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RESUMEN

La almeja generosa, Panopea generosa, forma parte de una pesqueria
econdmicamente importante en el Pacifico de norteamérica. Debido a esto, en
ta UABC se iniciaron estudios orientados a su cultivo y a optimizar la
sobrevivencia y crecimiento de larvas y poslarvas de esta especie. Se sabe que
los moluscos presentan altas mortalidades en ciertos momentos de su
desarrollo larval, por lo que en el presente estudio se realizaron dos corridas
(2009, 2010) con el objeto de probar el efecto de los antibidticos cloranfenicol y
gentamicina sobre el crecimiento y sobrevivencia larval de P. generosa. El
disefio experimental consistio de 4 tratamientos (concentraciones) con .3
replicas cada uno aplicados cada tercer dia en las siguientes dosis: 0, 3,6y 9
mg/l. Las larvas cultivadas en recipientes de 6l a una densidad inicial de 1
larva/ml fueron mantenidas a 17 °C, con aireacién constante, y alimentadas con
la microalga Isochrysis galbana (Clon T-1SO). En la corrida 2009 se pudo
observar un efecto positivo significativo del cloranfenicol sobre el crecimiento
larval. El inicio de la metamorfosis larval ocurrié alrededor del dia 25 en las
concentraciones altas antibidtico (6 y 9mg/l), mientras que las iarvas control no
alcanzaron la etapa de metamorfosis aln después 34 dias, En 2010 solamente
las concentraciones mas altas de gentamicina (6 y 9 mg/l} produjeron mayor
crecimiento larval que el control, y la sobrevivencia fue significativamente
mayor a concentraciones de 9 mgf. En conclusion el cloranfenicol logréd
aumentar la tasa de crecimiento y sobrevivencia larval de P. generosa,

mientras que gentamicina solo logré aumentar el porcentaje de sobrevivencia.




EFECTO DEL CLORANFENICOL Y LA GENTAMICINA SOBRE EL
DESARROLLO LARVAL DE LA ALMEJA GENEROSA, Panopea

generosa.

TESIS
QUE PRESENTA:

Sandra Tapia Morales

Aprobada por:

) orve?
R

residente del Jurado
Dr. Zaul Garcia Esquivel

e
v . P '
Sinodal propietario Sinodal propietario
M. C. Ruth Elena M. C. Francisco Ley Lou

Montenegro Ortega




DEDICATORIA.

A mi mama por ser un gran ejemplo de esfuerzo y superacion, porgue a
pesar de todos los obstaculos siempre me dio su apoyo incondicional y se

sintié orgullosa de mi, por todo lo que para mi significa, gracias mama.

A mi tia Raque! por ayudarme en ciertos momentos dificiles de mi vida,

por quererme y cuidarme como a una hija.

A mis hermanos Elias y Liz, a mis sobrinitos Rafa y Miguel por darle a mi

vida otro motivo mas para ser una mejor persona.

A todas las personas que a lo largo de la carrera en diferentes etapas
han ilegado a mi vida, y se quedaran en ella, que me ayudaron a crecer como
persona, a superar mis propias barreras, que han formado parte de mi familia,

familia que ha sido escogida por mi, hermanos, hermanas, primas, etc.

iit




AGRADECIMIENTOS

A la Facultad de Ciencias Marinas y a la Universidad Autbnoma de Baja
California, por el apoyo que como alumnos nos brinda, becas y asistencia a

eventos académicos.

A CONACYT por la beca otorgada por medio del proyecto no. 91168
"Maduracién gonadal y de ovocitos como alternativa para incrementar la
eficiencia de fertilizacion en la almeja generosa (Panopea spp)' y la UABC por
la beca otorgada a través del proyecto 15a Conv. Interna No. 403/1/C/70/15
"Estudios base para evaluar la factibilidad técnica de cultivo y/o repoblamiento

de la almeja generosa, Panopea generosa, en el campo”.

A dos de los profesores que fueron como padres en la carrera, a mi tutor
el Dr. Héctor Bustos Serrano por su guia y ayuda, y al Dr. Zaal Garcia Esquivel
por su apoyo, sus pléticas y direccion, muchas gracias a los dos.

A la M. C. Ruth Elena Montenegro y al M. C. Francisco Ley Lou por su

ayuda en la revisién y consejos para la realizacion de este trabajo.

A todos los profesores que de alguna manera contribuyeron en mi
desarrolio y me ayudaron a creer que podia y a darme seguridad, muchos que
aunque nunca se dieron cuenta fueron un gran estimulo para mi, a Paty, Luis
Aguilar, Victor Zavala, Beatriz Martin Atienza, Elizabeth Orellana, Pancho Ley,
Alberto Sanchez...

Es imposible mencionar los nombres de todas las personas que han
estado ahi para lo que sea, pero saben que tiene un jugar importante en mi
vida, desde el inicio de este camino me acompafiaron y compartimos tantas
horas de clase, estudio, desvelos, diversién y discusiones. Al Gltimo grupo que
flego a llenar otro espacio de mi vida, mi equipo de laboratorio, con quienes

también e compartido tanto momentos de trabajo como de diversion.




INDICE

RESUMEN

PAGINA DE APROBACION
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE

1. INTRODUCCION
1.1 Generaiidades

1.2 Desarrollo larval de P. generosa

1.3 Cuitivo larval en laboratoric y uso de antibidticos
1.3.1 Antibidticos
1.3.2 Cloranfenicol

1.3.3 Gentamicina

2. ANTECEDENTES

3. OBJETIVO

4. VARIABLES

5. METODOLOGIA

12

13

13




5.1 Disefio Experimental y mantenimiento de larvas

5.2 Estadistica

6. RESULTADOS
6.1 Cloranfenicol

6.2 Gentamicina

7. DISCUSIONES

8. CONCLUSIONES

9. REFERENCIAS

LISTA DE FIGURAS

FIGURAS

TABLAS

ANEXO |
ANEXO 1|

13

16

17
17
18

19

25

26

31

32

39

42
43

vi




1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La almeja generosa forma parte importante de las pesquerias riberefias de la
costa noroccidental de México, debido a su abundancia y al alto valor econémico
gue tiene en el mercado, el cual se compone principalmente de paises asiaticos
(INP-SAGARPA, 2007). Otro factor que ta hace importante en las pesquerias es
la talla y peso que logran alcanzar (hasta 5 kg de peso y 25 cm de largo de
concha), ademas de la escasez de estudios sobre su biologla y su lento
crecimiento, pues llega a tardar afios en alcanzar su talla comercial (Valero, et
al., 2004). Estos bivalvos se encuentran desde la zona intermareal baja hasta
profundidades cercanas a los 110m, a lo largo de la costa oeste de

Norteamérica, desde Alaska hasta Baja California (Goodwin y Pease, 1987).

