
I1.2. Cuantificacion de la poblacion bacteriana asociada a la diatomea
Navicula incerta y al cultivo de poslarvas de abulon Haliotis
PHIETOOMS: & 3 5 omsios s 555355 DR TESS 555 VRTUNAE s R85 TRmEE
I1.2.1. Cuantificacién de la poblacion bacteriana asociada a la diatomea
Navicula incert@. .. ...
I1.2.2. Cuantificacion de la poblacidn bacteriana asociada al cultivo de
poslarvas de abuldén Haliotis rufescens en una granja comercial. . . .
I1.3. Efecto de antibioticos sobre la poblacion bacteriana asociada a la
diatomea Navicula incerta y sobre el crecimiento y la supervivencia
de poslarvas de Haliotis rufescens. . .. ...........ccoviiiunn ..
I1.4. Aislamiento y purificacion de tres cepas de bacterias del sistema de
ctllivo de POSIATVRS. <« c s v s w0 s s e mmmEry FE AR AR B Y eSS s
I1.5. Efecto de las bacterias aisladas del cultivo de H. rufescens sobre la
supervivencia de poslarvas deabulén. .. ......................
11.6. Caracterizacion de 1as cepas. . . .. ..ottt e
I1.6.1. Caracterizacion fenotipica. . .. ... oo i i
I1:6.2; Catacterizacton genotpied, . . v v v vomvmasnss doaamme s 5540 aliss s s
11.6.2.1. Extraccion del ADN cromosomal bacteriano. ...............
11.6.2.2. Detecion del ADN cromosomal bacteriano. .. ...............
11.6.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa. . .....................

11.6.2.4. Anélisis de restriccion (PCR-RFLP). . ........ ... ...,

vii

Pagina

12

13

13

13

13

14

18

21

21
23
25
22
24
23
26
27



CONTENIDO (Continuacion)

I[1.6.2.5. Secuenciacion de lascepas. . .. ... ot
11.6.2.6. Alineamiento de las secuencias parciales. .. .. ......ovvvvinennnnns.
TL:7, Anelists estadiBhion. s semas e i s sy v b oo maas b KR RS T FANUOEGE U5 § 55 8 A3
HI RESULTADOS. . .ottt e e et e e
I11.1. Cuantificacion de bacterias heterdtrofas asociadas a la diatomea N. incerta
y al sistema de cultivo de poslarvas de abulon rojo H. rufescens. ... ......
I1.1.1. Cuantificacion de la poblacién bacteriana asociada a la diatomea
N. Incerta cultivadaenmatraz. . . .......coovvvviiennanennan.
[11.1.2. Cuantificaciéon de la poblacion bacteriana asociada al cultivo de
poslarvas de abulon H.rufescens en una granja comercial, ... ... ..
II1.2. Efecto de antibidticos sobre la poblacion bacteriana asociada a la diatomea
N. ncerta y sobre el crecimiento y la supervivencia de poslarvas de H.
PRIOSEONE: ¢ s snamm e vus s 555 ONEHEEEEE TS ARAIRE PR R G B 55 HABEg i
II1.2.1. Efecto del cloranfenicol sobre la diatomea y sobre las poslarvas de
abulon. . ...
III1.2.2. Efecto de la mezcla de antibidticos sobre las poslarvas de abulon. . . .. . ..
III. 3. Aislamiento y Caracterizacion fenotipica de las cepas. .................
II1.3.1. Obtencidn de las cepas bacterianas. . ... ...........covvuvnn...
I11.3.2. Caracterizacion fenotipica. . .. ... oo i i e
1II.4. Efecto de bacterias aisladas del cultivo de poslarvas de H. rufescens sobre
la supervivencia de las poslarvas de abuldn rojo H. rufescens. .. .........
IT1.5. Caracterizacion molecular por medio de PCR-RFLP.............
II1.5.1. Obtencion del ADN gendmico. .....oovivvvivnennennnn..
I11.5.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). ................
II1.5.3. Analisis de restriccion (PCR-RFLP). .. ...t
II1.5.4. Secuenciacion y alineamiento de las cepas GHrC11 y GHrC13. . .

viii

29

29

30

32

32
38
45
45
49

50
52
52
52
52
54



CONTENIDO (Continuacion)

IV, DISCUSION. . oottt e e e e e
IV.1. Cuantificacion de las poblaciones bacterianas asociadas a la diatomea M.
incerta y al sistema de cultivo de poslarvas de abulon rojo H. rufescens. . . .
IV.1.1. Cuantificacion de la poblacién bacteriana asociada a cultivos
monoespecificos de la diatomea N. incerta. . ................

IV.1.2. Cuantificacion de la poblacion bacteriana asociada al cultivo de
poslarvas de abulén H.s rufescens en una granja comercial. . . .

IV.2. Efecto de antibidticos sobre la comunidad bacteriana asociada a los

SIStEMAS A€ CUITIVO. « v v vttt e e e e e e

5

39

63

IV.3. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas GHrC11, GHrC13 y

2 5 AR A

IV 4. Efecto de bacterias aisladas del cultivo de poslarvas de H. rufescens sobre
la supervivencia de las poslarvas de abulon rojo Haliotis rufescens. . . . . . ..

V. CONCLUSIONES. © oot e e e e e e

X

66

67

70
71
90



LISTA DE TABLAS

Pagina

Tabla I Fechas de los muestreos realizados en la granja “Abulones
Cultivados S. de R. L. de C. V.7, ..ot 112

Tabla II Densidad promedio de bacterias heterétrofas expresada como

UFC'ml!' (x 10%) y de diatomeas expresada como num de
cél'ml’ (x 10%) de cinco muestreos realizados en la diatomea

- ; . . ; 2
bentdnica Navicula incerta. N= 3, promedios =+ error estandar., . ?

Tabla III Valores promedio de la densidad bacteriana expresada en
UFC-ml" (x10° asociada al cultivo de poslarvas registrada
durante los ocho muestreos realizados en la granja comercial
“Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.”. N. S. nivel

superior, N. L. nivel inferior. e. e. error estandart. . ........... 31

Tabla IV Crecimiento promedio expresado en UFC'ml” (x 10%) de la
poblacion bacteriana de un cultivo mono especifico de Navicula
incerta después de 6 dias de ftratamiento con diferentes
concenfraciones de cloranfenicol. n=3; promedio =+ error

estandar. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados
BB scnsommesnssasss rorwscp g sass POEESEERTEE 5 FREE 29

Tabla V Crecimiento promedio expresado como UFC'ml™" (x 10%) de la
poblaciéon bacteriana de un cultivo de poslarvas de Haliotis
rufescens después de 22 dias de tratamiento con diferentes
concentraciones de cloranfenicol. n=3; promedio #+ error

estandar. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados
34



LISTA DE TABLAS continuacién. . .
Pagina
Tabla VI Crecimiento promedio de poslarvas de abulon rojo después de
22 dias de tratamiento con diferentes concentraciones de
cloranfenicol. . n=3; promedio * error estdndar. Se incluye el

resultado de los ANOVAS practicados (FyP).............. 36

Tala VII Crecimiento promedio expresado como UFCml™” (x 10 de la
poblacion bacteriana de un cultivo de poslarvas de Haliotis
rufescens después de 35 dias de tratamiento con diferentes
concentraciones de una mezcla (1/1) de penicilina G sodica/
dihidroestreptomicina. n=3; promedio # error estandar. Se
incluye el resultado de los ANOVAS practicados (Fy P)...... 40
Tabla VIII Datos de crecimiento promedio de poslarvas de abulon rojo
Haliotis rufescens después de 35 dias de tratamiento con
diferentes concentraciones de una mezcla (1/1) de penicilina G
sodica: dihidroestreptomicina. n=3; promedio + error estandar.
Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados (Fy P)... 41
Tabla IX Datos de porcentaje promedio de supervivencia de poslarvas de

abulén rojo (Haliotis rufescens) después de 35 dias de

tratamiento con diferentes concentraciones de una mezcla (1/1)

de los antibidticos penicilina G sodica/estreptomicina. n= 3;

prom * e.e. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados

Uiy o I T I TN T 43
Tabla X Pruebas morfoldgicas y bioquimicas aplicadas a las tres cepas

bacterianas aisladas de un sistema de cultivo de poslarvas de

abulon rojo (Haliotis rufescens) de una granja comercial, . . . . . 45
Tabla XI Pruebas fenotipicas de la galeria API 20NE aplicada a las tres

cepas bacterianas aisladas de un sistema de cultivo de poslarvas

de abulon rojo Haliotis rufescens de una granja comercial. . . . . 49

X1



Tabla XII

Tabla XIII

LISTA DE TABLAS continuacion, . .
Pagina
Porcentaje de mortalidad de poslarvas de abulén rojo de dos
dias de edad después de dos y 10 dias de exposicion a dos

densidades de tres bacterias aisladas de un sistema de cultivo

50
de poslarvas de una granja comercial n=3; promedio*e. e. ...
Contrastes ortogonales realizados a los resultados de los 8
tratamientos para probar la patogenicidad de las tres cepas
aisladas de la granja “Abulones Cultivados”. Se incluye el

51

resultado de los contrastes (Ey P). . ...

Xii



LISTA DE TABLAS DEL ANEXO

Pagina
Tabla I Reactivos necesarios de la mezcla para la reaccion en cadena de
la polimerasa. . .......ovvii i 90
Tabla II Reactivos necesarios de la mezcla de reaccion para el analisis
AP ; 90
de restriccidn eonlaenzima BStU L . oo i ivvisviivivinnasns
Tabla III Andlisis de varianza de la densidad bacteriana asociada al

cultivo de poslarvas registrada durante los ocho muestreos
realizados en la granja comercial “Abulones Cultivados S. de
R. L.de C. V.”. N. S. nivel superior, N. L. nivel inferior. ... ... Q1

Tabla IV Prueba de homogeneidad de varianza de la concentracién
bacteriana asociada a la diatomea bentdnica Navicula incerta
durante un tratamiento de 6 dias con el antibidtico cloranfenicol
gl condiciones BXperimentales: o .o sisovanmvsareaisas s o 91

Tabla V Analisis de varianza de la concentracidon bacteriana asociada a
la diatomea bentdnica Navicula incerta durante un tratamiento
de6 dias con el antibidtico cloranfenicol en condiciones

experimentales. . .. ... .. 21

Tabla VI Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracidn
bacteriana asociada a la diatomea benténica Navicula incerta
durante un tratamiento de 6 dias con el antibidtico cloranfenicol
en condiciones experimentales. . .. ... e, 92

Tala VII Prueba de homogeneidad de varianza de la concentracion
bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis rufescens
durante 22 dias de tratamiento con diferentes concentraciones
de cloranfenicol en condiciones experimentales. . . ......... 92

Tabla VIII Analisis de varianza de la concentracion bacteriana asociada a
las poslarvas de Haliotis rufescens durante 22 dias de 93
tratamiento con diferentes concentraciones de cloranfenicol. . . .

xiii



LISTA DE TABLAS DEL ANEXO Continuacion. . . .
Pagina

Tabla IX Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracion

bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis rufescens

durante un tratamiento de 22 dias con el antibidtico 94

cloranfenicol en condiciones experimentales. .. ............
Tabla X Prueba de homogeneidad de varianza de la talla promedio de la

poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 22

dias con el antibidtico cloranfenicol en condiciones

S Ael= g biiie (1] RSP S S e 94
Tabla XI Andlisis de varianza de la talla promedio de la poslarvas de

Haliotis rufescens durante un tratamiento de 22 dias con el

antibidtico cloranfenicol en condiciones experimentales. . . . 94
Tabla XII Prueba de comparaciones de Tukey de la talla promedio de las

poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 22

dias con el antibidtico cloranfenicol en condiciones

experimentales. . ....... . . e 95
Tabla XIII Prueba de homogeneidad de varianza de la concentracion

bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis rufescens

durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los

antibidticos Penicilina G sddica: dihidroestreptomicina  en

condiciones experimentales. . ............ ... ... . 95
Tabla XIV Analisis de varianza de la concentracion bacteriana asociada a

las poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de

35 dias de tratamiento con diferentes concentraciones de una

mezcla (1/1) de penicilina G sddica: dihidroestreptomicina en

condiciones experimentales. .. ... ... ... . i 96

xiv



Tabla XV

Tabla XVI

Tabla XVII

Tabla XVIII

Tabla XIX

Tabla XX

Tabla XXI

LISTA DE TABLAS del anexo continuacion. . .

Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracion
bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis rufescens
durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los
antibidticos Penicilina G sodica: dihidroestreptomicina en

condiciones experimentales. . .. ..... .. i

Prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis de la
concentracion bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis
rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla
1:1 de los antibidticos Penicilina G  sodica:
dihidroestreptomicina en condiciones experimentales. . . . ..

Prueba de homogeneidad de varianza de la de la talla
promedio de la poslarvas de Haliotis rufescens durante un
tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los antibidticos
Penicilina G sodica: dihidroestreptomicina en condiciones
experimentales. . ... .t

Andlisis de varianza de la talla promedio de las poslarvas de
Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una
mezcla 1:1 de los antibidticos Penicilina G sddica:
dihidroestreptomicina en condiciones experimentales. . . . ..

Prueba de comparaciones de Tukey de la talla promedio de las
poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35
dias con una mezcla 1:1 de los antibidticos Penicilina G
sodica: dihidroestreptomicina en condiciones experimentales.

Prueba de homogeneidad de varianza del porcentaje de
supervivencia promedio de las poslarvas de Haliotis rufescens
durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los
antibidticos Penicilina G sddica: dihidroestreptomicina en
gondiziones experimentaless . oo essnmawienesnen s s@uy

Andlisis de varianza del porcentaje de supervivencia
promedio de las poslarvas de Haliotis rufescens durante un
tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los antibidticos
Penicilina G sddica: dihidroestreptomicina en condiciones
experimentales. .. ... .. i

XV

Pagina

97

97

98

98

99

99

99



Tabla XXII

Tabla XXIII

Tabla XXIV

LISTA DE TABLAS DEL ANEXO continuacion. . . .

Prueba de comparaciones de Tukey de la supervivencia
promedio de la poslarvas de Haliotis rufescens durante un
tratamiento de 35 dias con una mezcla 1:1 de los antibidticos
Penicilina G sddica: dihidroestreptomicina en condiciones
o0 = 1 1 o RS T S e P PP g

Prueba de homogeneidad de varianza de la supervivencia
promedio de poslarvas de Haliotis rufescens durante un
tratamiento de 10 dias en condiciones experimentales con las
cepas, GHrC13 y GHrCl15, que fueron aisladas del sistema de
enltive de una granja cOmMEreial, o . oo s s ewmnvuressansams

Andlisis de varianza de la supervivencia promedio de
poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 10
dias en condiciones experimentales con las cepas, GHrCl1,
GHrC13 y GHrCl15, que fueron aisladas del sistema de cultivo
denna granjs comereial: s suwas v e v s s mEnr nr g Ey s EE s S

Xvi

Pagina

100

100



Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3
Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

Fig. 7

Fig. 8

LISTA DE FIGURAS

Diagrama de los tanques muestreados del sistema de cultivo de
poslarvas en la granja “Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.”
mesreads SH e eMudi0. .. - o » emnm i is iR ER AR FF T E S

Vista de la unidad de muestreo y el pipeteador automatico utilizados
durante los muestreos de los tanques de cultivo de poslarvas en la
granja “Abulones Cultivados S.de R.L.de C. V.”. . ..............

Toma de la muestra del fondo del tanque. . .....................
Densidad promedio de bacterias expresada en Unidades Formadoras
de Colonias registrada en los niveles superior (N. S.) e inferior (N. I.)
durante el periodo de muestreo en la granja comercial “Abulones
Cultivados”. Los puntos representan el promedio de cuatro tanques y
lag barrasirepresentan el error estandar. . <. cvssemw s is s s s s usa

Experimento 1. Efecto de diferentes concentraciones del antibiotico
cloranfenicol sobre la poblacién bacteriana asociada a una pelicula de
la diatomea Navicula incerta. Los puntos representan el promedio de
tres datos y las barras representan el error estandar. . ..............

Experimento 2. Efecto de diferentes concentraciones del antibiotico
cloranfenicol sobre la poblacion bacteriana asociada a un cultivo de
poslarvas de abuldn rojo a lo largo de 22 dias de experimentacion,
Los puntos representan el promedio de tres datos y las barras
representan el errorestandar. .. .. ... ... o i i

Experimento 2 Longitud de concha promedio de poslarvas de abuldn
rojo obtenidas en diferentes concentraciones de cloranfenicol a lo
largo de 22 dias de experimentacion. Los puntos son promedios y las
barras representan el error estdndar. .. ... ... ...

