UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS

PELICULAS BACTERIANAS ASOCIADAS A LA PRESENCIA DE
ADULTOS DE ERIZO MORADO “Strongylocentrotus purpuratus”, EN
POZAS INTERMAREALES DE LA COSTA OESTE DE BAJA
CALJFORNIA.

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA:

MONSERRAT SANTIAGO GONZALEZ

ENSENADA, BAJA CALIFORNIA, MEXICO. ABRIL 2008



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

PELICULAS BACTERIANAS ASOCIADAS A LA PRESENCIA DE
ADULTOS DE ERIZO MORADO “Strongylocentrotus purpuratus”, EN
POZAS INTERMAREALES DE LA COSTA OESTE DE BAJA
CALIFORNIA.

TESIS QUE PRESENTA
MONSERRAT SANTIAGO GONZALEZ

APROBADA POR:

O

éﬁ?ﬁ;
\Z. e

DR. EUGEN]“O CARPIZO ITUARTE
DIRECTOR DE TESIS

R

e

DRA. RQXAMA BiCO MORA DRA. YOLANDA 406HRAMM URRUTIA
SINODAL - SINODAL



DEDICADA

A mi Madre, Padre y hermanas.

A ellos que me han apoyado y motivado a conseguir mis propésitos

Para ustedes porque este es un logro mds que alcanzamos juntos



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Eugenio J. Carpizo Ituarte por su apoyo a lo largo de este tiempo. Asimismo por compartir
su experiencia, conocimientos y por las inquietudes que despierta en cada uno de los que somos
sus estudiantes para que sigamos en este camino de la ciencia.

A la Dra. Roxana Rico Mora por las sus valiosas aportaciones en el trabajo, sus consejos, la
motlvacmn a lo largo de este tiempo y por ser un ejemplo de dedicacion en el trabajo.

A la Dra. Yolanda Schramm Urrutia por sus aportaciones al trabajo, su disponibilidad para
ayudarme y por los consejos para mejorar mi trabajo.

Al Dr. Luis Enriquez Paredes por las contribuciones hechas, en cuanto al material y las técnicas
que se emplearon y por su apoyo en la secuenciaciéon de DNA de las muestras.

Al grupo de trabajo del laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo: Raquel Pedrin
Caballero, Paola Rodriguez Troncoso y Leopoldo Diaz Pérez, por su amistad, consejos y
paciencia,

A mis amigos con los que comparti mi estancia en la maestria, por tan gratos momentos: Gabriela
Alarcon Arteaga, Constanza Ricaurte Villota, Leslie Aveytua Alcazar, Astrid Montiel
Boehringer, Vanesa Torres Delgado, Carlos Pefia, Alberto Sanchez Gonzilez, y muy
espectalmente a Ada de la Luz Meléndez Sanchez y Francisco J. Flores de Santiago por haber
sido mi familia durante estos dos afios.

Y a mis amigos y amigas que a pesar de la distancia en estos dos afios, no los tengo olvidados
como pareciera. Gracias por estar pendientes de mi estancia en la-maestria, darme animo y seguir
contando con su amistad: a Mariana Castiflo Vellanoweth, Patricia Meza Cervantes, Sandra Mote
Herrera, Silvia Guzman Beliran, Susana Gonzilez, Marco Antonio Sanchez Guerra, Génesis
Reynoso Herrera y Abraham Rosas Arellano.

A CONACYT por la beca otorgada, con el ntiimero de registro 198822, durante dos afios.

A los siguientes proyectos de investigacion: 1. Caracterizacidn de peliculas bacterianas inductoras
de la metamorfosis de erizo de mar Strongylocentrotus spp. De la costa de Baja California
(CONACYT 47658) 2. Ecologia Molecular y del Desarrollo de Invertebrados del Pacifico
Mexicano y Golfo de California (Interno IIO-UABC No. 533) 3. Caracterizacion de las
poblaciones de Mytilus californianus y Pisaster ochraceus, especies estructuradotas de la
comunidad del intermareal rocoso y explotadas a lo largo de la costa Pacifico de Baja California,
financiado por la 10 Convocatoria UABC-571, cuyo responsable es Eugenio Carpizo Ituarte.

A la Facultad de Ciencias Marinas y el Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la UABC,
por la formacion en ciencias que nos brindan a través de su programa de posgrado.

i



RESUMEN

El asentamiento y la metamorfosis en larvas de erizo de mar son procesos importantes
para el reclutamiento de nuevos individuos a la poblacién. Estos dos procesos pueden
estar afectados por variables o claves ambientales: fisicas, quimicas o biolégicas
especialmente en escalas pequefias. Estas sefiales ambientales estimulan una
transformacion radical en la morfologia, fisiologfa, ecologia y el comportamiento de una
larva en su transformacion a postlarva y juvenil. Dentro de las variables biolégicas, es de
gran importancia la formacién de biopeliculas bacterianas sobre diferentes sustratos en la
zona del intermareal, ya que de esta manera afectan el asentamiento de larvas de una gran
variedad de especies de invertebrados marinos. El objetivo de este estudio es caracterizar
bioquimica y molecularmente las peliculas bacterianas asociadas a adultos de erizo de
mar, Strongylocentrotus purpuratus, en pozas intermareales de la costa oeste de Baja
California, en donde las poblaciones de erizo morado son abundantes. Asi como probar
la capacidad de induccién a la metamorfosis de las cepas aisladas de las biopeliculas con
larvas de erizo morado. Con este objetivo, se realizaron dos muestreos en cinco sitios de
la costa oeste de Baja California durante septiembre y diciembre del 2006. En la zona del
intermareal se colectaron biopeliculas bacterianas de diferentes sustratos, que estaban
asociadas a poblaciones de erizo morado y se caracterizaron las pozas de donde fueron
recolectadas. Las biopeliculas fueron cultivadas en medio marino, transferidas a placas de
medio marino sélido y fueron seleccionadas colonias con caracteristicas morfolégicas
distintas entre si. A cada cepa se le aplicaron pruebas bioquimicas bésicas. Ademds, se
realizaron pruebas moleculares, a partir de un fragmento de la secuencia del 16S rDNA.
También se realizé un ensayo de induccién a la metamorfosis en larvas de erizo con
algunas de las cepas ya caracterizadas. Se registré el porcentaje de larvas
metamorfoseadas con las diferentes cepas que se probaron. En el muestreo de septiembre
(Bajamar y Punta Baja) y diciembre de 2006 (Bajamar, Punta Baja, Eréndira, Playa los
Ojitos y Playa la Esmeralda), todas las cepas aisladas a partir de las biopeliculas
presentaron las siguientes caracteristicas fenotipicas: Gram negativas, oxidasa positiva,
catalasa positiva y en su mayoria anaerobias facultativas. Se pudieron distinguir 33 cepas
con caracteristicas diferentes y 26 comparten caracteristicas con un grupo bacteriano.
Entre las cepas identificadas por pruebas moleculares destacan los géneros Vibrio,
Pseudoalteromonas, Photobacterium y Paracoccus, y se encontré una variacién espacial
en la distribucion de especies bacterianas, a lo largo de la costa oeste de Baja California.
El 75% de las larvas competentes de erizo morado (S. purpuratus), fueron inducidas a la
metamorfosis por Vibrio alginolyticus, una cepa aislada de mejillon. El 53% de la
induccion a la metamorfosis se debi6 a Pseudoalteromonas flavipulchra y otra cepa de
Vibrio alginolyticus. Estas bacterias estdn asociadas a las conchas de mejillén y a erizo
morado; al parecer parte de la microflora de los mantos de mejillén en la zona del
intermareal, intervienen en el proceso de asentamiento y metamorfosis de erizo morado.
El presente trabajo muestra, que existe variacién en las claves ambientales asociadas a
bacterias y que su distribucién influye en los patrones de asentamiento del erizo morado a
lo largo de la costa de Baja California.
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1. INTRODUCCION

La distribucion geogréfica del erizo de mar comprende desde Alaska, EUA, hasta la isla
de Cedros, en Baja California, México. En Baja California existen 4 especies de erizo:
Strongylocentrotus franciscanus, S. purpuratzlts, Centrostephanus coronatz).s y Lytechius
anamesus o Lytechinus pictus; de ellas sélo las dos primeras son explotadas
comercialmente. Aunque la principal especie de captura comercial fue histéricamente el
erizo rojo (S. franciscanus), a partir de 1993 el erizo morado (S. purpuratus) se haido

incorporado también a las Capturas comerciales (Palleiro et al., 1995).

La captura del erizo rojo se realiza en la costa oeste de Baja California, desde Playas de
Tijuana (frontera con Estados Unidos) hasta Punta Blanca, Baja California. Las 4reas de
pesca se dividen en 4 zonas con el objeto de facilitar su administracién: Zona I que
comprende desde Playas de Tijuana al Puerto de Ensenada, Zona II de Punta Banda a
Punta Colonet, Zona III de Punta Colonet a El Socorro y la Zona IV desde El Socorro a
Punta Blanca (Salgado-Rangel et al., 2004). Se ha observado que en estas zonas el erizo
morado compite por el espacio y alimento con el erizo rojo. Debido a que la pesca del
erizo ha ejercido mayor presién sobre el erizo rojo, el erizo morado ha modificando su
area de distribucion y abundancia hacia zonas mds profundas. Las poblaciones de erizo
en general son influenciadas por cambios ambientales, aunque su fluctuacién puede
estar acompafiada por diferentes factores, tales como depredacion, migraci(’)n,

enfermedades, reclutamiento, etc. (Harrold et al., 1991 y Cota et al., 1996).

Un elemento claV(_e.en la regulacién de las poblaciones de erizo es el reclutamiento de
nuevos individuos a la poblacién, via el asentamiento y metamorfosis. El reclutamiento
para muchos invertebrados marinos.estd compuesto por tres procesos: el aporte de
propagulos (larvas), asentamiento y metamorfosis y la consecuente supervivencia y
crecimiento de juveniles después del asentamiento y metamorfosis. El aporte de larvas
puede culminar con la presencia de una densidad adecuada de larvas compefentes en las

proximidades de un habitat adecuado. El asentamiento y metamorfosis en erizos de mar,



es la transicién de larva plancténica al estadio postlarval bent6nico y finalmente su
transicion a juvenil. El asentamiento es un proceso que involucra la busqueda de la
larva para adherirse a un sustrato adecuado y finaliza con la metamorfosis (Harrold et
al.,, 1991 y Rodrigﬁez et al,, 1993). Esto ocurre en la mayoria de los grupos de
invertebrados marinos asociados al bentos, los cuales poseen ciclos de vida complejos
con estadios plancténicos y bentonicos, que ocupan habitats espacialmente distintos
(Wil}iahlson et al., 2000). Estos ciclos de vida son difasicos, debido a que incluyen una

larva planctonica microscépica que es morfogenéticamente distinta a un adulto (Jackson

et al., 2002).

Las larvas planctonicas esfén clasificadas dentro de dos grupos dependiendo de su
fuente de nutricién; la larva planctotrofica se alimenta del plancton y larva lecitotréfica
que no se alimenta exdgenamente y habitualmente permanece en el plancton por
periodos cortos. El periodo larvario comprende un estadio precompetente, en donde las
larvas no requieren de estimulos para metamorfosearse y un estadio competente en el
que responden a éstos (Hadfield et al., 2001). El logro de la competencia pilede ocurrir
deniro de los primeros minutos, hasta dias (muchas larvas lecitotréficas) o pueden
requerir de semanas o meses (muchas larvas planctotréficas). A partir del estadio
competente, muchas larvas pelagicas retrasan la metamorfosis hasta que encuentran un

sustrato adecuado (Pawlink, 1992; Hadfield et al., 2001).

En larvas planctotroficas el desarrollo de la competencia depende en gran parte de la
abundancia de alimento particulado y de su edad, aunque el inicio del estadio de
competencia puede variar con la estacién o con los nutrientes disponibles. Algunas
especies de larvas lecitotréficas son competentes al tiempo que emergen del huevo, este
patrén es tipico en porifera, cnidarios, briozoos, colonias de ascideos y muchos
poliquetos; estas larvas se asientan después de liberarse o emerger del huevo y
diépersarse en forma limitada. La competencia provee a la larva de la capacidad de
permanecer viable en el plancton, por largos periodos de tiempo, s6lo hasta asentarse en

un sustrato adecuado (Hadfield et al., 2001).



Durante la metamorfosis la larva experimenta la pérdida de caracteristicas morfologicas
propias de su estado larval, asi también en el momento emergen o se ponenv en funcién
estructuras caracteristicas que distinguen al estadio juvenil y que son funcionales para la
alimentacién y movimiento hasta alcanzar la permanencia en el habitat benténico que le

permiten llegar a adulto (Hadfield et al., 2001).

Durante la metamorfosis, ocurre una reorganizacion de los tejidos existentes en la larva.
La diferenciacién de las estructuras de la lafva, derivan de células indiferenciadas que
se encuentran en un costado de. la larva, como es el caso del erizo de mar. En otros
casos, en la metamorfosis ocurren un conjunto de eventos morfogenéticos, que incluyen
una reorganizacioén de tejidos existentes y una diferenciacion de primordios. Ejemplo de
ello son las larvas erizos, como ha sido descrito recientemente por Amador-Cano (2007)
para el erizo blanco L. pictus. En muchos casos, la transicion de larva pelégica a juvenil
bentdnico, estd mediada por el constante contacto con sefiales inductoras ambientales
(Jackson et al., 2002). Estas sefiales ambientales pueden ser fisicas, biolégicas o
quimicas y juegan un papel muy importante en el asentamiento y metamorfosis de
larvas de invertebrados. Asi como para el crecimiento del juvenil y su reproduccion.
Las sefiales ambientales son importantes en escalas espacialmente pequefias, tales como
las que se encuentran en areas especificas o hébitat dentro de un area (Williamson et al.,
2000). Estas sefiales ambiéntales 0 inductore's, estimulan una transformacién radical de
la morfologfa, fisiologia, ecologia y comportamiento de las larvas a sus fases de

postlarva y juvenil (Rahmani y Ueharai, 2001; Amador-Cano et al., 20006).

Las sefiales quimicas son muy importantes para la seleccién de sustratos por las larvas.
En la naturaleza, las sefiales quimicas pueden interactuar con factores fisicos o
hidrodindmicos para inducir el asentamiento larval. Las sefiales quimicas son moléculas
inductoras transmitidas o adsorbidas a superficies y pueden asociarse con individuos
especificos o a la superficie de sustratos. La capacidad de discriminar y responder a

sefiales asociadas con diferentes sustratos benténicos, aparentemente asegura que la



larva se asiente en un habitat que es adecuado para el crecimiento y supervivencia del

Jjuvenil (Jackson et al., 2002).

El crecimiento de microorganismos en sustratos duros o en sedimentos, promueve el
asentamiento de muchas espécies. Los microorganismos se encuentran en la superficie
de diferentes objetos u organismos, formando una biopelicula. Esta biopelicula se
desarrolla sobre una capa de materia orgdnica (Pawlik, 1992), por eso se le llama
biopelicula. Estas biopeliculas, inicialmente colonizadas por bacterias, estan presentes
en aguas marinas incluyendo ecosistemas polares, templados y tropicales, asi como en
ambientes de agua dulce. La formacién de biopeliculas tiene lugar cuando una bacteria
se fija a una superficie, seguida de su multiplicacién y produccion de exopolimeros. Los
exopolimeros forman una delgada capa de materia organica, esta tiene como funcién
atrapar nutrientes de la columna de agua y provee proteccion para los microorganismos

que viven dentro de la biopelicula (Gu et al., 1996 y Harrison et al., 2006).

La induccién a la metamorfosis por biopeliculas bacterianas ha sido demostrada para
diversos grupos como cnidarios '(Acropora microphthalma), poliquetos (Janua
brasiliensis, Hydroides elegans), balanos (Balanus amphitrite), briozoos (Bugula
neriting), moluscos (Phestilla sibogae) (Carpizo-Ituarte y Hadfield 1998; Gu et al,
199\6; Hadfield y Koehl, 2004 y Webster et al, 2004) y equinodermos
(Strongylécenh*otus spp) (Pearce y Scheibling, 1990), incluyendo las especies de erizo

de mar que se distribuyen en las costas de Baja California, México (Rico-Mora et al.,

2005 y Diaz-Pérez, 2006).

A pesar de que existen muchos trabajos sobre asentamiento y metamorfosis de larvas de
invertebrados marinos de diversas especies en condiciones de laboratorio, poco se sabe
acerca de las bacterias inductoras y su papel en el medio ambiente marino. ;Cudles
bacterias Aestén actuando como inductoras en las larvas de erizo morado, S. purpuratus?,
especie de erizo de mar que tiene una amplia distribucién en las costas de ~Baja

California. Esta pregunta es interesante para conocer si hay varias especies bacterianas



inductoras de la metamorfosis en esta especie, que modulen su proceso de

reclutamiento, en los diversos sitios a lo largo de la costa oeste de Baja California.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar las biopeliculas bacterianas que
estdn asociadas a sitios que presentan gran abundancia de erizo morado. Esto con la
finalidad de comparar la composicioén bacteriana en estos sitios, con las biopeliculas que
se han obtenido en condiciones de laboratorio. Ademas de verificar si las cepas que

resultan inductoras en condiciones controladas, se asocian con las poblaciones de erizo

en ¢l océano.



2. ANTECEDENTES

En ambientes marinos las larvas de muchos invertebrados marinos tienen la capacidad
de encontrar sustratos adecuados sobre los cuales se asientan y metamorfosean. Estos
procesos complejos estan determinados polr la interaccién de factores bidticos y
abidticos que operan a diversas escalas tanto espaciales como temporales (Rodriguez et

al., 1993).