Los organismos adultos presentan dos sifones contractiles, que pueden
extenderse hasta 1 m de longitud. Estos largos sifones no poseen tentaculos ya
gue esto solo se limita a etapas post-larvales tempranas (Goodwin y Pease,
1989). Este bivalvo posee un manto extremadamente grande, por lo tanto las
conchas no lo pueden encerrar por completo. La bisagra tiene un diente cardinal
grande en cada valva. El diente en la valva izquierda es siempre el mas grande.
Ademads, tiene una amplia marca del seno paleal en la concha y tiene los

aductores (anteriores y posteriores) tamanos similares (Goodwin y Pease, 1989).

Andersen (1971) encontré que la talla de madurez sexual de la almeja

generosa es muy variable. La almeja mas pequena de su muestra con madurez




sexual (n=365) tenia 45 milimetros de largo (todas las longitudes refieren a
longitud de la concha). De las aimejas muestreadas, el 50% eran maduras con

una talla 75 milimetros y una edad que Andersen estimé de 3 afios.

Panopea generosa presenta un ciclo reproductivo anual simple. La
gametogénesis comienza en septiembre y 1as almejas desovan a partir de marzo
a julio (Andersen 1971; Goodwin 1976; Sloan y Robinson 1984). Los machos
presentan maduracion a edades mas tempranas con respecto de las hembras,
se puede encontrar esperma en las gonadas de los machos en cualquier mes

del ano (Goodwin y Pease, 1989).

La distincion de los sexos puede realizarse solamente por cbservaciéon de las
génadas bajo microscopio. No se han encontrado casos de hermafroditismo en

esta especie (Goodwin y Pease, 1989).

1.2 DESARROLLO LARVAL DE F. generosa

Un aspecto importante para estudiar en cualquier molusco de interés
acuacultural es la etapa larval, ya que en esta es donde ocurren las mas aitas
mortalidades dentro de los sistemas de cultivo. Goodwin et al. (1979) reportaron
altas mortalidades (80 y 100%) en sus primeros experimentos relacionados con

el desarrollo larval de la almeja generosa.

La duracién del periodo larval depende de factores como la temperatura del
agua, la salud del cultivo y la presencia de factores quimicos. En laboratorio se

han reportado periodos larvales con un minimo de 16 dias de duracion a 16 °C




(Goodwin y Pease, 1989) y un maximo de 47 dias con una temperatura de 14 °C

(Goodwin ef al. 1979).

El desarrollo embrionario empieza con la fertilizacion del huevo y la
divisién celular. En las primeras 24 horas, se forma la larva Trocdfora (80 — 100
um}, la cual presenta un velo provisto de cilios cortos que seran utilizados para
la natacion. En las siguientes 48 horas, aparece la larva Veliger, la cual
permanece hasta el dia 16. Esta etapa (veliger), se divide en dos partes, donde
la primera es denominada Prodisoconcha | (110 —- 165) y aparece la charnela. La
segunda es Prodisoconcha Il (165 - 400 pum), donde aparece el umbo y es la
ultima etapa plancténica. En el periodo del dia 16 al 35, se presenta el estadio
de postlarva o Disoconcha (400 — 1500 um). Al inicio de esa talla el organismo
pierde su velo, desarrolla un “pie” y se metamorfiza, terminando asi la etapa de

nado libre en la historia de vida de la almeja (Goodwin ef al. 1979).

Una vez metamorfizadas, las semillas desarrollan espinas dorsales en el
borde cada vez mayor de la concha y comienzan a arrastrarse con su pie
desarrollado recientemente. La metamorfosis es una fase critica en la vida de la
almeja, marcando un cambio de la forma de vida de una existencia planctonica
en la columna de agua a un estilo cada vez mas sedentario en la superficie del
fondo marino. La metamorfosis puede ser retrasada cuando se estresa a los
organismos o cuando las sefiales ambientales criticas para disparar la

metamorfosis estan ausentes (Goodwin y Pease, 1989).




1.3 CULTIVO LARVAL EN LABORATORIO Y USO DE ANTIBIOTICOS

La acuicultura en la actualidad, ha tenido grandes avances, resultado del
mejoramiento en las téchicas de cultivos de alto rendimiento; esto ha permitido,
por un lado, un incremento en la produccion en la acuicultura, pero también han
aparecido, con mayor frecuencia, enfermedades en los organismos en cultivo,

provocando altas mortalidades y pérdidas econémicas (Alderman, 1988).

En sistemas controlados es esencial contar con una buena eficiencia de
supervivencia larval, ya que de ello depende la produccién de semilla, justo en
esta etapa es en donde se utilizan antibiéticos para el cultivo de distintas
especies de invertebrados (Smith y Chanley, 1975), y es recomendable
aplicarlos sélo en casos de emergencia provocados por la eventual aparicién de
bacteriosis. En caso de usarse se aplican antibioticos de amplio espectro como

el cloranfenicol y la gentamicina (Pascual y Castaiios, 2000).