Experimento 3. Efecto de diferentes concentraciones de una mezcla
1:1 de los antibidticos penicilina G sodica: dihidroestreptomicina
sobre la poblacién bacteriana asociada a un cultivo de poslarvas de
abulén rojo a lo largo de 35 dias de experimentacion. Los puntos
representan el promedio de tres datos y las barras representan el error
BSEANAAL. . . .t e

Xvii

Pagina

14

15
16

31

33

35

37

39



Fig. 9

Fig. 10

Fig. 11

Fig. 12

Fig. 13

Fig 14

Fig. 15

Fig. 16

Fig. 17

LISTA DE FIGURAS Continuacion

Experimento 3. Longitud de concha de poslarvas de abulon rojo
después de 35 dias de experimentacion en distintas concentraciones
de una mezcla 1:1 de los antibidticos penicilina G soédica:
dihidroestreptomicina. Los puntos representan el promedio de tres
datos y las barras representan el error estandar. . .......... .. ...,

Experimento 3. Porcentaje de supervivencia de poslarvas de abulon
rojo en diferentes concentraciones de una mezcla de los antibioficos.
Los puntos son promedios de 3 datos y las barras representan el error
CREAIIAT, v ¢ wavo psomminm@ v e 8 58 5 0 SEREEY L 50§ 2

Resultados de las pruebas morfoldgicas y bioquimicas aplicadas a la
cepa GHrC11. A) Crecimiento en medio TCBS. B) Tincién Gram. C)
Oxidacion- fermentaciéon: a) control negativo. b) fermentacion
positiva ¢) oxidacion positiva. .. ......vi i

Resultados de las pruebas morfologicas y bioquimicas aplicadas a la
cepa GHrC13. A) Crecimiento en medio TCBS. B) Tincién Gram. C)
Oxidacion- fermentacion: a) control negativo. b) fermentacion
positiva ¢) oxidacidn positiva. . .. ..ot

Resultados de las pruebas morfologicas y bioquimicas aplicadas a la
cepa GHrC15. A) Crecimiento en medio TCBS. B) Tincion Gram. C)
Oxidacion- fermentacion: a) control negativo, b) fermentacidon
pogitive o) oxidacion poSItiVE : s s s ismmms s aa s B hEo s EET 8 0

Deteccion de los Productos de PCR. En los carriles: 1 y 7) Marcador
de peso molecular 0.1-1.5 kbp (Promega), 2) Control negativo (agua-
DEPC), 3) Control Positivo Vibrio harveyi, 4) Cepa GHrCl1, 5)
Cepa GHrCl13,6) Cepa GHrCIS5. .. .. ..o

Caracterizacion molecular por medio de PCR-RFLP. Carriles: 1 y 6)
Marcador de peso molecular 0.1-2 kpb (Invitrogen), 2) V. harveyi, 3)
cepd GHrC11,4) vepa GHrC13, 5) cepa GHYC1S5: o oo ssmavisasis

Secuencia parcial del gen 16S rDNA de la cepa GHrCll. Se
presenfan 3T Dases. « .. o v i v e vs v ns s wmrane s v 5o s BewET S S8 E s

Secuencia parcial del 16S rDNA de la cepa GHrC13. Se presentan
086 bases. . ..

xvill

Pagina

40

42

46

47

48

53

54

55

56



Fig. 18

Fig. 19

Fig. 20

LISTA DE FIGURAS Continuacion

Alineamiento obtenido mediante el programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST,NCBI) de la secuencia parcial de la cepa
S35 17, 1 R SR S5 SR S

Alineamiento obtenido mediante el programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST,NCBI) de la secuencia parcial de la cepa
.

Vista del fondo de un tanque de cultivo de poslarvas que muestra la

pelicula de diatomea. A. Vista de la pelicula al inicio del periodo de
muestreo. B. Vista de la pelicula al final del periodo de muestreo. . . .

Xix

Pagina

57

58



L. INTRODUCCION

El abulén es un molusco gasterépodo bentonico que habita desde la linea de
marea baja hasta 30 metros de profundidad. Se alimenta de algas marinas como
Macrocystis sp. las cuales son su principal fuente de alimento. Existen aproximadamente
100 especies de abulén que pertenecen a un solo género (Haliotis) nombre que le fue
dado por Lineo en 1758 y que significa oreja de mar. Todos los miembros de la familia
Haliotidae presentan una sola concha aplanada con perforaciones llamados poros
respiratorios (Bevelander, 1988). Presentan distribucién mundial, sin embargo las
especies de mayor tamafio estin localizadas en las zonas templadas. De éstas, alrededor
de 13 son de importancia comercial a escala mundial debido a su gran tamafio (Hahn,
1989), sicte de ellas se encuentran localizadas en América del Norte. Las especies que se
encuentran en Baja California de importancia comercial son f1. rufescens, H. fulgens y
H. corrugata siendo H. rufescens la que alcanza la talla mas grande de todas (30 cm)
seguida por H. fulgens (20 cm) (Hooker y Morse, 1985). Haliotis. rufescens es altamente
cotizada en el mercado tanto por su exquisito sabor como por su tamafio, y es cultivada
actualmente en el norte de Baja California (Searcy-Bernal et al., 2007).

El abulén ha sufrido de sobreexplotacion a lo largo de las Ultimas décadas en
muchas partes del mundo (McBride, 1998; Cook, 1998; Daume, 2006). Esto ha puesto
de manifiesto la necesidad de establecer laboratorios de produccién de semilla tanto para
repoblar bancos como para su engorda hasta talla comercial (Guzman del Préo, 1992;

Sweijd et al., 1998), por lo que la implementacién de biotécnicas que permitan la



produccion de semilla adecuada para sostener la produccion a escala comercial se vuelve
un factor importante.

La produccién de semilla de abulén es un proceso largo que dura entre 6 y 10
meses. Presenta diferentes fases que van desde la produccion de larvas, induccion al
asentamiento y metamorfosis, fase poslarval y por ultimo la fase juvenil que es la
semilla propiamente dicha. A diferencia de la fase larval y el perfodo de asentamiento y
metamorfosis, que son etapas en el cultivo de abulén que ya han sido superadas y se
obtienen actualmente supervivencias de hasta el 95% (Searcy-Bernal et al, 1992;
Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998) la fase poslarval y los primeros meses de vida
del abulén constituyen todavia una de las etapas criticas en la produccion, ya que se
registran mortalidades de hasta el 90% (Daume et al., 2004). El cultivo de abulén bajo
condiciones controladas, estd creciendo tanto en México como en otras partes del mundo
(McBride, 1998; Cook, 1998; Friedman et al., 2000; Daume, 2006; Strain et al., 2006;
Freeman et al., 2006.

El abuldon es un organismo que tiene larvas lecitotroficas. Estas larvas, no se
alimentan activamente de material particulado, y deben cubrir su demanda metabdlica
para su supervivencia a través del uso de reservas vitelinas y de la materia orgdnica
disuelta que incorporan por medio del integumento (Jaeckle y Manahan, 1989 a, b;
Vavra y Manahan, 1999). Una vez que las larvas se asientan y llevan a cabo la
metamorfosis, deben iniciar su alimentacion mediante el consumo de diatomeas (Takami
et al., 1997; Martinez-Ponce y Searcy-Bernal, 1998), de material extracelular de las
diatomeas (Garland et al., 1985) y muy probablemente de las bacterias asociadas al

mucus de dichas diatomeas (Takami ef al., 1997; Kawamura et al., 1998).



Entre las diversas hipétesis que se han propuesto para explicar los valores altos
de mortalidad en poslarvas y juveniles de abulén, destaca la que involucra a las bacterias
como agentes patogenos (Elston y Lookwood, 1983; Quanzhen y Youlu, 1995; Lin et
al., 1997; Taiwu et al., 1996, Cheng et al., 2004), y en algunos casos se han utilizado
antibioticos como medida profilactica para tratar de controlar dichas mortalidades; sin
embargo, otros autores como Kawamura y Takami (1995), Erasmus et al. (1997) y
Daume (2006), mencionan que es posible que las bacterias asociadas a los cultivos de
diatomeas sean también utilizadas como complemento alimenticio por poslarvas de 0 a
25 dias de edad. Estas observaciones indican que las bacterias pueden jugar un papel
muy importante en los sistemas de cultivo de larvas y poslarvas, mismo que debe ser
estudiado detalladamente, tanto en lo referente a la ecologia del sistema, como respecto
a la identificacion confiable de las bacterias que se encuentran asociadas a los sistemas
de cultivo.

Hasta hace relativamente poco tiempo, la identificacion de bacterias marinas se
hacia a través de las pruebas bioquimicas tradicionales desarrolladas y utilizadas en
microbiologia clinica especialmente para bacterias de origen terrestre y patégenas en
humanos (Forsblom ef al., 2002); sin embargo, el ambiente marino, tanto en condiciones
silvestres como de cultivo es totalmente diferente al ambiente terrestre. Los sistemas de
identificacion de bacterias mediante las pruebas convencionales de microbiologia
clinica, han arrojado resultados ambiguos respecto a la identificacién de las bacterias
marinas, debido principalmente a que fueron disefiadas para la identificacion de
bacterias terrestres (Uchino et al., 1997; 1998; Borsodi et al., 2003), lo que ha hecho

necesario el desarrollo de técnicas tal como las de biologia molecular que complementen




las microbiologicas para la identificacion adecuada de dichas bacterias.

En las ultimas décadas se han desarrollado métodos de biologia molecular como
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa que mediante la extraccion de acido
desoxirribonucleico (ADN) y la secuenciacion del gene ADNr 16S mediante la técnica
de “polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion” (PCR-RFLP),
permiten conocer la identidad de las bacterias hasta el nivel de especie mediante la
consulta de las secuencias en los bancos de datos universales existentes. Actualmente las
técnicas moleculares son de gran importancia en la identificacién de bacteria marinas
debido a su alta sensibilidad y especificidad y se estan utilizando como apoyo para la
identificacion de bacterias marinas con excelentes resultados (Ben-Haim et al., 2003;
Cabrera-Garcia ef al., 2004; Sawabe et al., 2004).

En el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas se han realizado diversos
estudios con el propdsito de apoyar la produccion de semilla de abulén a escala
comercial (Searcy-Bernal et al., 1988; Searcy-Bernal y Salas-Garza, 1990; Searcy-
Bernal et al., 1992; Searcy-Bernal, 1996). Desde 1998 se ha estado desarrollando un
proyecto sobre los factores ecoldgicos que influyen en la supervivencia y crecimiento de
poslarvas de abulén en condiciones de cultivo (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal, 1998;
Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998; Esparza-Herndndez, 1999; Vélez-Espino,
1999; Searcy-Bernal et al., 2001; Searcy-Bernal et al, 2003; Gorrostieta-Hurtado y
Searcy-Bernal, 2004; Searcy-Bernal ef al., 2007). Este trabajo se propone como parte de
ese proyecto y esta enfocado a conocer cudl es el papel de la comunidad bacteriana tanto
del sistema de cultivo de poslarvas, como de las diatomeas de las cuales se alimentan,

sobre el desarrollo de las poslarvas, asi como identificar hasta nivel de especie las



bacterias de una granja comercial, haciendo uso de las herramientas bioquimicas y
moleculares. Asimismo se explora la posibilidad de que estas bacterias pudieran ser
patogenas para las poslarvas.

Los estudios enfocados a conocer las interacciones ecoldgicas que se presentan
en los sistemas de cultivo de este molusco podrian ayudar al mejoramiento de los
sistemas de cultivo de las granjas que se dedican al cultivo de abulén tanto en México
como en otros paises del mundo.

I.1. Antecedentes.

Azam (1998) y Morales y Ward (2000) mencionan que el bacterioplancton,
como productor secundario, representa una de las rutas principales para el flujo de
materia y energia en la red alimenticia pelagica. Cerca de la mitad de la produccion
primaria en el océano es canalizada por las bacterias via el enlace microbiano. Por otro
lado diversos autores mencionan que las bacterias estin asociadas tanto a las microalgas,
(Riquelme y Avendafio-Herrera, 2003) como a los organismos inmersos en el medio
acuatico (Tanaka et al., 2003; Kennedy et al., 2006) formando una comunidad que se
beneficia en muchas maneras.

Desde 1937, se sefialé que las bacterias pueden jugar un papel muy importante
en la nutricion de animales marinos, principalmente larvas y juveniles (ZoBell y
Feltham, 1937). Trabajos posteriores como los de Jamieson y Wardlaw (1989) y
Douillet y Langdon (1994), demuestran que larvas de moluscos bivalvos consumen
bacterias presentes tanto en el alimento vivo que filtran, como en el agua circundante.
Existen ademds otros trabajos con diferentes especies como rotiferos y caracoles en

donde se ha encontrado que dichos organismos consumen bacterias de manera activa
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(Rombaut ef al., 1999; Morales y Ward, 2000) y una gran variedad de organismos, entre
los que se encuentran protozoarios y flagelados (Hahn y Hofle, 1999). Algunos
organismos bentdénicos también utilizan a las bacterias como fuente de alimento
(Morales y Ward, 2000).

En el caso del abuldn, la literatura consultada no documenta trabajos en los que
se estudie cual es el papel que juegan las bacterias presentes en los sistemas de
produccion de larvas y poslarvas, asi como tampoco se ha explorado cual es el efecto
que podria tener el uso de antibidticos tanto en las diatomeas como en las poslarvas.
Existen algunos trabajos en donde se menciona que los abulones podrian estar ingiriendo
bacterias que se encuentran asociadas a las algas coralinas en el medio natural (Garland
et al., 1985; Daume et al., 1997; Daume, 2006). Por otro lado, Kawamura y Takami
(1995), Kawamura et al. (1998) y Takami ef al. (1998), en los trabajos que realizaron en
condiciones de laboratorio y en donde hacen uso de antibidticos como una medida
profilactica, sugieren que las poslarvas recién asentadas consumen bacterias asociadas a
las diatomeas; sin embargo, estos resultados no son concluyentes y tampoco fueron
disefiados para responder a la pregunta acerca del papel de las bacterias y el uso de
antibioticos en los sistemas de cultivo.

Morse (1984) y Kitting y Morse (1997), mencionan que las larvas recién
asentadas pueden usar la radula para ramonear; sin embargo, Norman-Boudreau et al.
(1986) encontraron que no es sino del segundo al sexto dia después del asentamiento
cuando las poslarvas de Haliotis spp. comienzan a ingerir y digerir diatomeas. Ademas
Kawamura y Takami (1995), mencionan que aun cuando las poslarvas de H. discus

hannai, comienzan su actividad de alimentacion 24 h después del asentamiento, no se



observan diatomeas dentro del estdmago. Por su parte Daume et al. (1997 y 1999),
encontraron que las poslarvas de H. laevigata y H. rubra comienzan a alimentarse con
diatomeas a los 7 y 18 dias respectivamente después de que se asentaron, y Martinez-
Ponce y Searcy-Bernal (1998), en un estudio con poslarvas de f. rufescens con una edad
inicial de 2 dias (0.290 mm), encontraron que éstas comenzaron a pastorear sobre una
pelicula de N. incerta desde el primer dia del experimento y con mayor intensidad a
partir del sexto dia (0.378 mm) aunque no mencionan si las poslarvas de dos dias
estaban digiriendo las diatomeas.

Las observaciones acerca de los habitos de las poslarvas recién asentadas bajo
condiciones experimentales, sefialan que inmediatamente después de la metamorfosis las
poslarvas inician el comportamiento de pastoreo (Morse, 1984; Kitting y Morse, 1997),
aunque en algunos casos se menciona que no se observan diatomeas dentro del tracto
digestivo (Norman-Boudreau et al., 1986) por lo que una de las posibles hipotesis, es
que las poslarvas estan ingiriendo bacterias que se encuentran asociadas a la superficie
de cultivo y a las diatomeas que le son presentadas como primer alimento.

Las referencias en las que se menciona que los abulones juveniles ingieren
bacterias asociadas a la cuticula de algas coralinas incrustantes en donde se asientan y
que sugieren que poseen algunas enzimas capaces de digerir bacterias, apoyan la
hipotesis de que las poslarvas en condiciones de cultivo también ingieren y digieren
bacterias (Garland et al., 1985; Daume et al., 1997; Erasmus ef al., 1997).

La elevada mortalidad de larvas y poslarvas en los cultivos de abulén, ha sido
atribuida a bacterias patogenas, ya que existen muchas referencias en la literatura en

donde se menciona la presencia de bacterias, tanto en el medio ambiente como en los



sistemas de cultivo de peces (Carrasquero-Verde, 1999; Villamil et al., 2003), crustaceos
(Jiravanichpaisal et al., 1994; Hameed y Balasubramanian, 2000) y moluscos (Dixon et
al., 1991; Moore et al., 2000) incluyendo el abulén (Anguiano-Beltran ef al., 1998). Las
bacterias pueden representar un problema de salud para los organismos en cultivo
debido a que algunas especies son patégenas por la produccion de toxinas (Nottage y
Birkbeck, 1987; 1989), o por su facilidad para adherirse a la superficie corporal de los
organismos cultivados (Elston y Leivobitz, 1980) causando lesiones y debilitindolos de
tal modo que puedan ser presa facil de protozoarios, ciliados y otros organismos
oportunistas.

Las bacterias son uno de los agentes mas importantes causantes de enfermedades
y mortalidad tanto en organismos silvestres como en organismos cultivados. De acuerdo
con Ben-Haim et al. (2003), los sistemas de cultivo son reservorios ideales para
bacterias de cualquier tipo, ya que proveen un ambiente rico en nutrientes. Aunque
algunos investigadores mencionan que el uso rutinario de algunos antibidticos tales
como estreptomicina, neomicina, penicilina y rifampicina agregados diariamente a los
cultivos puede controlar el crecimiento de bacterias (Fitt e al., 1992), esta practica no es
muy recomendable debido a que su uso para controlar las enfermedades en acuacultura
promueve ¢l desarrollo de cepas resistentes tanto patdgenas como no patdgenas que
reemplazan a las bacterias susceptibles a los antibidticos (Son et al., 1997, Li et al.,
1999). Ademas las granjas comtinmente tiran sus aguas residuales a los cuerpos de agua
cercanos a la granja lo que aporta al medio natural una fuente tanto de residuos de
antibidtico como de bacterias resistentes (Graslund y Bengtsson, 2001; Kiimmere, 2003;

Gugliandolo et al., 2005; Cabello, 2004; Cabello, 2006).