El proceso de asentamiento y metamorfosis de las larvas de muchas especies estd
influenciado por seifiales fisicas, quimicas o biol6gicas. Algunas de las sefiales fisicas
son: el flujo de agua, la presion, la temperatura, la intensidad luminosa, relajacién de la
surgencia, ondas internas, etc; quimicas como son: los inductores naturales o inductores
artificiales y las biolégicas como: bacterias, macrofauna, de comportamiento larval,
especificas para las larvas de invertebrados marinos benténicos. El proceso de
asentamiento requiere no s6lo que la larva se encuentre en el sitio adecuado, sino que
ademas los patrones espaciales a microescala (en centimetros), conjunten la interaccion
de procesos fisicos, respuestas quimicas y sefiales bioldgicas, para favorecer y
promover la metamorfosis (Morgan et al., 2000; Williamson et al., 2000; Harder et al.,

2002 y Jackson et al., 2002).

En diversos estudios se ha encontrado que el asentamiento de larvas de algunos
invertebrados marinos, estd mediado por consorcios de microorganismos y/o
biopeliculas. Estas peliculas bacterianas han sido consideradas como importantes en el
asentamiento y metamorfosis de diversos grupos de invertebrados marinos como:
poliquetos (Carpizo-Ituarte y Hadfield, 1998; Unabia y Hadfield, 1999), corales
escleractineos (Webster et al., 2004), balanos (Chen et al., 2007), cangrejos (Rodriguez
y Epifanio, 2000), briozoarios (Dahms et al., 2004), ascidios (Jackson et al., 2002) y

equinodermos (Johnson et al., 1991).



Las biopeliculas de ambientes marinos son sistemas dindmicos que exhiben una
heterogeneidad espacial y ternI‘)oral.. Estas estdn compuestas por diversas especies de
microorganismos (bacterias, hd_ngos, protozoarios, diatomeas, algas) y materia organica
adsorbida. Los conglomerados de células que integran la biopelicula se organizan en
comunidades completas con microcolonias funcionales que lle§dn a cabo procesos
metabolicos complejos. Asilniémo, estas comunidades pueden enfrentarse a cambios en
su composicién y densidad de especies, por las condiciones ambientales que 'pueclcn

cambiar con la marea, especial y temporalmente (Shikuma y Hadfield, 2006).

La actividad inductora de las biopeliculas bacterianas ha sido atribuida a diferentes
éompuestos, entre los que se reportan: metabolitos secundarios, exopolimeros
bacterianos (glicoproteinas, polisacaridos, glicolipidos, D-glucosa) y amino4cidos
disueltos (Harder y Qian, 1999; Hadfield y Paul, 2001; Harder et al., 2002). Aunque
también las biopeliculas puedé: ser que indiquen una iniciacién de alimento, hébitat
preferente para las larvas y probablemente que la superficie pueda estar Sumcrgida el
tiempo suficiente para que el organismo madure, {o que estimula al asentamiento larval

(Shikuma y Hadfield, 2006).

Hay diversos estudios basados en experimentos, que tienen la finalidad de explicar la
respuesta a la sefial de induccién dada por biopeliculas bacterianas y de qué manera
afecta la metamorfosis en las larvas de invertebrados marinos. Una de las especies en la
que se ha documentado lo anterior ‘es el poliqueto, Hydroides elegans. En diversos
experimentos, se observo que las larvas se metamorfosean por completo en superficies
con la formacién previa de una biopelicula y que la respuesta de induccién al
asentamiento se ve afectada por la presencia de ciertas cepas bacterianas presentes en la
biopelicula, La nléyo1'1’a"de las bacterias aisladas han resultado ser bacilos Gram
negativos. Lo anterior indica que las bacterias Gram negativas, juegan un papel

importante en el proceso del asentamiento larval (Unabia y Hadfield, 1999).



En estudios posteriores, de mayor detalle, se confirmé que las bacterias Gram negativas
tienen un papel importante como sefial de asentamiento larval. Lau y Qian en 2001
realizaron bioensayos de asentamiento con larvas competentes de H. elegans, donde
observaron que dos biopeliculas bacterianas monoespecificas de Roseabacter sp. y una
a-subclase Proteobacteria fueron altamente inductoras. fbo anterior sugiere queAlaﬁl sefial
para el asentamiento larval estd dada por sustancias producidas por las bacterias que

pueden tener caracterfsticas en comun, siendo los polimeros de alto peso molecular los

que pueden estar involucrados.

Por otra parte Shikuma y Hadfield (2006) mostraron un aumento en el porcentaje de
larvas de H. elegans metamorfoseadas con biopeliculas de 2 a 12 dias de edad. E1 25%
de las larvas fueron inducidas a la metamorfosis por una biopeliculas de 4 dias de edad,
incrementando las tasas de metamorfosis a 86% con biopeliculas de 6 dias de edad y, al
99% con las biopeliculas de 6 y 12 dias de edad. Estos autores concluyeron que existe
una fuerte correlacién entre la densidad bacteriana de la biopelicula, el porcentaje de
asentamiento de H. elegans y la edad de la biopelicula. Este mismo efecto se ha visto en
biopeliculas desarrolladas en agua de mar filirada y agva sin filtrar, donde las
biopeliculas fueron probadas con larvas de Fistulobalanus albiscostatus. Las
biopeliculas que se probaron tenian 1, 5, 9 y 15 dias de formacién. Lo que observaron
fue que éstas afectan de diferente manera el asentamiento de las larvas cipris, ya que se

obtuvo mayor nimero de larvas asentadas sobre biopeliculas de 15 dias de edad (Chen

et al., 2007).

Otro componente importante de las biopeliculas marinas, son las diatomeas con las que
también se ha probado su efecto en el asentamiento de larvas de H. elegans. Harder et
al. (2002) aislaron de biopeliculas naturales, diatomeas bentdnicas y a partir de éstas
desarrollaron biopeliculas monoespecificas, las cuales se probaron con larvas de H.
elegans. Los porcentajes de asentamiento obtenidos fueron variables, debido a que las

biopeliculas monoespecificas presentaron contaminacion por bacterias. De tal manera



que no pudieron establecer el papel de las diatomeas y su correlacién con el porcentaje

de asentamiento larval.

Afios mas tarde, se tratd de controlar_ el crecimiento de la parte bacteriana en las
biopeliculas de diatomeas y se obtuvieron resultados similares. Este estudio fue
realizado por Dahms et al. ‘(2004), donde se probé el efecto de varias biopeliculas
monoespecificas. Estas fueron tres cepas bacterianas, de diatomeas, una biopélicula
natural de 5 dias de edad y una con mezcla de bacterias y diatomeas, las cuales se
probaron con larvas del briozoario, Bugula neritina. Los resultados mostraron que la
biopelicula de Pseudoalteromonas sp. y la biopelicula natural estuvieron asociadas a un
bajo asentamiento (cerca del 50%), mientras_que una cepa de a-proteobacteria, Vibrio
sp. v la diatomea del género Amphora sp. inducen altos niveles de asentamiento.
Asimismo, las biopeliculas bacteria-diatomeas favorecieron cambios en el
asentamientos de B. neritina, sin embargo, no fue acumulativo el efecto de induccién

por parte de los dos componentes de la biopelicula.

En corales escleractineos son pocoé los trabajos en los que se ha probado el efecto de
biopeliculas naturales. Webster et al. (2004) realizaron un bioensayo donde expusieron
larvas competentes del coral, Acropora microphthalma a peliculas bacterianas de
diferente edad de formacién. En el bioensayo obtuvieron que los porceritajes de larvas
metamorfoseadas aumentaban con la edad de la biopelicula, con un maximo de 41% de
larvas metamorfoseadas con biopeliculas de entre 4 y 8 semanas. Estos autores
reportaron, larvas asentadas y metamorfoseadas sobre biopeliculas asociadas a algas
coralinas calcéreas (ACC), por lo que se infiere que éstas ACC pueden jugar un papel
importante en desencadenar la metamorfosis. En este ‘scntido, Pearce y Scheibling
(1990) encontraron que las algas: Lithothamnium glaciale, Phymatolithon laevigatum,
P. rugulosum y Corallina officinalis, eran capaces de inducir a la metamorfosis a un
porcentaje mayor al 85% de larvas del erizo Strongylocentrotus droebachiensis. Este

resultado lo obtuvieron utilizando extractos acuosos de algas, lo que indica que el factor



de induccidén es quimico. Esto debido, a que el tratamiento con L. glaciale en presencia

de antibiéticos no afectd la tasa de metamorfosis de las larvas.

Recientemente Diaz-Pérez (2006) evalu6 la capacidad inductora de varios tipos de
biopeliculas en larvas del erizo blanco, Lytechinus pictus. Las biopeliculas fueron
generadés en presencia de adultos de la misma especie, asociadas a adultos del erizo
morado, S. purpuratus, asociadas a otros invertebrados y las que se desatrrollaron al
exponer una superficie en agua de mar ﬁltréda. Sus resultados mostraron que el efecto
inductor es especifico, puesto que la respuesta mds intensa de induccién a la
metamorfosis de las larvas se dio en las biopeliculas asociadas a sus conespecificos
(88% de metamorfosis). Asimismo, se observo que las cepas bacterianas aisladas de
estas biopeliculas, tenian una capacidad inductora diferencial dependiendo de la edad y

la especie bacteriana utilizada.

Actualmente, aun se desconoce qué estimulos son los que intervienen en la induccion a
la metamorfosis en el océano y qué determina, el reclutamiento de la especie a lo largo
de la costa. Esto hace de gran interés entender la dindmica de las claves ambientales,
ecolégicas y biolégicas que estan involucradas en este proceso. Por ello, el presente
estudio, documenta qué cepas bacterianas estan actuando como inductoras en el medio
ambiente, cudl es su distribucidn espacial a lo largo de la costa oeste de Baja California,

asi como su variabilidad estacional a lo largo de la costa.
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3. JUSTIFICACION

El erizo morado es una de las esiaecies que forma parte de muchas comunidades
marinas, ellos limitan la biomasa algal y son presé de muchos depredadores. Su
importancia radica en que éstos son parte de un delicado balance entre el pastoreo y la
productividad de mantos algales. Por ello permiten la alternacia de ambientes donde hay
un gran crecimiento de los mantos de macroaigas y sitios donde la proliferacion de erizo
ha causado la muerte masiva de estos mantos (Pearce, 2006). Es importante conocer las
variables ambientales y bioldgicas, asi como las variables espacio temporales que
influyen en el asentamiento y la metamorfosis de larvas del erizo morado, S.
purpuratus. A partir de su conocimiento, se podrdn entender mejor los mecanismos que
regulan la distribucion de esta especie. De tal manera que se pueda realizar un mejor
manejo de la actividad pesquera, de los sitios donde las poblaciones de erizo morado
son abundantes y pueden ser fuente de larvas y sin que el reclutamiento de juveniles se
vea afectado por la actividad pesquera en la zona. Un claro ejemplo donde se puede
llevar a cabo esta actividad, es en los extensos mantos de Macrocystis pyrifera, su
principal fuente de alimento de esta especie. El erizo morado se alimenta del estipe de
esta alga parda, provocando que éste se desprenda. De manera que si hay una
sobrepoblacién de erizo morado, S purpuratus, en poco tiempo estos mantos de
Macrocystis pyrifera se veran afectados y con ello otros organismos que se alimenten

de ella, como es el caso de abuldn y el erizo rojo, S. franciscanus.

Si existe una pesca controlada de erizo morado, es probable que las poblaciones de
erizo rojo, S. franciscanus, se vean favorecidas y que éste recupere espacio. Pues desde
hace afios sus poblaciones se vieron desplazadas por el erizo morado debido a la
sobrepesca. El que el erizo rojo aumente su poblacién, ayudaria a que esta especie
vuelva ser un recurso pesquero de gran importancia econémica en Baja California, para
la exportacion a Japdn. Pues es en este pais oriental, donde la génoda del erizo es muy
apreciada por su sabor. Por tltimo, es posible que se pueda sugerir una pesca alterna

del erizo morado y erizo rojo en determinadas epocas del afio, tomando en cuenta los
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sitios de su mayor distribucién. Lo que permitira que no sean afectas ambas poblaciones

por su pesca, durante la temporada de reproduccién ambas especies.
4. OBJETIVOS

General:
Caracterizar bioquimica y molecularmente las peliculas bacterianas asociadas a

sustratos donde se encuentran en abundancia adultos de erizo morado,

Strongylocentrotus purpuratus, a lo largo de la costa oeste de Baja California.

Particulares:

1. Caracterizar las pozas intermareales del area de estudio: descripcién biotica y
abiotica. |

2. Aislar peliculas bacterianas de diferentes sustratos en cinco lugares de la costa oeste
de Baja California. |

3. Identificar por medio de pruebas bioquimicas las cepas bacterianas obtenidas de los
cultivos. |

4. Identiﬁcar cada cepa bacteriana por el analisis del 16S rDNA.

5. Probar la capacidad de induccion con larvas de erizo morado de las cepas aisladas de
biopeliculas obtenidas en el campo.

6. Comparar la capacidad de induccion a la metamorfosis de las cepas aisladas en
campo, con las que se han reportado como inductoras de la metamorfosis, en
condiciones de laboratorio y se mantienen en el cepario de bacterias del Laboratorio de

Ecologia y Biologia del Desarrollo del IIO-UABC.
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5. HIPOTESIS

Dado que en la costa oeste de Baja California, donde el erizo morado es abundante y
debido a las diferencias en caracteristicas (fisicas, quimicas y bioldgicas) de la zona
intermareal y/o submareal, es posible que exista una variacién espacial y temporal en la
composicion de bacterias en esta zona que influya en la distribucién espacial de los

reclutas de erizo morado a nivel de microescala, a lo largo de la costa oeste de Baja

California,

Es posible que las mismas especies de bacterias inductoras de la metamorfosis del erizo
morado que han sido aisladas en condiciones de laboratorio estén presentes en el
campo, debido a que la sefial de induccion a la metamorfosis proviene de especies

bacterianas especificas para las larvas de esta especie de erizo.

13



6. METODOS

6.1 Descripcion del area de estudio

Se realizaron dos muestreos en cinco sitios de la costa oeste de Baja California, México:
Bajamar (BM) (31°58’49”N, 116°47°38°W), Ejido Eréndira (ER) (31°16°41”°N,
116“22’16;’W), Punta Baja (PB) (29°57°15”°N, 115°48’35°*W), Playa los Ojitos (O)
(28°31°16>°N, 114°04°43°W) y Playa la Esmeralda (E) (28°30°54"°N, 114°04°31”°W)
(Figura 1). El primer muestreo se llevé a cabo en septiembre de 2006, este fue de
prospeccion, en los sitios fuefon BM y PB. El segundo muestreo se realizd en

diciembre del mismo afio en los cinco sitios (BM, ER, PB, Oy E).

Figura 1. Area de estudio. Sitios de recolecta a lo largo de la costa oeste de Baja California, México. Los
sitos estdn ubicados con un punto color rojo, estos son: BM, ER, PB, O y E.

En cada uno de los sitios se realizaron mediciones puntuales de pardmetros
fisicoquimicos incluyendo pH, temperatura y salinidad. Para lo cual se utilizaron un
potenciémetro, un termémetro y un refractémetro (vital sine modelo SR-6)
respectivamente. Asimismo, se tomaron mediciones del largo, ancho y profundidad de
cada una de las pozas para hacer una aproximacion de sus dimensiones en cada uno de

los sitios de muestreo. En estas pozas se recolectaron muestras de diversos sustratos.
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Ademas, se estimé la densidad de erizo morado, mejillon, algas marinas y sustrato
rocoso, utilizando cuadrantes (50 cm x 50 cm) dentro de las pozas de marea. Para
realizar dicha estimacién se tomaron en cuenta algunas de las especificaciones
mencionadas por Murray et al. (2002) para el estudio de intermareal rocoso. Estas
especificaciones consistieron en utilizar una combinacién de lineas-transecto y
cuadrantes para evaluar densidad y cobertura de éSpecies en cada una de las pozas. Las
pozas se dividieron por lineas-transecto a lo largo y a lo ancho cada 2 m, de tal manera
que la poza quedara dividida en cuadrantes de 2 x 2 m. Por medio de niimeros al azar se
ubicaron cuatro cuadrantes de 50 x 50 cm, para asi referir a 1 m” los datos de densidad y

cobertura obtenidos (Figura 2).

" 4 cuadrantes de
50x50cm= 1m?

Poza de marea

Figura 2. Método de muestreo en pozas de marea. Se dividié cada poza mediante lineas-transecto de 2 x
2 m a lo largo y ancho; por cada poza se tomaron datos de cuatro cuadrantes de 50 x 50 cm.

6.2 Recolecta de biopeliculas

En los sitios de muestreo (BM, ER, PB, E y 0), se recolectaron muestras de
biopeliculas naturales asociadas a diferentes sustratos. La finalidad de que se
recolectaran muestras en sitios al norte de la costa (BM, ER y PB) y en sitios al sur (O
y E), fue para conocer la variabilidad espacial de especies bacterianas a lo largo de la

costa de Baja California.