Los microorganismos presentes en el cultivo de invertebrados pueden ser
inhibidos o eliminados con el uso de antibidticos, 0 mediante una combinacién
de estos y limpieza frecuente de los organismos en experimentacion. Los
antibiéticos no pueden ser usados indiscriminadamente, ya que pueden resultar
mas toxicos para el invertebrado que para los microorganismos contaminantes, y
unos pueden ser desactivados en menor tiempo que otros. Por lo anterior es
muy importante conocer las concentraciones de antibidticos adecuadas (Smith y

Chanley, 1975).




Los cultivos de invertebrados favorecen la presencia de bacterias, flagelados
y protozoarios, los cuales pueden llegar a ser dominantes en los sistemas de
cultivo. Los miembros que dan mas problemas son algunas especies de
bacterias, hongos y protozoarios, los cuales eventuaimente van causando la

muerte de los invertebrados (Smith y Chanley, 1975).
1.3.1 Antibioticos

Los antibiéticos son compuestos relativamente sencillos, producidos por
bacterias u hongos que atacan especificamente a las bacterias; interfiriendo en
algun paso del metabolismo donde encuentran un punto de accion (Sanchez de

Rivas, 2006).

Los antibiéticos se agrupan de acuerdo a su mecanismo de accidén aunque
no compartan una estructura quimica similar. Algunos actian sobre la sintesis
de las envolturas bacterianas, membrana o pared celular, otros sobre el proceso
de replicacion del ADN, de transcripcién, en la biosintesis de protefnas o sobre
el metabolismo (Sanchez de Rivas, 2006). Ofro aspecto importante de los
antibioticos es que no todos terminan matando y lisando a las bacterias, algunos

s6lo impiden su crecimiento (Sanchez de Rivas, 2008).

Esto permitié clasificar a los antibiéticos en dos grandes grupos (Sanchez de

Rivas, 2006 y Madigan et al, 1999).

e Bactericidas; Provocar la lisis bacteriana o destruccion de los

microorganismos.  Comprenden: Beta-lactamicos  (Penicilinas Y




cefalosporinas), Glicopéptidos  (vancomicina), Aminoglucosidos

(gentamicina), Quinolonas ( norfloxacino, acido nalidixico) y Polimixinas.

¢ Bacteriostaticos: Son agentes antibacterianos, que impiden el desarrollo y
la multiplicacién de los microorganismos, pero que no los destruyen;
requieren el complemento del sistema inmunolégico defensivo del
huésped, para dominar definitivamente la infeccion. Comprenden:
Macrolidos  (Grupo  eritromicina),  Tetraciclinas,  Cloranfenicol,

Clindamicina, Lincomicina y Sulfamidas.

Los antibioticos seleccionados para la realizacion de este experimento

fueron cloranfenicol y gentamicina en base a la literatura consultada.

1.3.2 Cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibiético clasico de amplio espectro que es
producido por diversas especies del género bacteriano Sfreptomyces. Este
agente antimicrobiano es unico entre los compuestos naturales ya que contiene
un grupo nitrobenceno conectado a un grupo propanol, asi como un grupo amino

conectado a un derivado del acido dicloroacético. (Morales, et al., 2007).

La molécula del cloranfenicol es pequefia y con caracteristicas poco
polares, es capaz de difundirse a través de células eucaridticas y paredes de

células procariéticas, tiene solubilidad lipidica (Morales, ef al., 2007).




El mecanismo de accidn principal del cloranfenicol sobre diversas
bacterias, involucra la inhibicidon de la sintesis de proteinas en las cepas
sensibles. Impide que los aminoacidos sean llevados por el ARNm a los
ribosomas y no ocurre de manera precisa la traduccion por lo que las proteinas
no se forman. La inhibicibn de la sintesis de proteinas causada por el
cloranfenicol en la mayoria de los microorganismos susceptibles produce un

efecto bacteriostatico (Morales, et al., 2007).

1.3.3 Gentamicina

Los aminoglucésidos como la gentamicina inhiben la sintesis proteinica
de los microorganismos. Son relativamente téxicos en comparacién con otras
clases de antibiéticos pero siguen siendo utiles, mas bien para tratar infecciones
causadas por bacterias gramnegativas aerobias. A pesar de que casi todos los
inhibidores de la sintesis proteinica de los microbios son bacteriostaticos, los

aminoglucésidos son bactericidas (Chambers y Sonde, 1996).

Los antibiéticos aminoglucésidos son bactericidas rapidos. La destruccién
de la bacteria depende de la concentracion, y cuanto mas alta es ésta, mayor es
la rapidez con que destruye a los microorganismos (Kapusnik et al.., 1988;

Blaser, 1991).

La gentamicina es un antibiético de amplio espectro obtenido de especies
del actinomiceto Micromonospora. Posee espectro de actividad muy amplio y es

usado en forma extensa, es el aminoglucésido de primera eleccién por su bajo




costo y su actividad fiable contra casi todos los aerobios gramnegativos

(Chambers y Sonde, 1996).

2. ANTECEDENTES

El antibiotico mas utilizado en pectinidos es el cloranfenicol a
concentraciones entre 0.25 a 8 mg/l, ya que tiene un amplio espectro y aita
estabilidad en el agua de mar, y aumenta significativamente la sobrevivencia
larvaria y la sobrevivencia postmetamorfosis de Argopecten purpuratus (Uriarte,

2008).

Campa-Cérdova et al. (20086) realizaron un estudio sobre los efectos de 3
antibioticos (cloranfenicol, eritromicina y furazolidona) suministrados a 3 distintas
concentraciones en microalgas (/sochrysis galbana y Chaetoceros gracilis)
usadas para alimentar larvas de la escalopa (Argopecten ventricosus). La
exposicion al antibiotico (excepto furazolidona que inhibié el crecimiento) no tuvo
un efecto significativo sobre las microalgas, pero si tuvo un efecto positivo en la

supervivencia de las larvas y una disminucion en la poblacién de bacterias.