En el caso de abulon, principalmente en organismos silvestres adultos se tienen
referencias de mortalidades muy altas debido la presencia de parasitos (Finley y
Friedman, 2000; Loubser y Dormehl, 2000), virus (Nagai et al., 1998; Nakatsugawa et
al., 1999) y a problemas de tipo bacteriano (Lafferty y Kuris, 1993; Altstat et al., 1996;
Nishimori et al., 1998; Andree et al., 2000; Antonio et al., 2000; Friedman et al., 2000;
Moore et al., 2000). En el caso de abulones en cultivo, se tienen referencias acerca de
mortalidades altas, debido a parasitos (Bower, 1987; 1988; 1989) y bacterias (Elston,
1983; Dixon et al., 1991; Quanzhen y Youlu, 1995; Taiwu ef al., 1997; Moore et al.,
2000), y en algunos casos no se hace menciéon de las posibles causas de estas
mortalidades (Moss, 1999).

Existen algunos trabajos en los que se ha identificado a las bacterias tipo
Rickettsia y del género Vibrio como los agentes patdgenos (Dixon ef al., 1991; Taiwu et
al., 1997; Anguiano-Beltran et al., 1998; Liu ef al., 2000; Moore ef al., 2000; Cai ef al.,
2006) y en algunos casos se propone el uso de antibidticos tales como estreptomicina,
penicilina y neomicina entre otros para combatirlas (Quanzhen y Youlu, 1995; Taiwu et
al., 1995; Taiwu et al., 1997); sin embargo, existen evidencias de que las bacterias
pueden crear resistencia a los antibidticos (Karunasagar et al., 1994; Hameed vy
Balasubramanian, 2000). Aunque no existen muchos trabajos en donde se hayan
reportado problemas secundarios en los organismos debido al uso de antibiéticos,
Somsiri ef al. (1999), en un estudio con el batracio Rana tigrina, encontraron que el
tratamiento con antibidticos, ocasion6 necrosis del higado y del rifién en ese organismo.
Por su parte Hart (2004) menciona que algunos antibioticos actiian inhibiendo la sintesis

de proteina en los ribosomas y que debido a la similitud estructural que existe entre las
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bacterias y el ribosoma mitocondrial, existe la posibilidad de que los organismos bajo
tratamiento con antibiéticos sufran alguna lesion en sus células debido al efecto del
antibidtico.

Lo anterior nos indica que la adicién de antibidticos debe hacerse con mucho
cuidado, ya que, si bien es cierto que algunas bacterias pueden ser patdgenas; también es
cierto que otras que se encuentran asociadas a las diatomeas pueden ser promotoras del
crecimiento de las mismas diatomeas y supresoras del crecimiento de cepas bacterianas
que podrian ser patdgenas para el cultivo (Rico-Mora y Voltolina, 1995 a, b; Suminto e
Hirayama, 1996; Rico-Mora ef al., 1998; Naviner et al., 1999) por lo que tratar de
eliminarlas del sistema de cultivo podria ser contraproducente, ya que estariamos
eliminando aquellas que nos ayudarian a tener cultivos mas sanos.

En un ensayo preliminar de este proyecto, se encontrd que poslarvas H. rufescens
tuvieron mayor crecimiento cuando no se les agrego antibidtico (datos sin publicar). En
este contexto, aun no sabemos cual fue la causa de esta diferencia en el crecimiento. Por
un lado es posible que al agregar el antibidtico, se eliminen bacterias que pudieran ser
una fuente importante de alimento, es decir un efecto directo sobre la alimentacion de las
poslarvas (Kawamura ef al., 1998). Por otro lado, las bacterias que se eliminen pudieran
ser precursoras de vitaminas y/o nutrientes utiles para las diatomeas y por lo tanto la
calidad nutricional de las mismas pudiera disminuir lo que implicaria un efecto indirecto
sobre la alimentacion de las poslarvas (Rico-Mora et al., 1998).

Una tercera explicacioén podria ser el efecto del antibidtico sobre la poblacion
bacteriana asociada al sistema digestivo de los abulones ya que en estudios desarrollados

por Tanaka et al. (2001; 2003; 2004) y Sawabe et al. (2004), se ha visto que diferentes
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bacterias del género Vibrio se encuentran presentes en el tracto digestivo de poslarvas de
abulén y le ayudan en la digestion de las microalgas que son su dieta habitual. Por esta
razon, se propone en este trabajo estudiar el efecto que tiene el uso de algunos
antibidticos sobre las bacterias asociadas a las diatomeas y sobre el crecimiento y
supervivencia de las poslarvas de abulén.

La produccion de semilla de abulén en condiciones de laboratorio es un proceso
largo que aun presenta serias dificultades para la produccién masiva. Con los estudios
mas recientes que se han realizado en el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas
(UABC) para conocer el uso del 4cido GammaAminoButirico (GABA) sobre el
asentamiento y metamorfosis de las larvas (Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998),
tasas de pastoreo (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal, 1998), efecto de la intensidad
luminosa (Esparza-Hernandez, 1999), efecto de la densidad de alimento (Vélez-Espino,
1999), efecto de la combinado de condicion de luz y densidad de diatomeas
(Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal, 2004) y efecto de pardmetros ambientales en una
granja comercial en poslarvas (Searcy-Bernal et al., 2007), se han logrado avances para
que la produccién de este molusco sea exitosa; sin embargo, ain faltan estudios para
reforzar los conocimientos que se tienen sobre la alimentacion en las poslarvas recién
asentadas, asi como conocer el efecto de algunos antibidticos tanto en los abulones,
como en las diatomeas. Tampoco se han aislados bacterias presentes en la biopelicula
donde se desarrollan las poslarvas para caracterizarlas y conocer cual es el efecto que
tienen estas bacterias sobre ¢l crecimiento y supervivencia de las mismas. Por lo que en
este estudio se propone evaluar la densidad bacteriana presente en la diatomea N. incerta

y en el sistema de cultivo de poslarvas de la granja “Abulones Cultivados”, evaluar el
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efecto de los antibioticos cloranfenicol y una mezcla 1:1 de penicilina G sédica y

estreptomicina sobre la comunidad bacteriana asociada tanto a la diatomea N. incerta

como al sistema de cultivo de poslarvas, y sobre el crecimiento y supervivencia de las

poslarvas de abulén rojo (H. rufescens). También se pretende aislar e identificar hasta

nivel de especie mediante técnicas moleculares cepas de tipo Vibrio aisladas del sistema

de cultivo de poslarvas en la granja. Asimismo se propone evaluar el efecto de cepas de

bacterias identificadas sobre la supervivencia de las poslarvas de H rufescens.

L.2. Objetivos.

L.

Cuantificar la poblacién de bacterias heterotrofas asociadas a la diatomea N. incerta
y al cultivo de poslarvas de abulén H. rufescens.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de los antibiodticos cloranfenicol y
una mezcla 1:1 de penicilina G sédica:dihidroestreptomicina sobre la poblacion
bacteriana asociada a la diatomea N. incerta y sobre el crecimiento y supervivencia
de poslarvas del abuldn rojo H. rufescens en condiciones experimentales,

Aislar y purificar cepas de bacterias del sistema de cultivo de poslarvas de la granja
“Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.”,

Evaluar la patogenicidad de las cepas de bacterias aisladas del sistema de cultivo de
poslarvas de la granja “Abulones Cultivados”.

Identificar a escala molecular las bacterias aisladas por medio de las técnicas de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Polimorfismo de la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion.

Realizar la secuenciacion parcial del gen 16SrADN para llegar hasta el nivel de

género.
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IL. MATERIALES Y METODOS

IL.1. Origen de la diatomea benténica (V. incerta), de las larvas de abulén rojo (H.
rufescens) y de las bacterias.

La diatomea benténica (N. incerta) utilizada en este estudio fue proporcionada
por el laboratorio de microalgas del I. . O. - U. A. B. C.

Las larvas de abuldn rojo fueron donadas por la empresa “Abulones Cultivados
S.de R. L. de C. V.” ubicada en el ejido Eréndira, B. C. La induccién a la metamorfosis
se hizo con dcido gamma amino butirico (GABA 1.5 pM), mediante métodos ya
establecidos (Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998), en cubetas de plastico de 20 L
dentro del laboratorio con aire acondicionado (17+1°C) e iluminacién constante (ca.
50uE). Se agrego la diatomea benténica N. incerta como alimento a una densidad de 250
cel'mm™ 24 h después de la metamorfosis.

Las cepas de bacterias, que fueron utilizadas en este trabajo para ensayos de
patogenicidad fueron aisladas del sistema de cultivo de poslarvas de la granja
“Abulones Cultivados”.

I1.2. Cuantificacion de la poblacién bacteriana asociada a la diatomea N. incerta y
al cultivo de poslarvas de abulén H. rufescens.

I1.2.1. Cuantificacion de la poblacion bacteriana asociada a la diatomea V.
incerta.

Para cubrir la primera parte de este objetivo, se utilizaron cultivos
monoespecificos de la diatomea N. incerta del Laboratorio de Microalgas del Instituto
de Investigaciones Oceanologicas en matraces de 125 ml. Se hicieron cinco muestreos:

11 de diciembre de 2001, 2 de marzo de 2002, 25 de agosto de 2005, 1 de septiembre de
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2005 y 13 de septiembre de 2005.

En condiciones de esterilidad, al matraz con el cultivo de diatomea se le dio un
tratamiento de sonicacion por 3 min para disgregar las diatomeas y desprender las
bacterias de éstas. Posteriormente se tomd 1 ml y se puso en un tubo de ensaye con 9 ml
de solucion salina (NaCl 0.9%). Se siguieron los procedimientos bacteriologicos
convencionales, es decir, se hicieron diluciones seriadas y se utilizé la tercera dilucion
para sembrarla en medio de cultivo Zobell sélido (Vargas-Cardenas y Lizdrraga-Partida,
1993). Con un pipeteador automatico con punta esterilizada se sembraron por triplicado
100 pl sobre la placa con el medio de cultivo por el método de esparcido en placa
(Vargas-Cardenas y Lizarraga-Partida, 1993). Las placas se dejaron por 160 h en una
incubadora a 28 °C. Se hicieron conteos de bacterias a las 24, 48 y 160 h de incubacion,
se sumo el total de colonias que aparecid en cada uno de los conteos y los resultados se
reportaron en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC'ml™). Se hicieron
conteos de la densidad de diatomeas en cada fecha de muestreo y se reporté la relacion

que se encontro enftre el numero de bacterias y diatomeas.

I1.2.2, Cuantificacién de la poblacion bacteriana asociada al cultivo de poslarvas de
abulon H. rufescens en una granja comercial.

Se realizaron 8 muestreos en la granja “Abulones Cultivados S. de R. L. de C.
V.” del 17 de febrero al 22 de junio de 2004 (Tabla I). Se trabajé con un lote de
poslarvas asentadas el dia 10 de febrero de 2004. Se seleccionaron ocho tanques del
modulo 2 del edificio de cultivo de poslarvas: cuatro del nivel superior (tanques 65, 69,

73 y 77) y cuatro del nivel inferior (tanques 68, 72, 76 y 80), (Fig. 1).
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Tabla 1. Fechas de los muestreos realizados en la granja “Abulones Cultivados S. de R.

L.deC. V.”,

# de muestreo

1

[ RN e R L

fecha
17-02-2004
24-02-2004
9-03-2004
31-03-2004
20-04-2004
11-05-2004
1-06-2004
22-06-2004

Flujo de agua

ATl e
A e |

S A R . L AR

I e |

et

el SRl SIS AN e

Drenaje

Figura 1. Diagrama de los tanques del sistema de cultivo de poslarvas en la granja
“Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.” de donde se tomaron las muestras

para este estudio.
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Del fondo de cada uno de los tanques elegidos, se tom6 una muestra de 10.75
cm? de 4rea del tapete de microalgas mediante un tubo de PVC (unidad de muestreo),

con un empaque de goma adaptado a uno de los exiremos para evitar la fuga del agua

(Fig. 2).

Figura 2. Vista de la unidad de muestreo y el pipeteador automatico utilizados durante
los muestreos de los tanques de cultivo de poslarvas en la granja “Abulones
Cultivados S. de R. L. de C. V.”.

Todo el material que se utilizé para hacer los muestreos fue previamente
esterilizado un dia antes del muestreo. Los pinceles, puntas de pipeta el agua de mar para
las diluciones y botellas de dilucién, se esterilizaron en autoclave a 121°C y 115 Ib de

presién por 15 min. Las unidades de muestreo y las pisetas, se lavaron con agua clorada,
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se dejaron secar se pusieron en bolsas de plastico y se les dio un enjuague con agua de
mar esterilizadaizada antes de utilizarlas.

Para tomar la muestra se vacié el tanque, se coloc6 la unidad de muestreo
firmemente pegada al fondo, con un pincel de pelo se barri6 perfectamente el area dentro
del muestreador; con una piseta con agua de mar esterilizada se enjuag6 el pincel dentro
del tubo y con una pipeta automatica de 10 ml con punta esterilizada, se colecté el agua
contenida dentro. Se hicieron dos enjuagues con agua de mar esterilizada y se colect6 el

agua de los enjuagues (Fig.3).

Figura 3. Toma de la muestra del fondo de uno de los tanques de cultivo de poslarva de
abulén rojo (Haliotis rufescens) en la granja “Abulones Cultivados S. de R. L. de
C. V.”




Cada muestra se puso en botellas esterilizadas que se guardaron en una hielera a
una temperatura aproximada de 8 °C para ser transportadas al laboratorio del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas en donde se procedié a la siembra en los medios de
cultivo s6lido, Zobell y TCBS. Los procedimientos bacterioldgicos fueron los mismos

que los descritos para los muestreos de diatomeas (ver I1.2.1.).

I1.3. Efecto de antibidticos sobre la poblacién bacteriana asociada a la diatomea /V.

incerta y sobre el crecimiento y la supervivencia de poslarvas de .

rufescens.

Para cubrir este objetivo se realizaron tres experimentos. En el experimento 1 se
utilizé un cultivo de N. incerta de 7 dias de edad y se probo el efecto del antibidtico
cloranfenicol sobre las bacterias asociadas a la diatomea. En los experimentos 2 y 3 se
probd respectivamente, el efecto del cloranfenicol y una mezcla 1/1 de penicilina G
sodica/dihidroestreptomicina sobre las bacterias asociadas y las poslarvas de abulén las
cuales fueron previamente inducidas a la metamorfosis con el método ya establecido
(Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998). Todos los experimentos incluyeron un
control y se hicieron por triplicado de acuerdo con un disefio aleatorio simple. Las
unidades experimentales (U. E.) para los tres experimentos, consistieron de cajas de
cultivos celulares esterilizadas de 12 pocillos (Corning) de 6 ml de capacidad y de 4.7
cm’ de 4rea de fondo, la diatomea N, incerta se sembré a una densidad de 250 cel-em™,
24 h antes del experimento para que se fijaran a las paredes de los pocillos.

Para evaluar el efecto del cloranfenicol sobre la poblacion bacteriana asociada a

la diatomea N. incerta, (experimento 1) se utilizaron concentraciones de 0, 5, 10, y 20



19

mg-ml”. Este experimento tuvo una duracion de seis dias. Se hicieron cambios de agua
cada tercer dia de acuerdo con el procedimiento que se detalla al final de esta seccion. Se
tomaron muestras para el analisis bacteriologico a las 24, 48 y 144 horas.

Para conocer el efecto de los antibidticos sobre la comunidad bacteriana se siguio
el siguiente procedimiento: antes del cambio de agua se tomo una muestra de 1| ml
raspando un area previamente estandarizada del fondo de cada U. E. con una pipeta
automatica con punta de plastico previamente esterilizada. Esta muestra se puso en un
tubo de ensaye con 9 ml de solucion salina (NaCl 0.9%), y se sometié a un periodo de
sonicacion de 3 min para disgregar las diatomeas y para desprender las bacterias
adheridas a la diatomea, de acuerdo con Lizarraga ef al. (1998) y Gorrostieta-Hurtado y
Searcy-Bernal, (2004). Se hicieron diluciones seriadas y 100 ul de la segunda y tercera
dilucion se sembraron por triplicado con ayuda de un pipeteador automdtico con punta
esterilizada, sobre las placas con medio de cultivo Zobell. Las placas se dejaron en
incubacion por 160 h a 28 °C. Se hicieron conteos de bacterias a las 24, 48 y 160 h de
incubacion, se sumo el total de colonias que aparecié en cada uno de los conteos y los
resultados se reportaron como UFC'ml™.

Para conocer el efecto del cloranfenicol sobre la flora bacteriana y sobre la
supervivencia y el crecimiento de las poslarvas de abuléon rojo H. rufescens
(experimento 2), se utilizaron las mismas concentraciones que para el experimento 1. Un
dia antes del experimento se pusieron en las UE las diatomeas a una densidad de 250
cel'mm?® y las poslarvas de 5 dias de edad, a una densidad de 1 poslarva-em® (4-5
poslarvas por pocillo). Este experimento tuvo una duracién de 22 dias debido a que este

es un periodo de tiempo suficiente para poder detectar efectos del tratamiento sobre la
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talla. Se tomaron muestras para el analisis bacteriologico a las 24 y 48 hs yalos 7, 11 y
21 dias, y para estimar el crecimiento se hicieron tomas de video de las poslarvas con
una camara de video (Sony modelo SSC-C374 CCD) adaptada a un microscopio
invertido (Meiji Techno) a los 2, 8, 15 y 22 dias. Posteriormente la imigenes fueron
digitalizadas con ayuda del programa (WinTV-2000 Hauppauge modelo 602) y para
estimar la longitud de la concha se utilizd el programa Scion Image (4.0.2).