Los sustratos muestreados fueron el epitelio del erizo morado, S. purpuratus, del erizo

rojo, S. franciscanus y del erizo negro, Arcbacia incisa, la superficie de diferentes algas
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marinas, agua de mar, sedimento y rdcas; todos estos se encontraban dentro de las pozas
de marea. Estas muestras fueron tomadas con ayuda de un hisopo estéril, haciendo un
raspado de la superficie del organismo, alga o roca. Previo a la toma de la muestra se
realiz6 una limpieza de la superficie a muestrear con agua de mar esterilizada para
eliminar los restos de materia orgénica de Su’superﬁcie. Una vez tomada la muestra se
deposité sélo la punta del hisopo dentro de un tubo de centrifuga de 50 mL con 10 mL
de medio de cultivo caldo marino (Difco), a pH 7.6. Para la recolecta de sedimento se
tomd un poco del fondo de la poza, con una espatula previamente desinfectada con
etanol, y éste se deposité dentro del tubo con medio de cultivo marino. Para el caso en
el que se recolectaron muestras de agua de mar, se tomé aproximadamente 1 mL con
ayuda de una pipeta Pasteur (previamente esterilizada) y al igual que las demés
muestras, se deposité en el tubo con medio de cultivo marino. Todas las muestras
fueron mantenidas a temperatura ambiente, hasta ser transportadas al laboratorio de

Ecologia y Biologia y del Desarrollo de Organismos Marinos del IIO-UABC.

6.2.1 Preservacién de las muestras

Una vez en el laboratorio, los cultivos bacterianos fueron preservados en glicerol, a una
concentracion final del 70%. Las muestras fueron almacenadas por duplicado a -20°C.,
Con este método se criopreservaron los cultivos de biopeliculas naturales recolectadas

en pozas de marea y de cada una de las cepas que se aislaron de dichos cultivos.

6.2.2 Aislamiento de cepas bacterianas

Para aislar las cepas, se tomaron 100 pL del cultivo criopreservado, con los que se
inocularon 10 mL de medio de cultivo caldo marino a pH 7.6. Este inéculo fue
incubado en agitacién continua a 150 rpm y a temperatura ambiente (25°C). Despﬁés de
12 h se realizaron diluciones del cultivo a 10, 10?, 102, 10 y 107 en agua de mar
esterilizada. De cada dilucion se sembraron 100 uL en placas de medio agar marino, y

también se incubaron a temperatura ambiente por 12 h.
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De los cultivos'generados, se seleccionaron las colonias diferentes, distinguiéndolas con
base en la forma de la colonia, color y tamafio. Estas colonias se traspasaron a una
nueva placa de medio agar marino a pH 7.6, con la ayuda de un asa de siembra en forma
de estria, para verificar que las cepas estuvieran puras. La asignacién de claves para
cada una de las muestras recolectadas en septiembre fue dada de la siguiente manera:
Primero se hace referencia al sitio de muestreo (Bajamar, BM; Punta Baja, PB), el
nimero uno hace referencia al primer muestreo en estos sitios y el siguiente nimero 1-
10 es el nimero de cepa aislada. En el caso del muestreo de diciembre, las claves fueron
asignadas del siguiente mvodo: Primero se tiene el sitio de muestreo (Bajamar, BM;
Punta Baja, PB; Eréndira, E; Playa los Ojitos, O y Playa la Esmerélda, E), a
continuacién se tiene el niimero de poza de la cual se tom6 Ia muestra (uno al cuatro),
posteriormente el nimero de muestra tomada en esa poza y por wltimo el nimero de

colonia aislada de esa muestra (uno al seis).

6.2.3 Pruebas bioquimicas

Una vez purificadas, las cepas se caracterizaron fenotipicamente mediante pruebas
bioquimicas convencionales que incluyeron: tincién de Gram, oxidasa, catalasa,
movilidad; oxidacion/fermentacion, produccién de indol, requerimientos de NaCl de 0,
6 y 8%, Rojo de Metilo (MR) y Voges Proskauer (VP), utilizando como medio basal
caldo marino a pH 7.6 (Hansen y Serheim, 1991). Asimismo, se realizaron pruebas de
crecimiento en medios TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa) y Mc Conkey
(indicador de pruebas entéricas). Posteriormente, se hizo la descripcién del metabolismo
bacteriano con base en su actividad enzimatica, en referencia de los diferentes sustratos
a que fueron expuestas las bacterias (Ver anexo A). Por Gltimo, las cepas que resultaron
con diferente actividad metabdlica, asi como las que formaron parte de un grupo de

cepas con las mismas caracteristicas fenotipicas fueron consideradas para su posterior

analisis genético.
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6.3 Extraccién de DNA genémico

Para la extraccion de DNA, las cepas se cultivaron en medio caldo marino a pH 7.6 y se
incubaron 12 h aproximadamente a 150 rpm. Posteriormente, el DNA gen6mico se

extrajo mediante el método descrito por Marmur (1961), con algunas modificaciones

(Ver anexo B).

6.3.1 Anailisis de DNA

El DNA extraido se analizé6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, las
muestras se dejaron migrar a través del gel durante 1.5 h a 80 V. Posteriormente, el gel
fue inmerso en una solucién con bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5
ng/ml. E1 DNA fue visualizado con ayuda de un transiluminador de luz UV. En el caso
de los productos de PCR, se utilizaron marcadores de peso molecular (Invitrogen) que
corrieron en la electroforesis paralelos a las muestras, con el objetivo de esﬁmar el

tamafio de los fragmentos de DNA. .

6.4 Amplificacion de 16S rDNA

La amplificacion del gén 16S rDNA se réaliz() por medio de la reaccioén en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando DNA gendmico de las cepas bacterinas que resultaron de
intéres por sus caracteristicas fenotipicas. Las condiciones para las reaccién de PCR
fueron las siguientes: la desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min; 35 ciclos
consistentes de 94°C por 1 min, 59°C por 1 min, y 72°C por 1 min; con una extensién
del 1ltimo paso’ consistente de 72°C por 7 min. Los primers utilizados son
complementarios al 16S rRNA de Escherichia coli: 27F (5’-AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG- 3’) posicién 27-46, 1522R (5’-AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA-
3”) posicién 1502-1522 y 518R (5°-GTA TTA CCG CGG CTG CTG G-3°) posicién
518-534 (Lee et al., 2003) (Ver anexo C). El juego de primers 27F y 1522R amplifican
- un fragmento de 1500 pb aproximadamente, el juego 27F y 518R amplifican un
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fragmento de 500 pb. Para la purificacién de los productos PCR se utilizé el kit “rapid

PCR Purification Systems” (Merligen bioscience, Inc).
6.4.1 Secuenciacién de los productos PCR

La reaccion de secuenciacién se prepard segin las especificaciones de SeqXcel DNA
sequencing service (http://www.seqxcel.com/). En un volumen de 12 pL, Ia

concentracion del producto de PCR fue de 20 a 30 ng por 100 pb. Las muestras se

procesaron con un kit para secuenciacion (BigDye® Terminador cycle sequencing kit) y
se purificaron de acuerdo a los protocolos de “Biosystems DNA sequencing” (de

Biosystem).

De cada uno de los productos de PCR obtenidos, solé se secuencié la cadena directa
utilizando el primer 27F. Se secuenciaron la cadena directa y la reversa de dos
productos PCR, para verificar la limpieza de la secuencia. Los cromatogramas
presentaron bases ambiguas (N) sélo en los extremos de la secuencia, y éstos se

eliminaron antes de su anélisis. Por lo tanto, sélo se secuencié una de las cadenas del

resto de los productos PCR (Ver anexo D).

Una vez obtenidas las secuencias de los productos PCR, se analizaron sus
cromatogramas para verificar que en la sefial de cada uno de los nucledtidos se

observara i_m pico bien definido (Figura 3).

Flgula 3. Clomat()glama de una de las secuencias obtenidas.
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6.4.2 Alineamiento de las secuencias

Una vez que se tuvo la secuencia de los productos de PCR, se prosiguié a realizar un
alineamiento o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), de estd secuencia con
una base de datos de secuencias nucleotidicas. Este alineamiento se realizé en la pagina

web de NCBI (Nacional Center for Biotechﬁology Information) y para ello se usé la

opcién “nucleotide Blast” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se seleccionaron las
secuencias que presentaron mayor porcentaje de identidad con el gen 16S rDNA de
bacterias. Los resultados permitieron establecer la identidad de las cepas a nivel de
geénero y/o especie, incluyendo el niimero de acceso a esa secuencia nucleotidica,
descripcion general sobre la secuencia y porcentaje de identidad. Una vez obtenida la
identidad de las cepas al nivel de género o especie, informacién que se adquirié
previamente en el GenBack, se procedi6 a hacer un alineamiento de todas las secuencias
objetivo, con secuencias conocidas del 16S de tRNA de especies y/o géneros de
bacterias marinas, por medio del programa UltraEdit-32 Professional Tex/HEX editor

version 4.10 (http:/www.idmcomp.com/).
6.4.3 Construccién de arboles filogenéticos

Para construir los arboles filogenéticos se utilizé el programa MEGA 4 (Molecular

Evolutionary Genetic Analysis) (http://www.megasoftware.net/), para lo cual se abrié
en este programa el archivo realizado en el programa ultraEdith-32. Una vez que se
tuvo el alineamiento en este programa se usé Ia caracteristica “maximum composite
likelihood method”, para éstitﬁar la sustitucién nucleotidica. Posteriormente se utiliz6 la
opcidn “bootstrap test the phylogeny” (remuestreo) aplicando un “Neighbor-Joining,
model: “Nucleotide maximum composite likelihood”, en donde las relaciones mas
cercanas entre las secuencias objetivo y secuencias de especies bacterianas se muestran

por la formacién de grupos o cluster de acuerdo con Tamura et al. (2007).
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6.5 Bioensayos de induccion a Ia metamorfosis con larvas de erizo morado

Se realiz6 un ensayo para evaluar la capacidad inductora de la metamorfosis de las
cepas aisladas. Para este chsayo se utilizaron 15 cepas bacterianas, las cuales fueron
cultivadas en medio caldo marino (Difco) a pH 7.6 y se incubaron por 12 h a 25°C en
agitacion continua (150 rpm). Pasado el tiempo de incubacién de los cultivos se midié
la DO (densidad dptica) a 260 nm, para medir la concentracién de células/ml., hasta que
la concentracién fuera de 10° células/mL. Esta concentracion fue utilizada como
estandar para formar las pehculas bacterianas en las cajas de pozos multiples

(multiwell, Falcon) donde se realizé el experimento.

Con cada uno de estos cultivos bacterianos se inocularon 5 mL de medio caldo marino
por triplicado, a una concentracién final de 107 células/ml en suspension. Para este
procedzmlento se usaron cajas de pozos miltiples. Los cultivos se incubaron por12ha

25°C sin agitacion, para permitir la formacién de la blopellcula monoespecifica.
Después del tiempo de incubacién se retiraron los 5 mL de medio caldo marino y se
sustituyeron por 5 mL de agua de mar previamente esterilizada, como lo indican
Unabia y Hadfield (1999). Posteriormente, en cada uno de los pozos se colocaron de 15-
20 larvas competentes de erizo morado, S. purpuratus de 23 dias de edad, las cuales
fueron expuestas a las diferentes biopelicﬁlas monoespecificas. En el experimento se
incluyeron dos controles, uno con agua de mar filtrada y esterilizada y otro con KCl
(100 mM). El primero se utiliz6 como control negativo para evaluar metamorfosis
espontanea de las larvas y el segundo, como control positivo para evaluar su capacidad
de respuesta a estimulos para metamorfosearse. En este ultimo, se mantuvieron las
larvas por 15 min, para después substituir la solucién de KCl por agua de mar filtrada
de acuerdo con lo descrito por Carpizo-Ituarte et al. (2002). Por dltimo, se evalué el
porcentaje de larvas metamorfoseadas a las 12, 24 y 48 h de exposicién a las
biopeliculas monoespecificas. Las larvas se consideraron metamorfoseadas cuando

presentaron la morfologia caracteristica del organismo juvenil, que se distingue por la
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presencia de las espinas y los pies ambulacrales, como lo sefialan Carpizo-Ituarte et al, -
(2002). ‘
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7. RESULTADOS

7.1 Descripeion del drea de estudio

La zona del intermareal en la costa oeste de Baja California se caracteriza por la
formacién de pozas de marea, en donde se puede encontrar una gran variedad de

invertebrados marinos, microalgas, macroalgas y peces.

A lo largo de la costa norte se puede observar en la zona del intermareal rocoso, bancos
de mejillon, Mytilus californianus y en ellos se pueden encontrar erizos de mar de la
especie S. purpuratus y en menor abundancia de S. franciscanus. También se
encontraron estrellas de mar, Pisaster ochraceus, anémonas, Anthopleura
xanthogrammica y A. elegantisima;, moluscos como Lottia gigantea y Acantina
| lugubris; diversas especies del género Littorina, el depredador de mejillon Nucella sp. y
varias especies de cirripedios que incluyen grupos de balanos y percebes. Entre las
algas marinas mas comunes se encuentran Lithophyllum proboscideum, Lithothamnium
calitornicum, Corallina vancouveriensis, Silvetia compressa, Sargassum muticum,
Bociella plumosa, Egregia menziensii, Ulva lactuca, Padina durviade, Giffordia sp. y el

pasto marino del género Phylospadix spp.

En los sitios ubicados al norte de Baja California, la mayor densidad de erizo morado se
encontr6 en Punta Baja, donde se cuantificaron hasta 280 erizos por m” El segundo
sitio con mayor abundancia del érizo morado fue el Ejido Eréndira, con densidades de
170 m” y por dltimo en- Bajamar con 70 organismos por m”. En los sitios al sur no es

abundante pues raramente se observan de tres a cinco organismos de esta especie.

En cuanto a la temperatura dentro de las pozas de marea ésta fue de 17°C en Bajamar,
19°C en Ejido Eréndira y 20°C en Punta Baja, Playa los Ojitos y Playa la Esmeralda. El
pH también vario, en Bajamar y Eréndira éste fue de 8.3 con salinidad de 34 ppm en

ambos sitios. Mientras que en las pozas de marea en Punta Baja el pH fue de 7.8 con
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una salinidad de 34.6 ppm. En las pozas de marea en Playa los Ojitos y Playa la

Esmeralda, el pH fue de 8.1' con salinidad de 34 y 35.5 ppm, respectivamente.

Las pozas de marea en Bajamar estavieron formadas en un 100% de sustrato rocoso y
las rocas estdn cubiertas principalmente por algas rojas calcareas, entre las que
destacaron L. proboscideum 'y C. vancouveriensis. En menor abundancia se encontré B,
plumosa. Para Punta Baja, las pozas de marea estdn conformadas en un 30%
aproximadamente de sustrato rocoso y 70% de sustrato arenoso, el cual se deposita en
el fondo de la poza. Las algas predominantes en las pozas de este sitio fueron L.
proboscideum y L. californicum. En el caso del Ejido Eréndira las pozas estan
constituidas en un 40% de sustrato rocoso, aunque en algunas llega a ser el 100%, y con
la mayor abundancia de L. proboscideum. Las pozas que se encontraron mas cercanas a
sitios donde la arena es abundante, mostraron un mayor depdsito de arena en el fondo
de las mismas. En estos casos los erizos, cuando estuvieron presentes, se encontraron
adheridos a las paredes de las pozas y rodeados de algas rojas costrosas como L.

proboscideum y L. californicum.

En los bsitios localizados mas al sur de la costa oeste de Baja California, que incluyen
Playa los Ojitos y Playa la Esmeralda, las pozas se encontraron asociadas a sitios donde
era més abundante la arena y por lo tanto una mayor superficie de las mismas, se
encontraba cubierta por arena. En estos sitios no se encontraron poblaciones abundantes
de erizo morado, y aparentemente empieza a ser desplazado por el erizo negro A. incisa
Sin embargo, el erizo negro fampoco es abundante pues s6lo se encontraron 4 erizos
negros en playa los Ojitos y 16 orgénismos en Playa la Esmeralda. En estas dos ultimas
zonas, las pozas se caracterizaron por la presencia de pastos marinos del género
Phylospadix spp., que rodea el borde de las pozas Ademads, los bancos de mejillén no

son tan grandes como los que se encuentran en las poblaciones mds al norte, a partir de

Punta Baja.
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7.2 Recolecta de biopeliculas
7.2.1 Muestreo en septiembre (BM y PB) y diciembre (BM, PB, ER, O y E) de 2006

Los éustra’tos de los cuales se obtuvieron las muestras de bacterias se presentan en dos
tablas: en la Tabla 1 se integran los datos del muestreo de septiembre y en la Tabla 2
los de diciembre. Estas contienen la informacién sobre los sitios de muestreo, pozas en
las que se muestrearon las‘ biopeliculas y el sustrato del cual fueron tomadas las

muestras, asi’como el cdigo de cada cepa aislada en cada muestra.

Tabla 1. Muestras recolectadas en BM y PB durante septiembre de 2006. Las claves utilizadas indican el
primer muestreo (primer mimero) y niimero de colonia aislada de esa muestra recolectada (segundo
nimero).