Se tienen reportes de alta supervivencia en larvas de Tridacna gigas con
tratamientos de 5-7 mg/l de eritromicina, oxitetraciclina, estreptomicina o
cloranfenicol, durante los primeros 2 dias de desarrolio (Braley, 1986). También
cloranfenicol y eritromicina  en concentraciones de 8mg/l aumentan la

supervivencia de larvas de Pecten maximus (Robert et al. 1995).




Guerrero-Martinez (1992) demostré el efecto benéfico de los antibidticos en
larvas de gasterOpodos. Asi, larvas del caracol Asfraea undosa mostraron
buenos resuitados con el antibitico sulfametazina en el rango de 25 a 50ppm,
con el cual se logré el 70% de sobrevivencia al tercer dia, mientras que sin la

ayuda de antibiético las larvas murieron al segundo dia.

Los antibidticos cloranfenicol y ciprofloxacina dieron resuitados positivos en
las cuatro fases de desarrollo de Artemia franciscana (nauplios, metanuaplios,
juveniles y adultos), mostrando halos de inhibicion contra la bacteria Aeromonas

hydrophifa (Castro-Mejia, 2005).

Se trataron juveniles de Rhamdia quelen infestados por Ichthyophthirius
muitifiliis con cloranfenicol, cloranfenicol + sal, oxitetraciclina, oxitetraciclina + sal
y solo agua (control). La sobrevivencia en los tratamientos con cloranfenicol +
sal y oxitetraciclina + sal fue significativamente mas aita que en los otros
tratamientos. El tratamiento con cloranfenicol presento mayor sobrevivencia gue
el tratamiento con oxitetraciclina y ambos mostraron una diferencia

significativamente mayor que el control (Segura de Andrade, et al,, 2006).

Alvarez, et al. (2002) utilizaron tejidos de peces (Mugil curema} y crustaceos
(Litopenaeus schmilti, L. vannamei y L. stylirostris), para determinar sensibilidad
de distintos miembros del genero Vibrio a 12 antibidticos. Considerando los
vibrios en general, se observo una alta resistencia (R = 50%) a la eritromicina
(15ug), estreptomicina (10ug), kanamicina (30ug), novobiocina (30ug),

penicilina G (10 Ul), polimixina B (300ug), tetraciclina (30pg) vy triple suifa




(300ug), no asi al acido nalidixico {30ug), cloranfenicol (30pg), gentamicina

(10ug) y la suifonamida potenciada (25ug).

Vaseeharan ef al., (2004) determindé que la bacteria Listonelfa anguiflarum
(presente en cultivos de camarones) mostraba resistencia a antibiéticos como la
ampicilina (100%), clorotetraciclina (80%), estreptomicina (60%) y penicilina G
(30%), en cambic se observo sensibilidad ante la kanamicina (90%),

gentamicina (70%) y eritromicina (60%).

Al aislar a Aeromonas hydrophila esta mostrd susceptibilidad a gentamicina
(10ug) vy al acido nalidixidico (30ug), en cambio mostré resistencia a ampicilina
(10ug), eritromicina (15ug), lincomicina (2ug), penicilina (10 Ul} y a sulfazotrim
(25ug) y susceptibilidad intermedia a la tetraciclina (30ug) por una prueba de

susceptibilidad antimicrobial (Segura de Andrade, et al., 2006).

Se sabe que la almeja generosa, Panopea generosa, s una especie
delicada y fragil, y se han reportado mortalidades masivas durante el cultivo de
estadios larvales, aln en presencia del antibidtico tetraciclina (12ppm), el cual

tuvo ademads un efecto retardador del crecimiento (Goodwin et al, 1979).

Es importante notar que los ftratamientos con antibidticos que estan
actualmente dispenibles tienen un amplio espectro, y los antibidticos que son
utilizados en acuicuitura y que se encuentran aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) no son efectivos para todas las enfermedades bacterianas
de los organismos acuaticos cultivados (Piliay, 1992). Por lo mismo, es

importante explorar el uso experimental de antibiéticos alternativos como

10




herramienta potencial para mejorar el desempefio y sobrevivencia larval de esta

especie.

11




3. OBJETIVO

Probar el efecto de los antibioticos de amplio espectro, cloranfenicol y
gentamicina, sobre el crecimiento y sobrevivencia de las larvas de Panopea

generosa.

12




4. VARIABLES

En cada tratamiento se midieron fos cambios temporales en la talla (largo y
ancho) y sobrevivencia (%) de larvas de P. generosa, cuitivada en recipientes

experimentales en presencia de antibidticos.

5. METODOLOGIA

Las larvas utilizadas en este experimento fueron obtenidas en el laboratorio
de Biotecnologia de Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas, a
partir de reproductores traldos de San Quintin y acondicionados en las
instalaciones del mismo. Se llevé a cabo una corrida larval en el 2009 y ofra en

el 2010.

5.1 Disefio Experimental y mantenimiento de larvas

En cada corrida se utilizd un disefio experimental aleatorio simple que
consistio en un factor de prueba (antibidtico) x 4 tratamientos (concentraciones
de antibidticos) x 3 réplicas (cubetas de plastico). En 2009 se utilizaron
simultaneamente 4 concentraciones del antibidtico cloranfenicol (0, 3, 6, 9 mg I
"), ¥ dichas concentraciones se repitieron para el antibiético gentamicina en la

corrida del 2010.

Para cada corrida se montd un sistema consistente en 12 cubetas (unidades
experimentales) de 7L de capacidad colocadas dentro de una charola de fibra de

vidrio (239 x 72.5 x 14.5cm) llena con agua de mar, que sirvié para mantener

13




una temperatura constante de 16 + 1°C con la ayuda de un enfriador de
serpentin. A cada cubeta se le agregaron 6l de agua de mar filirada (1um) y
pasada por UV. Tambhién se mantuvo aireacién suave en cada una de las
cubetas utilizando mangueras de silicén (Figura 1). Las cubetas fueron
marcadas con la concentracién del antibidtico utilizada (0, 3, 6 y 9mg/l), y
ordenadas en la charola de acuerdo a un disefio aleatorio simple. Para cada
concentracién se utilizaron 3 réplicas. Una vez armado el sistema, las larvas
fueron concentradas en un tamiz, contabilizadas, y agregadas a las cubetas

(Figura 2), utilizando una cantidad inicial aproximada de 6,000 larvas por cubeta.