Para el experimento 3 se us6 una mezcla 1:1 de penicilina G sdédica y
dihidroestreptomicina a concentraciones de 0:0, 50:50, 100:100 y 150:150 mg-ml'l. Las
poslarvas y las diatomeas se colocaron en las UE de igual modo que en el experimento
2. La edad de las poslarvas para este experimento fue de 3 dias y éste tuvo una duracion
de 35 dias. Se tomaron muestras para el analisis bacteriologico a las 24 y 48 hs y a los 7,
14, 21, 28 y 35 dias. Para evaluar el crecimiento poslarval se tomaron muestras los 7, 14,
21, 28 y 35 dias y la supervivencia se evalud a los 7, 14 y 35 dias, mediante el conteo
del niimero de poslarvas vivas y muertas y se refirid como porcentaje de supervivencia.

Las soluciones de antibidticos se prepararon el mismo dia del cambio de agua.
La solucién stock de cloranfenicol se prepard a una concentracion 100 mgml’ y las
soluciones stock de de penicilina G sddica y dihidroestreptomicina se prepararon a una
concentracién de 150 mg:ml™ con agua destilada esterilizada. Con éstas soluciones se
prepararon 250 ml de las soluciones de trabajo en las concentraciones preestablecidas
con agua de mar filtrada a 1 pm, irradiada con luz ultravioleta y esterilizada en autoclave
durante 15 min a 121 °C y 15 Ib de presion. Las unidades experimentales se prepararon
con las soluciones de trabajo y se hicieron los cambios de agua cada tercer dia. En el

control los cambios de agua se hicieron con agua de mar esterilizada.
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I1.4. Aislamiento y purificacién de cepas de bacterias del sistema de cultivo de
poslarvas.

Del muestreo del 17 de febrero que se realizé en la granja “Abulones
Cultivados”, se aislaron tres cepas del sistema de cultivo de poslarvas que crecieron en
el medio selectivo TCBS (Laboratorios DIFCO) a las que se denomindé GHrCl],
GHrC13 y GHrCl15. La seleccién de cepas se hizo de acuerdo a su morfologia
macroscopica (forma y tamafio de la colonia y color en el medio TCBS). Se escogieron
tres cepas, una de color verde y dos de color amarillo. El aislamiento se hizo mediante
resembrado en placa con medio nutritivo (Zobell) por el método de estrias (Vargas-
Cardenas y Lizarraga-Partida, 1993). Una vez que las placas se veian con colonias
homogéneas y perfectamente aisladas se hizo una observacién de la morfologia de las
células en un microscopio compuesto (Meiji) con el objetivo 100X, posteriormente se
hizo la tincién de Gram para determinar si las cepas eran Gram positivas o Gram
negativas.

Las cepas fueron identificadas por medio la galeria API 20 NE (bioMérieux),
pruebas bioquimicas y PCR-RFLP, cuya metodologia se describe mas adelante, (ver

1L6.).

IL.5. Efecto de las bacterias aisladas del cultivo de H. rufescens sobre la
supervivencia de poslarvas de abulon.

Para determinar la patogenicidad de las tres cepas bacterianas GHrC11, GHrC13
y GHrC15 aisladas del sistema de cultivo de la granja, sobre poslarvas de H. rufescens
de 2-d de edad, se utilizaron unidades experimentales que consistieron en cajas de Petri

esterilizadaes de 5 ml de capacidad. Las poslarvas se pusieron a una densidad de 1



22

poslarva cm™ que es la densidad recomendada para el cultivo de poslarvas de abulén (10

a 11 poslarvas por caja de Petri) y se utilizo un disefio completamente aleatorio.

Se probaron ocho tratamientos: dos densidades de cada una de las cepas (10° y
10° U.F.C.), un control sin bacterias ni alimento y otro control sin bacterias con
alimento, A los 7 tratamientos que recibieron alimento, se les proporcion6 N. incerta a

una densidad de 250 cel-mm™.

El enriquecimiento de las cepas para este experimento se hizo en medio de
cultivo Zobell sélido. Se sembrd una placa de cada una de las cepas y se pusieron a
incubar por 24 h a temperatura ambiente. Las bacterias se cosecharon directamente de la
placa con solucién salina (NaCl 0.9%) esterilizada bajo la flama del mechero y se
resuspendieron en 10 ml de la misma solucion para preparar diluciones seriadas. Para
calcular los indculos se utilizo una curva de regresion que relaciona la concentracion de
bacterias con la densidad dptica a 560 nm y se comprobd esta concentracion por conteo
en placa. Los indculos de bacterias se prepararon para obtener una concentracion de
bacterias de 10° y 10° UFC'ml™. Inmediatamente después de agregar el indculo en las
unidades experimentales, se tomé una muestra de 1 ml y se sembro por triplicado en
medio TCBS una alicuota de 100 pul para comprobar que la concentracion bacteriana en
cada unidad experimental correspondiera con la concentracion deseada. También se
tomd una muestra del control para verificar que no se incluyeran bacterias de tipo Vibrio
junto con los organismos de prueba. Los cambios de agua se hicieron cada tercer dia con

agua de mar esterilizada reinoculando cada una de las cepas de bacterias en la
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concentracion preestablecida. En los controles el cambio de agua se hizo con agua de
mar esterilizada. Las bacterias y las diatomeas se inocularon un dia antes de introducir
las poslarvas en la U, E.

Para estimar supervivencia de poslarvas, se hicieron 3 observaciones in vivo a las
24 y 48 hy 10 dias. Cada observacion se hizo por un lapso de 5 min para ver cuantas
poslarvas vivas y muertas habia en cada unidad experimental con ayuda de un

microscopio invertido (Meiji).

I11.6. Caracterizacion de las cepas.

Cepa de referencia: Vibrio harveyi (ATCC 14126). Fuente: Laboratorio de
Bacteriologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C., Unidad

Mazatlan. Esta cepa se utilizé como referencia para las pruebas de extraccién de ADN

genomico, PCR y PCR-RFLP.

I1.6.1 Caracterizacion fenotipica.

A las cepas GHrCl1, GHrC13 y GHrCl5, se les caracterizo fenotipicamente
mediante pruebas convencionales como morfologia colonial, tincion de Gram y
movilidad, crecimiento en medio selectivo (TCBS), citrocromo oxidasa, catalasa,
fermentacion de la glucosa y crecimiento en las salinidades de 0%o, 3%o, 6%0, 8%0 y
10%o. Se utilizé igualmente el sistema de identificacion rapida API2Z0NE (bioMérieux)
siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando la solucion de dilucion con agua

de mar esterilizada.
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11.6.2 Caracterizacion genotipica.
II. 6.2.1. Extracciéon de ADN cromosomal bacteriano.

Para obtener el ADN de las bacterias se sembré en medio Zobell (Vargas-
Cérdenas y Lizarraga-Partida 1993) liquido una colonia de cada una de las cepas. Se
incub6 con agitacion continua a 228 xg por 12 h. Posteriormente, se tomaron 1.5 ml de
cultivo que se colocaron en un tubo de esterilizada de 1.6 ml y se centrifugd a 13700 xg
en una microcentrifuga Eppendorf (modelo 5317C) durante 2 min para precipitar a las
bacterias eliminando el sobrenadante. Las células bacterianas se resuspendieron para su
lisis en 500 pl de amortiguador TE (Tris HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM
esterilizada), se adicionaron 100 pg de proteinasa K (10 mg/ml) y 100 pl de SDS al 10
%) y se incubaron 30 minutos a 37°C. Después de ese tiempo, se agregaron 500 pl del
reactivo comercial DNAzol® siguiendo el protocolo del fabricante (Research Molecular
Center), con la modificaciéon de Chomczynski et al. (1997) en donde se agregaron 240
pg de ribonucleasa pancreatica A (60 mg/ml). El tubo se dejé incubando 10 minutos a
37°C. Después de ese tiempo se centrifugd 10 min a 16,000 xg a temperatura ambiente
para precipitar el tejido degradado. Se transfirieron 800 pl del sobrenadante a un tubo
esterilizada y se agregaron 400 pl de cloroformo 99.8%, se mezcld por 20 segundos y se
centrifugé por 10 min a 14,000 rpm. Se transfirieron, cuidadosamente, 600 pl del
sobrenadante a otro tubo esterilizada y se agregaron 800 pl de isopropanol 99.9 %
(-20°C) que se mezcld por inversion y se incubd a -20°C por 12 horas. Una vez

transcurrido el tiempo se centrifugd por 10 min a 16,000 xg.
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El sobrenadante se elimind por decantacion y el ADN precipitado se lavo dos
veces con 500 pl de etanol al 70%. Después se centrifugd por 10 min a 16,000 xg y de
nueva cuenta el sobrenadante se elimind por decantacion. El ADN precipitado se seco en
una estufa a 37°C para eliminar restos de etanol, por un tiempo no mayor a 20 minutos.
Posteriormente, el ADN se resuspendié en 100 pl de amortiguador Tris-HCl 10 mM,

EDTA 1 mM, pH 8.0 (esterilizada).

IL. 6.2.2. Deteccién de ADN cromosomal bacteriano.

Para Verificar la extraccion del ADN genodmico, se prepard un gel de agarosa al
1% en amortiguador TBE 1X (Tris[hidroximetil] aminometano 89 mM, 4cido bérico 89
mM, EDTA 1mM, pH 8.3). Se analizaron 5 pl del ADN resuspendido con 1 pl de
colorante de carga (Xilencianol 0.125%, azul de bromofenol 0.125%, naranja G 0.125%,
glicerol al 30% en amortiguador TBE IX) 5X, por medio de la técnica de electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1.0%. Como referencia se utilizé6 un marcador de peso
molecular de 0.1 a 2 Kpb (Invitrogen, USA) a una concentracion de 1 pg/ul.

La electroforesis se realizé utilizando amortiguador TBE 1X, se aplicaron 100
voltios por espacio de una hora. Una vez realizada, gel se tifi6 utilizando una solucién de
bromuro de etidio (1 pg/ml) por un tiempo de 5 minutos. Después de ese tiempo, el gel
se lavo con agua destilada y se visualizd bajo un transiluminador ultravioleta a 302 nm.
Los resultados fueron registrados en formato jpg utilizando el sistema digital de
documentacion Bio-Doc it (UVP).

I1.6.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Una vez que se obtuvo el ADN, se llevo a cabo la amplificacion del gen de la
subunidad pequefia del ribosoma (16S rADN) por medio de la técnica de PCR utilizando
los oligonucleotidos universales 16SF: 5’CCGTCGACAGAGTTTGATCCTGGCTCA
G-37) y 16SR: 5’-CGGGATCCACCTTGTTACGACTTCACCC-3’. Ambos iniciadores

tienen una longitud de 28 nucledtidos y una Tm de 55°C (Garcia-Ortega, 1997).

El volumen de PCR fue de 100 pl, utilizando todos los componentes de Roche
Diagnostics (Tabla I, ver anexo). Las concentraciones de los componentes fueron las
siguientes: dNTP 200 uM, 200 ng de cada primer, MgCl, 1.5 mM y 2.5 U de Tag DNA
polimerasa. La reaccién se realizdé en un termociclador Apollo (Continental Lab

Products), como lo describe Garcia-Ortega, (1997).

Las condiciones de amplificacion fueron las descritas por Garcia-Ortega (1997) y
resumiendo fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos; 25
ciclos de 94 °C por 1 min., 55 °C por 1 min y 72 °C por 2 min; extension final a 72°C por

10 min.

Los productos de PCR se detectaron por electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1.2%. Se aplico una carga de 100 voltios por 1 h. Como referencia se utilizd
el marcador de peso molecular de 100 pb a 2.0 Kpb (Invitrogen) a un concentracion de 1
ng/pl. Posteriormente el gel fue tefiido con una solucién de bromuro de etidio (1 pg/ml)
por un tiempo de 5 minutos y después se lavé con agua destilada. El gel se colocd sobre
un transiluminador ultravioleta a 302 nm. Los resultados fueron registrados en formato
jpg utilizando el sistema digital de documentacion Bio-Doc it (UVP). Estos productos se

ufilizaron para hacer el andlisis de fragmentos de restriccion.
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11.6.2.4. Analisis de restriccion (PCR-RFLP).

El analisis de restriccion de los productos de PCR de las cepas, GHrCl11,
GHrC13 y GHrCl15 se realizo digiriéndolos con 5 U por reaccion de la endonucleasa
BstUI con su respectivo amortiguador (Tris-HCI 10 mM a pH 7.9, NaCl 50 mM, MgCl,
10 mM, DTT) (New England Biolabs, RU). En un tubo de 0.5 ml se agregaron los
reactivos en el orden que indica la tabla II (Ver anexo) en un volumen de 40ul. Los
tubos se incubaron a 60 °C por 6 h., posteriormente se enfriaron en un bafio de hielo por
5 min, se agregaron 8 pl de colorante 5X (xilencianol 0.125%,l azul de bromofenol
0.125%, naranja G 0.125%, gliceron al 30% en amortiguador TBE 1X) por tubo y se
mezcld con vértex ligero. La electroforesis para detectar los fragmentos de ADN se
realizo en gel de agarosa al 2.2%. Se aplic6 una carga de 100 voltios por 1 h. por un
tiempo de 5 minutos. Después el gel se lavo con agua destilada y se detectd bajo
iluminacion ulfravioleta a 302 nm. Los resultados fueron registrados en formato jpg
utilizando el sistema digital de documentacion Bio-Doc it (UVP).

IL.6.2.5. Secuenciacion de las cepas.

Debido a que las cepas GHrC13 y GHrC15 presentaron mucha similitud en las
pruebas bioquimicas y un patrén muy similar después del analisis de restriccién con la
enzima BstUI se considerd que las dos pertenecen a la misma especie. Respecto a las
cepas GHrCIl y GHrCl13, se decidi6 secuenciar parcialmente el gen 16S. La
secuenciacion fue realizada por la compaiiia CSUPERB (Microchemical Core Facility

DNA Lab. de San Diego State University, USA) utilizando un secuenciador ABI Prism
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3100 capillary electrophoresis DNA sequencer. En cada servicio se obtuvieron alrededor

de 900 bases.

I1.6.2.6. Alineamiento de las secuencias parciales.

Una vez que se obtuvieron las secuencias parciales, se realizo un alineamiento en
la pagina de Internet del banco de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) en la opcion Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST), en donde se obtuvo la identificaciéon de las dos cepas.

I1. 7 Analisis estadistico.

Para hacer los andlisis estadisticos se utiliz6 el programa STATISTICA 6.0. Se
realizaron pruebas de homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett), analisis de
varianza de una via y de dos vias y en los casos en donde se encontraron diferencias
significativas (P<0.05), se realizaron pruebas de comparaciones multiples (prueba de
Tukey). Los datos de concentracion de bacterias se transformaron a log e, cambiando los
valores de cero por 1. En los casos en que se rechazo la homogeneidad de varianza, se

hicieron pruebas de Kruskall-Wallis en lugar del ANOVA de una via. Los datos de

supervivencia se transformaron mediante el arcoseno +/ p antes del analisis. En el

experimento de patogenicidad se hicieron contrastes ortogonales de acuerdo con Zar,

(1999)




29

ITI. RESULTADOS

ITI.1. Cuantificacion de bacterias heterdtrofas asociadas a la diatomea N. incerta y al
sistema de cultivo de poslarvas de abuldn rojo H. rufescens.

IIL1.1.1. Cuantificacion de la poblacion bacteriana asociada a la diatomea V.
incerta cultivada en matraz.

En la tabla II, se presentan los resultados de los conteos de bacterias heterotrofas
que se hicieron durante los cinco muestreos realizados en el cultivo de N. incerta. Se
encontro que la densidad bacteriana en los cultivos de N. incerta varidé de 4 x 10°
UFC-ml™” hasta 7 x 10° UFC-ml" que fue la densidad mas alta que se registrd, con una
edad de cultivo de 8 y 13 dias, respectivamente. La relacion bacterias/diatomeas més béja
se encontrd en el muestreo del 1 de septiembre de 2005 y la més alta en el 5° muestreo
(13 de septiembre de 2005). Tanto la concentracion de bacterias heterotrofas como la
relacion bacteria/diatomeas muestran una tendencia a incrementarse en funcidén del

tiempo.

Tabla II. Densidad promedio de bacterias heterdtrofas expresada como UFC-ml™ (x 10%)
y de diatomeas expresada como num de cél'ml’! (x104) de cinco muestreos
realizados en la diatomea bentonica Navicula incerta. N= 3, promedios + error

estandar,
Muestreo Fecha Edad del cultivo Bacterias Diatomeas Rel.
(dias) *Bact/diat
1 Dic /11/2001 8 66.0+ 1.3 63.9+1.10 1.03
2 Mar/2/2002 8 48.9 +£9.99 68.8 £9,59 0.71
3 Ago/25/2005 10 250.004£ 19 102.3 £ 8.53 2.5
4 Sep/1/2005 8 36,7+ 12.02 57.9 +6.82 0.6
5 Sep/13/2005 13 686.7+121.43 126.5+5.85 54

* expresada en UFC-ml”
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II1.1.2. Cuantificacién de la poblacién bacteriana asociada al cultivo de

poslarvas de abulén H. rufescens en una granja comercial.

En la Figura 4 se presenta la densidad promedio de bacterias en los tanques
superiores e inferiores expresada en unidades formadoras de colonias por centimetro
cuadrado (UFC-cm™) registrada durante los ocho muestreos. Se encontré que la densidad
de bacterias més alta fue de 1.03 x 10° UFC-cm™ durante el muestreo del 31 de marzo de
2004, mientras que la mas baja fue de 6.33 x 10* UFC e¢m™ durante el muestreo del 22 de
Junio de 2004, (Tabla III). Durante los primeros cuatro muestreos la carga bacteriana
asociada a los tanques de cultivo, fue incrementdndose en ambos niveles, siendo mas
abundante en los tanques superiores, hasta alcanzar la densidad maés alta en los dos
niveles, (103 y 54.2 x10° UFC cm? en el nivel superior e inferior respectivamente); pero
en el 5° y 6 muestreos la densidad bacteriana fue mayor en el nivel inferior.