1 Erizo juvenil =~ - BM1.1
© - Erizo adulto BM{.2
Erizoadulto BMI.3, BM1.4
Roca BMLS

Punta Baja

2 Roca ) PBI.7
S, muticum PB1.8
Mejillon PB1.9, PBI.10

Tabla 2. Muestras recolectadas en BM, ER y PB durante diciembre de 2006. Segundo muestreo en BM,
PB y primer muestreo en ER. La claves utilizadas indican [a poza donde se recolecté (primer niimero),
nimero de muestra recolectada en la poza (segundo niimero) y la colonia aislada de esa muestra (tercer
niimero)

1 PBil Erizo morado juvenil PBiL1,PB11.2, PBiL.3
& PBI2 S. muticum o PBI12.1, PB12.2, PB13.3.
PBI3 Mejillon PBI3.1, PB13.2

PB4 Erizo morado adulto PB14.1,PB14.2
i i

PB3L1, PB312

PB31 Erizo rojo adulto _
PB32 Erizo morado adulto- PB32.1, PB32.2"
PB33 Mejillon . PB33.1, PB33.2

PB34 S. muticum PB34.1, PB34.2
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3 BM31 Erizo morado juvenil. : BM31.1, BM3~I 2, BM31.3, BM31.4,
BM32 Erizo morado adulto BM32.1, BM32.2,
BM33 Roca BM33.1, BM33.2

I ER11 Erizo morado juvenil . ERI11.1,ER11,2, ER11.3
ERIi2 Erizo morado adulto ER12.1, ERI2.2, ERI12.3
ER13 L. proboscideum - ERI3.1, ER13.2, ER13.3
ER14 C. vancuveriencis - . ER14.1, ER14,2, ER14.3
ER1S Erizo morado adulto ER15.1, ER15.2
ER16 L. proboscideum ER16.1, ER16.2

Tabla 3. Muestras recolectadas en E y O en diciembre de 2006. Las claves indican la poza en el que se
recolecto (el primer nlimero), de la muestra (el segundo el niimero) y es el nimero de colonia aislada de
esa muestra (tercer niimero).

s aislada

Ell Erizo adulto negro ElL1,ElL.2
1 El2 Erizo adulto negro El2.1
EI3 C. vancuveriensis Ei13.1,E13.2
Ei4 . Gelidium robustun El4.1,El4.2
El5 Sedimento {arena) E15.1,E152
El6 Padina durvillaei El6.1,El16.2
0l1 Erizo adulto morado 0Ol11.1,011.2
1 012 v Erizo adulto morado Ol2.1
013 - Erizo negro 013.1,013.2
014  Roca c/Lithophylh c. Ol4.1 :
O1s C. vancuveriensis 015.1,015.2
0l6 Agua de mar 016.1,016.2
017 " Sedimento (arena) 017.1,017.2

7.3 Pruebas bioquimicas a las cepas aisladas

La aplicacion de cada una de las pruebas bioquimicas convencionales se realizé con la
finalidad de buscar metabolismos similares en las cepas aisladas y para establecer
grupos bacterianos que compartan las mismas caracteristicas fenotipicas. Para ello se
hizo una selecci6n entre las pruebas bioquimicas aplicadas a las que resultaron positivas

y/o negativas, asi como crecimiento o inhibicién de su crecimiento en los distintos

medios utilizados.
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7.3.1 Cepas aisladas en septiembre: BM 'y PB

En las Tablas 4,5, 6y 7 se presehtan las cepas aisladas de las muestras recolectadas en
BM y PB. Cada tabla corresponde al conjunto de cepas obtenido de una biopelicula de

un determinado sustrato.

Tabla 4. Cepas aisladas de biopeliculas asociadas al epitelio del erizo morado, S. purpuratus. Las
muestras fueron recolectadas en septiembre de 2006 BMyPB

BM!1.4 - & + + - + - - - - + + + +

Tabla 5. Cepas aisladas de biopeliculas asociadas a conchas de mejillén, M. californianus. Las muestras
fueron recolectadas en septiembre de 2006, en PB.

‘en septiembre de 2006, en BM y PB,

PB1.7

+ + + + + +
N AP SRR
BM1.5 - + + + + + + + + + + + + +

Tabla 7. Cepas aisladas de biopeliculas asociadas a superficies de algunas algas. Las muestras fueron
recolectadas en septiembre de 2006, en BM y PB.
ot o i

1C 0% 6% . 8%

- + + + + + - + 4 + + + + +
: : - ' +‘ ) +
BML.7 = + + + + + 5 + + + + + + +

De manera general y con base en las pruebas bioquimicas que se aplicaron, result6 que
todas las cepas aisladas en muestras recolectadas en septiembre, fueron bacterias Gram
negativas, oxidasa y catalasa positivas, movilidad positiva y crecieron en medio con 0, 6

y 8% de NaCl. Con la similitud que presentaron en otras pruebas bioquimicas, éstas se
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pudieron clasificar en tres grupos, los cuales se muestran en la Tabla 8. En cada uno de

estos grupos se relacionan cepas aisladas de diferentes sustratos.

Tabla 8. Grupos bacterianos que se distinguen por la similitud en reaccién a las pruebas biogquimicas
aplicadas

£17¢

-BM1.2  Erizo morado,
PBLS  Mejillon
PBI6  Mejillon

PB1.9 Mejillon Bacterias anaerobias facultativas, crecen en medio TCBS, medio Mc Conkey,
1 PB1.1 Roca producen indol y acctoina, este Gltimo se acumula por la fermentacion de

BM1.6 Roca glucosa a alcohiol (butanadiol).
PB1.2 S. compressa 4 .

PB1.8 S. muticum

BML7 . B. plumosa

&l
3 PBl A4 Mejillén Bacterias anaerobias, no crece en medio TCBS y en medio McConkey, no
PB1.7 Roca producen indol, 4cido, ni acetofa.

En la Figura 4 se muestran los grupos bacterianos conformados por las cepas, de
acuerdo con las similitudes en su metabolismo. En la parte central de la figura se
enlistan las caracteristicas metabélicas ‘que comparten todas las cepas analizadas, en los
extremos se ubican los grupos bacterianos y las cepas que fueron diferentes en su
metabolismo. Cabe resaltar que las cepas‘ aisladas de erizo morado, S. purpuratus, en las
estaciones de BM y PB, fueron cepas completamente diferentes, puesto que presentaron
un metabolismo tinico comparado con el resto de las cepas, excepto una cepa que se

encuentra dentro de un grupo bacteriano.

De acuerdb al analisis de las cepas obtenidas durante este muestreo, las cepas: PB1.3,
BM1.1, BM1.3, BM1.4 (asociadas a S. purpuratus); PB1.4, PB1.5 (asociadas a conchas
de mejillon); PB1.2 (Silvetia compressa) y BMI1.5 (sustrato rocoso), fueron

completamente diferentes en su metabolismo.
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Figura 4. Grupos de cepas obtenidas a partir de biopeliculas asociadas a erizo de mar, S. purpuratus; de
mejillén, M. californianus; de algunas algas y a superficies rocosas, en pozas del intermareal en BM y PB
en septiembre de 2006. En la parte central representa las caracteristicas fenotipicas que comparten todas
las cepas, mientras que los extremos se ubican los grupos metabdlicos que predominaron entre las cepas
aisladas y cepas con diferente metabolismo. Para el cédigo utilizado en cada cepa bacteriana, refiérase al
texto del escrito,

7.3.2 Cepas aisladas en diciembre: BM, PB y ER

En las Tablas 9, 10, 11 y 12 se agrupan las cepas de acuerdo al sustrato del cual fueron
aisladas, de las diferentes biopeliculas recolectadas en pozas de marea de los diferentes
sitios de muestreo. En cada una de estas tablas se pueden ubicar las diferencias que tuvo
cada cepa con respecto a las demas, que también fueron aisladas del mismo sustrato. La
diferencia méas marcada en las cepas aisladas fue que no todas crecieron en medio
TCBS, en medio Mc Conkey, en medio al 0, 6 y 8% de NaCl, y en movilidad.

En la Tabla 10 se muestran sélo las cepas aisladas de biopeliculas asociadas a conchas
de mejill(’m, recolectadas en BM y PB, sitios donde los bancos de mejillon son muy
abundantes. Asimismo, se muestra la respuesta metabélica que presentaron en las

diferentes pruebas bioquimicas a las que se sometieron las distintas cepas.

De la misma forma en la Tabla 11 se muestran las cepas aisladas de diferentes algas

marinas, obtenidas de biopeliculas naturales colectadas en tres sitios de muestreo. Estas
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cepas mostraron diferencias en su actividad metabélica. Mientras que para el caso de las
cepas asociadas a sustrato rocoso (Tabla 12), s6lo se conté con muestras de BM y ER,
donde la cobettura de la roca fue cercana al 100% en las pozas. Independientemente del
sustrato del cual fueron 1'ecoiectas, hay que resaltar que todaé las cepas aisladas de las
bidpeliculas recolectadas en diciembre de 2006 resultaron ser Gram negativas, catalasa
y oxidasa positivas, como se especifica en la parte central de la Figura 5. En la parte
inferior y a los costados de la Figufa 5, se encuentran los grupos bacterianos. En cada
uno de estos grupos bacterianos hay cepas que fueron aisladas de diferentes sustratos y
que ademéds fueron recolectadas en diferentes sitios BM, ER y PB. Por las
caracteristicas metabodlicas que presentaron se distinguen 17 grupos bacterianos, éstos
se muestran a detalle en la Tabla 13. En la parte superior de la Figura 5 se encuentran
ubicadas las 20 cepas que no presentaron ninguna similitud en su 1'espuestét metabdlica
con el resto, y en la Tabla 14 se puede apreciar con mayor facilidad las diferencias en el
metabolismo que presentaron. De PB fueron siete cepas completamente diferentes:
PB11.2, PB14.2, PB32.1, las que estuvieron asociadas a S. purpuratus y PB31.2 a S.
Sfranciscanus; PB33.1 aislada de M. californianus; PB12.3 y PB34.1 aislada de alga S.
muticum. Para ER fueron sélo tres cepas: ER11.3 asociada a S. purpuratus, ER14.2 a C.
vancuveriensis 'y ER13.3 a L. proboscideum. En BM fueron 11 cepas diferentes:
BM22.1 y BM22.2 aisladas de L. proboscideum, BM23.1 y BM23.2 asociadas a una
alga coralina calcarea C. vancuveriencis, BM24.1 y BM24.2 de rocas, BM31.1 de S.
purpuratus juvenil, BM32.2, BM32.3 y BM42.3 de S. purpuratus adulto y BM44.2 de

M. californianus.
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Tabla 9. Cepas obtenidas de biopeliculas asociadas al erizo de mar (S. purpuratus), recolectadas en

diciembre de 2006, BM, PB y ER. o
R. VR

Tabla 10. Cepas obtenidas de biopelfculas asociadas a las conchas de mejillén (M. californianus),
recolectadas en diciembre de 2006, en PB

PB24.3 - + + - + . + + - o+ + 5 : -
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Tabla 11. Cepas obtenidas de biopeliculas de diferentes algas marinas, recolectadas en diciembre de
PB, BMy E '

Tabla 12. Cepas obtenidas de biopeliculas asociadas a Rocas, recolectadas en diciembre de 2006, en BM
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Tabla 13, Grupos de cepas bacterianas, cada grupo posee un metabolismo

PBILI izo morado juvenil  Bacterias mbviles, anaerobias facultativas, crecen en TCBS, Mc Conkey y en medio con 0, 6 y 8% de NaCl, excepto PB13.1

PBI1.3 Erizo morado juvenit . que no crecié en medio al 0% de NaCl y tiene como caracteristica particufar que es una bacteria asociada a conchas de

1 PB13.1 Mejiltén mejillén, M. californianus. El resto de las cepas fueron aisladas de erizo morado, S. purpuratus. Todas produjeron indol, no
ERI1L.) Erizo morado juvenil  producen acetoina lo que implica que no fer la glucosa a alcohol (butanadiol), asi también producen Acido desde su
ER12.1 Erizo morado adulto metabolismo de glucosa. .

PB14.1 Erizo morado adulto

,, s
ggig ; g:zo mor:gz ::::::O Bacterias mdviles, anaerobias facuitativas, crecen en TCBS, Mc Cankey, no crecen en nedio con 6 y 8% de NaCl soto crecen
. o O on 0% de NaCl. La cepa PB22.1 no crecié a ninguna concentracién de NaCl. Producen indol y dcido a partir de glucosa pero

3 ER21.1 L. proboscideum 6 Acetolna

ER21.2 L. proboscidewm
BM42.6 Erizo morado adulto

21 i i i .
3 ggi ;g g":g]::}z;z‘:ﬁii ::im! Bacterias no méviles, anacrobias facultativas, no erecen en TCBS pero si en medio Me Conkey, Crecen en medio al 6 y 8% de
| * e ) NaCl, BM31.3 crecid a las tres concentraciones, mientras que PB21.2, PB23.2 y PB24.3 no crecieron en 0% de NaCl. No
PB24.3 Mejilion . 3 .
praducen indol, acetoina y tampoco 4cido a partir de glicosa.

BM31.3 Erizo morado juvenil

NaCl, producen indol y

7 BM4l1.1 Erizo morado juvenil  Bacterias no méviles, anaerobias facullativas, crecen en TCBS, Mc Conkey, y en 0% de NaCl y no a concentraciones del 6 y
BM41.2 Erizo morado juvenil 8%, producen indol, 4cido de la degradacion de glucosa y no producen acetoina. La Unica diferencia con el grupo 3, es que
éstas son 1o moviles y las otras son bacterias méviles. ) )

EB) =l S mulicila bacterias médviles, anaerobias facultativas, crecen en TCBS, Mc Conkey en 0 y 6% de NaCl y no crecen en medio al 8%,

’ 21[3{3; Eoﬁgncauveﬂensis producen indol, 4cido del metabolisme de glucosa y no producen acetoiua.

BM41.3 Erizo morado juvenil

" gmﬁ; E';gglgnnmado adulto Baclerias no mbviles, anaerobias facultativas, no crecen en TCBS y Mc Conkey, aunque si erecieron en medio con 0,6 y 8%
ERI14.3 C. vancouveriensis de NaCl, no producen indol, 4cido a partir de gl y La dife con el grapo 5 radica en que eslas no crecteron

ERI162 L probascides en medio Mc Conkey y aquellas si.

ER22.1 C. vancouveriensis

ERi22 Erizo morado adulto
K] ERI23 Erizo mora iio . ’ ; . ) e -
do adul Baclerias no moviles, anaerobias (no oxidan solo fermentan), tinico grupo con tal caracterfstica, ademis de que no crecen en

g&l;;z {i‘o’é g:boscfdeum TCBS, Mc Con.kcy. No producen indol, acetoina y dcido.

BM45.2 E. menziencie

15 ERI11.2 Erizo morado juvenil  Bacterias méviles, anaerobias facultativas, no crecen en TCBS y Mc Conkey si en 0, 6 y 8% de NaCl. No producen indol,
ER14.1 C. vanconveriensis acido y acetoina. La diferencia de este grupo con el grupo 11 es que éstas son méviles y con el grupo 13 es que ademis de ser
méviles también oxidan, pues las del grupo trece son anacrobias (fermentadoras).

0 € nkey,

crecenen 0, 6.y 8%, producen indol, 4cido y

17 ER21.3 L. proboscidenn Bacterias no méviles, anaerobias facultativas, no crecen en TBCS, crecen en medio Mc Conkey y en 0, 6 y 8% de NaCl, no
ER22.3 C. vaconveriensis praducen indol, acetoina ni dcido.
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Tabla 14. Cepas aisladas de las muestras de biopeliculas recolectadas en diciembre de 2006. Todas estas
cepas son completamente distintas entre si y entre los grupos bacterianos.

::Cepas: Sustrato: .. | Oxidasa. - TCBS. MC. 0% 6% 8% ‘Mov :Oxid Ferm - Indol.:MR. VP
PB11.2 Erizo morado + = + + + - + + + = + -
PR3 SmCH; o s e R SR R s e e AT L -
PB34.1 S muticum - = - © + - % + = . . .
ER13.3 L. proboscidetm + % s + + s 4 - + . . R
ERI42  C. vancouveriensis + + - + + - + + + % - .
+BM32:3 - Etizo morado .- . Job L T SO O S ST
PB32.1 Erizo momdo + + + N + - & + + +
-'::’IV‘:B-“MQ"-;»]E" _Roca R R . 0 + T @ e o
PB33.1 Mcjlllon + + + - + + + + + .
BM22.2 L proboscideum + + + - + + - C -
PBI4.2  Erizo morado + + + + + + + + + +
#ERIL3: . Erizomotado. . - . -+ B L R . SICUIL E OO o Tt
PB31.2  Erizorojo + + + - + o . + + +
CBM442 Mejillon P Y S T
BM22.1 L proboscrdeum + + + + + + - - + +
S BM24.20 CROed L e S N = T T s g o okl
BM23.1  C. vancouveriensis + + + “ % . - + + . . .
BMA42.3: - Erizomorado:© .. o+ LR - + T $i e o . + .
BM23.2  C. vanconveriensis + + = = + + - - + - - .
SBM3LL E“mmomdo + . &5 L + + i - LR 3 + - S
Erizo morado + + - + + + = + + + * .

Figura 5. Grupos de cepas obtenidas a partir de biopeliculas asociadas a erizo de mar, S. purpuratus, de
mejillén, M. californianus; algunas algas y a superficies rocosas, en pozas del intermareal en BM, PB, ER
en diciembre de 2006. En la parte central representa las caracteristicas fenotipicas que comparten todas
las cepas, mientras que los extremos se ubican los grupos metabdlicos que predominaron entre las cepas
aisladas y cepas con diferente metabolismo. Para el cédigo utilizado en cada cepa bacteriana, refiérase al
texto del escrito. :
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7.3.3 Cepas aisladas en diciembre: Oy E

Se. consideré importante recolectar biopeliculas naturales asociadas a las pozas de
marea al suroeste de la costa de Baja California a la altura de isla Cedros, regién hasta
donde se distribuye el erizo morado (S. purpuratus), debido a la influencia de la
corriente de California que puede transportar larvas hasta esa zona. Las muestras de
“biopeliculas recolectadas de los sitios: O y E, se analizaron por separado de las cepas
aisladas de muestras recolectadas en BM, PB y ER, sitios ubicados mas al norte del
Estado. En estas pozas también se recolectaron muestras de biopeliculas asociadas a
sustratos rocosos, a algas marinas, erizo morado (S. purpuratus) y erizo negro
(Arcbacia incisa) (Tablas 15, 16, 17 y 18). Pero sélo en O se colectaron biopeliculas
" naturales asociadas a erizo morado, siendo el lugar mas surefio en donde se encontrd
esta especie en el intermareal rocoso. En cada una de estas tablas se muestra la
respuesta metabolica que presenté cada una de las cepas a las pruebas bioquimicas que

se le aplicaron.