Diariamente las larvas fueron alimentadas con /sochrysis galbana a una
concentracién de acuerdo a la etapa de desarrollo (30,000 a 80,000cel/ml para
larvas, y de 100,000 a 150,000cel/ml para semilias). La limpieza de las cubetas,
asi como la remocién de cadaveres y basura se reaiizé 2 veces por semana
utilizando tamices de diferentes tamanos de malla {(de acuerdo al tamafno de la
larva) y una manguera para sifonear. Las larvas de cada cubeta fueron
concentradas en los tamices y posteriormente se pasaron a un recipiente de 500
ml utilizando una pizeta. Después se homogenizaron y de este recipiente se
tomd una muestra de 1ml utilizando un pipeteador automatico para estimar el
nimero de organismos vivos (Figura 4). Una vez obtenida la muestra se
observod en el microscopio compuesto para realizar su conteo y la medicion de
la talla. Después esta se guardd en un microtubo de 1.5 ml para su posterior
revision en caso de ser necesario. La muestra se fijé con unas gotas de formol

salino que se prepard de acuerdo a la siguiente proporcion: 100ml de formol (se

14




utilizo formol al 10%), 900mi de agua destilada y 8.5gr de cloruro de sodio (Drury

y Wallington, 2009).

Las cubetas vacias se lavaron con agua y jabon, asi como las mangueras de
aireacién y las rocas utilizadas como peso muerto de las mangueras de
aireacion (Figura 3). Despues del muestreo la cubeta se volvio a llenar con agua
previamente filtrada, pasada por UV y ozonificada, y al estar llena se agregé el

antibiético en las cantidades que se muestran en la tabla | para 6L de agua.

Para la ultima evaluacion de talla y determinacion de densidad final de
organismos se utilizo un microtubo eppendorf, Al que se le agregaron las
semillas que cabian en un volumen de 1ml y se contabilizaron. Después se
concentraron las semillas de cada cubeta de manera individual y se pasaron al
tubo eppendorf, se tomé el volumen y se hizo una relacién con la cantidad de

semillas obtenidas en el volumen de 1ml tomadas previamente.
La sobrevivencia larval (S) se estimd de la siguiente manera:
S (%)= (N/Ni)*100

Donde: Ni y Nt = cantidad inicial y al tiempo t de larvas o poslarvas

presentes en la cubeta.

La tasa de crecimiento bruto se calculd para las larvas de cada una de las
cubetas mediante regresion lineal de talla vs. tiempo, tomando la pendiente de la

recta como la tasa de crecimiento.
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5.2 Estadistica

El porcentaje de sobrevivencia y la talla de ios distintos tratamientos se
compararon a lo largo de cada experimento mediante un analisis de varianza de
dos vias (ANOVA)}, teniendo como factores de prueba la concentracion del
antibidtico y el tiempo. La tasa de crecimiento se compard mediante ANOVA de
una via. Previo al andlisis se corrieron pruebas de normalidad vy

homoscedasticidad.

16




6. RESULTADOS
6.1 Cioranfenicol (2009}

Durante el periodo de tratamiento se observd que las larvas tratadas con
cloranfenicol tuvieron un crecimiento mayor que las control (agua de mar), ya
que se empezo a ver el inicio de la metamorfosis alrededor del dia 25 con las de
mayor concentracion de antibiético (6 y Smg/l) con una talla de 350um, y entre
el dia 27 y 29 (330 y 380um) para las del tratamiento con 3mg/l. En cambio para
el control se llego al dia 34 y aun no empezaban a metamorfizar presentando
una talla de 318um (Tabla 1), lo anterior aplica de igual manera para |a tabla i,
en donde se muestra el ancho de la concha y se ve como para el dia 34 los
organismos del control no habfan pasado las 283um en cambio los tratados con

cloranfenicol tenian mas de 447um.

Las figuras 5 y 6 muestran como los ires tratamientos en los que se utilizé
el cloranfenicol tuvieron un incremento mayor de longitud (largo y ancho) de la
concha que el control. La tasa de crecimiento para el tratamiento sin antibidtico
fue de 6 um/dia, mientras que para las concentracicnes de 3, 6 y 9mg/l fue de

12, 13 y 14 respectivamente (Tabla V).

No se observé una diferencia significativa en el crecimiento entre
tratamientos con antibiético pero si entre estos y el control (ANOVA, F= 10.099,
P <0.001, ANEXO [}, y se encontré diferencia significativa a través del tiempo
(ANOVA, F= 10.099, P <0.001, ANEXO |) ya que si hubo crecimiento por parte

de los organismos en el trascurso de los 34 dias de experimento.
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Los organismos tratados con cloranfenicol que ya habian metamorfizado
mostraban un pie grande, sifén, branquias y espinas en la concha (Figura 9).Los
tratamientos de 3mg# y el control (Figura 10) tenfan pocos organismos sin
metamorfizar. En algunos casos se pudo notar como habian organismos que
aunque eran de la misma fecha de desove presentaban una gran diferencia de

tamafio.

El porcentaje de sobrevivencia (después de 34 dias) al utilizar la
concentracién de 9mg/l fue del 93%; para el tratamiento de 6mg/l fue de 83%;

con 3mg/l de 86%, y para el control 56% (Tabia VI).

6.2 Gentamicina (2010)

Se observé una talla de metamorfosis en las larvas que fueron sometidas a
las dos mas altas concentraciones de gentamicina (9 y 6mg/l) alrededor del dia
31 (con una talla de 372.9 y 377.69um de largo de concha respectivamente),
para el tratamiento de 3mg/l la talla de metamorfosis se observo en el dia 36 y
fue de 341um, mientras que las del control empezaron a metamorfizar alrededor
del dia 31 con una talla de 366.3um, lo cual se puede observar en latabla lll, y
de igual manera en la tabla IV se ve el crecimiento de la concha a lo ancho

durante este periodo.