La densidad promedio de bacterias mas alta durante todo el periodo de muestreo se
registro en el nivel superior (1.7 x 10’ UFC-cm™); mientras que, en el nivel inferior fue de
1.5 x 10" UFC-em™. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
niveles (F=0.04; P= 0.846), ni entre fechas de muestreo (F=1.59; P=0.276). Ver la tabla

T1T del anexo.
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Figura 4. Densidad promedio de bacterias expresada en Unidades Formadoras de
Colonias registrada en los niveles superior (N. S.) e inferior (N, L) durante el
periodo de muestreo en la granja comercial “Abulones Cultivados”. Los puntos
representan el promedio de cuatro tanques y las barras representan el error estandar.

Tabla III. Valores promedio de la densidad bacteriana expresada en UFC-cm? (x106)
asociada al cultivo de poslarvas registrada durante los ocho muestreos realizados en
la granja comercial “Abulones Cultivados”. N. S. = nivel superior, N. I. = nivel
inferior. e.e. = error estdndar,

Mes de muestreo

N.S. 21704 2/24/04 3/9/04 3/31/04  4/20/04 5/11/04 6/1/04 6/22104  Media
Media  0.23 0.35 5.91 103.00 13.00 8.11 4.74 0.66 17.0
€. e. 0.04 0.09 1.49 22.10 4.66 4.69 4.25 0.50 4.73
N. I.

Media  0.39 0.19 1.83 22.2 54.2 33.9 3.08 0.06 14.48
e. e. 0.18 0.08 0.88 10.50 19.40 4.93 2.68 0.02 4.83
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IIL.2. Efecto de antibidticos sobre la poblacion bacteriana asociada a la diatomea N,
incerta 'y sobre el crecimiento y la supervivencia de poslarvas de H. rufescens.

IT1.2.1. Efecto del cloranfenicol sobre la diatomea y sobre las poslarvas de
abulon,

En la figura 5, se muestran los resultados del experimento | en donde se ve el
efecto de las diferentes concentraciones de cloranfenicol sobre la poblacion bacteriana en
el cultivo de N. incerta durante el periodo de experimentacion. Soélo en la concentracion
més alta de antibi6tico (20 mg'1™") disminuy6 la densidad inicial de bacterias desde 5 x
10% hasta 7 x 10> UFC'ml™ a las 48 h; sin embargo a las 144 h de tratamiento la poblacién
de bacterias aumenté a 3.5 x 10* UFC'ml". Al final del experimento (144 h), la
concentracion de bacterias més alta (4 x 10 UFC'ml") se registrd en el control (Tabla
IV). En la tabla IV del anexo se presentan los resultados de la prueba de homogeneidad
de varianza para el experimento. Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos a las 24 y 48 h (F=8.64; P 0.007 y F= 8.40; P= 0.007 respectivamente (ver la
tabla V del anexo). El analisis de comparaciones de Tukey para el muestreo de 24 h
indicd que el control fue diferente respecto a los tratamientos (0.007<P< 0.048) y estos
homogéneos entre si (Tabla VI del anexo). A las 48 h, la concentracién mds alta (20
mg-1") fue significativamente distinta a los demés tratamientos (0.007<P<0.031), pero al

final del experimento no se encontrd una diferencia significativa entre los tratamientos.
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Tabla IV. Crecimiento promedio expresado en UFC-ml™ (x 10" de la poblacion
bacteriana de un cultivo mono especifico de Navicula incerta después de 6 dias de
tratamiento con diferentes concentraciones de cloranfenicol. n=3, promedio +
error estandar. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados (F y P).

Tiempo Concentracion de cloranfenicol (mg'1™)
(horas) 0 5 10 20 F P
0 489 £63 48.9 +£6.3 489 £6.3 489 +£6.3
24 192 +8.38 44 19 1.8 +0.2 26 +04 8.64  0.007
48 151 +6.6 51 25 14 +0.5 0.07 £0.0 8.40  0.007
144 379 +7.1 8.8 +4.0 11.2 +£53 3.5 +£¥7 2.897 0.102

108 -
il 0mg 1"
4 4 —=0-—=  5mgl’
“T‘ 10 ......... e 1 Omgl'l
!
E —&—— 20mgl"
@)
= 100 -
)
102
101 T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (Horas)

Figura 5. Experimento 1. Efecto de diferentes concentraciones del antibiético
cloranfenicol sobre la poblacion bacteriana asociada a una pelicula de la diatomea
Navicula incerta. Los puntos representan el promedio de tres datos y las barras
representan el error estandar.
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En la figura 6 se presenta el crecimiento bacteriano en un cultivo de poslarvas de
abulén con diferentes concentraciones de cloranfenicol a lo largo de 22 dias de
experimentacion (experimento 2). Solamente en la concentracion mas alta de antibidtico
(20 mg-1") la poblacién bacteriana disminuyd desde 5 x 10* hasta 2 x 10° UFC'ml”
durante las primeras 24 de tratamiento pero aumentdé progresivamente en todos los
tratamientos a partir del siguiente dia alcanzando una concentracion de 10° UFC'ml” a
los 21 dias de tratamiento (tabla V). En la tabla VII del anexo se presentan los resultados
de la prueba de homogeneidad de varianza. Sélo se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos a las 24 hs (F= 11.34, P= 0.003), ver tabla VIII del anexo. El
analisis de comparaciones de Tukey indicé que la concentracion mas alta de antibidtico
fue diferente respecto al resto de los tratamientos (0.002<P<0.024) (Tabla IX del anexo).
Tabla V. Crecimiento promedio expresado como UFC'ml™" (X 10% de la poblacion

bacteriana de un cultivo de poslarvas de Haliotis rufescens después de 22 dias de

tratamiento con diferentes concentraciones de cloranfenicol. n=3; promedio +
error estandar. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados (F y P).

Tiempo Concentracion de cloranfenicol (mg-l'])
(dias) 0 5 10 20 F P
0 4,93 +0.00 4.93 +0.00 4,93 +0.00 4.93 +0.00
1 7.60 +2.33 3.76 £1.33 3.12 £1.32 0.22 +0.03 11.34 0.003
2 15.48 +£5.25 12.38 +5.44 16.17 +4.86 12,70 £3.72 0.18 0.907
7 16.20 +£2.61 24.88 +8.45 24,89 £1.74 28.16 +3.23 1.49 0.289
0.060

1 224,11 +43.60 183.00 £28.62 215.78 +23.07 342.00 +£24.50 3.74
1 227.78 £11.22 240.00 +60.39 198.67 +47.56 216.00 +48.35 0.17

N o=

0.914




UFC ml™

Fig. 6.
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Experimento 2. Efecto de diferentes concentraciones del antibidtico cloranfenicol
sobre la poblacion bacteriana asociada a un cultivo de poslarvas de abulén rojo
(Haliotis rufescens) a lo largo de 22 dias de experimentacién. Los puntos
representan el promedio de tres datos y las barras representan el error estandar,
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En el experimento 2 tampoco se encontrd una relacion clara entre el crecimiento
poslarval y la concentracion de cloranfenicol (fig. 7). Al final del experimento se registrd
la talla promedio mas grande (557.3 pm) en la concentracion mas alta de antibiotico (20
mg-1"), mientras que la talla menor (472.8 um) se registré en la concentracion de 5 mg:1”!
(Tabla VI). El resultado de las pruebas de homogeneidad de varianza se muestra en la
tabla X del anexo. Sélo se encontraron diferencias significativas entre las tallas de
poslarvas al final del experimento (F = 5.70, P = 0,022; Tabla XI del anexo). El andlisis
de comparaciones de Tukey indico diferencias entre las concentraciones de 5 y 20 mg-1”

(P=0.021) (tabla XII del anexo).

Tabla VI. Longitud promedio de poslarvas de abulén rojo (Haliotis rufescens) después de
22 dias de tratamiento con diferentes concentraciones de cloranfenicol. n=3;
promedio * error estindar. Se incluye el resultado de los ANOVAS practicados (F

y P).
Tiempo Concentracién de cloranfenicol (mg:1™)
(dias) 0 5 10 20 F P
0 35523 £21.77 35523 £21.77 35523 +£21.77 355.23 £21.77
2 388.81 £17.18 397.10 £15.90 383.61 +8.31 401.42 +16.09 0.66 0.598
8 443,72 £39.34 43231 £23.66 450.54 £30.21 448.24 +14.81 0.41 0.748
15 471.40 £19.14 438.66 £35.57 47551 £61.56 476.29 +34.47 246 0.178
22 541.13 £36.17 472.85 +£36.08 517.39 £30.69 557.29 +£29.16 5.70 0.022
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Figura 7. Experimento 2. Longitud de concha promedio de poslarvas de abulén rojo
(Haliotis rufescens) obtenidas con diferentes concentraciones de cloranfenicol a
lo largo de 22 dias de experimentacién. Los puntos son promedios de tres datos y
las barras representan el error estindar.
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ITL.2.2. Efecto de ]a mezcla de antibi6ticos sobre las poslarvas de abulén.

En la figura. 8 se presentan los resultados que se obtuvieron cuando se utilizé una
mezcla 1/1 de los antibidticos penicilina G soédica/dihidroestreptomicina sobre la
densidad bacteriana asociada al cultivo de poslarvas de abulén rojo (experimento 3). La
concentracién mas alta de la mezcla de antibiéticos (150/150 mg [™") redujo la poblacién
bacteriana hasta 2 x 10> UFC-ml™" después de 48 h de tratamiento sin embargo este efecto
no fue significativo (Tabla VII). Se encontrd que los resultados de los muestreos de 28 y
35 dias no pasaron la prueba de homogeneidad de varianzas, (tabla XIII del anexo), por
lo que a esos resultados se les aplicd la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis, como
los resultados fueron muy similares se reportan los resultados de la prueba de ANOVA,
sOlo para mantener la consistencia en la presentacién de los resultados y se afiaden los
resultados de la prueba Kruskall-Wallis (tabla XIV del anexo). Durante las primeras tres
semanas de tratamiento se encontraron diferencias (un orden de magnitud) entre el
control y la concentracién mas alta las cuales fueron significativas a los 7 dias (F = 6.05,
P=10.019) y alos 14 dias (F = 6.67, P = 0.014). Ver la tabla XIV del anexo. El analisis de
comparaciones de Tukey para el muestreo del dia 7 indicé que el control fue diferente
respecto a los tratamientos (0.008<P< 0.043) y estos homogéneos entre si, mientras que
para los 14 dias el analisis de Tukey indico que esas diferencias se dieron entre el control

y 150/150 mg-I"" (P=0.037), (Tabla XV del anexo).
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Figura 8. Experimento 3. Efecto de diferentes concentraciones de una mezcla 1/1 de los
antibioticos penicilina G sddica/estreptomicina sobre la poblacién bacteriana
asociada a un cultivo de poslarvas de abulén rojo (Haliotis rufescens) a lo largo
de 35 dias de experimentacion. Los puntos representan el promedio de tres datos y
las barras representan el error estandar.
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Tabla VII. Crecimiento promedio expresado como UFC-ml’” (x 10" de la poblacion
bacteriana de un cultivo de poslarvas de Haliotis rufescens después de 35 dias de
tratamiento con diferentes concentraciones de una mezcla (1/1) de los antibidticos
penicilina G sddica/estreptomicina. n=3; promedio + error estandar, Se incluye el
resultado de los ANOVAS practicados (F y P).

Tiempo Concentracién de la mezcla (1/1) de antibidticos (mg:1™")
(dias) 0 50/50 100/100 150/150 F P

0 46.0 £2.3 46.0 £2.3 46.0 £2.3 46.0 £2.3

| 2.5 £0.8 4.7 £3.2 1.5 £0.2 32 £04 0.74  0.557
2 0.3 £0.2 25 %12 6.4 £5.8 0.02 £0.01 268 0.118
7 73 £1.7 1.8 £0.3 2.9 £0.7 1.2 £0.5 6.05 0.019
14 75.1 £23.4 164 £6.9 22.9 £18.0 2.1 £0.7 6.67 0.014
21 2522 £209.3 25.6 £25.6 101.1 £101.1 35.6 £33.9 1.15 0.388
28 331.1 £261.2 71.1 £40.4 142.2 +51.3 233 £184 0.38 0.773
35 20.6 +10.6 13.1 £7.8 0.6 £04 30£1.9 3.06 0.091

Al final del experimento (35 dias) se encontrd que las poslarvas estaban
pastoreando activamente las peliculas de diatomea y probablemente como una
consecuencia de esto, las concentraciones bacterianas también disminuyeron en todos los
tratamientos (fig. 8). La concentracion de bacterias mas alta (20.6 x 10* UFC'ml™) se
registré en el control, mientras que la mas baja (0.6 x 10* UFCml™) se registré en la
concentracién 100/100 mg:1™ (Tabla VII). Sin embargo, estas diferencias no fueron

significativas (F = 3.06; P = 0.091). Ver la tabla XTIV del anexo.
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En la figura 9 se presentan los resultados del crecimiento de las poslarvas
sometidas a un tratamiento de 35 dias con diferentes concentraciones de la mezcla de
antibidticos. Se encontré que en la concentracién mas alta (150/150) de la mezcla de
antibioticos durante las tres primeras semanas de tratamiento se registraron las tallas
promedio de poslarvas mds bajas (400.84, 403.92 y 438.37 um para la primera, segunda y
tercer semanas respectivamente), (Tabla VIII), mientras que en la concentracién de 50/50
mg1" se registraron las tallas mas grandes en la segunda tercer y cuarta semanas (483.60,
545.13 y 577.39 pm respectivamente). Al final del experimento se registrd la talla més
alta (601.75 pm) en la concentracién de 100/100 mg1™". En la tabla XVII del anexo se
presentan los resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas. Sélo a los 21 dias,
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F= 5.43, P = 0.030, tabla
XVIII del anexo). El andlisis de comparaciones miltiples de Tukey para el muestreo del

dia 21 indic6 que las diferencias se dieron entre los tratamientos de 50/50 y 150/150 mg:

Fhp= 0.029). Ver tabla XIX del anexo.

Tabla VIII. Datos de longitud promedio de poslarvas de abulén rojo (Haliotis rufescens)
después de 35 dias de tratamiento con diferentes concentraciones de una mezcla
(1/1) de los antibidticos penicilina G sddica/estreptomicina. n= 3; prom + e.e. Se
incluye el resultado de los ANOVAS practicados (F y P).

Tiempo Concentracién de la mezcla (1/1) de antibidticos (mg:1™)
(dias) 0 50/50 100/100 150/150 F P

0 309.24 £24.5 30924 +£245 30924 4245 309.24 £24.52

7 41445 £248 43895 £19.1 43981 +16.9 400.84 +£32.86 3.30 0.079
14 45029 +24.1 483.60 +37.8 42509 +52.3 403.92 £59.95 2.94 0.099
21 502.43 +£23.1 54513 £12.2 53572 +10.8 438.37 £59.65 5.43 0.030
28 534.67 £22.0 57739 +£184 57025 +£18.8 550.50  +£34.00 1.20 0.386
35 542,18 +21.4 60056 +324 601.75 4307 551.47 +£52.18 0.61  0.630
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Figura 9. Experimento 3. Longitud de concha de poslarvas de abulon rojo (Haliotis
rufescens) después de 35 dias de experimentaciéon con distintas concentraciones
de una mezcla 1/1 de los antibidticos penicilina G sodica/dihidroestreptomicina,
Los puntos representan el promedio de tres datos y las barras representan el error
estandar.
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El porcentaje de supervivencia de poslarvas de abulén rojo sometidos durante 35
dias a diferentes concentraciones de la mezcla de los antibidticos penicilina G sodica/
dihidroestreptomicina se muestra en la figura 10. La supervivencia mas baja (31.0 %) se
registrd en la concentracion mas alta de antibidticos (150/150 mg 1) a los 35 dias de
tratamiento (Tabla IX), mientras que la supervivencia mas alta (82.0 +£10.0 %) se registrd
en la concentracion 50/50 mg 1", La tabla XX del anexo muestra los resultados de la
prueba de homogeneidad de varianza. Solo se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos al final del experimento (F = 7.62, P = 0.010, tabla XXI del anexo). El
analisis de comparaciones de Tukey para el muestreo del dia 35 indicé que las diferencias
se dieron entre los tratamientos de 150/150 mg:1"' y el control (P= 0.009) y 50/50 mg:1"

(P=0.027). Ver Tabla XXII del anexo.

Tabla IX. Datos de porcentaje promedio de supervivencia de poslarvas de abulon rojo
(Haliotis rufescens) después de 35 dias de tratamiento con diferentes
concentraciones de una mezcla (1/1) de los antibidticos penicilina G
sodica/estreptomicina. n= 3; prom + e.e. Se incluye el resultado de los ANOVAS
practicados (F y P).