Tabla 15. Cepas aisladas de biopeliculas asociadas a erizo negro, A. incisa,y erizo morado, S. purpuratus,
encontradas en las pozas de marea de O y E. :

3

El3.1 “ A + + + -+ - - + + + + + <

E133 - + + + - + + + + + + + + +

015.1 - o+ + + + + + 4+ + . + + + + -
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RIS

0171

o172

Tabla 17. Cepas aisladas de arena (Sedlmento) recoiectada cerca de los erizosen Ey O.
Gra : Ca = MC = Mov Oxd Ferm

- ¥ + + + + - - + + +
+ +

Tabla 18. Cepas aisladas a partir de muestras de agua de mar en O.

;:;Cepas Gram +Oxidasa Catalasa "TCBS ~MC.. 0% 6% 8% . Mov Oxd Ferm. . indol.. MR. -
0l6| - Y 4 ¥ + £ F o= + + + + +

En la Figura 6 se presentan los grupos bacterianos y cepas, de diferente metabolismo,
aisladas de muestras colectadas en O y E en diciembre de 2006, En la parte central de la
figura se muestran las caracteristicas generales de todas las cepas, éstas fueron: Gram
negativas, méviles, anaerobias facultativas, oxidasa y catalasa positivas, crecieron en
medio TCBS y en medio Mc Conkey. Estas caracteristicas, también las presentaron las
cepas aisladas y caracterizadas en BM, ER y PB. Ademds, se distinguieron cuatro cepas
que fueron diferentes en su metabolismo entre ellas (E12.1, E12.2, E13.3, E14.2, 015.2
y O17.2) y entre los cuatro grupos bacterianos caracterizados. En ca&a uno de los
grupos bacterianos se encuentran cepas que fueron aisladas de diferente sustrato y en

diferente sitio de colecta (Tabla 19).

Figura 6. Grupos de cepas obtenidas a partir de biopeliculas asociadas a erizo de mar (S. purpuratus y A.
incisa), a algunas algas, sedimento y en agua de mar, en pozas del intermareal en O y E en diciembre de
2006. En la parte central representa las caracteristicas fenotipicas que comparten todas las cepas, mientras
que los extremos se ubican los grupos metabolicos que predominaron entre las cepas aisladas y cepas con
diferente metabolismo. Para el codigo utilizado en cada cepa bacteriana, refiérase al texto del escrito.
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Tabla 19: Grupos bacterianos que se distinguen de las cepas aisladas de las muestras recolectadas en O y
E.

Ell.l  Erizo negro Bacterias méviles, anaerobias facultativas, crecen en medio
O11.2  Erizo morado adulto con 0% de NaCl, no crecen en medio donde las
0O12.1  Erizo moradoadulto:  concentraciones de NaCl son de 6 y 8% de NaCl. Producen
Ol13.1  Erizo negro indol, 4cido del metabolismo de glucosa pero no producen
0132 Erizo negro © acetoina.

i Ei3.1  C. vancouveriensis

El3.2  C vancouveriensis
0O14.1  Roca/L. californicum
Sedimento . - :

8U
E16.2  P. durvidaei Bacterias moviles, anaerobias facultativas, crecen en medio
3 El152  Sedimento * con 0, 6 y 8% de NaCl, producen indol, 4cido y acetoina.

7.3.4 Cepas con diferente actividad metabélica

Para todas las cepas se realiz6 una comparacién de sus caracteristicas fenotipicas. En
total fueron 130 cepas aisladas, de las cuales, aquellas que compartieron las mismas
caracteristicas se agruparon, pero hubo otras que prcséntaron un metabolismo
completamente diferente. Estas fueron de un mayor interés puesto que son las Unicas
que no comparten alguna similitud con alguna otra cepa y/o grupo bacteriano. En la
Tabla 20 se aprecian las 59 cepas que resultaron de interés por tener un metabolismo
completamente diferehte, Unico o porque representaron a un grupo con el cual
comparten las mismas caracteristicas metabéiicas, como ya se explicé anteriormente en

las Tablas 8, 13 y 19.
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Tabla 20: Cepas aisladas de diferentes sustratos en las dos campafias de muestreo (septiembre y
diciembre de 2006). Las claves que estdn marcadas en letras negritas, son aquellas cepas que son
completamente diferentes a todas las demds y las que no estdn marcadas en letras negritas son aquellas
v y acterfsti pi s (forman un grupo bacteriano).

Bajan 1By 1a Oji S8
BMILIE PBI2A BM21.1E PB112E ERII12E 011.2 E12.1 E
BM13E PBI3E BM22.1 4 PBI22 A ERI1L3E O1LIE EI22E
BM14E PBi4M BM22.2 A PBI2.3 A ERI2.1E Ol4.1A Ei33A
BM1SR PBISM BM23.1 A PBI13.2M BRI3.1 A 0152 A E14.2 A

BM23.2 A PBI4.2 K ERI33 A 016.2 H,0mar El528
BM24.1R . PB24.3M ER14.2 A 01728 E16.1A

BM24.2 R PB252A ERI52E
BM31L1E PB3I2 E ER162 A
BM3I4E PB32.1E ER212 A
BM322 E PB33.1 M ER21.3 A
BM32.3E PR34.1 A ER224 A
BM41.1 E ' ER23.3R
BM42.3E.

BM425E

BMd4.2 M

BM452 A

7. 4 Bioensayos de induccién a la metamorfosis con larvas de erizo morado

Se evalué el efecto de la induccién a la metémorfosis en lar".ras de erizo morado, S.
purpuratus, de algunas cepas seleccionadas que incluyeron seis aisladas de erizo
morado (PB1.3, BM1.1, BM1.3, BM1.4, PBI11.1 y BM21.1), tres cepas asociadas a
algas marinas (PBi.2, PB12.2 y BM22.1), tres cepas asociadas a conchas .de mejillén
(PB1.4, PBL.5 y PB13.2) y tres asociadas a sustratos rocosos (BM1.5, BM24.1 y

BM24.2). |

Los porccnfajes de larvas metamorfoseadas obtenidos a los diferentes tiempos de
exposicion a las biopeliculas se muestran en la Figura 7. Las cepas PB12.2, BM1.5,
PB13.2, BM21.1, BM22.1 y BM24.1 no promovieron cambios morfolégicos en las
larvas a las 12 h, mientras que la biopelicula en que se presentd mayor porcentaje de
larvas metamorfoseadas fue BM1.4 con un 49.03%, seguida de la cepa PB1.4 con un
33.55%. A las 24 h de exposicién a la biopelicula, la cepa BM1.4 se mantuvo con el
porcentaje de larvas metamorfoseadas inicialmente. Sin eﬁlbargo, la cepa PBl14
aument6 a un 38.89%. Con la cepa BM22.1 fue hasta este tiempo que se alcanzé un

35.55%. Y a las 48 h, el porcentaje de metamorfosis con la cepa BM1.4 aument6 a un
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53.19%, al igual que'con la cepa PB1.4 que lleg6 hasta 42.44%. Con la cepa PB13.2 el
porcentaje de larvas metamorfoseadas aumenté de un 11.11%.a las 24 h a un 53.33% a
las 48 h. En presencia de la cepa BM22.1 el porcentajé de larvas metamorfoseadas
aument6 a 44.44% y con la cepa PB1.5 alcanz6 hasta un 75.55% de un 8.88% que se

registro a las 24 h,

En la Figura 8 se puede observar con mayor detalle que la cepa que tuvo un mayor
efecto como inductora de la metamorfosis fue la cepa PB1.5 con un 75.55% de larvas
metamorfoseadas, esté cepa se aislé de una biopelicula asociada a conchas de mejillén
(M. californianus). En seguﬁdo lugar en importancia fueron las cepas PB13.2 ‘y BMi1.4
que indujeron un 53.33 y 53.19%, fespectivamente; estas dos cepas fueron aisladas
también dé conchas de mejillon (M. californianus) y erizo morado (S. purpuratus),
respectivamente. En el caso de la cepa PB1.2, que indujo a un 45.28% avf las larvas
competentes, esta cepa fue aislada de la superficie de una alga parda (Silvetia
compressa). Por otro lado, la cepa BM22.1, con la cual se obtuvé un 44.44% de
induccién a la metamorfosis, fue aislada de una alga roja calcarea (Lithophyllum
proboscideum). Asimismo,‘ la cepa PB1.4 que indujo un 42.4% de metamorfosis fue
aislada de conchas de mejillén. Con las cepas restantes se tuvo un efecto del 40% o

menor de induccién a la metamorfosis.
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Figura 7. Ensayo de induccién a la metamorfosis de larvas competentes del erizo morado, S. purpuratus,

a 12, 24 y 48 h de exposicién a biopeliculas monoespecificas. La primera barra indica el porcentaje de
larvas metamorfoseadas a las 12 h, la segunda barra a 24 h y la tercera a las 48 h (n = 3 réplicas por
tratamiento y las lineas verticales sobre las barras indican error estandar),

110 -

80.81

100

~
b
8

50

@«
a
&

%
Larvas metamcrfizadas

=
3
<
~

b-—N
" 2 2 $ ¥ v o8 2 : =
B 5 £ £ 8 B B % 3 g

BM22.1

-
-
g

Figura 8: Ensayo de induccién a la metamorfosis del erizo morado, S. purpuratus. Porcentaje de larvas
que metamorfosearon en el altimo periodo de exposicion a las 48 h (n = 3 réplicas por tratamiento y las
lineas verticales sobre las barras indican error estandar).
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7.5 Analisis genético de las cepas con diferente metabolismo

El analisis incluyé, las 15 cepas utilizadas en el ensayo de induccién a la metamotfosis
y de todas aquellas cepas obtenidas a partir de biopeliculas asociadas a erizo de mar, .
purpuratus (Tabla 20). Las extracciones de DNA gendmico que se obtuvieron de estas
cepas caracterizadas como diferentes fenotipicamente se muestran en el anexo E. De

todas las muestras fue extraido el DNA genémico utilizando las mismas condiciones.

7.5.1 Amplificacion del 16S rDNA

Las condiciones de los ciclos PCR que se probaron para todas las muestras, se
estandarizaron a partir de el método descrito por Lee et al. (2003), realizando algunas

modificaciones (Ver anexo F).

7.5.2 Indentidad genética de las cepas con secuencias de géneros o especies de

bacterias marinas

En la Tabla 21 se muestran los datos del género o especie con la que tuvieron un 99 o
100% de identidad con las secuencias objetivo (productos de PCR). Asi también se

tiene el nimero de acceso correspondiente para cada una de ellas en el sitio NCBL

"Enla Figura 9 se muestra el resultado de los cluster que definen el arbol filogenético,
de todas las secuencias objetivo. En esta figura se puede apreciar la formacion de seis
grupos y cuatro cepas que no se integran en ningun de estos, ya que son especies
diferentes. El grupo formado por las-cepas de Vibrio cyclotrophicus: ER12.1, PB11.1,
011.2, PB32.1 y BM21.1; el siguiente esta formado por la cepa BM32.3 que es V.
splendidus: ER11.1 y ER15.1 que son V. cyclotrohicus; posteriormente el grupo de
cepas de V. splendidus: BM41.1, BM1.3, BM31.4 y BM42.5; seguido de cepas V.
alginolyticus: PB12.2, PB1.5, PB13.2, BM24.2, PB1.2, BM1.5, BM22.1 y PB31.2; y el
grupo de Pseudoalteromonas sp: BM1.4, PB1.4, ER11.2, PB1.3, E12.1, BM31.1,
BM32.2 y un ultimo grupo formado por PB11.2 y PB14.2 resultaron en el BLAST
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poseer un 75 y 86% de identidad, respectivamente, con la secuencia de
Pseudoalteromonas sp.

Tabla 21. Secuencia de cada una de las cepas analizadas molecularmente, Datos del género o especie
con la que alinearon y tuvieron el mayor porcentaje de identidad, con respecto a la base de datos del

GeneBack. :

BM1.5 DQ513192.1 Vibrio sp Majd

AFS537959.1 Vibrio alginolyticus

0112 DQ481610.1 Vibrio cyclitraphicus LMG21359 100

ER12.1 DQ481610.1 Vibrio cyclitrophicus LMG21359 99

BM21.1 : DQ4381610.1 Vibrio cyclitrophicus LMG21359 99

ERI5.1 DQ481610.1 Vibrio cyclitrophicus LMG21359 99

0:5Di¢ {5
AY620972.1 Vibrio splendidus
g
PBI.S AY967727.1 Vibrio alginolyticus
79 as flay
PB1.4 AF297958.1 Pseudoalteromonas flavipulchra

PB1.3 AB106189.1 Pseudoalteromonas sp 99

BM32.2 EU100393.1 . Pseudoalteromonas sp B4 98

PB11.2 DQ520891.1 Pseudoalteromonas sp 75
Q09 aliol Y

BM32.3 AM422804.1 Vibrio splendichs 100

BM42.3 AB264129.1 Paracoccus sp TDMA 96 .

El2.2 EU340847.1 . Vibrio sp DSH 99

OLI0:S
PB13.2 EF114182.1 Vibrio sp W099
BM \Y620972 y Splendidus
BM24.1 AM422803.1 Photobacterivum aplysiae
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Vibrio eyclotrophiaus

Vibrio splendidus

Vibrio alginolytiaus

Vibrio halfoticoli
Phothobacterium aplysiae

Pseudoalteromonas flavipulchra

Psendoalteromonas agariovorans

Pseudoalteromonas sp

BM423  Paracoceus sp

B

PB11.2  Pseudoalteromonas sp

50
Figura 9. Arbol filogenético de secuencias 16S rDNA (499pb), de las cepas aisladas de erizo morado, S,
purpuratus, y algunas aisladas de otros sustratos. Construido por el método Neighbour-joining. El
bootstrap muestra los valores de remuestreo, en cada nodo, resultado de 500 réplicas.

7.6 Variacién espacio-temporal de las especies bacterianas
De las 33 cepas caracterizadas molecularmente se observé una variabilidad de especies

bacterianas, cuatro especies de Vibrio: V. cyclitrophicus, V. alginolyticus, V. splendidus

y V. halioticoli; dos especies de Pseudoalteromonas: P. flavipulchra y P. agarivorans,
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una cepa que pertenece al género Photobacterium y un al género de Paracoccus. Pero
¢Como es que se distribuyen estas poblaciones bacterianas a lo largo de la costa oeste

de Baja California?

La variabilidad espacial de cepas bacterianas en los sitios de muestreo en: BM y PB en
septiembre de 2006, fue muy clara, ya que en BM se identificaron dos especies de
Vibrio (V. halioticoli y V. splendidus) que no se entraron en PB, mientras que en PB fue
encontrada P. agariovorans, especie que no se encontré en BM. Lo interesante para
esta temporada es que también ée hallaron dos especies bacterianas, ambas presentes en

los dos sitios, éstas fueron V. algiholyticus y P. flavipulchra (Tabla 22).

Tabla 22. Especies encontrad

V. splendidus
V. alginolyticus
V. halioticoli
P. flavipulchra

En el muestreo de diciembre de 2006 fueron aisladas bacterias del género Vibrio,
Pseudoalterorhonas, Paracoccus 'y Photobacterium. Como se puede observar en la
Tabla 23. V. cyclitrophicus se encontré en cuatro sitios: BM, PB, ER y la estacién
surefia de los O, mientras que V. splendidus fue aislada en muestras de BM y E. Del
género Pseudoalteromonas se identifico claramente la especie P. agarivorans, la cual
fue aislada en ER y también en E. Ademas de upna especie no identificada de
Pseudoalteromonas sp. (EU100393.1/). La especie de Photobacterium sp. fue la tnica

aislada de un sustrato rocoso en BM y Paracoccus sp. de erizo morado, S. purpuratus.

Tabla 23. Especies encontradas en cada uno de los sitios de muestreo en diciembre de 2006.

V. splendidus
P. agarovirans

V. eyclitrophicus
P. agarivorans

. splendidus
. algyinolyticus
hotobacterium aplysiae ;
aracoccus sp.

.Pseudoalteromonas sp

44



7.7 Metabolismo de las especies bacterianas presentes en las pozas de marea

El género Vibrio se caracteriza por bacterias Gram negativas, oxidasa positiva,
anaerobias facultativas y crecen en medio selectivo TCBS (tiosulfato-citrato-sales
biliares-sucrosa), considerando que hay otras pruebas bioquimicas en donde los
resultados son variables (Alsina y Blanch, 1994). Vibrio halioticoli, ademas de las
caracteristicas generales antes mencionadas para la especie, se distinguié por ser una
bacteria en forma de bacilo no flagelada, inmévil; donde el ion Na+ es esencial para su
crecimiento, produce indol, no produce acetoina (VP-), produciendo gas a partir de la
glucosa (MR+) y también puede crecer en 1 y 6% de NaCl." Aunque esta especie puede
presentar ciertas diferencias en movilidad (+), produccién de indol (-) y no crecer en 1
y 6% NaCl de acuerdo con la descripcién de Sawabe et al. (1998), como el caso de la
cepa BM1.1 que fue caracterizada como perteneciente a esta especie y la cual fue

aislada de un erizo morado juvenil.