En las figuras 7 y 9 se puede ver el crecimiento (largo de concha) que
tuvieron las larvas de los cuatro tratamientos, el cual no mostré una diferencia

significativa entre alcanzado por el control y el del antibi6tico (ANOVA, F=2.294,
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P=<0.001, ANEXQO 2), pero si se tuvo una diferencia significativa con respecto
del tiempo (ANOVA, F=0.472, P= 0.971, ANEXO 2) porque mostraron un

incremento de tamario durante los 38 dias de experimento.

Las tasas de crecimiento obtenidas en los tratamiento con antibiotico y el
control presentaron valores muy cercanos ya que el control tuvo una tasa de
crecimiento de 13 pm/dia mientras que las concentraciones de 3, 6 y 9mg/l

tuvieron valores de 12, 17 y 15 pm/dia respectivamente (Tabla IV).

En esta corrida en la que se utilizo gentamicina se observaron mas almejas
en estadio de desarrollo larval (después de 34 dias) (Figura 10) y al igual que
con cloranfenicol los que ya habian metamorfizado mostraban pie grande,

branquias y las espinas de la concha como se muestra en la figura 9.

A pesar de la falta de diferencias en la talla de los organismos entre
tratamientos, los tratamientos en los que se utilizé el antibidtico tuvieron una
sobrevivencia mas alta que el control. Con la concentracion de 9mg/l fue de
69%, con 6 y 3mgfl 32 y 9% respectivamente, para &l control fue de 6% (Tabla

V).

7. DISCUSIONES

En la primer corrida con cloranfenicol como antibidlico se vio como el
tratamiento de 9mg/l (maxima concentracion utilizada) influy6é de manera positiva
sobre el crecimiento y el inicio de la metamorfosis, ya que las larvas estaban

llegando a esta etapa en el dia 25 aproximadamente (talla de 350um). En
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cambio en el tratamiento control las larvas presentaban tailas de 318pm para el

dia 34 y aun no empezaban a metamorfizar.

En contraste, para la corrida con gentamicina en todos los tratamientos se
llegd a la metamorfosis entre los dias 31 y 36, por lo que no observdé una
marcada diferencia entre el antibidtico y el control, como se puede observar en

la tabla lll.

Las larvas tratadas con 9mg/l y 6mg/l de cloranfenicol estaban llegando a
la metamorfosis cerca del dia 25 y 29 respectivamente, mieniras que con
. gentamicina lo estaban haciendo alrededor de los dias 31 y 36. Goodwin et al.
(1979) reportaron en estudios un periodo larval para Panopea generosa de 47
dias a una temperatura de 14°C y de 30 dias para una temperatura de 17.6°C,
tiempo mayor al obtenido en el desarrollo de la corrida en la que se ulilizé

cloranfenicol (tratamiento 9mg/).

La etapa poslarval (post-metamdérfica) fue claramente identificada en el
presente estudio, ya que las poslarvas desarrollaron espinas en la crilla de la
concha poslarval llamada disoconcha (Fig. 9). Estas caracteristicas coinciden
con lo reportado previamente por Goodwin et al. (1979) para esta especie,
quienes indican ademas que la metamorfosis de P. generosa ocurre cuando la
longitud de la concha alcanza entre 350-400 um, y esto marca el cambio en su
estilo de vida de una existencia planctdnica a un estilo sedentario en el fondo

marino .

20




En el casc de la corrida en ila que se utilizo cloranfenicol, el tratamiento con el
mejor resultado fue el de 9mg/l con una tasa de crecimiento 2.22 veces mayor
que el control y en el caso de gentamicina donde el mejor resuitado también fue

utilizando ia concentracién de 9mg/, esta fue 1.15 veces mayor que el control.

Con respecto a la sobrevivencia, ésta fue del 93% con los 9mg/l de
cloranfenicol, mayor a la de los tratamientos de menor concentracion y el control
(56%), el mismo comportamiento se obtuvo con la mayor concentracion de
gentamicina que fue del 69% y de 6% con el control. Por lo que podemos ver
que ambos antibioticos tienen un efecto positivo en la sobrevivencia larval de P.

generosa (Tabla VI).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede decir
que en el caso de P. generosa resulté mas efectiva la utilizacion de
cloranfenicol ya que no solo aumenté la sobrevivencia como se observé en los
dos experimentos realizados, sino gue ademas las larvas lograron metamorfizar

antes (9 dias antes con el tratamiento de Smg/l).

La mayor sobrevivencia y mejor tasa de crecimiento mostrada por las larvas
tratadas con cloranfenicol en comparacién con la gentamicina, se pudo deber a
gue el cloranfenicol es un antibidtico de amplio espectro (bacterias
gramnegativas, grampositivas y anaerobias) mientras que la gentamicina es
usada para tratar infecciones causadas por baclerias gramnegativas aerobias

principalmente (Chambers y Sonde, 1996).

La mejor dosis de cloranfenicol obtenida en este experimento estuvo en los

rangos de 9 a 3mg/l, no mostrando una diferencia significativa entre estas.
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Uriarte et al (2001) determinaron fa dosis de cloranfenicol con la que se
tendrian los mejores resultados tanto de sobrevivencia como de tasas de
crecimiento de larvas de Argopecten purpuratus. Las tasas de crecimiento
fueron 2.3+0.3 y 2.640.2% por dia usando 2 y 8 mg/l del antibiotico
respectivamente, y sin antibidtico fue de 1.3%+0.2. También reportaron una
metamorfosis mas alta utilizando 8mg/l que el tratamiento sin antibidtico, entre el
75 y 79 % metamorfizaron con concentraciones de 2 y 8mg/l, cuando solo 55.5%

metamorfizaron sin el.