Tiempo Concentracion de la mezcla (1/1) de antibidticos (mg:1™")
(dias) 0 50/50 100/100 150/150 F P
0 100.0 £ 0.00 100.0 £0.0 100.0 £ 0.0 100.0 £0.00
7 93.0 £7.00 100.0 £ 0.0 100.0 £0.0 87.0 £7.00 0.67 0.596

14 81.0 £1.00 89.0 £11.0 73.0 £27.0 83.0 £17.00 0.40 0.759
35 69.0 +6.00 82.0 £10.0 60.0 £31.0 31.0 £6.00 7.62 0.010
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Figura 10. Experimento 3. Porcentaje de supervivencia de poslarvas de abulén rojo
(Haliotis rufescens) en presencia de diferentes concentraciones de una mezcla
(1/1) de los antibidticos penicilina G sédica/estreptomicina. Los puntos son
promedios de 3 datos y las barras representan el error estdndar.
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II1. 3. Aislamiento y Caracterizacion fenotipica de las cepas.

I11.3.1. Obtencion de las cepas bacterianas.

La seleccion de las cepas bacterianas que se aislaron del sistema de cultivo de
poslarvas de la granja comercial se realizé con base en la morfologia y tamafio de la
colonia. Se escogieron tres cepas que crecieron en TCBS las cuales fueron purificadas y
se les denomind cepas GHrC11, GHrC13 y GHrCl5.

En este estudio se encontré que las (res cepas fueron Gram negativas,
fermentativas (Figs 11, 12 y 13; tabla X), oxidasa y catalasa positivas y mdviles en medio
semisolido. La cepa GHrCl11 fue un cocobacilo gram negativo que produjo colonias
verdes en el medio TCBS, El crecimiento ocurrio de 0 a 6 % (p / v) de cloruro de sodio
(NaCl); mientras que las cepas GHrCl13 y GHrCl15 fueron bacilos que produjeron
colonias amarillas en el medio de cultivo TCBS, El crecimiento ocurrié en presencia de 3
y 6 % (p/v) de NaCl. El crecimiento 6ptimo de las tres cepas se registré a 3% (p/v) de
NaCl.

Tabla X. Pruebas morfologicas y bioquimicas aplicadas a las tres cepas bacterianas

aisladas de un sistema de cultivo de poslarvas de abulén rojo (Haliotis rufescens)
de una granja comercial.

PRUEBAS GHrCl11 GHrC13 GHrCl15
Tincion Gram - - -
Movilidad + ik +
Oxidasa + + s
Catalasa + + +
Movilidad en medio semisolido + + +
TCBS + + +
Morfologia cocobacilo bacilo bacilo
Requerimiento de NaCl 0% + - -

3% + + +

6% + 4 £

8% - -
10% — -
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Figura 11. Resultados de las pruebas morfoldgicas y bioquimicas aplicadas a la cepa
GHrC11. A) Crecimiento en medio TCBS. B) Tinciéon Gram. C) Tubos con la
prueba de oxidacién- fermentacion: a) control negativo. b) fermentacion positiva
¢) oxidacién positiva.
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Figura 12. Resultados de las pruebas morfolégicas y bioquimicas aplicadas a la cepa
GHrCl13. A) Crecimiento en medio TCBS..B) Tincién Gram. C) Tubos con la
prueba de oxidacién- fermentacion. a) control negativo, b) fermentacion positiva,
¢) oxidacion positiva. -
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Figura 13. Resultados de las pruebas morfolégicas y bioquimicas aplicadas a la cepa
GHrC15. A) Crecimiento en medio TCBS. B) Tincion Gram. C) Tubos con la
prueba de oxidacién- fermentacion. a) control negativo, b) fermentacion positiva,
c) oxidacién positiva.
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111.3.2. Caracterizacién fenotipica

En la tabla XI se muesiran las caracteristicas fenotipicas de los tres aislados
bacterianos. La comparacion de las caracteristicas morfologicas, fisiologicas asi como las
pruebas bioquimicas del sistema de identificacion API 20 NE muestran que las cepas
GHrC13 y GHrC15 son fenotipicamente idénticas, las tres cepas reducen los nitratos a
nitritos, producen - glucosidasa, y - galactosidasa. So6lo la cepa GHrC11 fue capaz de
asimilar D-glucosa, D-manitol, D-maltosa. Ninguna de las tres cepas fue capaz de
asimilar D-glucosa, L-arabinosa tampoco pudieron asimilar los dcidos cdprico, adipico,
malico ni fenilacético asi como tampoco pudieron asimilar el citrato trisédico.
Tabla XI. Pruebas fenotipicas del sistema de identificacion API 20 NE aplicadas a las tres

cepas bacterianas aisladas de un sistema de cultivo de poslarvas de abulén rojo
(Haliotis rufescens) de una granja comercial.

REACCION GHCI1 GHiCI3  GHrCl5
NO, reduccién de nitratos a nitritos + + +
TRP  produccion de indol - + +
GLU  produccidn de 4cido a partir de glucosa - + +

ADH  arginina dihidrolasa - - -
URE  produccién de ureasa (produccion de ureasa) -
ESC hidrélisis de esculina +
GEL  hidrdlisis de gelatina (produccion de gelatinasa) -
ONPG  hidrélisis de ONPG (produccion de Bgalactocidasa +
GLU  asimilacion glucosa +
ARA  asimilacion arabinosa - - -
MNE  asimilacion de manosa - - -

MAN  asimilacién de manitol + - )
NAG  asimilacién de N-acetil-glucosamina + = -
MAL  asimilacion de maltosa + - -
GNT  asimilacion de gluconato 4 - -

CAP  asimilacion de capraio - - -
ADI asimilacion de adipato & 3 -
MAT  asimilacion de malato - - -
cIr asimilacion de citrato - - -
PAC asimilacion de fenil-acetato - - -

+, positivo; -, negativo.
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II1.4. Efecto de bacterias aisladas del cultivo de poslarvas de H. rufescens sobre la
supervivencia de las poslarvas de abulén rojo H. rufescens.

Cuando las poslarvas de abuldén rojo de dos dias de edad fueron expuestas a dos
densidades (10’ y 10° UFC-ml™) de las cepas (GHrC11, GHrC13 y GHrC15), aisladas del
sistema de cultivo de poslarvas de una granja comercial se encontré que ninguna de las
tres cepas produjo mortalidades a las 48 h de exposicion, en ninguna de las dos
densidades de bacterias utilizadas. Sin embargo, en las observaciones que se hicieron con
el microscopio durante las evaluaciones, se vio que las poslarvas se encontraban débiles
ya que no podian mantenerse en pie por ellas mismas. Después de 10 dias de exposicion a
las bacterias se encontré que la cepa GHrC11 fue la méas patégena ya que produjo 90 +
5.8 % de mortalidad en la densidad de 10° UFC-ml” y de 83.9 + 7.0 % de mortalidad en
la densidad de 10° UFC'ml" (Tabla XII). Mientras que las cepas GHrC13 y GHrCl15
produjeron mortalidades de 50.0 + 17.3 y 65.8 + 19.4% en la densidad de 10° UFC'ml™ y
de 73.3 £ 16.7 y 52.5 + 12.4% en la densidad de 10° UFC'ml" respectivamente. El
resultado de la prueba de homogeneidad de varianza se muestra en la tabla XXIIT del
anexo. De acuerdo con el analisis de varianza se encontraron diferencias significativas
(P=4.36; F =0.007), ver tabla XXIV del anexo.

Tabla XII. Porcentaje de mortalidad de poslarvas de abulén rojo (Haliotis rufescens) de
dos dias de edad después de 10 dias de exposicion a dos densidades de tres

bacterias aisladas de un sistema de cultivo de poslarvas de una granja comercial
n=3; promedio * e. e.

GHrC11 GHrC13 GHrCl15
10° 90.0 +5.8 50.0 +17.3 658 +19.4
10° 839 +7.0 733 +16.7 52,5 +12.4

Control con diatomeas 16.7 +3.3

Control sin diatomeas 30.0 = 5.8
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Se realizaron siete contrastes entre los diferentes tratamientos (tabla XIII). El
primer contraste que se realizo fue entre los controles y las tres cepas, para determinar si
las diferencias que se encontraron fueron significativas estadisticamente hablando, el
siguiente contraste se realizé entre los tratamientos controles debido a que a un control
se le puso alimento y al otro no. El tercer contraste se realizo entre la cepa GHrCl1
contra las cepas GHrC13 y GHrCl15 debido a que fue la cepa GHrC11 produjo colonias
de color verde sobre medio TCBS y se sospechd que era una especie diferente de las otras
dos cepas que produjeron colonias de color amarillo en el mismo medio. El resto de los
contrastes se hizo para saber si las diferencias de mortalidad observadas entre las dos
densidades de cada una de las bacterias eran significativas.

Tabla XIII. Contrastes ortogonales realizados a los resultados de los 8 tratamientos para

probar la patogenicidad de las tres cepas aisladas de la granja “Abulones
Cultivados”. Se incluye el resultado de los contrastes (t y P),

Contraste  tratamiento tratamiento t P

Primero  controles vs Las tres cepas 4.44587 0.000407
Segundo  Control C/alimento Vs Control S/alimento 0.78533 0.443735
Tercero Cepa GHrCl11 Vs GHrCl13 y GHrCl15 2.68643 0.016216
Cuarto Cepa GHrC13 Vs Cepa GHrC15 0.23164 0.819757
Quinto Cepa GHrCl1a Vs Cepa GHrCl11b 0.66936 0.512811
Sexto Cepa GHrC13a Vs Cepa GHrC13b -1.35536  0.194128
Séptimo  Cepa GHrCl15a vs Cepa GHrC15b 0.77509 0.449588

Los resultados del analisis de contrastes ortogonales entre los diferentes
tratamientos se presentan en la tabla XXV del anexo, se encontré que hubo diferencias
significativas entre el control y las tres cepas (t= 4.45; P= 0.0004) y entre la cepa
GHrC11 que mostrd ser la mas patogena con respecto a las cepas GHrC13 y GHrC15 (t =

2.69; P=10.016).
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IIL.5. Caracterizacion molecular por medio de PCR-RFLP.
IIL5.1. Obtencion del ADN genémico.

La electroforesis mostrd de manera cualitativa una buena cantidad de ADN,
Respecto a la calidad no se observd contaminacion por proteinas o polisacaridos. Por otro
lado, el ADN no se encontraba degradado o parcialmente degradado.

II1.5.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se amplificé el fragmento de 1500 pb del gen 16S rDNA para todas las cepas (ver

figura 14). El producto de PCR obtenido fue suficiente para realizar el andlisis de

fragmentos de restriccion (RFLP).

I11.5.3 Analisis de restriccion (PCR- RFLP)

La figura 15 muestra la detecciéon de los productos resultantes del analisis de
restriccion por medio de RFLP. Las cepas GHrC11, GHrC13 y GHrC15 presentan 5
cortes (6 fragmentos), pero sélo las cepas GHrC13 y GHrC15 presentan el mismo patrén
de restriccion de la cepa control (V. harveyi) compartiendo con ella los fragmentos: ~550,
340, 228, 182, 125, y 104 pb. De acuerdo con los resultados de este analisis, la cepa
GHrCl1 no pertenece al género Vibrio, ya que; aunque presenta 6 fragmentos, solo

comparte el fragmento de 125 pb con la cepa control.
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1500 pb 1500 pb
1000 1000
500 500

Figura 14. Deteccion de los productos de PCR. En los carriles: 1 y 7) Marcador de peso
molecular 0.1-1.5 kpb (Promega), 2) Control negativo (agua-DEPC), 3) Control
Positivo V. harveyi, 4) Cepa GHrC11, 5) Cepa GHr(C13, 6) Cepa GHrC15.
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l 23 . 5 6
2.0 kpb 2.0 kpb
1.5 kpb 1.5 kpb
0.6 kpb 0.6 kpb
0.1 kpb 0.1 kpb

Figura. 15. Caracterizacion molecular por medio de PCR-RFLP Carriles. 1 y 6) Marcador
de peso molecular 0.1-2 kpb (Invitrogen), 2) V. harveyi, 3) cepa GHrCl1, 4) cepa
GHrC13, 5) cepa GHrC15.
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ITI. 5.4. Secuenciacion y alineamiento de las cepas GHrC11 y GHrC13.
En las figuras 16 y 17 se muestran las secuencias parciales de las cepas GHrC11
GHrC13. Se muestran 957 y 986 bases que se obtuvieron para la cepa GHrC11 GHrC13

respectivamente.

NNNNNTCGCNGAGCCNNCCGTGGTNNNNNNNCCCCCTTANGGTTAGCGCACTGCCTTCGGGTAAACCCAACTCCCATGGTGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGTCATGCTGTTACGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCTC
TCGAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTTGAGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTCGCTGCCCATTGTCACCGCT
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCA
GTCCCCCTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCCTGGCGTCCCCGAAGGGAACCATCCGTCTCCGGATGTAGCACCAAATGTCA
AGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGGAAGCTTAATGCGTTAGCTGCGTCACCAAACAGCATGCTGCCTGACAACTAGCTT
CCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGAGCCAG
TGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCNAATATCTACGAATTTCNNCTCTACACTCGGAGTTCCACTCACCTCTCTCGGACTC
ANACTTCCAGTATCAAAGGCAGTTCCANANTTGAGCTCTGGGNNTTCACCCNGACTTAAAGTCCGCCTACNNGCNNNTTTNNNG
CCANNNNTNCNANNANGCTANCCCCNNNNNNTTNCNNNN

Figura. 16. Secuencia parcial del gen 16S rDNA para la cepa GHrC11. Se presentan 957
bases.

NNTNANNCTGGCGGCNGGCCTAACNCATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTTCGGGTGCGTTAATGGGCGTCG
AGCGGCGGACGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGGAAACGATGGCTAATACCGCATGA
TGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGOTGAGG TAAT
GGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACE
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCGCATCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATT
AAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTNNTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTTCNGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGNGGCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGA
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACNNNNTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGANTNGTGGCCTTGAG
CCGTGGCTTTCGANCTAACNCGTTAGTAGACCGCCTGGGGAGTANNNCGCAGATTAAACTCAAATGAATTGNNN

Figura 17. Secuencia parcial del gen 16S rDNA de la cepa GHrC13. Se presentan 986
bases.
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En las figuras 18 y 19 se muestra el alineamiento de las secuencias obtenidas
mediante BLAST, NCBI. De acuerdo con los resultados de la bisqueda realizada en la
pagina del genebank la cepa GHrC11 pudo ser identificada como Stappia sp = Ahrencia
sp con un porcentaje de similitud del 98 % bajo el nimero de identificacion AJ582083.1;
mientras que, la cepa GHrC13 pudo ser identificada como Vibrio tasmaniensis con un

porcentaje de similitud de 97% bajo el niimero de identificacion AY620969.1 .
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GTGACCGGCCGTGTGTACAAGGCCCGGGARCGTATTCACCGCGTCATGCTGTTACGCGAT
LLCECELEECEEE P LT LT
GTGACGEGCEETATATACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGTCATGCTGTTACGCGAT
TACTAGCGATTCCAACTTCATGCTCTCCAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGGCT
CECEELEERECEE TR T L T T
TACTAGCGATTCCAACTTCATGCTCTCGAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGECT
TTTTGAGATTAGCTCCCCCTCECGEETTCECTGCCCATTGTCACCGCCATTGTAGCACGT
LELCEEEEELELEL LT L T iy
TTTTGAGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTCGCTGCCCATTGTCACCGCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGCCCETAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCT
LELEEEEEEELEC LT LR e
GTETAGCCCAGCCCETAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCT
TATCACCGGCAGTCCCCCTAGAGTGCCCARCTARATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTG
LECEELET PR E LR LE T T LT
TATCACCGECAGTCCCCCTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCA
LCLEEEEELENE T LR E LT
CGCTCETTGCGGEACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCA
CCTGTCCTGGCGTCCCCGAAGGGAACCATCCGTCTCCGGATGTAGCACCAAATGTCAAGG
LELECELEETEEE TP L L et
CCTGTCCTGGCGTCCCCGAAGEGARCCATCCGTCTCCGGATGTAGCACCAAATGTCAAGE
GCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTCCTTCGAATTARACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGT
LECEELEELEEL DL LR LT
GCTGGTAAGGTTCTECECETTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGAGC
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGGAAGCTTAAT
LLLCLE LT LT LT T
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGEGAAGCTTAAT
GCGTTAGCTGCGTCACCAAACAGCATGCTGCCTGACAACTAGCTTCCATCGTTTACGACE
LELLLELEELCEE TR E LT T
GCGTTAGCTGCGTCACCAAACAGCATGCTGCCTGACAACTAGCTTCCATCGTTTACGECE
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTA
LECELLECEE L L L LT Ty
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTA
CCGAGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGETGTTCTTCCNAATATCTACGAATTTCNNCTC
COCPEETETELECCCT L LR e s 1
CCGAGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTC
TACACTCGGAGTTCCACTCACCTCTCTCGGACTCAN - ACTTCCAGTATCAAAGGCAGTTC
LECLLEDELECEC LR L TP
TACACTCGGAGTTCCACTCACCTCTCTCGGACTCAAGACTTCCAGTATCAAAGGCAGTTC
CANANTTGAGCTCTGGGNNTTCACCCN - GACTTAAA - GTCCGCCTAC

LU LEEEEEEEEEEE EEEEEE TR T

CAGAGTTGAGCTCTGGGATTTCACCCCTGACTTAAAAGTCCGCCTAC

Figura 18. Alineamiento obtenido mediante el programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST, NCBI) de la secuencia parcial de la cepa GHrCl1 la cual se
presenta en la parte superior. La secuencia en negritas corresponde a Stappia sp =

Ahrencia sp AJ582083.1




CTGGCGGCNGGCCTAACNCATGCARGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTTCGGGTG
LELELEL DL E R T e el
CTGACGECAGECCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACTAACAATCCTTCGGGTE
CGTTAATGGGCGTCOAGCGGCGEACGEGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTCATCTCR
LEVERELELEE LT L |
CGTTAATGEGCETCGAGCGECGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGE
GGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGA
LULLEPECEE LT T E L e i
GGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCARAGAGGGGEGA
CCTTCGGECCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
LECEEELEREC PR P |
CCTTCGEECCTCTCGCATCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGA
LELLEEELECEEE PP R LT ey
GCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGA
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACARTGGGCGAAAGC
LELECEELEL LT P EEL LT
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTG
LELPECTETEEEELCEET e T R e L ey
CTGATGCAGCCATGCCGCATGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTG
TGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCGCATCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCG
LULLEELEEDEE LT e |
TGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCGCATCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCE
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGACGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
LELELEETET LT EE LT L
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGETTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGEGGCTCAACCT
LELEDEEEERE LT LT T
GGGCGTAAAGCGCATGCAGETGETTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGEGCTCAACCT
CGGAACTGCATTTCARACTGGTGAACTAGAGTNNTGTAGAGGGGGGTAGAATTTC - NGTG
LELELEELER TRV TEEEEE L e 1
CGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGETGE
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAG - -NGGCCCCTGGACA
LELLELEET PR L EE L e 1 |
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCOCTGEACA
GATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCARAC - NNNNTAGATACCCTGGTAGTC
LELTEELELEL LT TR NIRARNRRRNARANES
GATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTEATAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCTACTTG- - ANTNGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTC - GANCTAA
LELLEDELEEEE LT T AR RN A
CACGCCGTAAACGATGTCTACTTGEAGGTTGTGGCCTTGAGCCETGECTTTCGEAGCTAA
CNCGTT- AGTAGACCGCCTGGGGAGTA

UL TP

CGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTA
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Figura 19. Alineamiento obtenido mediante el programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST,NCBI) de la secuencia parcial la cepa GHrC13 la cual se presenta
en la parte superior. La secuencia en negritas corresponde a Vibrio tasmaniensis,

AY620969.1.
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IV DISCUSION

IV.1. Cuantificacion de las poblaciones bacterianas asociadas a la diatomea N, incerfa
y al sistema de cultivo de poslarvas de abulon rojo H. rufescens.