En el caso de Vibrio cyclotrophicus, ésta es una bacteria en forma de bacilos, Gram
negativa, movil con uno o dos flagelos subpolares o polares, anaerobia facultativa,
oxidasa y catalasa +, produccién de indol negativa y requieren al menos 1.75% de NaCl
para crecer de acuerdo con lo descrito por Hedlund y Stanley (2001). Las cepas que
resultaron compatibles a esta espe(;ie fueron: O11.1, PB11.1, ER12.1, PB32.1, BM21.1,
ER11.1 y ER15.1, que tienen la capacidad crecer en medio TCBS, producen 4cido a
partir de glucosa (MR+) y no producen acetoina (VP-), habiendo diferencias marcadas
de las siete cepas, pues en dos de ellas no se detecté movilidad (PB32.1 y BM21.1), y
en las siete hay difel‘encias"en el crecimiento NaCl (Tablas 13 y 15). Vibrio splendidus
se caracteriza por presentar células en forma de bacilo curveado, Gram negativas y
oxidasa positiva, no produce acetoina (VP-), utiliza la glucosa (MR+), su crecimiento
6ptimo fue en 30% NaCl y es sensible al vibriostatico 0/129 de acuerdo a lo descrito por
Jensen et al. (2003). Las cepas que resultaron ser de esta especie mostraron como
caracteristicas crecer en medio TCBS y McConkey, ser anaerobias facultativas y
producir indol, aunque BM31.4 y BM32.3 no fueron méviles mientras que BM42.5 y

BM1.3 si lo fueron, BM41.1 si creci6 en medio Mc Conkey. Cabe mencionar que todas
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estas cepas que se mencionan arriba fueron aisladas de erizo morado S. purpuratus tanto

de juveniles como de adultos.

Las cepas que tuvieron similitud con la secuencia genética de FVibrio algynolyticus
coinciden con las caracteristicas bioquimicas que estdn reportadas para esta especie,
producen acetoina (VP+) e indol, excepto la cepa BM22.2 que resulté negativa para
estas dos pruebas. En cuanto a la prueba de O/F resultaron ser anaerobias facultativas,
excepto la cepa BM22.1, que resulté positiva en la prueba de fermentacion, tales

diferencias en esta prueba fueron reportadas por Rubin y Milton (1975). Molitoris et al. |
(1985) mencionan que puede haber variaciones debido a las diferencias del medio basal,
condiciones de esﬁerilizacién o a los indicadores usados. Por otra parte todaé estas cepas
crecieron sobre medio TCBS y en medio NaCl al 0, 6 y 8%, habiendo diferencia en las
cépas BM22.2 y PB31.2 que no crecieron en 0% NaCl, lo cual altera la ubicacién

taxonomica establecida, pues la especie crece a concentraciones de NaCl entre 8-10%.

Al igual que Vibrios, el género Photobacterium sp. comprende un grupo de bacterias
Gram negativas, anaerobias facultativas, en forma de bacilos y que requiere de el ion
Na+ para su crecimiento de acuerdo con lo descrito por Seo et al. (2005); también se ha
visto que existen especies que crecen en TCBS, y en medio de NaCl a concentraciones
de 2-6% pero no al 8% como lo mencionan Thompsom et al. (2005). La cepa BM24.1
que presenté identidad con el género Photobacterium es una bacteria no mévil, no
produce acetoina (VP-) y produce acido de el metabolismo de glucosa (MR+), crece
sélo en 6% NaCl y en TCBS. Esta cepa fue la inica en su género que se aislo y fue a

partir de una biopelicula asociada a sustrato rocoso.

Los géneros Vibrio y Photobacterium como se mencioné anteriormente son bacterias
Gram negativas, oxidasa y catalasa +, no moéviles, caracteristicas que coinciden con el
genero Paracoccus sp., pero a diferencia de aquellas éstas son aerobias, la
concentracién éptima de NaCl para crecimiento es de 1-6% y no crece a 8% como lo

mencionan Lee et al. (2004). Adicional a estas caracteristicas la cepa BM42.3; aislada
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del erizo morado S. purpuratus, tuvo identidad con este género, no produce indol,
produce 4cido a partir del metabolismo de glucosa (MR+), no produce acetoina (VP-) y

no crece en medio TCBS,

Por dltimo, otro género bacteriano presente en las muestras analizadas fue
Pseudoalteromonas sp., se trata de bacterias Gram negativas, moviles, estrictamente
aerobias, oxidasa y catalasa +, quimiorganotréficas, no fermentativas, el ion Na+ es
esencial para su crecimiento, crece en 0.5-10% NaCl de acuerdo con Ivanova et al.
(2002) y Romanenko et al. (2003). De las cepas analizadas PB1.4 y BM1 .4 tuvieron
identidad genética con la especie P. flavipulchra y para esta especie en particular
ademas se reporta que produce un pigmento naranja (no-carotenoide), no forma esporas,
hidroliza agar-agar y quitina, asimismo se puede mencionar que por las pruebas
bioquimicas que se aplicaron en este estudio no producen acetoina (VP-), 4cido a partir
de glucosa y no producen indol, las colonias fueron de color amarillo, pero en la prueba
de oxidacién dio negativa, lo que altera su ubicacién taxondmica, aunque cabe la
posibilidad que la utilizacién de D-glucosa haya sido muy baja y por ello no haya sido
detectada; cabe considerar que de acuerdo con lo descrito por Romanenko et al. (2003)
al utilizar pruebas bioquimicas convencionales la prueba de oxidacién puede variar la
respuesta, pues de hecho con la prueba de API20 la respuesta es también baja y con el
sistema de identificacion Biolog GN la prueba llega a ser negativa. En el caso de
aquellas cepas que resultaron tener relacién con la secuencia de P. agarivorans
(ER11.1, PB1.3 y E12.1), no producen indol y acetoina, no producen 4cido por el
metabolismo de glucosa, crecen en medio al 0,6 y 8% de NaCl y no crecen en medio

TCBS.
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8. DISCUSION
8.1 Variacién espacial de comunidades bacterianas

De las 12 cepas identificadas molecularmente y que fueron aisladas en los diferentes
sitios de muestreo ubicados en la costa oeste de Baja California, diez resultaron especies
pertenecientes a Vibrio y Pseudoaltéromonas. Lo anterior no es inusual, ya que se ha
documentado que el génei'o Vibrio esta ampliamente distribuido eﬁ ambientes marinos
(Zorrilla et al,, 2003). Mientras que. a diferencia de Vibrio, el género
Pseudoalteromonas se encuentra distribuido principalmente en ambientes marinos de
regiones templadas y polares, con excepcion de dos ribotipos que son cosmopolitas y
uno que fue encontrado en regiones templadas y tropicales (Pommier et al., 2005). En
cuanto a las otras dos especies encontradas, éstas pertenecen a los géneros Paracoccus y
Photobacterium, los cuales también presentan una amplia distribucién geografica como

lo han reportado Lee et al. (2004) y Seo et al. (2005).

Hasta el momento existen solamente registros aislados de especies de Vibrio para las
costas de Baja California y ninguno muestra un panorama completo de su distribucién a
lo largo de estas costas. Entre las especies aisladas en el presente estudio, se encuentra
V. cyclotrophicus, la cual fue aislada por Hudlund y Staley (2001) en sedimento
contaminado con creosota en costas del Atlantico Occidental, en Washington. Las
caracteristicas fenotipicas descritas para la especie por estos autores al ser comparadas
con las que se obtuvieron por pruebas convencionales en este trabajo, son compatibles
con las caracterfsticas metabolicas de V. cyclotrophicus aislado en Baja California. La
diferencia que presentan es éélo el tipo de sustrato del cual fueron aisladas, pues en el
caso de la cepa aislada en Baja California, no fue a partir de sedimento marino sino de
epitelio de erizo morado donde fueron -encontradas. Lo anterior refleja el potencial
metaboélico de la especie que, por el tipo de ambiente en sedimento contaminado, esta
bacteria pueda ser capaz de degradar hidrocarburos policiclico-arométicos (PAHs)

como fuente de carbono, cuando no haya disponibilidad de otras fuentes de energia.
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En este estudio Vibrio splendidus fue encontrada en los sitios de Bajamar y playa la
Esmeralda, asociada a erizo morado y erizo negro, respectivamente. Estas cepas
presentaron bligeras diferencias en cuanto a su metabolismo. Nealson et al. (1993)
reportaron dos biovar o biotipos de Vibrio splendidus, los cuales se distinguen por
presentar ciertas diferencias fisiologicas o bioquimicas. En las cepas encontradas en
Baja California se tendrd que realizar una caracterizacion fenotipica en detalle, con la
finalidad de conocer a qué biotipo pertenecen, las cepas y si éstas son patégenas para
algunos organismos. Lo anterior, debido a que se han reportadov algunas cepas de V.
splendidus, bioﬁpo I, que causan mortalidad en larvas de Scophthalmus maximus
(Thompson et al., 2005) y V. splendidus biotipo II que desarrolla patogenicidad
causando mortalidades en larvas de Crassostrea gigas, larvas de Pecten maximus, en
Iai°vas de peces y de camarones (Nealson et al., 1993; Sugumar et al., 1998; Gatesoup et
al., 1999). Asimismo, en un estudio realizado en Bahia F alsa, Baja California, donde se
cultiva ostién japonés C. gigas, se reportaron mortalidades mayores al 80% y se les
asoci6 con bacterias presumiblemente del género Alteromonas {Vésqqez—Yeomams et
al., 2004). No obstante, al ser comparadas las caracteristicas fenotipicas de las cepas
reportadas como Alteromonas con las reportadas para V. splendidus biotipo 1 y biotipo
II por Alsina y Blanch (1994), Nealson et al. (1999) y con las caracterizadas en el
presente estudio, estds no concuerdan con el género Alteromonas, pero si con las
caracteristicas descritas para V. splendidus. Por lo anterior resulta, posible que las cepas
reportadas como Alteromonas, correspondan a cepas patégenas de V. splendidus en
estos cultivos y en poblaciones naturales de C. gigas. Resultard interesante en un
futuro, conocer si esta especie se encuentra asociada a poblaciones naturales de bivalvos
y en ofras especies de invertebrados marinos en la costa de Baja California y verificar si
la identificacion inicial de la cepa como Altermomonas, no se trata en realidad de V.

splendidus.

Otra especie bacteriana que se encontré ampliamente distribuida en la costa norte de

Baja California fue Vibrio alginolyticus, estd asociada a biopeliculas en conchas de
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mejillén, epitelio de erizo morado, sustrato rocoso, en algas pardas y algas rojas
calcreas. De la misma manera que las cepas de V. splendidus, esta cepa de V.
alginolyticus presentd diferencias en su metabolismo. Lo anterior no es inusuval, ya que
previamente Zorrilla et al. (2003) encontraron que esta especie presenta una gran
variedad de fenotipos, ribotipos y plésmidos. Tomando en cuenta su diversidad de
respuestas metabolicas y comparando sélo las caracteristicas mas generales de las cepas
aisladas en pozas del intermareal de Baja California, éstas corresponden a las descritas
por Molitoris et al. (1985) y por Gémez-Leén et al. (2005), ain considerando las
diferencias encontradas.- También hay cepas de V. alginolyticus que se asocian a
enfermedades en animales marinos, principalmente a bivalvos, equinodermos y peces
(Zorrilla et al., 2003). En los 0ltimos afios se han reportado estudios donde la cepade V.
alginolyticus ha estado involucrada en la mortalidad en larvas de Ruditapes decussatus
(Gémez-Lebn et al., 2005), én larvas de mejillon Myrilus galloprovincialis (Anguiano-
Beltran et al., 2004), y en larvas de Argopectem ventricosus, Nodipecten subnodosus,
Atrina maura y Crassostrea gigas, aunque en estas dos tltimas especies han resultado
menos susceptibles a la virulencia de la cepa, (Luna-Gonzélez et al., 2002). Una de las
razones por las cuales élgunas cepas de esta especie son mas patégenas que otras puede
deberse a variaciones fisiolégicas especificas y que resultan en variaciones en la
virulencia que desarrolld la cepa, como ya ha sido reportado en otros estudios por

Sugumar et al. (1998) para la cepa de V. splendidus biotipo II.

Como ya se mencioné previamente V., alginolyticus es una cepa patégena en larvas de
mejillon Mytilus galloprovicialis, y este es cultivado en Baja California (Anguiano-
Beltran et al., 2004), por lo que no es de extrafiarse que se haya encontrado asociada a
algunos otros sustratos como algas pardas, algas rojas calcareas, sustrato rocoso y en
mejillén, M. californianus, (con amplia distribucién en costas de California) en este
estudio. Es posible que V. alginolyticus pueda estar involucrado en la mortalidad de
ciertas larvas de invertebrados marinos dentro de la comunidad del intermareal rocoso,
aunque ain no se ha estudiado el efecto de su presencia en la dindmica de las

poblaciones del intermareal. Por otra parte, es interesante mencionar, que se encontrd
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una cepa de esta especie como la principal inductora de la metamorfosis en larvas de
erizo morado en condiciones de laboratorio, por lo que se descarta que para las larvas de

erizo pueda ser una bacteria patégena oportunista.

En cuanto, a las especies del género Pseudoalteromonas, aisladas en costas de Baja
California, éstas difieren en su metabolismo, atn las que fueron identificadas como la
misma especie. Estas diferencias fenotipicas también han sido encontradas en la
formacién de pigmentos, en la produccién de enzimas hidroliticas, en utilizacién de
aziicares y acidos grasos como lo reportan Ivanova et al. (2002). Al ser comparadas las
caracteristicas metabélicas representativas del género descritas por varios autores (Vera
et al., 1998; Ivanova et al., 2002; Romanenko et al., 2003; Mai-Prochnow et al., 2004),
estas son similares a las caracteristicas bioquimicas de las especies hasta el momento
caracterizadas para la zona oeste de Baja California. Aunque no se han encontrado
como patégenas de animales marinos, pe1'o> si se ha comprobado que inhiben el
asentamiento de algunos organismos como esporas de algas, bacterias y larvas de
invertebrados marinos como lo mencionan Mai-Prochnow et al. (2004). Lo anterior
puede explicar parcialmente, el que al ser utilizadas en biopeliculas monoespecificas en
ensayos de induccion -a la metamorfosis en el laboratorio, no se obtengan porcentajes
tan altos, punto que se discutird mas adelante. Asimismo, algunas especies del género
Pseudoalteromonas se han encontrado asociadas a moluscos, peces, tunicados (Mai-
Prochnow et al., 2004) y agua (Ivanova et al., 2002). Si bien también se han aislado de
otros organismos marinos, como es el caso de P. agariovoras, cepa aislada de colonias
de ascidios (Halocinthia aurantium, Polysyncraton sp. y Clarentina molucensis) al
sureste del Océano Pacifico en costas de Chile (Romanenko et al., 2003) y en el oeste
del mar Mediterraneo (Francia y Espafia) aislada de detritus de diatomeas (Agogué et
al., 2005). El que esta cepa se encuentre asociada a detritus, implica que €s una especie
que llega a formar parte de la comunidad baéteriana en biopeliculas marinas como lo

mencionan Lee et al. (2003), quienes la aislaron de biopeliculas de cinco localidades de

Mokpo Harbor en Korea.
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La cepa de Pseudoalteromonas flavipulchra fue identificada y encontrada asociada al -
epitelio de erizo morado y en conchas de mejillon, en al menos dos sitios del
intermareal en costas de Baja California. No obstante, las dos cepas fueron aisladas de
diferente sustrato, las dos presentaron el mismo metabolismo, el cual corresponde al
descrito para la especie reportada por Ivanova et al. (2002). No hay duda qﬁe se trata de
la misma especie ya que su identidad fue comprobada en un 100% en el andlisis
genético. La cepa reportada por Ivanova etal. (2002), aislada de aguas del mediterrdneo
(Francia), no habfa sido encontrada en otras aguas, por tanto se desconocia que esta
especie pudiera estar asociada a diversos sustratos. Resulta interesante encontrar a P.
Savipulchra en costas del Pacifico Oriental, y ademas que esté involucrada en la
induccién al asentamiento y metamorfosis de erizo morado en experimentos en el
laboratorio. Asimismo, en estudioé posteriores resultard interesante conocer si esta
especie puede encontrarse asociada a otros sustratos o se presenta en estado de vida

libre, y si se presentan variaciones en el metabolismo de estas cepas dependiendo del

sustrato del cual son aisladas.