En el desarrollo de este experimento se observé una sobrevivencia mayor
(93%) utilizando 9mg/l de cloranfenicol que el control que fue de 56%, similar a
lo reportado por Uriarte ef al. (2001) que obtuvieron una sobrevivencia del 50%

con el antibidtico mientras que sin el antibidtico fue del 35%.

Las concentraciones de cloranfenicol utilizadas en la corrida 2009 (3, 6 y
9mg/l) se encuentran dentro de los rangos descritos como efectivos en otros
estudios realizados como el de Braley (1986) quien observd una alta
sobrevivencia en larvas de Tridacna gigas al utilizar cloranfenicol en
concentraciones de 5-7mg/l durante los dos primeros dias de desarrollo, Robert
et al. (1995) utilizaron concentraciones de 8mg/l de este antibidtico para
aumentar la sobrevivenca larval de Pecten maximus vy al igual que los autores

anteriores Campa-Cordova et al. (2006) en Argopecten ventricosus.

Al no mostrar diferencia significativa las tres concentraciones de cloranfenicol

entre si, se puede inferir que si se utiliza la de 3mg/l se seguirian teniendo
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resultados positivos y utilizando una menor cantidad de antibidtico lo que

resultard en menos gastos de tratamiento.

Es importante mencionar que el uso de cloranfenicol en organismos marinos
destinados a la alimentacién humana no esta aprobado por ia FDA, sin embargo
se utiliza a nivel experimental, comercial e informal ya que es un antibidlico de
amplio espectro que ha tenido resultados positivos en distintos estadios larvales
de moluscos bivalvos entre los que se encuentra P. generosa. Asi, de manera
experimental se ha estado utilizando el cloranfenicol en distintos organismos
marinos como lo son: los peces Rhamdia quelen y Mugil curema (Segura de
Andrade, et al., 2006; Alvarez, et al. 2002), crustaceos (Litopenaeus schmitti, ..
vannamei y L. stylirostris) reportado por Alvarez, et al. en el 2002; y distintos
moluscos como el caracol caracol Astraea undosa (Guerrero-Martinez (1992),
escalopas como Argopecten purpuratus (Uriarte, 2008), Argopecten ventricosus
Campa-Cérdova ef al. (2008), Pecten maximus (Robert et al. 1995) y la almeja
gigante Tridacha gigas (Braley, 1986). Los estudios anteriores han sido
realizados para determinar dosis en las que se logra tener el mejor crecimiento

y sobrevivencia de los organismos fratados.

El uso rutinario, incluso 2 veces por dia, de compuestos antimicrobianos,
incluidos algunos utilizados en terapéutica humana (como el cloranfenicol), es
una practica mundial comun en los laboratorios de cultivo de larvas a nivel
comercial (Alvarez, et al. 2001). En Malasia y Singapur es utilizado en granjas
de camarones, de peces marinos y ornamentales, y se administra generalmente

junto con el alimento en concentraciones de 3-5 gm/kg (Shariff M., et al. 1996).

23




En Filipinas se ha utilizado el cloranfenicol en etapas larvales y post larvales de
Penaeus monodon para combatir vibriosis causadas por Vibrio Harvey y V.
splendidus en concentraciones de 2-4ppm, todos los dias (Baticados et al. 1990,
Baticados y Paclibare 1992), en Taiwan también se utiliza para combatir vibriosis
(Vibrio anguiflarum) en anguilas (Kou et al. 1988) y larvas de camarén (Liao et al.

1992).

De manera informai se fiene registros sobre el uso de cloranfenicol en
criaderos de langostinos y camarén en Ecuador, China, Vietham e Indonesia en
donde se ha estado regulando su uso debido a la falta de informacidén sobre
dosis a utilizar y la presencia del antibidtico en organismos antes de ser
consumidos (Ferrero 2009; RI1; Lazaroff, 2002), lo que implica un gran riesgo
para el ser humano ya ¢ue puede causar anemia aplastica, entre otras cosas
debido a su toxicidad sobre las células sanguineas y médula 6sea (Morales, et

al. 2007).

En el presente estudio el uso del antibi6tico fue restringido a la etapa larval.
Una vez que metamorfizan se deja de utitizar, por o que la posibilidad de gue
sea bioacumulado por el organismo y afecte la salud del ser humano al ser
consumido es nula, ya que pasan cerca de 4 afios desde la administracion del
mismo hasta su captura en campo (tiempo suficiente para que lo elimine de su
sistema). No obstante, es importante el realizar estudios sobre el tiempo gue
permanece el cloranfenicol en Panopea generosa asi como es el estudio de los

efectos bioquimicos fisiolégicos del farmaco sobre el organismo.
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Goodwin et al. (1979) utilizaron tetraciclina (aprobada por la FDA) a una

concentracion de 12ppm en el desarrollo larval de P. generosa sin resultados

favorables, ademas de no tener un buen porcentaje de sobrevivencia tuvo un

efecto retardador del crecimiento.

*,
D3

CONCLUSIONES.

Tanto la gentamicina como el cloranfenicol lograron aumentar la

sobrevivencia larval de P. generosa.

Las larvas tratadas con cloranfenicol mostraron la mayor tasa de

crecimiento y por lo tanto una menor duracién del periodo larval.

El crecimiento entre los tratamientos con gentamicina no mostrod

diferencia significativa entre éstos y el control.

Es importante estudiar el tiempo de residencia y Ia farmacodinamica de

estos antibidticos en Panopea generosa.
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FIGURAS

Figura 1. Sistema de cubetas montado para la realizacion del experimento.

Figura 2. Larvas concentradas en un tamiz de 64 pm antes de ser distribuidas en

los distintos tratamientos de antibidtico.
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Figura 3. Tamices utilizados en la limpieza y bajado de larvas.
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Figura 4. Concentracién y homogenizacion de larvas, para su posterior

evaluacion.
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Figura 5. Camﬁios temporales en la talla (largo de_concha) de larvas de

Panopea generosa tratadas con distintas concentraciones de cloranfenicol.
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Figura 6. Cambios temporales en la talla (ancho de concha) de larvas de
Panopea generosa tratadas con distintas concentraciones de cloranfenicol
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Figura 8. Cambios temporales en la talla (ancho de concha) de larvas de

Panopea generosa tratadas con distintas concentraciones de gentamicina.