IV.1.1. Cuantificacion de la poblacién bacteriana asociada a cultivos
monoespecificos de la diatomea N. incerta.

En este trabajo se encontré que de manera recurrente los cultivos tuvieron asociada
una poblacidén bacteriana y que la relacidén bacteria/diatomea varié desde 0.6 hasta 5.4
UFC-diatomea’[, (Tabla 1II), siendo los cultivos de 8 dias los que tuvieron la relacién
bacteria /diatomea mas baja (entre 0.6 y 1.03) y que a medida que el cultivo se hizo mas
viejo, esta relacién se hizo mayor encontriandose una relacion de 5.4 UFC-diatomea™ en el
cultivo de 13 dias de edad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Grossart, et al.
(2006) quicnes mencionan que la relacion bacterias/diatomeas varia tanto con la especie
(relacion especie-especifica) como con la edad del cultivo. Salvesen, ef al. (2000) en un
estudio hecho con seis microalgas encontraron que la relacion bacterias/microalgas varié
desde 0.2 hasta 16.4 UFC-microalga™ y que ésta estuvo en funcién de la especie de
microalga, por lo que lo resultados encontrados en este (rabajo concuerdan con lo ya
reportado con respecto a la relacion bacteria /diatomea. Cabe mencionar, que en este caso

se esta hablando unicamente de bacterias heterétrofas.

IV.1.2. Cuantificacion de la poblacion bacteriana asociada al cultivo de poslarvas de
abulén H. rufescens en una granja comercial,

En los muestreos realizados en la granja se encontré que aunque las condiciones de

luz fueron significativamente diferentes entre los dos niveles ya que los tanques superiores

recibieron 727 1x, mientras que los tanques inferiores recibieron 217 Ix en promedio a lo

largo de todo el periodo de muestreo (Searcy-Bernal, et al., 2007), no se encontraron
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diferencias significativas en la densidad de bacterias en los dos niveles, por lo que podria
decirse que la luz no e¢s un factor que esté influenciando la cantidad de bacterias presentes
en la pelicula de diatomeas.

En un estudio previo de Lizdrraga- Partida, et al. (1998) realizado para conocer la
calidad del agua en esta misma granja se encontraron valores promedio de hasta 8.0 X 10
UFC-em?* de bacterias heterdtrofas en tanques de poslarvas de 3 semanas de edad; mientras
que en este trabajo, para poslarvas de esa misma edad se encontraron densidades promedio
un orden de magnitud mas altas, Aunque en este caso no se tienen datos de la densidad de
diatomeas por cm?, de acuerdo con los resultados obtenidos en éste y otros trabajos, es de
esperarse que el nimero de UFC reportadas aqui este muy relacionada con la cantidad de
diatomeas presentes en la biopelicula que se encuentra en los tanques de cultivo. El hecho
de que la densidad de bacterias haya variado a lo largo del periodo de muestreo puede
deberse principalmente a efectos del pastoreo por parte de las poslarvas, ya que como se
menciond antes, se empezd a proporcionar el alimento preparado a los 45 dias de edad de la
poslarva, debido a que conforme las poslarvas se hacen mas grandes la intensidad de
pastoreo es mayor como lo mencionan Martinez-Ponce y Searcy-Bernal (1998), por lo que
se requiere del apoyo de alimento preparado para sostener el desarrollo del cultivo.

La adicion de las hojuelas se hizo el dia 26 de marzo 2004 (5 dias antes del 4to
muestreo) y en este muestreo fue donde se registré la densidad de bacterias més alta en el
nivel superior (Fig. 4). De acuerdo con los resultados obtenidos en la primera parte de este
trabajo en donde se cuantifico la densidad bacteriana asociada a la diatomea N. incerta y se
encontrd que la relacion UFC/diatomea fue mayor en los cultivos de diatomea con mas dias
de edad, es de esperarse que la cantidad de bacterias haya ido en aumento en los tanques de

cultivo, ya que al inicio de la etapa poslarval el pastoreo sobre la biopelicula no es muy
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intenso como lo demostraron Searcy-Bernal et al. (2001). Ademads es probable que no solo
se estuvieran contabilizando las bacterias asociadas a la diatomea, sino también las
bacterias asociadas a las heces de las poslarvas, ya que los muestreos se hicieron antes de
que el personal de la granja hiciera el cambio de agua.

En los muestreos subsecuentes, la densidad de bacterias fue disminuyendo hasta
alcanzar la densidad méas baja (0.66 y 0.06 UFC-cm™ en el nivel superior e inferior
respectivamente). Esto puede ser explicado en parte por el incremento del pastoreo por
parte de las poslarvas, ya que también se pudo apreciar durante los tltimos dos muestreos

que la pelicula de diatomeas estaba totalmente agotada (Fig. 16 A y B).
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Figura 20. Vista del fondo de un tanque de cultivo de poslarvas de abulén rojo (Haliotis
rufescens) en la granja “abulones Cultivados” que muestra la biopelicula de
diatomeas. A. Vista de la pelicula al inicio del periodo de muestreo. B. Vista de la
pelicula al final del periodo de muestreo.
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1V.2. Efecto de antibioticos sobre la comunidad bacteriana asociada a los sistemas de
cultivo, .

En este trabajo se encontrd que el uso experimental de los antibidticos cloranfenicol
y la mezcla 1:1 de Penicilina G sodica/dihidroestreptomicina disminuyeron las poblaciones
bacterianas tanto de los cultivos de diatomeas, como de los cultivos de poslarvas soélo
durante las primeras 48 h, a pesar de que el antibiotico se reemplazaba continuamente. Esto
sugiere que las bacterias fueron susceptibles a los antibidticos los dos primeros dias
probablemente debido a que nunca antes habian recibido un tratamiento de antibidticos. En
todos los casos la poblacion bacteriana se incremento después de 96 h, hasta alcanzar las
densidades que se registraron en el control (106 UFC'ml™") en donde los cultivos no
recibieron antibidticos. De acuerdo con estos resultados se sugieren dos posibles hipotesis:
a) que las bacterias desarrollaron resistencia debido al uso frecuente de antibidticos lo cual
concuerda con lo reportado por otros autores (Son et al., 1997; Bruun ef al., 2000, Chelossi
et al., 2003). b), ya que las diatomeas y las bacterias cohabitan formando una pelicula
adherida al sustrato, es posible que la estructura compleja de la pelicula compuesta
principalmente por exopolisacaridos, provea de proteccion a las poblaciones bacterianas a
diversos agentes entre ellos los antibidticos como lo han sugerido Nickel et al. (1985),
Nichols et al. (1998) Davey y Otoole (2000) y Sutherland (2001).

Es posible que las poslarvas en tratamientos con antibidticos no desarrollaran la
microflora intestinal necesaria probablemente debido a la baja disponibilidad de bacterias
en la biopelicula o porque el antibidtico inhibio el crecimiento de las bacterias del sistema
digestivo de las poslarvas (Erasmus et al., 1997; Sawabe et al., 1998; 2003 y 2004; Tanaka
et al.,2004). En el caso del cloranfenicol, aparentemente el efecto de su uso no fue un factor

importante en el desarrollo de las poslarvas, ya que las concentraciones de bacterias se
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incrementaron rdpidamente hasta alcanzar el nivel que se registré en los controles (10°
UFC-ml™) asimismo, el crecimiento de las poslarvas fue muy similar al registrado en el
control (Figs. 6 y 7).

Por otro lado, en el experimento con la mezcla de antibioticos la concentracion
bacteriana se mantuvo mas baja en la concentracion mas alta de la mezcla de antibioticos
(150/150 mg 1I'") durante todo el periodo experimental en relacion con el control y el
crecimiento de las poslarvas también fue mas bajo durante las primeras 3-4 semanas (Figs.
8 v 9). Es probable que la supervivencia mas baja registrada en la concentracion alta de
antibidtico (Fig. 10) pudiera estar relacionada con una deficiencia digestiva debida a la falta
de una microflora apropiada ya que como se menciond anteriormente, los abulones
necesitan de una flora intestinal que les ayude en la digestion como lo mencionan Sawabe
et al. (1998, 2003 y 2004) y Tanaka et al. (2004). Por otro lado, estos resultados podrian ser
explicados parcialmente por el papel potencial de las bacterias como una fuente nutricional
para las poslarvas de abulén como lo sugieren Kawamura et al. (1998).

El uso de antibidticos en investigacion con abulones ha sido puesto en practica
como un esfuerzo para controlar la interferencia bacteriana durante la induccion quimica de
la metamorfosis, asi como para evitar la mortalidad durante el desarrollo poslarval, Esto
incluye tanto la mezcla de penicilina estreptomicina a concentraciones de 150/150mg I
(Searcy-Bernal et al., 1992; Roberts et al., 2001 Takami ef al., 2002), cloranfenicol a 10
mg I'" (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal 1998; Searcy-Bernal et al/ 2001) y sulfato de
estreptomicina a 10 mg 1"'; (Gapasin y Polohan 2004). Aunque no se conocen los efectos de
los antibidticos sobre el asentamiento de las larvas ni el desarrollo poslarval, lo que se sabe
acerca del efecto de antibidticos en otros organismos nos sugiere que se deben tener

precauciones extremas en su uso y resaltar el peligro potencial que se corre de introducir
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otros factores que pudieran actuar en detrimento de los organismos de nuestro interés.
Aunque el efecto primario de los antibidticos es antimicrobiano, sus efectos sobre el
organismo pueden incluir un impacto sobre la flora gastrointestinal como lo mencionan
Dibner y Buttin (2002) disminuyendo la flora necesaria para digerir el alimento que
consumen especialmente los herbivoros como el abuldn (Sawabe ef al., 2003; Sawabe ef
al., 2004; Tanaka et al., 2004). Por otro lado Hart (2004), menciona que algunos
antibidticos como el cloranfenicol trabajan inhibiendo la sintesis de proteina la cual se
produce en el ribosoma bacteriano y que debido a que existe una similitud estructural entre
las bacterias y el ribosoma mitocondrial, pueden hacer de este ultimo (presente también en
todas las células de los organismos que se encuentran bajo tratamiento con antibidticos) un
objeto de ataque de los antibioticos pudiendo producir dafios en dichos organismos. Por su
parte, Cardona- Léopez (1966) menciona que, el uso de cloranfenicol inhibe la incorporacion
de fenilalanina al acido ribonucleico provocando una disminucion de la sintesis proteica, lo
que produce anemia anaplasica en humanos.

Los resultados de este estudio sugieren que el uso de estos antibidticos puede ser
util en estudios de corta duracidon tales como aquellos enfocados a la induccion de la
metamorfosis en abulén ya que este proceso toma de 2 a 3 dias (Roberts y Nicholson, 1997;
Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran, 1998; Roberts, 2001; Gapasin y Polonia, 2004). Sin
embargo esto no podria ser el caso para los estudios poslarvales de largo periodo ya que las
concentraciones bacterianas se recuperan después de unos pocos dias. A menos que el
efecto de los antibidticos sobre las bacterias patdgenas fuera mas eficiente y que el numero
de éstas fuera reducido en la composicion microbiana final, se recomienda que no se
utilicen antibioticos en este tipo de estudios.

El potencial efecto toxico de las dosis altas de antibidtico sobre las poslarvas de
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abulon no puede ser dilucidado a partir de los resultados de este trabajo; pero se puede
sugerir que el uso de antibidticos como medida profilactica de largo periodo no es lo mas
recomendable para el buen manejo de la salud de los organismos cultivados en granjas a
escala comercial por lo que se hace necesario adoptar medidas tales como practicas
rutinarias de limpieza e higiene y como una alternativa el uso de probidticos como ya ha
sido recomendado por otros autores como Douillet y Langdon, (1993), Avendafio y
Riquelme, (1999), Makridis et al. (2000), Verschuere (2000 a, b) Bachére (2003) y Daume
(2006). Por otro lado Dibner y Buttin (2002) ¢ Immanuel, e¢ al. (2007) recomiendan otras
alternativas como el uso de dcidos grasos polinsaturados (HUFA) que en la actualidad ya
estan siendo empleados con otros organismos tales como poslarvas de camarén.

IV.3. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas GHrC11, GHrC13 y

GHrC15.

Los resultados de este trabajo concuerdan con lo reportado por otros autores que
mencionan que los sistemas de identificacion rapida tales como la serie APT 20 NE no son
muy confiables para la identificacion de especies de origen marino ya que fueron disefiados
dentro de la microbiologia clinica para la identificacion de patégenos en humanos y
bacterias terrestres y en la mayoria de los casos, ain no se hacen las adecuaciones
pertinentes para su aplicacién en bacterias marinas, (Brisse ef al., 2002; Forsblom et al.,
2002; Bosshard et al., 2004; Bosshard et al., 2006) y sélo algunas bacterias de origen
marino han sido identificadas adecuadamente mediante este tipo de galerias (Boettcher et
al., 2000; Kelman, et al, 2001; Le Roux et al, 2002). Por esta razon algunos autores
recomiendan que se utilicen las herramientas moleculares para una identificacion
confirmatoria confiable de dichas bacterias (Brisse et al, 2002). En la actualidad la

identificacién molecular de bacterias marinas mediante métodos moleculares como lo son
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la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR-RFLP) y secuenciacidn del gene rRNA 16S

es una herramienta confirmatoria ampliamente aceptada para y es utilizada de manera

rutinaria (Boettcher ef al., 2000; Le Roux et al., 2002; Fukunaga et al., 2000).

1V.4. Efecto de bacterias aisladas del cultivo de poslarvas de H. rufescens sobre la
supervivencia de las poslarvas de esta especie.

Con respecto a la patogenicidad de bacterias asociadas a los sistemas de cultivo en
granjas comerciales, este es el primer reporte del que se tiene referencia sobre la infeccidn
experimental de poslarvas tempranas de abuldn rojo usando bacterias aisladas de un sistema
de cultivo de poslarvas de una granja comercial que opera en condiciones de higiene
adecuadas. Las tres cepas aisladas produjeron mortalidades altas en poslarvas tempranas (2-
d) de abuldn rojo en condiciones experimentales.

En este estudio se encontré que la cepa GHrCl11 (Stappia sp = Ahrencia sp) produjo
mortalidades mayores que las cepas GHrC13 y GHrC15 después 10 dias de exposicion a las
bacterias. De acuerdo con Byung-Chun et al. (2006) Stappia spp es una bacteria marina que
corresponde a las bacterias terrestres del género Agrobacterium y Smith et al. (2002)
mencionan que Stappia stellulata es una bacteria que esta asociada a los dinoflagelados que
producen la toxina conocida como PST (paralytic shellfish toxin). Los datos de este estudio
muestran que Stappia sp no produce mortalidad en las poslarvas durante los primeros dos
dias post-infeccion; sin embargo, resultd ser patdgena para las poslarvas después de 10 dias
de exposicion. Por el momento no se tienen evidencias para determinar el factor
involucrado en la patogenicidad de Stappia sp sobre las poslarvas de abulén rojo debido a
que el trabajo experimental no fue disefiado para evaluar el agente toxico. Probablemente

este sea el primer reporte sobre la patogenicidad de Stappia sp. = Ahrensia sp. sobre
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poslarvas de abulén sin embargo es necesario realizar estudios mas detallados para

corroborar que esta bacteria es patogena.