Si bien las especies aisladas en Baja California en su mayor proporcién fueron Vibrio
sp. y Pseudoalteromonas sp., del génerd Photobacterium también se aislé una cepa a
partir de una biopelicula asociada a sustrato rocoso. En lo que se refiere a la especie
encontrada en Baja California, P. aplysiae ya anteriormente fue encontrada por SuB et
al. (2007) én sedimentos del mar mediterraneo exclusivamente en las capas saprofitas,
ricas en materia orgénica. Al comparar el metabolismo descrito para la especie, con la
cepa aislada en Baja California estas resultan contrastantes, a excepcion de su tolerancia
a altas concentraciones de NaCl, lo que podria considerarse como una variante para la
especie encontrada en el Pacifico. Sin embargo, es necesario realizar estudios
posteriores del metabolismo de diferentes cepas de este mismo género, para conocer las
variaciones metabdlicas que puedan presentar la especie de la regién. De manera
general, se considera que las caracteristicas fisiologicas son propias de cada especie
independientemente si se encuentran en sustratos diferentes. Lo anterior se concluyé al

comparar el metabolismo de diferentes especies de Photobacterium, reportadas por
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Budsberg et al. (2003), Seo et al. (2005), Jung et al. (2007). Sin embargo, en P.
rosenbérgii se han observado variaciones metabélicas de una cepa. reportada por
Thompson et al. (2005) y la cual fue aislada de corales blanqueados. Por lo tanto la cepa
de Photobacterium encontrada en el presente estudio podria ser una variante de esta

especie, con tolerancia a la salinidad.

Otro género identificado en costas de Baja California fue Paracoccus sp., asociado a
epitelio de erizo morado. Este género al igual que Vibrio, Pseudoalteromonas y
Photobacterium se ha encontrado en diferentes lugares del mundo y asociado a
diferentes sustratos como los son el briozoario Bugula plumosa (Pukall et al., 2003), en
algas marinas (Berry et al., 2003) y en sedimentos (Kelly et al., 2006). Estos reportes
han sido en Costas del mar del Norte y en costas de Africa. El metabolismo
caracteristico de este género comprende la produccién de un pigmento (carotenoides)
que es diferente en cada una de las especies, menos en 2. solventivorans, P. marcusii y
P. carotinifaciens que son cepas no-carotenogénicas. Al comparar las caracteristicas
fenotipicas que definen al género con las que mostrd la cepa BM42.3, la actividad
metabolica fue la misma y también presenta pigmentacién color naranjé. A pesar de que
se analiz6 por pruebas moleculares no se obtuvieron identidades mayores al 95% con
ninguna especie del género, por ello se requiere hacer andlisis mas detallado de su

actividad metabélica para establecer su identidad definitiva.
8.1.2 Variacién temporal en la composicién bacteriana

De acuerdo con la composicién de especies bacterianas encontradas en costas de Baja
California las dos especies de Vibrio (V. alginolyticus y V. cyclothophicus) se
encontraron presentes durante las dos épocas de muestreo que correspondieron a otofio
e invierno, probablemente porque en las biopeliculas naturales estas cepas resisten las
variaciones en las condiciones oceanograficas que oscilan con el tiempo. Es posible que
solo se vean afectadas estas dos especies bacterianas en su densidad y abundancia

dentro de la biopelicula, como se ha comprobado con diferentes grupos bacterianos
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presentes en arrecifes coralinos por Webster et al., (2004). Estos autores reportan, que a
pesar de que existen diferencias en la comunidad bacteriana con relacién a la
profundidad, algunas especies se mantienen presentes por periodos prolongados,

solamente variando su densidad.

En las comunidades bacterianas del intermareal rocoso en costas de Baja California, se
encontraron especies bacterianas que mostraron estar asociadas a un tipo de sustrato
especifico, mostraron estacionalidad y ademés presentaron una distribucidn restringida,
éstas fueron V. halioticoli, V. splendidus, Photobacteriun aplysiae y Paracoccus a
excepeion de P. flavipulchra, que se encontré tanto en epitelio de erizo morado como en
conchas de mejillén. Sin embargo, hay especies bacterianas que se encontraron
asociadas a diferentes sustratos, que tienen una distribucién restringida y que no se ven
afectadas por el tiempo, como fue el caso de V. alginolyticus. Asimismo, hay especies
bacterianas que sélo se encontraron en un tipo de sustrato y fueron de amplia
distribucién, como es el caso de P. agarivorans y V. cyclotrophicus. Bstas variaciones
en la composicién bacteriana no se deben a otra cosa sino a las condiciones
ambientales, que en conjunto con los factores ﬁsicoquimicos y biolégicos presentes
durante la época de muestreo afectaron la presencia de especies bacterianas dentro de la
biopelicula. Durante los muestreos realizados la salinidad oscilé entre 33-35ppm, la
temperatura entre 13 y 20°C y el pH entre 7.6 y 8.5. Conclusiones similares han sido
reportadas por Shimura y Hadfield (2006), cuando estudiaron la variacién temporal en
una comunidad bacteriana desde el inicio de formacién de la biopelicula y las hechas
por Lau et al. (2005) quienes encontraron en condiciones de laboratorio, que la
composicién de la comunidad de una biopelicula se ve afectada por cambios en la

salinidad, temperatura y por sucesion en el tiempo.
8.2 Asentamiento de invertebrados marinos mediante biopeliculas monoespecificas

En este estudio los altos porcentajes de metamorfosis en condiciones de laboratorio,

obtenidos de biopeliculas monoespecificas de bacterias aisladas en costas de Baja
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California, fueron significativos en comparacién con los que se han obtenido en otros
estudios, pues con la cepa de V. alginolyticus, los porcentaje de metamorfosis fueron del
75.55% y 53.33% y con la cepa de P. flavipulchra fue de un 53.19%. En comparacion
con biopeliculas probadas en larvas de otros invertebrados, en H. elegans, V.
alginolyticus fue capaz de inducir alrededor del 50% de las larvas, mientras que una
cepa del género Pseudoalteromonas indujo a un 55% (Lau et al., 2002). Posteriormente
Huang y Hadfield (2003) probaron una biopelicula de P. luteoviolacea en la que se
obtuvo un 60% de larvas metamorfoseadas, atn en concentraciones bacterianas bajas.
En otros organismos el efecto de induccién a la metamorfosis por medio de biopeliculas
bacterianas no es muy diferente, nuevamente con una biopelicula monoespecifica de
Pseudoalteromonas sp se indujeron niveles de un 51% en larvas de Acropora willisae
(Negri et al., 2001). Es interesante que los niveles de induccion que se presentan en las
especies de H. elegans, A. willisae y S. purpuratus al ser expuestas a biopeliculas de
Vibrio alginolyticus y Pseudoalteromonas sp, oscilen aproximadamente alrededor del
mismo porcentaje de induccién y el cual se encontré entre 50-75% de larvas
metamorfoseadas. Por otra parte, esta respuesta inductora no es comun para todas las
especies. Estudios l'ealizadoé en el briozoario Bugula neritina, mostraron que este
mismo género bacteriano inhibe su asentamiento, aun cuando se incremente la densidad
de células en la biopelicula (Dahms et al., 2004). Es posible que las especies del género
Pseudoalteromonas sp. contribuyan solo con una parte en la sefial de asentamiento y
por tanto estén actuando sinérgicamente con otras especies bacterianas para proveer un

estimulo mas fuerte.

No solo Vibrio sp. y Pseudoalteromonas sp. han sido reportadas como involucradas en
la induccién a la metamorfosis. Algunos estudios en H. elegans reportan que una cepa
de Roseobacter favorece notablemente la metamorfosis, con porcentajes que alcanzaron
hasta un 65% de larvas metamorfoseadas (Lau y Qian, 2001 ); por otra parte Cytophaga
tytica indujo hasta un 40% de las larvas (Huang y Hadfield, 2003). En el caso del erizo
blanco, Lytechinus picﬁzs las bacterias del género Alteromonas sp. indujeron a la

metamorfosis a un 48% de las larvas competentes (Diaz-Pérez, 2006), y en el caso de
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larvas de S purpuratus también €stas fueron inducidas al asentamiento y metamorfosis
en presencia de biopeliculas de Photobacterium aplysiae 'y V. cyclotrophicus con

porcentajes que oscilaron entre 34.24 y 38.47%.

En contraste coﬂ biopeliculas monoespecificas de cepas asociadas a erizo morado en
condiciones de laboratorio, los porcentajes de metamorfosis han sido més bajos que los
que se obtuvieron con cepas asociadas a erizo blanco e incluso para erizo morado
obtenidas de las pozas. Estos porcentajes de metamorfosis, producidos por cepas
asociadas a erizo morado en el laboratorio fueron de 17.15% a las 48 h, 36.53% a las 72
h'y de entre 40-44.79% a las 120 h (datos no publicados). Mientras que en este estudio
el porcentaje de metamorfosis més alto se obtuvo a las 48 h, éstos fueron del 75.55 y
53.33%. Aparentemente, el efecto de induccién es més retardado por cepas asociadas a
erizo morado en condiciones de laboratorio que por cepas asociadas a estos organismos
en condiciones ambientales, De cualquier forma es necesario realizar expeumentos
simultaneos con cepas aisladas de condiciones de laboratorio y del campo para poder

afirmar con certeza que existe diferencia en el efecto inductor.

Finalmente, cabe mencionar, que no todas las bacterias favorecen la induccién a la
metamorfbsis, pues hay ciertas especies bacterianas. asociadas a la superficie de
organismos benténicos, que inhiben el asentamiento larval de otros invertebrados
marinos, como mecanismo de defensa o “antifouling” (Dobretsov y Qian, 2004;
MacProchnow et al., 2004). A través de estos mecanismos de induccién o inhibicién por
parte de la microflora asociada a diferentes sustratos u organismos se determina la
distribucién espacial de las larvas a diversos sustratos y con ello la presencia de

invertebrados marinos en el fondo (Holmstrom et al., 1992; Lau et al., 2002).
8.3 Distribucién de erizo de mar, Strongylocetrotus purpuratus

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacién, el asentamiento

en larvas de erizo morado S. purpuratus en Baja California, es muy posible que
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responda al estimulo dado por la presencia de cepas bacterianas tales como V.
alginolyticus 'y P. flavipulchra deniro de las biopeliculas naturales. Como ya se
menciond anteriormente estas cepas se encuentran asociadas a conchas de mejillén, a
algas rojas calcéreas, algas pardas y al epitelio de erizo morado, principalmente. Estos
resultados indican que las claves que inducen el asentamiento de erizo morado estin
asociadas a sus congéneres, a fuentes de alimento (algas o en si la misma biopelicula) o
a un sustrato bentdénico en particular, por ende un hébitat adecuado para su desarrollo.
Como ya ha sido observado en otras especies de erizo de mar, como Strongylocentrotus
droebachiensis que es inducido a la metamorfosis en presencia de algas rojas coralinas
(Pearce y Scheibling, 1990), mientras que para las larvas de S purpuratus, S.
franciscanus, Loxechinus albus, Lytechinus pictus'y Arbacia punctulata se ha reportado
que son inducidas por biopéliculas bacterianas (Cameron y Schroeter, 1980), aunque
hasta el momento no se habian identificado cepas especificas dentro de las biopeliculas

inductoras.

Por ofro lado, aparentemente las especies bacterianas de distribucion restringida como
V. halioticoli, V. splendidus y P. agariovorans no juegan un papel importante como
sefial ambiental en el estimulo de induccién a la metamorfosis, ya que al menos en el

laboratorio resultaron no inductoras.

Es importante conocer la distribucion natural de las diferentes especies bacterianas, asi
como su capacidad de induccién a la metamorfosis en larvas de erizo morado en el
medio ambiente, tomando en cuenta que hay bacterias que pueden estimular, inhibir o
no afectar el asentamiento de las larvas, estas diferencias en los niveles de induccion
fueron observados por Lau et al. (2002), cuando determind el efecto de varias cepas

aisladas de biopeliculas marinas en larvas de H. elegans.
Una vez que se hayan ubicados los sitios con mayor niimero de especies bacterianas que

estimulan el asentamiento de las larvas de erizo y comprobar que son sitios de

reclutamiento, entonces se podran promover actividades que eviten que estos lugares
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sean afectados por la pesca artesanal o de gran escala, y de esta manera proteger los

sitios de reclutamiento del erizo morado S. purpuratus.

Por otro lado, la variabilidad temporal y estacional en especies bacterianas, encontradas
en la region de la costa oeste de Baja California confirma que hay heterogeneidad en la
diversidad bacteriana de las biopeliculas marinas, y demuestra que son sistemas
dindmicos que van cambiando con respecto a las condiciones ambientales presentes a

diferentes escalas tanto espaciales como temporales.

Por ultimo, considerando que por cuestiones metodoldgicas, la diversidad bacteriana
aislada de las biopeliculas y asociadas a los diversos sustratos son parte de la porcion
viable cultivable de bacterias marinas, la cual corresponde solamente a menos del 0.1%
(Noker et al., 2004), es necesario intentar caracterizar el 99.9% restante de las bacterias
marinas que no son cultivables. Esta fraccién puede conocerse a través de otros métodos
moleculares como son el andlisis por microscopio de electrénico de barrido (SEM),
hibridacién fluorescente in situ (FISH), electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) (Webster et al., 2004; Webster y Negri, 2006), anélisis de
polimorfismo de fragmentos de restriccién terminales (T-RFLP) a partir del 16S rDNA
(Blum et al., 2004; Nogales et al., 2007) y. andlisis de espacios intergénicos ribosomales
automatizados (ARISA) (Yannarell et al., 2003). De esta forma se podra obtener un
panorama mas completo de la estructura de la comunidad en biopeliculas bacterianas
asociadas a diversos sustratos marinos a diversas escalas temporales y espaciales. Por el
momento y con el alcance técnico disponible, uno de los intereses principales del
trabajo fue conocer qué especies bacterianas pudieran estar involucradas en el
asentamiento de erizo morado y para evaluarlo era necesario que las cepas obtenidas se
pudieran manipular en condiciones de laboratorio, para fines de comparacién con otros
estudios. De esta forma resulta importante aportar informacién sobre la distribucion de
especies de bacterias y su importanéia en los ecosistemas marinos, pues hasta el
momento son pocos los estudios enfocados en la distribucién espacial de especies

bacterianas y de cémo éstas se ven afectadas por las condiciones ambientales (Pinhasii
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et al., 2003). La intencién de este estudio fue tener una aproximacidn inicial sobre la
distribucién de comunidades bacterianas, y de ahi poder entender la importancia de

algunas especies en el reclutamiento de larvas de erizo de mar a lo largo de la costa,
8.4 Identificacion molecular de bacterias por 16S rDNA

Desde la década de 1970 existen trabajos que han utilizado el 16S rDNA como
marcador para identificar diferentes cepas bacterianas a nivel de especie. A pesar de que
esta practica ha aumentado en los tltimos afios, existen diferentes opiniones sobre la

certeza de la identificacién o a qué porcentaje de identidad se debe de considerar que se

trata de la misma especie.

El 16S tDNA codifica un gen altamente conservado y presenta una tasa de variacién
muy baja (Rodicio y Mendoza, 2004). ‘Entonces pareceria confiable que secuencias
objetivo con porcentajes de identidad cercanos al 100%, se trate de la especie con la que
tuvo dicha identidad. Sin embargo, Lee et al. (2003) reportaron que una bacteria marina
con 100% de identidad a Ochobactrum anthropi, a partir del 16S rDNA, sélo habia sido
reportada en especimenes clinicos de humanos, en suelo y en raices de trigo. Por ello
hicieron una relacién de homologia entre secuencias del 16S rDNA de O, anthropi'y O.
intermedium y éstas excedieron el 98% de identidad. Estos autores concluyeron que se
requieren estudios de sus caracteristicas fenotipicas y la comparacién de la secuencia
completa para identificar dicha cepa. Un ejemplo que confirma la importancia de las
caracteristicas fenoticas para la identificacién de especies bacterianas, es el que reportan
Romanenko et al. (2003), quienes encontraron que la secuencia del 16S rDNA de
Pseudoalteromonas agarovor&ns es 99.9% idéntica a P. distincia, P. atlantica, P.
spejiana 'y P. elyakovii. Para distinguir P. agarovorans de las demas especies con las

que fue idéntica genéticamente, estos autores se apoyaron en caracteristicas fenotipicas

para poder identificarla.

59



Por otra parte, Stackebrandt y Goebel (1994) observaron que hay cepas que comparten
una similitud del 70% entre estudios de reasociacion DNA-DNA, este porcentaje de
similitud, corresponde a una identidad del 97% o més del gen 16S rRNA. De tal manera
que si se tienen porcéntajes iguales 0 mayores al 97% de identidad del 16S rDNA, se
considera altamente probable que se trate de la misma especie. Debido a que el 16S
tDNA es altamente conservado, se han encontrado casos de cepas con un 99-100% de
identidad en este gen, aunque s6lo compartan el 50% de similitud o menos, en
experimentos de reasociacién. A pesar de lo anterior, las caracteristicas fenotipicas,
pueden tener un papel importante en la identificacién de una cepa, cuando hay

incertidumbre con informacién del 16S rDNA.

En el presente trabajo, la identificacién bacteriana basada en el andlisis del 16S rDNA
resulté dar porcentajes de identidad méxima de entre 98, 99 y 100%, con secuencias
tipo, de especies bacterianas. Se presentaron algunos casos, en los que solo al utilizar la
informacién molecular y bioquimica (caracteristicas fenotipicas) en combinacién fue

posible hacer una identificacion a nivel de especie.

La cepa PB1.4 presento 99% de identidad. con Pseudoalteromonas piscicida, pero
también con P. maricaloris y P. flavipulchra. Las caracteristicas fenotipicas de la cepa,
permitieron identificarla como P. flavipulchra. Contrario a lo anterior, la cepa BM32.3
fue 100% idéntica a Vibrio splendidus, pero se encontraron diferencias fenotipicas.
Debido a que el ambiente puede prdvocar la expresion diferencial de ciertas

caracteristicas, lo que cambia el fenotipo; se decidi6 identificar a BM32.3 como V.

splendidus.