36

42




Figura 9. Caracteristicas de postlarvas. A) Espinas alrededor de la concha B)

Branquias C) Pie muy desarrollado D) Sifon.
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Figura 10. Larva ciliada de P. abrupta (aun sin metamorfizar).
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TABLAS

Tabla L. Cambios temporales en la longitud (um) promedio de la concha de las

larvas + error estandar en los cuatro tratamientos con cloranfenicol durante el

tiempo de experimento (Julic 2009).

Tiempo (dias) Control 3ma/L 6mg/L ImagiL
7 128+ 6 76125 142+ 3 138+ 6
10 1717 179+ 4 181+ 2 182 + 1
12 192 +7 202+7 204 +2 208+ 3
17 226+ 3 262 + 11 2696 282+ 8
20 236+5 3044 270 £25 322+8
22 263 +3 316 £12 311 +28 341 +24
25 265 + 0 328 £ 11 3503 350 + 19
27 270+ 7 330+ 8 355+ 11 355+ 70
29 27910 3800 3750 373+ 0
30 280+0 385+ 0 37910 3970
32 297 +0 396+ 0 404+ 0 428 1+ 0
34 318+ 29 532 + 115 553 + 80 583 £ 104

Tabla H. Cambios temporales en el ancho (um} promedio de la concha de las
larvas * error estandar en los cuatro tratamientos con cloranfenicol durante el

tiempo de experimento (Julio 2009).

Tiempo (dias) Control 3Imail. smg/l. 9Img/L
7 100+ 4 58 + 18 116+ 1 106 £ 6
10 129+ 9 145 + 4 156 + 6 149 +3
12 16417 172 + 6 172 + 4 171 +3
17 191 + 6 135 + 13 234 + 8 245 + 8
20 207 £ 8 270 + 3 233 £ 30 289 + 6
22 229 + 1 281 + 14 265 + 40 307 + 26
25 152 + 10 294 + 7 350 + 6 317 + 18
27 213+ 0 203 + 9 318 + 11 358 + 4
29 253 £ 0 348 £ 0 368 + 0 337 £+ 0
30 252 + 0 338 £ 0 343 £ 0 350 + O
32 247+ 0 366 + 0 320+ 0 3880
34 283123 448 + 87 468 + 56 483 + 69
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Tabla Ill. Cambios temporales en la longitud (um) promedio de la concha de las

larvas + error estdndar en los cuatro tratamientos con gentamicina durante el

tiempo de experimento (Mayo 2010).

Tiempo (dias) Control 3mg/L Bmg/L ImgiL
10 138+ 2 122 £11 133 +5 145 +13
14 156 +6 141 =9 154 5 158 £3
18 227 +16 205 14 210 +5 217 2
22 238 + 11 221 +14 250 £ 13 275 +4
27 289 +22 252 +3 281 10 323 29
3 366 £ 10 309 22 373 £3 378 + 14
36 362 +70 341 +15 392 +23 434 +29
38 564 + 109 517 +59 759 +49 662 +92

Tabla IV. Cambios temporales en el ancho (um) promedio de la concha de las

larvas * error estandar en los cuatro tratamientos con gentamicina durante el

tiempo de experimento (Julfio 2010).

Tiempo (dias) Control 3mg/L émg/L 9mg/L.
10 104 + 3 93+9 105+ 4 116 £ 12
14 1113 116+ 4 124 7 130+2
18 192 + 15 1756+ 12 177+ 4 181 +3
22 203 + 14 185 + 14 216+ 13 242+ 6
27 255 + 27 225+ 6 243 + 14 288+ 8
3 33215 273+ 16 330+ 3 330 + 12
36 314 + 57 308+ 16 321+ 4 360+ 19
38 497 + 91 428 + 37 636 + 31 537 +63
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Tabla V. Tasa de crecimiento promedio * error estandar (um/dia) obtenidas en

los cuatro tratamientos de los dos antibidticos utilizados.

Cloranfenicol { Gentamicina
Control 6105 1312
3mg/l 12+2 12 &1
6my/l 13+ 1 17+0.5
9mg/l 14+ 2 152

Tabla VIi. Sobrevivencia promedio * error estandar (%) de las larvas con los

cuatro tratamientos de ios dos antibidticos utilizados.

Tratamiento Cloranfenicol Gentamicina
Control 565 6+0
3mgll 86 + 15 9+5
emgy/l 837 32+1
9mg/l 932 69 + 2
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ANEXO |

Tabla la. Resultado del ANOVA de dos vias para comparar la longitud promedio

de las larvas de P. generosa, teniendo como factores e! tiempo y la

concentracion de cloranfenicol (ver detalles de fechas de muestreos en Fig. 5)

Fuente de variacion | GL | Sum Cuadr Media Cuadr F P
Tiempo 11 1193634.9 108512.27 21.439 | <0.001
Concentracion 3 153345.31 51115,102 10.099 | <0.001
Tiempo x
Concentracion 33 191162.84 5792.813 1.145 | 0.311
Residual 72 364418.61 5061.37
Total 119 | 1931902.2 16234.473
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ANEXO i

Tabla Ib. Resultado del ANOVA de dos vias para comparar la longitud promedio
de las larvas de P. generosa, teniendo como factores el tiempo y la

concentracion de gentamicina (ver detalles de fechas de muestreos en Fig. 7).

Fuente de variacion | GL | Sum Cuadr Media Cuadr F P
Tiempo 7 | 1191657.819 170236.831 9.670 <0.001
Concentracion 3 121166.136 40388.712 2.294 0.086
Tiempo x
Concentracion 21 174645,371 8316.446 0.472 0.971
Residual 64 [1126716.568 17604.946
Total 95 | 2614185.895 27517.746

43