En estudios previos, Anguiano-Beltran ef al. (1998) y (2004) demostraron que
Vibrio alginolyticus (ATCC 17749) fue altamente patdégena para las larvas y poslarvas de
abulén rojo y para las larvas de mejillon azul, En este estudio se encontrd que las cepas
GHrC13 y GHrCl15 que fueron aisladas del sistema de cultivo de poslarvas de una granja
comercial e identificadas como Fibrio tasmaniensis; fueron patdgenas para poslarvas
tempranas (2-d) de abulon. Cai et al. (2006) y Liu ef al. (2000) reportaron que dos cepas
aisladas de poslarvas y juveniles enfermos de Haliotis diversicolor supertexta e
identificadas como Vibrio alginoliticus y V. parahaemolyticus respectivamente, produjeron
30% de mortalidad en dosis de 10° UFC:ml™ para V. alginolyticus, mientras que V.
parahaemolyticus tuvo una dosis media letal de LDsy = 1.6 X 10° UFC'ml "', En este
trabajo se encontrd que V. tasmaniensis produjo 50% de mortalidad a una dosis de 10°
UFC-ml™. De estos resultados se puede sugerir que V. tasmaniensis es mas virulenta que V.
alginolyticus 'y V. Parahaemolyticus. Estos resultados también estan apoyados por los
resultados obtenidos por Anguiano et al. (1998) en su trabajo sobre la patogenicidad de
Vibrio alginolyticus en larvas y poslarvas de abuldn rojo. Varios autores han mencionado
que la virulencia de las bacterias patdgenas estd muy relacionada con la especie, la edad y
la condicion de salud de los organismos; sin embargo, es necesario realizar mas estudios
para comparar la virulencia de estas especies de Vibrio en diferentes edades de abulon.

La evidencia experimental que arrojan estos datos demuestra que las tres cepas
bacterianas aisladas del sistema de cultivo de poslarvas de abulon de una granja comercial,

son capaces de producir mortalidades significativas en poslarvas de abulén de dos dias de
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edad. La cepa mas patdgena fue la cepa identificada como Stappia sp atn a densidades tan
bajas como 10° UFC'ml™. De acuerdo con los resultados obtenidos Stappia sp = Ahrencia
sp (GHrC11) parece ser mas virulenta que V. tasmaniensis (GHrC13 y GHrC15) ya que
produjo mayores tasas de mortalidad (90%) al final de la fase experimental contra un 73.3 y
52.5 % de mortalidad producida por V. tasmaniensis cepas GHrC13 y GHrCl5 en la
densidad mas alta (10%). Por lo tanto la intensidad de la patogenicidad se puede ordenar
como Stappia sp (GHrC11) > vibrio tasmaniensis GHrC13> vibrio tasmaniensis GHrC15.
Probablemente las diferencias entre la mortalidad producida por estas dos cepas de v.
tasmaniensis pueda ser explicado por efectos de manipulacién, aunque algunos autores
como Le Roux ef al. (2002;). también han reportado esas diferencias en la patogenicidad de

cepas de la misma especies no se sabe cual es el motivo de dichas diferencias
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V. CONCLUSIONES

A partir de los resultados de este trabajo se puede concluir que en los cultivos de
diatomeas y de poslarvas existen poblaciones de bacterias heterotrofas asociadas que
pueden alcanzar densidades de hasta 10° UFC: ml™ en el caso del cultivo de N. incerta, y de
hasta 10* UFC-cm™ en el cultivo de poslarvas, sin causar problemas criticos de mortalidad
en el cultivo, ya que los cultivos de donde proceden dichos conteos son considerados
sanos. El uso de antibidticos como medida profilactica de largo plazo no es recomendable
debido a que no se logré disminuir la densidad bacteriana en los recipientes experimentales
mas alld de las 48 h, y existe la posibilidad de que se puedan generar cepas resistentes que
puedieran ser un peligro potencial tanto para la actividad acuicultural, como para el medio
ambiente. Por otro lado, algunos datos de los experimentos con antibidticos sugieren que
las bacterias pueden tener un papel benéfico para el crecimiento inicial de las poslarvas de
abulon.

De las cepas bacterianas que se aislaron del sistema de cultivo de poslarvas de
abulon rojo de la granja “Abulones Cultivados” se logrd la identificaciéon de las cepas
GHrCl11, GHrC13 y GHrCl15 siendo la primera de ellas clasificada como Stappia sp y la
segunda y tercera como Vibrio tasmaniensis. Las tres cepas causaron mortalidad en
poslarvas de abuldn rojo de dos dias de edad en densidades tan bajas como 10° UFC'ml™.
En particular Stappia sp. fue la que causé mas mortalidad y se reporta aqui como un nuevo

género con un alto potencial patégeno para poslarvas de abulén rojo.
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Tabla I. Reactivos necesarios para la mezcla de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Reactivo

H,O estéril grado biologia molecular

Amortiguador 10 X
(NH4)2S04 16 mM,
TrisHCl 67 mM

pH 8.8

MgCly 50 mM

Mezcla ANTP’S 10 mM

Iniciador 16S Forward 0.1 pg:uL
Iniciador 16S Reverse 0.1 pg-pL

Tag ADN polimerasa
ADN cromosomal
Total

Volumen ( pl)
39
5.0

Concentracion final

1 X

(NH4)2804 1.6 mM,

Tris HCI 6.7 mM,

pH 8.8

MgCl; 1.5 mM

200 uM,

(dCTP, dTTP, dGTP, dATP)
0.002 pg:pl”

0.002 pg:pl™

2.5U por reaccion

Tabla II. Reactivos necesarios de la mezcla de reaccion para el andlisis de restriccién

con la enzima BsfU 1.

Reactivo

H,0 estéril grado Biologia molecular
Amortiguador para enzima 10X

Producto PCR-16S rDNA
BstU 1
Total

Volumen (ul)
25.5
4.0

10.0
0.5
40.0

Concentracion final

1X

NaCl 50 mM,
Tris-HCI 10 mM,
MgCl; 10 mM,
DTT ImM,
PH7.9

variable

5U por reaccion
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Tabla I1I. Analisis de varianza de la densidad bacteriana asociada al cultivo de poslarvas
registrada durante los ocho muestreos realizados en la granja comercial
“Abulones Cultivados S. de R. L. de C. V.”. N. 8. nivel superior, N. I. nivel

inferior,

Fuente de variacion gl SC CM E P
nivel 1 256E+13 2.56E+13 0.040448 0.846325
fecha 7 T7.08E+15 1.01E+15 1.596368 0.27608
Error 7 444E+15 6.34E+14

Total 15 1.15E+16

Tabla IV. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la concentracién
bacteriana asociada a la diatomea bentdnica Navicula incerta durante un
tratamiento de 6 dias con el antibidtico cloranfenicol en condiciones
experimentales.

X gl P
24 hs 4.094377 3 0.251452
48 hs 3.075326 3 0.380157
144 hs 4,133805 3 0.247373

Tabla V. Analisis de varianza de la concentracion bacteriana asociada a la diatomea
bentonica Navicula incerta durante un tratamiento de 6 dias con el antibiético
cloranfenicol en condiciones experimentales.

24 hs

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 1.5397 0.5132 8.638 0.006863
error 8 0.4753 0.0594

48 hs

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 23.3825 7.7942 8.4020 0.007447
error 8 7.4212 0.9277

144 hs

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 2.0097 0.6699 2.897 0.101802

error 8 1.8501 0.2313
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Tabla VI. Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracion bacteriana asociada a
la diatomea bentdnica Navicula incerta durante un tratamiento de 6 dias con el
antibiotico cloranfenicol en condiciones experimentales.

24 horas {1} {2} {3} {4}
1 control 0.047840 0.006622 0.017662
2 5mg 0.047840 0.485160 0.884091
3 10mg 0.006622 0.485160 0.868283
4  20mg 0.017662 0.884091 0.868283

48 horas {1} {2} {3} {4}
1 control 0.680555 0.660932 0.006664
2 5mg 0.680555 0.999984 0.029364
3 10 mg 0.660932 0.999984 0.030819
4 20 mg 0.006664 0.029364 0.030819

Tabla VII. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la concentracion
poslarvas de Haliotis rufescens durante 22 dias de
tratamiento con diferentes concentraciones de cloranfenicol.

bacteriana asociada a las

X2 gl P
24 hs 3.334676 3 0.342846
48 hs 0.578495 3 0.901337
7 dias 4.419126 3 0.219618
11 dias 1.830362 3 0.608350
21 dias 3.899094 3 0.272568
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Tabla VIII. Anélisis de varianza de la concentracién bacteriana asociada a las poslarvas
de Haliotis rufescens durante 22 dias de (ratamiento con diferentes
concentraciones de cloranfenicol.

24 hs

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 3.7237 1.2412 11.336 0.002979
error g8 0.8759 0.1095

48 hs

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 0.0408 0.0136 0.180 0.906994
error 8 0.6048 0.0756

7 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 0.1005 0.0335 1.49 0.289578
error 8 0.1801 0.0225

11 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 0.1285 0.0428 3.74 0.060150
error 8 0.0915 0.0114

21 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 0.0160 0.0053 0.17 0.914136

error 8 0.2525 0.0316
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Tabla IX. Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracion bacteriana asociada a
las poslarvas de Haliotis rufescens durante 22 dias de tratamiento con
diferentes concentraciones de cloranfenicol.

24 horas
1 control
2 5 mg
3 10 mg
4 20 mg

{1}

0.676463
0.348412
0.002695

{2}

0.676463

0.916894
0.010483

{3}
0.348412
0.916894

0.024373

{4}
0.002695
0.010483
0.024373

Tabla X. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la talla promedio de las
poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 22 dias con el
antibiético cloranfenicol en condiciones experimentales.

)(2 gl P

2 dias 3.390664 3 0.335222
8 dias 3.074876 3 0.380224
15 dias 1.471460 3 0.688873
22 dias 1.189473 3 0.755530

Tabla XI. Analisis de varianza de la talla promedio de las poslarvas de Haliotis
rufescens durante un tratamiento 22 dias con el antibidtico cloranfenicol en
condiciones experimentales.

2 dias

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 580 193 0.662 0.597977
error 8 2333 292

8 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 591 197 0.412 0.748741
error 8 3824 478

14 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 2048 683 2.456 0.178242
error 8 1390 278

22 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 12526 4175 5.703 0.021877
error 8 5857 732
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Tabla XII. Prueba de comparaciones de Tukey de la talla promedio de las poslarvas de
Haliotis rufescens durante un tratamiento de 22 dias con el antibidtico

cloranfenicol en condiciones experimentales.

EeO S

22 dias {1}
control
5mg 0.058615

10 mg 0.5610406
20 mg 0.881919

{2}

0.058615

0.406893
0.021293

{3} {4}
0.510406 0.881919
0.406893 0.021293

0.210148
0.210148

Tabla XIII. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la concentracion
bacteriana asociada a las poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento

de 35 dias con una mezcla

1/1 de

los antibidticos Penicilina G

sodica/dihidroestreptomicina en condiciones experimentales

X gl P

24 hs 6.039968 3 0.109682
48 hs 3.845915 3 0.278590

7 dias 2.737296 3 0.433926
14 dias 2.948341 3 0.399659
21 dias 3.186603 3 0.363740
28 dias 9.731926 3 0.020988
35 dias 9.083106 3 0.028206
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Tabla XIV. Analisis de varianza de la concentracidn bacteriana asociada a las poslarvas

de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1/1 de los
antibidticos Penicilina G sédica/dihidroestreptomicina en condiciones experimentales.

24 hs

Fuente de variacion gl SC CM E P
Tratamiento 3 0.1896 0.0632 0.741 0.556887
error 8 0.6823 0.0853

48 hs

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 15.3371 5.1124 2.68022 0117779
error 8 15.2596 1.9074

7 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 1.1690 0.3897 6.047 0.018747
error 8 0.5155 0.0644

14 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 3.6864 1.2288 6.674 0.014352
error 8 14729 0.1841

21 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 30.8793 10.2931 1.14504 0.388155
error 8 71.9143 8.9893

28 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 7.6025 2.5342 0.37568 0.773128
error 8 53.9647 6.7456

35 dias

Fuente de variacion gl

Tratamiento 3 13.3199 4.4400 3.0608 0.091452
error 8 11.6049 1.4506
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Tabla XV. Prueba de comparaciones de Tukey de la concentracién bacteriana asociada a
las poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una
mezcla 1/1 de los antibidticos Penicilina G sédica/dihidroestreptomicina en
condiciones experimentales.

7 dias (1} 2} 3} (43
1 control 0.014264 0.042597 0.008148
2 50 mg 0.014264 0.850738 0.970629
3 100 mg 0.042597 0.850738 0.621212
4 150 mg 0.008148 0.970629 0.621212

14 dias (1 2) 03 {4}
1 control 0.096010 0.146287 0.037470
2 50 mg 0.096010 0.989864 0.905739
3 100 mg 0.146287 0.989864 0.769409
4 150 mg 0.037470 0.905739 0.769409

Tabla XVI. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la de la talla promedio
de la poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una
mezcla 1/1 de los antibidticos Penicilina G sédica/dihidroestreptomicina en
condiciones experimentales.

gl P
7 dias 1.479675 3 0.686969
14 dias 4.632231 3 0.200795
21 dias 4.857982 3 0.182497
28 dias 1.883563 3 0.596922
35 dias 4.983455 3 0.173013
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Tabla XVII. Andlisis de varianza de la talla promedio de las poslarvas de Haliotis
rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1/1 de los
antibioticos  Penicilina G  sodica/dihidroestreptomicina  en  condiciones

experimentales.
7 dias
Fuente de variacién gl SC CM F P
Tratamiento 3 4352 1451 3.295 0.078806
error 8 3521 440
14 dias
Fuente de variacion gl
Tratamiento 3 15124 5041 2.944 0.098691
error 8 13700 1713
21 dias
Fuente de variacion gl
Tratamiento 3 19997 6666 5.430 0.030314
error 7 8593 1228
28 dias
Fuente de variacion gl 1932 644 1.204 0.385781
Tratamiento 3 3210 535
error 6
35 dias
Fuente de variacion gl
Tratamiento 3 10816 3605 0.6101 0.629551
error 7 41369 5910

Tabla XVIII. Prueba de comparaciones de Tukey de la talla promedio de las poslarvas
de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla 1/1 de
los antibidticos Penicilina G sédica/dihidroestreptomicina en condiciones

experimentales,
21 dias {1} {2} {3} {4}
1 control 0.489267 0.732876 0.202273
2 50 mg 0.489267 0.990446 0.029351
3 100 mg 0.732876 0.990446 0.070771
4 150 mg 0.202273 0.029351 0.070771
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Tabla XIX. Prueba de homogeneidad de varianza Bartlett del porcentaje de
supervivencia promedio de las poslarvas de Haliotis rufescens durante un
tratamiento de 35 dias con una mezcla 1/1 de los antibidticos Penicilina G
sodica/dihidroestreptomicina en condiciones experimentales.

Tdtast " oessma 000 mswm 0 pess
14 dias 0.5638152 3 0.910433
35 dias 4.693109 3 0.195699

'NOTA. No se pudo calcular.

Tabla XX. Analisis de varianza del porcentaje de supervivencia promedio de las
poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla
1/1 de los antibidticos Penicilina G sddica/dihidroestreptomicina en condiciones
experimentales.

7 dias

Fuente de variacion gl SC CM F P
Tratamiento 3 0.07166 0.02389 0.6667 0.595719
error 8 0.28663 0.03583

14 dias

Fuente de variacion

Tratamiento 3 0.11857 0.03952 0.3974 0.758639
error 8 0.79570 0.09946

35 dias

Fuente de variacion

Tratamiento 3 0.72309 0.24103 7.6164 0.009905
error 8 0.25317 0.03165

Tabla XXI. Prueba de comparaciones de Tukey de la sobrevivencia promedio de la
poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 35 dias con una mezcla
/1 de los antibidticos Penicilina G sodica/dihidroestreptomicina en condiciones

experimentales.
35 dias {1} {2} {3} {4}
1 control 0.839159 0.200944 0.009176
2 50 mgl 0.839159 0.545324 0.027472
3 100 mgl 0.200944 0.545324 0.187715
4 150 mgl 0.009176 0.027472 0.187715
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Tabla XXII. Prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett de la supervivencia
promedio de poslarvas de Haliotis rufescens durante un tratamiento de 10 dias en
condiciones experimentales con las cepas, GHrC13 y GHrCl5, que fueron
aisladas del sistema de cultivo de una granja comercial.

Y gl p

5.452812 7 0.604882

Tabla XXIII. Analisis de varianza de la supervivencia promedio de poslarvas de Haliotis
rufescens durante un tratamiento de 10 dias en condiciones experimentales con
las cepas, GHrCl1l, GHrC13, GHrCl5 y controles que fueron aisladas del
sistema de cultivo de una granja comercial.

Fuente de variacién gl SC CM F P
Efecto por tratamientos 7 1.89321 0.27046 4.3627 0.006996
error 16 0.99189 0.06199

Tabla XXIV. Prueba de contrastes de la supervivencia promedio de poslarvas de
Haliotis  rufescens durante un tratamiento de 10 dias en condiciones
experimentales con las cepas, GHrC13 y GHrCl15, que fueron aisladas del
sistema de cultivo de una granja comercial. e. e. = error estandar,

Contraste Estimado e.e. t P -95.00% + 95.00%
1.565469 0.352118 4.44587 0.000407 0.819013 2.311925
0.159654 0.203295 0.78533 0.443735 -0.271313 0.590620
0.891840 0.331980 2.68643 0.016216 0.188074 1.595605
0.066596 0.287503 0.23164 0.819757 -0.542883 0.676075
0.136077 0.203295 0.66936 0.512811 -0.294889 0.567044
-0.275539 0.203295 -1.35536 0.194128 -0.706505 0.155428
0.157573 0.203295 0.77509 0.449588 -0.273394 0.588539

N0~ W -