Por lo tanto, en estudios de taxonomia bacteriana es importante una identificacién
bioquimica, con la finalidad de tener un criterio fenotipico que junto con la
identificacion molecular, pueda ayudar a decidir la identidad de la cepa. Ya que en
muchas ocasiones se tienen secuencias objetivo que comparten entre un 98, 99 o incluso

100% con secuencias tipo de especies cercanas. Estds recomendaciones, ya
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anteriormente fueron consideradas por Stackebrandt et al. (2002) para la identificacion
de especies bacterianas. Esto autores mencionan que atn teniendo una secuencia
completa de 16S rDNA (>1300 pb) con una ambigiiedad baja (<0.5%), las

caracteristicas fenotipicas juegan un papel muy importante en la identificacién de

especies.
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9. CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas que se aislaron y se identificaron (anélisis por pruebas
bioquimicas y pruebas moleculares), recolectadas de biopeliculas naturales en la zona
del intermareal rocoso de la costa oeste de Baja California, pertenecen a los géneros:

Pseudoalteromonas, Vibrio, Photobacterium y Paracoccus.

Hay una variabilidad temporal en la distribucién de especies bacterianas a lo largo de la
costa oeste de Baja California. Las especies Vibrio halioticoli, Pseudoalteromonas
Aavipulchra 'y Pseudoalteromonas  agariovorans, se encontraron asociadas a
biopeliculas recolectadas en septiembre; Paracoccus sp, Photobacterium aplysiae s6lo
fueron aisladas en muestras recolectadas en diciembre; mientras que V. alginolyticus, V.
splendidus, V. cyclitrophicus y P. agariovorans estuvieron presentes en los dos meses

que se muestred.

Existe variabilidad espacial de las especies bacterianas encontradas en pozas de marea
en el intermareal rocoso. Las cepas de V. splendidus se encontraron distribuidas desde
Bajamar hasta Eréndira, V. cyclothophicus se encontrd desde Bajamar hasta Playa la
Esmeralda y V. alginolyticus se encontr6 sélo en Bajamar y Punta Baja. Las cepas
asociadas a adultos de erizo morado fueron ¥, splendidus y V. cyclitrophicus, ésta
tltima present6 la mayor distribucién espacial. Otras cepas asociadas al erizo morado
son Paracoccus 'y P. agariovorans, pero con una menor distribucién en Ia costa oeste de

Baja California.

En los ensayos de induccién a la metamorfosis en larvas de erizo morado las cepas con
mayor efecto en el asentamiento y metamorfosis fueron la cepas de V. alginolyticus con
un 75.55 y 53.33% y con la cepa de P. flavipulchra un 53.19%. La primera especie
bacteriana fue aislada de conchas de M. californianus y la segunda es encontrd asociada
a S. purpuratus. Estas cepas que se consideran de importancia en Bajamar y Punta Baja

ya que pueden estar presentes al inicio de la temporada de reproduccién del erizo.
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En condiciones de laboratorio se encontré que predomina la presencia de bacterias de
los géneros Vibrio, Photobacterium Yy Paracoccus, asociadas a adultos de erizo blanco.
Mientras que, las bacterias del género Vibrid se encuentran asociadas a ambas especies
de erizo: Lytechinus pictus y Srongylocentrotus purpuratus. En condicjones
ambientales, si bien no se analizé qué bacterias estén asociadas a adultos de erizo
blanco L. pictus, en la zona del intermareal se encontraron los mismos géneros

bacterianos aislados en condiciones de laboratorio.

63



10. ANEXOS
A. Medios de cultivo para pruebas Bioquimicas

En la preparacion de los medios de cultivo, se utilizé el medio de cultivo caldo marino

(Difco), como medio basal y de acuerdo a las modificaciones de Hansen y Serheim

(1991),

1. Movilidad 1 L: 5 g de agar en 1 L de medio de cultivo a pH 7.6.

2. Oxido-Fermentacién 1 L: 3 g de Bacto agar, 0.01 g de Rojo Fenol, 0.50 g de TrisHCI
y 1 L. de medio de cultivo caldo marino; se calienta a ebullicién hasta que se disuelva el
agar y se esteriliza. A parte se prepara una solucién de glucosa al 10% y se esteriliza,
después en condiciones asépticas se mezclan 900 mL de medio y 100 mL de la solucion
de glucosa estéril. Posteriormente se distribuyen 2 mL por tubo de ensayo esterilizados
previamente, | | _

3. Indol 1 L: 0.4 de L-triptéfano en 1 L de medio de cultivo caldo marino a pH 7.6, y se
distribuyen 2 mL en tubos de ensayo y esterilizado.

4. Requerimientos de sal: se utiliz6 a concentraciones de 0, 6 y 8% de NaCl, en 1 L de
medio basal: 5 g de Bactopectona, 1 g de extracto de levadura y | mL de cloruro fétrico
(solucidn al 1%). Para NaCl al 0% 0 g, NaCl al 6% 60 g y NaCl al 8% 80 g, ademas de
13 g de agar y 1000 mL de agua desionizada. Se ajusta el pH a 7.6, se calienta a
ebu}liciéﬁ hasta que se disuelve el agar y se esteriliza, por tltimo se verte en cajas Petri.
5. MP-VP 1 L: se utiliza medio de cultivo caldo marino con 10 g de glucosa, ajustando
el pH a 7.6, posteriormente se distribuye a 1 mL en tubos de ensayo y se esteriliza.

6. Crecimiento en TCBS 1 L: 89 g de medio agar TCBS (Difco), 450 mL de égua de
mar y 550 mL de agua desionizada, se ajusta el pH a 8.6. Se calienta a ebullicién hasta
disolver el agar y se vierte en cajas Petri. Este medio de cultivo no se esteriliza.

7. Crecimiento en Agar Mc Conkey 1 L: 50 g de medio agar Mc Conkey (Difco), .540
mL de agua de mar y 460 mL de agua desionzada a pH 7.1. Se calienta a ebullicién

hasta que se disuelva el agar, se esteriliza y se vierte en cajas Petri.
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B. Extraccién de DNA

Protocolo modificado por Marmur (1961).
Reactivos: Lisozima 50 mg/ml, SDS 10%, Proteinasa K 20 mg/ml, Acetato de Potasio

(saturado), Buffer PI, Buffer TE, Cloroformo, Isopropanol y Etanol 70%.

1. Se colectan las células en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, después centrifuga a 12000
rpm por 5 min, y después se elimina el sobrenadante.

2. Se resuspenden las células por completo en 753 pL buffer PI con 3.75 pL de RNAasa
A 100 mg/mL (0.5 mg/mL concentracién final), 1 mg/mL Lisozima (concentracién
final), removiendo el pellet perfectamente. ‘

3. Se Incuba la muestra por 30- 60 min a 37°C.

4. Después del tiempo de incubacion, a cada tubo se le adicionan 76 pL de SDS 10%
(1% conéentracién) y 4.2 pL. de proteinasa K 20 mg/mL (0.1 mg/ml. concentracién
final), se agita suavemente e incuban por 30 min a 37°C.

5. Lés tubos se remueven de la temperatura de incubacién anterior y se incuban
nuevamente a 55°C por 30 min.

6. Posteriormente, a céda tubo se le adicionan 200 pL de cloroformo, agitando
vigorosamente hasta que se forme una emulsién, se centrifuga a 1200 rpm por 5 min.

7. Se adicionan 200 pL de Acetato de K concentrado y se agita suavemente la muestra,
después se centrifuga 5 min a 12000 rpm.

8. Se recuperan 700 pL de la fase acuosa en un tubo Eppendorf limpio. En algunas
muestras fue necesaria una segunda limpieza con cloroformo, como se indica en el paso
No. 6.

9. A cada muestra se le adiciona un volumen de isopropanol, se deja reposar 15 min a
terhperatura ambiente, y se centrifuga 15 min a 14000 rpm. Después se elimina el
sobrenadante.

10. Se agregan 200 pL de Etanol al 70% y se agita suavemente, se centrifuga por 15
min a 14000 rpm y porlﬁltimo se elimina el sobrenadante.

11. Se deja secar el pellet de DNA a temperatura ambiente.
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12. Por ultimo, se resuspende el pellet en 20 pL de Buffer TE.
Acetato de Potasio Saturado: se adiciona el reactivo hasta que no se disuelva en la

solucién, usar H,O desionizada estéril. .
Buffer PI: se disolven 6.06 g Tris Base, 3.72 g Na,EDTA2H,0 en 800 mL de H,O

desionizada y estéril. Ajustando el pH a 8.0 con HCI y aforar a 1 L con H,O

desionizada estéril.
Buffer TE: 0.01 mM EDTA y 10 mM Tris

C. Condiciones de PCR.

Reactivos:

1. Mezcla para PCR o maxter mix (20 reacciones): 373.29 uL. H,O desionizada estéril,
50 pL de Buffer PCR 10X (concentracién final 1X: 100mM KCI, 20mM Tris-HCI pH
8.0), 15 pL de MgCl, 10 mM (concentracion final: 1.64 mM) y 19.21 uL de dNTP’s
mM (concentracién final: 0.21 mM).

2. Taq polimerasa GIBCO (Life Techologies of Brazil)

3. Oligonucledtidos: 27F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG- 3°) y 1522R (5°-
AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA-3’) y 518R (5’-GTA TTA CCG CGG CTG CTG
G-3°).

4. La concentracion final de DNA gendmico que se utiliz6 en la reaccién de PCR fue de

0.03 pg/mL.

Preparacién de las reacciones de PCR: maxter mix 22.87 pL, primer Fwd 0.5 pL,

Primer Rvs 0.5 uL, Taq polimerasa 0.125 uL., DNA 1 pL en un volumen total de 25 pL
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D. Alineamiento de Productos PCR

El primer 27F es la secuencia de la posicién 14-441 y en primer 518R es la secuencia de
la posicién 449-21. Los fragmentos fueron 100% idénticos.

14
449

73
389

133
329

193
269

253
209

313
149

373
89

433
29

ACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAAGAGTAGCTTGCTACTCTGGCGTCGAGCGGCGGAC
ACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAAGAGTAGCTTGCTACTCTGGCGTCGAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGT TGGAAACGACTGCT
GGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGT GGGGGACAACAGT TGGAAACGACTGCT

AATACCGCATAATGTCTACGGACCARAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCA
AATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCA

AGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTT
AGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTT

GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGARAGAAG
GTGGGGAATATTGCACBATGGGCGCRAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG

GCCTTCGGGTTGTAARAGCACT TTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGT TAATACCTGCTAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGTTAATACCTGCTAG

CTGTGACGT 441
CTGTGACGT 21

72
390

132
330

192
270

252
210

312
150

372
S0

432
30

E. Extraccion de ADN gendmico de algunas cepas aisladas, caracterizadas como

diferentes fenotipicamente.

Figura 10. Electroforesis de agarosa al 0.8%. Extraccion de DNA genémico. Carril 1: marcador de peso
molecular 500 pares de bases (pb); carrit 2: PB1.3; carril 3: BM1.1; carril 4: BM1.3; carril 5: BM1.4.
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Figura 11. Electroforesis de agarosa 0.8%. Extraccién de DNA gendmico de las cepas probadas en el
ensayo de induccion a la metamorfosis de larvas de erizo morado, S. purpuratus. Carril 1: marcador de
PM 500 pb; carril 2: PB1.5; carril 3;: BML.S; carril 4: PB1.2; carril 5:PB11.1; carril 6: PBI12.2; carril
7: PB13.2; carril 8:BM21.1; carril 9: BM22.1; carril 10: BM24.1; carril 11: BM24.2,

F. Condiciones de PCR

Las primeras condiciones de los ciclos del PCR que se probaron fueron las siguientes:
1) ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min; 2) 35 ciclos consistentes de 94°C
por 1 min, 55°C por 1 min, y 72°C por 1 min; y una extension del dltimo paso
consistente de 72°C por 7 min de acuerdo con lo descrito por Lee et al. (2003), y sélo
se realiz6 con el DNA gendémico de dos cepas: PB1.3 y BM1.1. El resultado de esta
prueba se puede observar en la electroforesis que se muestra en la Figura 12A. A pesar
de que se observan fragmentos mas pequefios que también estdan amplificando, esta
presente el fragmento de interés. Debido a esta situacion, se decidié aumentar la
temperatura de alineamiento 2°C (a 57°C) de tal manera que los oligonucleétidos
tuvieran mayor especificidad y evitar que amplificaran fragmentos de menor peso
molecular. Como se puede observar en la Figura 12B, aunque se aumentaron dos
grados de temperatura, no sélo amplificé el fragmento de interés, por lo que en otro
PCR se elevé nuevamente la temperatura de alineamiento a 59°C con la finalidad de
eliminar los fragmentos de DNA de bajo peso molecular que se observan en la Figura
13A. De esta manera se obtuvo sélo el fragmento de 1400 pb. En la Figura 13B se

muestran los dos fragmentos de interés ya purificados. Una vez establecidas las
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condiciones de amplificacion del fragmento correspondiente al 16S rDNA, se prosiguid
a tratar las muestras restantes utilizando las condiciones de PCR ya establecidas. En la
Figura 14 se muestran los productos de PCR que amplificaron. Sélo se obtuvo el
fragmento de interés de las cepas: BM1.3, BM1.4, PB11.1, BM21.1 y BM24.1.

En més PCR realizados con DNA de otras cepas en los que no amplificé el fragmento
de interés se cambio un oligonucledtido, utilizando el 518R (5’-GTA TTA CCG CGG
CTG CTG G-3’) que en conjunto con el 27F amplificaron un fragmento de 500 pb
aproximadamente. De esta manera se obtuvo el fragmento que amplifica la region del
16S rDNA de las cepas que se probaron en el ensayo de induccion a la metamorfosis
(Figura 15).

Posteriormente sé trataron las muestras de cepas obtenidas de biopeliculas asociadas a
erizo morado, S. purpuratus. Para éstas se volvi6 a usar el juego de oligonucledtidos
27F y 1522R. En las Figura 16 y 17 se muestran los productos de PCR de cada una de
las muestras, excepto aquellos que corresponden a la cepa PB31.2, que como se puede

observar en el carril cuatro de la Figura 16 no se obtuvo producto de PCR.

Figura 12, Electroforesis de agarosa al 0.8%. Productos de PCR. (A) Carril 1: marcador de PM 500 pb;
carril 2: PBL.3 (Temp. de alineamiento 55°C); carril 3: BM1.1 (Temp. de alineamiento 55°C); carril 4:
control negativo. (B) Carril 1: marcador de PM 500 pb; carril 2: sin muestra; carril 3: PB1.3 (Temp. De
alineamiento 57°C); carril 4: BM1.1 (Temp. De alineamiento 57°C) y carrit 5: Control negativo; carril
6: sin muestra; carril 7: PB1.3 (Temp. de alineamiento 55°C); carril 8: BMI.1 (Temp. de alineamiento
55°C).
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Figura 13. Electroforesis de agarosa al 0.8%. Productos PCR. (A) Carril 1: marcador de PM 500 pb;
carril 2: PB1.3 (Temp. de alineamiento 59°C); carril 3: BM1.1 (Temp. de alineamiento 59°C); carril 4;
Control negativo (Temp. de alineamiento 59°C); carril 5: sin muestra; carril 6;: PB1.3 (Temp. de
alineamiento 57°C); carril 7: BM1.1 (Temp. de alineamiento 57°C); carril 8: control negativo (Temp. de
alineamiento 57°C). (B) Carril 1: marcador de PM 500 pb; carril 2: Producto de PCR de PB1.3
purificado (temp. de alineamiento 59°C); carril 3: producto PCR de BMI.1 purificado (Temp. de
alineamiento 59°C).

Figura 14. Electroforesis de agarosa al 0.8%. Productos PCR purificados. Carril 1: Marcador de peso
molecular 500 pb; earril 2: BM1.3; carril 3: BM1.4; carril 4 PB11.1; carril 5: BM21.1 y carril 6:
BM24.1
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Figura 15. Electroforesis de agarosa al 0.8%. Productos de: PCR. €arril 1: Marcador de PM 500 pb;
carril 2: Marcador de PM de 180pb; carrit 3: PBL.S; carril 4 PBL.2; carril 5: PB12.2; carril 6:
PB13.2; carril 7: BML.5; carril 8;: BM22.1; carril 9: BM24.2; carril 10: PB1.4 y carril 11: Control
negativo.

Figura 16. Electroforesis de agarosa al 0.8%. Productos de PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular
100 pb; carril 2: BM31.1; carril 3: BM31.4; carril 4: BM32.2; carril 5: BM32.3; carril 6: BMA41.1;
carril 7: BM42.5 y carril 8: Control negativo.
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Figura 17. Electroforesis al 0.8%. Productos PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 pb; carril
2: PB11.2; carril 3: PB14.2; carril 4: PB31.2; carril 5: PB31.2; carril 6: ER11.2; carril 7: ER11.3;
carril 8: ER12.1; carril 9: ER15.1 y carril 10: Control negativo.

Por otra parte, en la Figura 17 se muestran los productos PCR purificados, en los tres
primeros carriles se muestran los fragmentos de 500 pb y los cuatro ultimos los
fragmentos de 1400 pb aproximadamente, en el carril dos se encuentra el producto PCR
para la cepa PB31.2 que anteriormente no habia podido ser amplificado con el juego de
oligonucledtidos 27F y 1522R.

Figura 18. Electroforesis al 0.8%. Productos PCR purificados. Carril 1: PB11.2; carril 2: PB31.2,
carril 3: BM31.1; carril 4: BM42.3; carril 5: ER12.1; carril 6:ER12.2 y earril 7: O11.2.
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